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Souhrn

Zhéseni fluorescence je metoda, kterou je mozné aplikovat na velké mnozstvi problému.
Tato préce shrnuje dostupnou teorii zhaseni vcetné reakci tizenych diftizi nebo reakci
ovlivnénych prechodovymi jevy. V experimentalni ¢asti ovéfujeme platnost teoretickych
modelu. Provedené experimenty poukazaly na to, ze je potfeba kontrolovat iontovou silu

v roztoku.



Abstract

Quenching of fluorescence is widely used method, which can be applied for study of many
problems. This work summarizes available theory including diffusion-controled reactions
and transient effects. In the experimental part of this work we verify theoretical models.
Experiments revealed that it is important to control ionic strength in the solution as a

parameter in the fluorescence quenching experiment.



Kapitola 1
Uvod

Jednim z cilu této prace je seznamit se s problematikou zhaseni fluorescence. Zhéaseni fluo-
rescence je obecné proces, kdy dochazi k poklesu intenzity fluorescence vzorku v dusledku
molekularnich interakci. Ve skutec¢nosti se nejedna jen o jediny proces, ale o celou sku-
pinu procesu, které se 1isi mechanismem zhaseni. Zakladni déleni téchto mechanismu je
na statické a dynamické zhaseni, pricemz v ramci této prace se budeme blize zabyvat
dynamickym zh&senim.

Samotné zhaseni flourescence nam muze poskytovat celou fadu informaci o vzorku. Napfi-
klad tacinnost zhaseni bude rizna pro exponovany fluorofor a pro fluorofor nalézajici se na
misté, které je spatné dostupné pro molekuly zhasedla. Z toho vyplyva, ze pomoci zhaseni

fluorescence jsme schopni zkoumat strukturu latek, popiipadé jejich konformaéni zmény.

Cilem této prace bylo

1. Zpracovat prehled problematiky a seznamit se s ruznymi teoretickymi modely.

2. Provést modelové experimenty a diskutovat na zakladé experimentéalnich dat

platnost teoretickych modelu.



Kapitola 2
Zhaseni fluorescence

Experimenty vyuzivajici zhaseni fluorescence se zacaly pouzivat pro biochemické aplikace
koncem 60. let 20. stoleti, zaklady této teorie vSak vznikly jiz kolem 20. let minulého
stoleti. Dnes je tato metoda vyuzivana ke studiu proteini, membréan a dalsich makromo-
lekuldrnich sloucenin. Vyuziti zhaseni fluorescence je rovnéz vyhodné pti studiu difize
molekul zhasedla pres membrany nebo prti sledovani ptistupnosti fluoroforu vazaného

v proteinu nebo membrané.

Zhéseni je zpusobeno molekularnimi interakcemi. Tyto interakce jsou zejména reakce

v excitovaném stavu, srazky s molekulami anebo formovani komplext v zakladnim stavu.
Pro ptipad statického zhéseni je vytvaren komplex mezi fluoroforem a zhéasedlem, ktery
neni schopen emitovat fluorescenci. Statické zhaseni neovliviiuje dobu zivota excitovaného
stavu, ale snizuje pocet molekul schopnych emitovat fluorescenci, coz se projevi pozoro-
vanym poklesem intenzity fluorescence. Statické zhaseni neni zavislé na difizi narozdil
od dynamického zhaseni. V piipadé dynamického zhaseni dochézi k srazkam mezi excito-
vanym fluoroforem a molekulami zhésedla, které zpusobi nezarivy prechod do zakladniho
stavu. Dynamické zhaseni probihd bez trvalych zmén ve struktuie fluoroforu. Muze dojit
i ke zkombinovani statického a dynamického zhaseni, ale touto problematikou se budeme

zabyvat pozdéji.
2.1 Statické zhaseni fluorescence
Zpracovano podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 242]. Pokud dochdzi k formovani komplexu,

ktery po absorpci zareni neni schopen emitovat foton, tak mluvime o statickém zhaseni.

K intenzité fluorescence ptispivaji pouze ty molekuly fluoroforu, jez nejsou vazany v kom-
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plexu. Intezitu fluorescence muzeme popsat pomoci disociaéni konstanty komplexu:

[F - Q)
Kg = (2.1)
[F][C)]
kde [F' — @] je koncentrace komplexu. Ozna¢me celkovou koncentraci fluoroforu jako [Fr],
pricemz v nepiitomnosti zhasedla plati [Fr] = [F]. V piitomnosti zhésedla plati:
[Fr] = [F]+ [F - @Q]. (2.2)

Pokud do rovnice 2.2 dosadime z rovnice 2.1 ziskdme nasledujici vyraz pro disocia¢ni

konstantu: ) (F] ) .
=T T @ 23

Pokud uvazime, ze intenzita fluorescence je pfimo tmérnd koncentraci fluoroforu [FJ,

dostaneme Stern-Volmerovu rovnici ve tvaru

o1 Ks[Q), (2.4)
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.

P1i 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 podle [Lakowicz, J.R., 1999, str. 239-241] muze popsat pomoci néasle-

dujictho schématu:

. kql0]
F"+Q — produkty

Obrazek 1 - Schéma dynamického zhéseni podle [Valeur, B., 2006, str. 73]. O dyna-
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mickém zhaseni mluvime tehdy, pokud dochézi ke srazkam fluoroforu, ktery je v excito-
vaném stavu, s molekulami zhasedla a v dusledku toho prejde fluorofor zpét do zakladniho

stavu bez vyzareni fotonu. Pravdépodobnost srazek je imérnd koncentraci zhasedla [Q)].

Casovou evoluci koncentrace [F*] po excitaci ¢ - pulzem muzeme popsat pomoci Stern -
Volmerovy rovnice

d[F*]
dt

= (ke o+ Ky [QD ] = = (= 4 [Q1) (7], (25

To

kde k, je rychlostni konstanta pro zarivé prechody, k,, je rychlostni konstanta pro nezarivé
piechody v nepiftomnosti zhasedla, k, je bimolekuldrni zhaseci konstanta a pocatecni
podminky jsou [F*], je koncentrace fluoroforu [F*| v case t=0.

Po integraci dostaneme vyraz

7] = (Flgexp { = (= + k,[Q)) ¢} (2:6)

Intenzita fluorescence je déana !
1) =k [P =k [Flyesp {~ (= + 8, (@)t} = 1O exp {~ (= + 1, (@) ¢}, 27

kde k, je rychlostni konstanta zérivych ptfechodu. Doba zivota excitovaného stavu za

pritomnosti zhasedla je popsana rovnici

. 1 . T0
T INRQ T T En @

kde 7y je doba zivota excitovaného stavu bez zhasedla. Za pritomnosti zhasedla je kvantovy

(2.8)

vytézek fluorescence dén jako

k, k,

O = = ) 2.9
bk F 0 k@ 2
Zatimco kvantovy vytézek fluorescence bez zhasedla je
@0 = k?TTQ. (210)
Stern-Volmerova rovnice pro dynamické zhaseni je
P Fo 70
3 = F = =t K [Q=1+kn[Q]. (2.11)

Charakteristické hodnoty bimolekuldrni zh4Seci konstanty jsou v intervalu 109—10° M ~1s1,

Nizka hodnota bimolekularni zhaseci konstanty znaci nepiistupnost fluoroforu. Naopak

vysoké hodnoty naznacuji, ze dochézi k vazebné interakci. Obecneé plati k, = kp P, kp je
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diftzni rychlostni konstanta pro bimolekularni reakce a P je efektivita zhaseni. Pro ptipad

dynamického zhaseni a pro standardni zhasedla je hodnota efektivity zhaseni 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 (2.13)
Fy (1+Ks[Q]) '
kde Kg je Stern-Volmerova konstanta pro statické zhaseni.
A navic dochéazi i k dynamickému zhaseni popsanému Stern-Volmerovou rovnici
5
=1+ Kp[Q)), (2.14)

=
Kp je Stern-Volmerova zhéseci konstanta pro dynamické zhaseni.

Pro vyslednou kombinaci obou zhéaseni dostaneme

B 4 Ks[Q) (L Ko [Q) = 1+ (Ko + K9)[Q)+ KKs [QF . (25)
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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

Fy
Linedni je potom modifikovany Stern-Volmeruv graf zdvislosti ( F[Q]l) na [@]. V tomto

pifpadé je zhdSeni popsané pomoci zdanlivé zhaseci konstanty K 4, kterd je ddna rovnict

Kapp = Kp + Ks — (% - 1) ﬁ — (Kp + Ks) + KpKs[Q)]. (2.16)

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-
vané¢ho postaveni vazeb, tak je komplex v zakladnim stavu také nestabilni a vysledkem je

pravé kombinace statického a dynamického zhaseni.



Kapitola 3

Nelinearni efekty pri zhaseni

fAuorescence

3.1 Sféra akce

V piipadé vysoké koncentrace zhasedla muzeme pozorovat zakiiveni Stern-Volmerova

grafu ve sméru nahoru. Tuto situaci zobrazuje obr. 3.

30
254 /
20

151

F/F

10 1

koncentrace zhasedla ( mmoI.dm'a)

Obrazek 3 - Stern-Volmeruv graf zobrazujici zaktiveni ve sméru nahoru, které je
charakteristické pro sféru akce. Cervené je zde zobrazena kiivka 22 exp (V [Q)]) a cerné je

zde zobrazen pomér intenzit %

Pti vysokych koncentracich roste pravdépodobnost toho, ze se n¢jaka molekula zhésedla

bude nalézat béhem excitace dostatecné blizko fluoroforu a nedovoli mu emitovat

11
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fluorescenci. Podle [Valeur, B., 2006, str. 84] budeme predpoklddat existenci koule o ob-
jemu V, kde je pravdépodobnost zhaseni rovna jedné. Tuto kouli ozna¢me sférou akce. Déle
je mozné uvazovat Poissonovo rozdéleni pravdépodobnosti nalezeni n molekul zhasedla

v objemu V. Tato pravdépodobnost je

n - n' € 9 (31)
kde (n) =V [Q] N (N = fg—&) je prumérny pocet molekul ve sfére.
Pravdépodobnost nalezeni vsech molekul zhésedla mimo objem V je
By=e " = VIQINa, (3.2)
Sestavime-li pomér intenzit %, ziskame nasledujici vyraz
£o =V = VIeINa, (3.3)

F
Je ztejmé, ze tento vyraz se lisi od Stern-Volmerovy rovnice, kterd je linedrni. Pokud jsou
ale hodnoty koncentrace zhasedla malé (blizké nule), tak lze exponencidlni funkci nahradit

fadou, pricemz ziskdme nasledujici vyraz
eVIONA = 1 L V[Q] Na. (3.4)

Coz neni nic jiného nez Stern-Volmerova rovnice.
V literatufe se uvadi charakteristické hodnoty N4V=1-3 dm?3.mol~'. Objem koule je
mozné urcit ze vztahu V = %Tng. Dosazenim do uvedenych vztahu ziskdme polomeér

sféry akce piiblizné 10710 m.

3.2 Teorie reakci rizenych difizi

Zpracovano podle [Valeur, B., 2006, str. 80- Box 4.1]. Uvazujme reakci fluoroforu F a

zhéasedla Q, ktera je popsand nasledujicim schématem

kp(t
D( ) Kyeakce

F+Q : (F*...Q) — produkty
key

Obrazek 4 - Schéma popisujici reakci zhasedla s fluoroforem, ktera je tizena difuzi.
V tomto piipadé je rychlostni konstanta charakterizujici diftzi fizenych proces zhaseni

kp (t) zavisld na case.
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Budeme uvazovat diftizni rychlostni konstantu kp (t) zavislou na ¢ase. Potom intenzita
po excitaci delta pulzem je

F(t) = F (0)exp {—i 410 /Ot kp (1) dt’} . (3.5)

To

Smoluchovského teorie

Teorie je zalozena na ptredpokladu, ze pravdépodobnost probéhnuti reakce mezi mo-
lekulou fluoroforu a zhasedlem je rovna 1, pokud jsou molekuly F a Q ve vzdalenosti
R, (absolutni vazebnd podminka). Rychlostni konstanta k,eqree dosahuje hodnoty oo a
rychlostni konstantu disociace k_; muzeme zanedbat. Vysledkem vazebné podminky je
nulova koncentrace nezkomplexovaného zhasedla [)] = 0 na povrchu sféry s polomérem

R.. Tuto situaci popisuji obrazky 5 a 6.

Obréazek 5 - Vytvoreno podle [Zelent, B. a kolektiv, 1996]. Tento obrazek ilustruje

konstrukei Smoluchovského teorie. Zobrazuje vzdjemnou polohu fluoroforu a zhasedla.

bimolekularni zhaseci konstanta k,

vzdalenost fluorofor-zhasedlo r

Obrazek 6 - Tento graf popisuje zavislost bimolekularni zhéseci konstanty na vzdéle-

nosti fluoroforu a zhdasedla zobrazené na obrazku 5. Zobrazend funkce méa rovnici



KAPITOLA 3. NELINEARNI EFEKTY PRI ZHASENI FLUORESCENCE 14

ky (r) = Kkd (r — R¢). Smoluchovského teorie predpokladd nekoneénou hodnotu specifické

zhéseci konstanty k. Tuto zavislost popisuje Dirackova delta funkce. Zpracovano podle
[Zelent, B. a kolektiv, 1996].

Hodnotu kp (t) 1ze urcit ze zmény koncentrace zhésedla Q v koncentraénim gradientu,
které je v kontaktu s fluoroforem F. Zména koncentrace zhasedla QQ zavisi na jeho radialni
distribuci a pravdépodobnosti p (1, t). Pokud je uvazovan roztok zhasedla Q, pak je mozné
radidlni distribuc¢ni funkeci popsat pomoci Fickovy rovnice:

Op (r,t)

— DV? .
5 Vep(rt), (3.6)

kde r je vzdalenost mezi molekulami F a Q, D je difizni koeficient molekul F,Q. Tento
diftzni koeficient lze vypocitat pomoci Einstein-Smoluchovského rovnice ve tvaru

kT 1 1
D=D Dog=—|—++ .
pDo= 1 (v, (3.7

kde k je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, f je koeficient zavisly
na typu vazby mezi molekulami F, Q (pro statické vazebné podminky je roven 6 a pro
dynamické vazebné podminky je roven 4) a 7 je dynamicka viskozita roztoku.

Pro pocatecni podminku homogenniho rozdéleni distribuci zhasedla Q, lze zapsat Smolu-

chovského rovnici pro roztok

k3 (t) = ArTR.DN [1 + (ﬂfﬁ] : (3.8)

Collins-Kimballova teorie

Tato teorie oproti Smoluchovského teorii ocekava konecnou hodnotu k,eqree pro mole-
kuly F i Q ve vzdalenosti r = R,.. Pro vétsi vzdalenosti hodnota k;.cqrce €xponencialné klesa
k nule a tedy zhasedlo je volné, nereaguje s fluoroforem. Zachovame predpoklad, ze rych-
lostni konstantu disociace k_; muzeme zanedbat. Déale predpokladame, ze hodnota k,eqxce
je primo umérna pravdépodobnosti nalezeni molekuly Q ve vzdélenosti (R., R, + dr) od

molekuly F. Této situaci odpovida obrazek 7.
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Obréazek 7 - Zpracovano podle [Zelent, B. a kolektiv, 1996]. Tento obrazek ilustruje

situaci, kterou popisuje Collins-Kimballova teorie.

bimolekularni zhaseci konstanta k

q

vzdalenost fluorofor-zhasedlo r

Obrazek 8 - Tento graf popisuje zavislost bimolekularni zhéseci konstanty na vzdéle-

nosti fluoroforu a zhasedla zobrazené na obrazku 7. Zobrazena kiivka pro bimolekularni

[r—Rc]

zhaseci konstantu ma rovnici k, (1) = k, exp (——), kde k, je hodnota bimolekuldrni

Te

zhéseci konstanty ve vzdalenosti nejvétsiho priblizeni, r. je charakteristicky parametr pro

interakci definovanou poklesem bimolekularni zhaseci konstanty v zavislost na vzdalenosti.

Collins-Kimballova teorie predpoklada exponencialni pokles bimolekularni zhaseci kon-

stanty ve vzddlenostech vétsich nez Rq. Zpracovano podle [Zelent, B. a kolektiv, 1996].

Smoluchovského rovnici pak lze prepsat do tvaru

RO (1) = 5

o = Bhreakce .
ﬁ‘i’k'reakce !

ﬁkreakce [ kreakce
1+
B

B =47NR.D,

exp {a2Dt} erfc (a\/Dit)] ,

(3.9)
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kde erfc oznacuje doplikovou chybovou funkci, ktera je definovana jako

12 e du.

erfc(zx) =

Sk

3.3 Teorie prechodovych jeva

V této kapitole vyuzijeme poznatku z [Valeur, B., 2006, str. 79, 82-83], ze diftzni koeficient
a bimolekuldrni zhaSeci konstanta jsou zavislé na case. Bimolekuldrni zhasSeci konstanta
je popsana Smoluchovského rovnici, ktera je uvednd jako rovnice 3.9. Odezva na d - pulz

pro piipad zhaseni limitovaného difizi je
£ =1 Oep{-=+1Q) [k @)} (3.10)
Coz lze prepsat do tvaru
f () = f(0)exp (—at — 2bVt) (3.11)

a==++4rDR.N[Q],b=4VDrNR2[Q].

Pokud méteni probiha v roztocich s nizkou viskozitou po velmi kratké casy, pak hraji
prechodové jevy vyznamnou roli. Pro vysoce viskozni média jsou tyto jevy zanedbatelné.
Za podminek kontinudlniho osvétleni je mozné snadno urcit steady-state intenzitu jako
kone¢nou sumu odezvy na excitaci d-pulzem. V tomto piipadé muzeme nahradit sumu
integralem. Vytvorenim pomeéru intenzit bez zhasedla a se zhasedlem, je mozné ziskat

rovnici

Fy 1+4rmDR,[Q]N
— = 12

kde Y = % exp (%) erfe (%)

Ptechodové jevy do Stern-Volmerovy rovnice zapocitavaji pomoci faktoru Y. V Stern-

Volmerové grafu se prechodové jevy projevi jako malé zakfiveni grafu ve sméru nahoru.

S vyuzitim nésledujiciho vztahu z [Bartsch, H. J., 2006, str. 618]

e~ 1 1.3

2 o0 2
erfc(x)zl—erf(:p):ﬁ/z e Vdt ~ 5 [1—2—:ﬁ+m+... (3.13)
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lze v rovnici 3.12 nahradit doplikovou chybovou funkci fadou

erfc (%) = %/;: eV dt ~ \/a;b_% [ d } : (3.14)

Vyjadreni faktoru Y se pak znacéné zjednodusi na

y = 7 o (’L) or fe (i) LWV (@ Hho D VT (-2

Ja va) = Va 2% ° "o 2 202
(3.15)
Dosazenim tohoto vyrazu do rovnice 3.12 dostaneme
Fy 2 20?
— =—=1+4m9DR.N = 3.16
2 - (DR (Q) | ] (3.16

2 (4WDrR2[QIN)’

(1 + 4drmDR.N [Q]) 9 (4\/D77TR2 [Q] N)2 — T—lo —4nDNR, [Q]

S

Ptechodové jevy se projevuji v kinetice dohasinani fluorescence v roztocich s nizkou

viskozitou na casové skile do 10 ps, [Lakowicz, 2006, 3. ed., strana 345].



Kapitola 4
Mechanismy zhaseni

Intersystémova konverze

Excitovany fluorofor je 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 muze dojit k Géinnému zhdseni jinym mechanismem. Casto dochdzi k nezéiivému
prechodu do zakladniho stavu a energie je pfeménéna na teplo. Mezi zhasedla zpusobujici

intersystémovou konverzi patii naptiklad molekularni 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 nebo pfi zhaseni antracenu diethylanilinem.

Pienos protonu indukovany svétlem
Obecné jsou acidobazické vlastnosti latek v zakladnim a excitovaném stavu ruzné. Exis-
tuji pripady, kdy jsou zasady nebo kyseliny silnéjsi v excitovaném stavu nez ve stavu
zakladnim. V takovych ptipadech muze dojit k prenosu protonu vlivem excitace fluoro-

foru.

Tvorba excimeri a exciplexii
Excimery jsou excitované dimery, které mohou vznikat pii srdzce excitované molekuly se
shodnou molekulou v zdkladnim stavu. Exciplexy jsou pak excitované komplexy vytvorené
pri srazce excitované molekuly s jinou molekulou v zdkladnim stavu. Tvorba exciplexu

a excimeru je Tizena difuzi. Déle je ovliviiovana koncentraci latek, teplotou a viskozitou

18
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prostiedi. Excimery i exciplexy mohou ptechazet do zakladniho stavu zarivym i nezarivym

prechodem.



Kapitola 5

Faktory ovlivinujici zhaseni

fAuorescence

5.1 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 9 - 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.

20
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. . : .
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Koncentrace zhasedla ( moI.dm'e)

Obréazek 10 - Podle [Lakowicz, J. R., 1999, str. 240]. Tento Stern-Volmeruv graf opét
zobrazuje zmény, ke kterym dochézi u statického zhaseni vlivem rostouci teploty. Cervené

jsou zobrazeny hodnoty pii zvysené teploteé.

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

teplotou.

5.2 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 lokalizovanych v blizkosti fluoroforu a poc¢tu téchto ndboju, 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 _Bo—a

2020l 1 zozmeh 1 exXp ( ) )

Ink; cree = Inky + <1——)—|—7— l——— ], 5.1
aet °" TRokg ¢ kte Ry 1+¢ (5:1)

kde a je nejmensi mozné vzdalenost obou molekul, £y je zhaSeci konstanta bez elektros-

tickych interakei, 2y, 2o je ndboj makromolekuly a zhasedla, ey je elementarni naboj,

e je dielektrickd konstanta, Ry je nejmensi interakéni vzdalenost fluoroforu a zhasedla a

A je Debyeuv polomeér, ktery je definovan jako

1000kT 1
A= 7; —. (5.2)
8TNaeg ) /1

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

vztahu
1
H = 5201'7"@'27 (53)
kde ¢; je koncentrace daného iontu a r; je ndboj iontu. Rovnici 5.1 1ze za podminek Ry ~ a

a a << A muzeme aproximovat na

202 vl

1
lOg kq,elec ~ lOg ]{70 -+ O, 434m (1 — g) -+ CZQZM\//TL, (54)

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

Rovnice 5.4 se v literatufe ¢asto oznacuje jako Scatchardova rovnice. V [Ando, T. a Asai,
H., 1980] také autoii diskutovali fakt, ze zvolené podminky pro aproximaci rovnice 5.1
nejsou vhodné. Tuto skutecnost podlozili i experimentalnimi vysledky, a proto se timto

feSenim problematiky elektrostatickych interakci nebudeme déle zabyvat.

5.3 Vliv difiize na zhaseni fluorescence

Proces dynamického zhaseni muze byt difuzi limitovan, proto méa diftize nezanedbatelny
vliv na tento typ zhdaseni. V diive uvedenych vztazich se ¢asto vyskytuje pravé diftzni
koeficient D (napf. rovnice 3.9, 3.11, 3.14). Hodnota diftizniho koeficientu muze byt urcena
napiiklad pomoci Einstein-Smoluchovského rovnice (rovnice 3.7), kterd ma nasledujici

tvar

D:DF+DQ:%(R—1F+%),

kde £ je Boltzmanova konstanta, T je termodynamicka teplota, f je koeficient zavisly

na typu vazby mezi molekulami F a Q) (pro statické vazebné podminky je roven 6 a pro
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dynamické vazebné podminky je roven 4) a 1 je dynamickd viskozita roztoku. Z této
rovnice plyne, ze hodnota difizniho koeficientu je piimo timeérna teploté, proto s rostouci
teplotou poroste i difizni koeficient. Dale je difizni koeficient tmérny prevracené hodnoté
dynamické viskozity. Poznamenejme, ze dynamicka viskozita je parametr, ktery je také

zavisly na teploté. Dynamicka viskozita vody je popsana vztahem
_B_
n=A.10T-°, (5.5)

kde T je termodynamicka teplota a A, B, C jsou koeficienty s nasledujicimi hodnotami
A =2,414.1075 Pa.s, B=2478 K a C'=140 K.

Ptedchozi ¢ast se zabyva vlivem elektrostatickych interakei na dynamické zhaseni flu-
orescence, pricemz vysledné rovnice nepopisuji zavislost na difiznim koeficientu, i kdyz
dynamické zhaseni je proces limitovany difuzi. Tato skutecnost muze byt duvodem, proc
experimenty pfesné nesouhlasi s touto teorii. Resenim tohoto problému by mohlo byt
nalezeni vztahu mezi iontovou silou a difiznim koefientem, ktery dosud nebyl objasnén.
Je tedy mozné, ze vliv elektrostatickych interakei na diftizi fizeny proces zhaseni bude ve

vysledku mensi nez vliv iontové sily na tentyz proces.



Kapitola 6

Material a metody

6.1 Chemikalie

V experimentdlni ¢asti byly pouzity ruzné fluorofory, rozpoustédla a byl zkouméan vliv
dvou zhésedel zpusobujicich dynamické zhaseni fluorescence. Zasobni roztok fluoresceinu
v etanolu (Sigma) byl o koncentraci 1 mM. Dalsim fluoroforem byl albumin z lidského séra
(HSA, human serum albumin, Sigma) ve vodé o celkové koncentraci 20 M. Jako posledni
fluorofor byl pouzivdn N-acetyl-L-tryptofanamin (NATA, Sigma) ve vodném roztoku o
koncentraci 150 pM.

Jako zhasedlo byl pouzit roztok KI (Lachema) ve vodé nejcastéji o koncentraci zasobniho
roztoku 1 M a vodny roztok akrylamidu (Biorad) o koncentraci 1 M. K roztoku KI byl
podle [Zelent, B. a kolektiv, 1998] pfidan vodny roztok thiosiranu disodného NasS;03
(Sigma Aldrich) o koncentraci 1 mM, aby bylo zabrdnéno tvorbé aniontu I5 , které by

mohly experiment ovlivnit.

Pro udrzeni stalého pH byl pouzit fosfatovy pufr ze sodnych soli o celkové koncentraci
10mM. Pouzity monohydrat dihydrogenfosforecnanu sodného byl z Lachema a hepta-
hydrat hydorgenfosforénanu disodného byl také z Lachema. Pufraéni oblast tohoto pufru
je okolo pH 7. Experimentélné bylo pH uréeno pomoci pH-metru (typ pH 330i, WTW,
Némecko). Tato hodnota pH byla 6,83.

6.2 Vlastni méreni

Tato prace nejcastéji pouzivd titracni experimenty ke studiu parametru ovliviiujicich

zhéaseni. Pro experimenty s fluoresceinem byly pouzity plastové kyvety a pro experimenty

24
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s NATA a HSA byly pouzity kiemenné kyvety s optickou drahou 1 cm.

6.2.1 Meéreni absopcnich spekter

Pro meéfeni absorpcnich spekter byl pouzit spektrofotometr UV 550 (Unicam, Velké
Britanie) a program Vision 32. Absorpéni spektra byla méfena v oblasti 250 - 500 nm
rychlosti 120 nm/min a pii spektralni sitce stérbin 1 nm. Absorpéni spektra pro jednot-
liva zhasedla byla méfena v roztoku s fosfatovym pufrem a proto byla urcena absorpce

samotného pufru, kterd byla dale pouzita jako pozadi (baseline).

6.2.2 Meéreni kinetiky dohasinani fluorescence

Pro méfteni kinetiky dohasinani fluorescence byl pouzit spektrofotometr pro ¢asové ko-
relované citani fotonu FluoTime 200 (PicoQuant GmbH, Némecko) véetné prislusejiciho
meérticiho softwaru PicoHarp 300. Jako svételny zdroj pro excitaci fluoresceinu byla pouzita
laserova dioda o vlnové délce 445 nm, pro excitaci NATA byla pouzita dioda pro UV ob-
last o vlnové délce 298 nm. Experimenty byly provadény za ruznych teplot, které byly
udrzovéany pomoci termostatu F30C (Julabo Laboratortechnik, Némecko). Pro vsechna
méfeni bylo zachovdno nastaveni frekvence excita¢nich pulzu 10 MHz, ¢asové rozliseni 16
ps na kanal. V pripadé NATA byly pouzity obé stérbiny s sitkou 16 nm a vlnova délka
emise byla 350 nm. Méfeni bylo ukon¢eno uplynutim zadaného ¢asového intervalu nebo
dosazenim 10000 fotonu v jednom z kanali. Funkce ptistrojové odezvy (IRF - instrument
response function) byla v pfipadé excitace svétlem o vlnové délce 445 nm zméfena pomoci
rozptylu svétla v destilované vodé a v ptripadé excitace svétlem o vinové délce 298 nm byl
pouzit roztok Ludoxu.

Nameérené kinetiky dohasinani byly vyhodnoceny pomoci softwaru PicoQuant FluoFit
verze 4.2.1. Tento program umozinuje fitovani naméiené kinetiky dohasinani fluorescence

multiexponencialni funkci, ktera ma obecny tvar

F(t):/ TIRF(1)Y A dr, (6.1)
=1

t

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

Pii této analyze kinetiky dohasinani byly sledovény parametry redukovany x%, ndhodilost
rozlozeni residui a autokorela¢n{ funkce. V pripadé x% byla pozadovéna jeho hodnota
blizka jedné.

Takto ziskané hodnoty intenzit byly navic opraveny vzhledem k tedéni fluoroforu a byly
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vytvoteny Stern-Volmerovy grafy. V pripadé vice-exponencialniho dohasinani fluorescence
byla pouzita intenzitné vazena hodnota doby zivota excitovaného stavu k vytvoreni Stern-

Volmerova grafu.

Pro urceni bimolekuldrni zhaseci konstanty byly pouzity doby zivota excitovaného

stavu zjisténé pomoci metody TCSPC.

6.2.3 Meéreni steady-state intenzity fluorescence

Pro méfteni steady-state intenzit byl pouzit fluorescenéni spektrofotometr F4500 (Hitachi,
Japonsko) v rezimu fotometrie. Teplota byla udrzovédna pomoci termostatu F12-ED (Ju-
labo Laboratortechnik, Némecko). Méteni bylo provadéno pro NATA v kifemenné kyveté
s optickou drahou 1 cm pfi vlnové délce excitace 298 nm a vinové délce emise 350 nm.
Déle pro experimenty s HSA byly pouzity kfemenné kyvety s 1 cm optickou drahou a
vlnovou délkou excitace 298 nm a vlnovou délkou emise 340 nm. Siika stérbin byla nasta-
vena na 5,0 nm pro excitaci i emisi a rychlost snimani byla zvolena 240 nm/min. Hodnoty
steady-state intenzit byly opét korigovany na fedéni fluoroforu a byly vytvoreny ptislusné

Stern-Volmeruvy grafy.



Kapitola 7

Vysledky a diskuze

7.1 Absopcni spektra

Jako prvni bychom v této ¢asti chtéli prezentovat absorpéni spektra jednotlivych zhasedel,
ktera byla dale pouzita pro zkoumani vlivu molekularnich parametru na zhaseni fluo-

rescence.

3,51
3,0 1
2,51
2,0 1
1,54

1,0 1

Absorbance akrylamidu

0,5 1

0,0 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500

Vinova délka (nm)

Obrazek 11 - Absorpcéni spektrum akrylamidu ve fosfatovém pufru o vysledné kon-

centraci 100 mM.
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Obréazek 12 - Absorpéni spektrum vodného roztoku KI ve fosfatovém pufru. Cerné
je zobrazen roztok KI v pufru o vysledné koncentraci 0,66 M a ¢ervené je zobrazen roztok

KI ve fosfatovém pufru s pridanim thiosiranu disodného o koncentraci 1 mM.

7 uvedenych absorpcnich spekter je ziejmé, Ze nami zvolend zhésedla v oblasti ko-
lem 298 nm neabsorbuji. Jejich pouziti je v tomto piipadé vhodné, protoze nezatézuji

experimenty efekty spojenymi s vlastni absorpci.
7.2 Stern-Volmeruv graf
V této ¢asti budou uvedeny nékteré Stern-Volmertuvy grafy pro dynamické zhaseni fluo-

rescence. Teorie udava pro dynamické zhaseni fluorescenece linedrni zavislost Fy/F nebo

7o/T na koncentraci zhasedla. Oba tyto pfipady budeme prezentovat v této kapitole.
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Obrazek 13 - Stern-Volmeruv graf pro zhaseni NATA vodnym roztokem KI o kon-
centraci zasobniho roztoku 0,5 M. Béhem experimentu byla udrzovana konstantni tep-
lota (22°C), ale hodnota iontové sily nebyla fixovana. Hodnota koeficientu determinace
linearniho tredu byla R?=0,99168. Tato hodnota je sice velmi blizka nule, ale za urcitych

podminek jsme schopni dosahnout lepsi shody s linedrnim trendem.

T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Koncentrace Kl (mol.dm?)

Obrazek 14 - Stern-Volmeruv graf pro zhaseni NATA vodnym roztokem KI o kon-
centraci 0,5 M. Béhem experimentu byla udrzovana konstantni iontové sila (0,5 M roztok
NaCl) a teplota (22°C). Hodnota koeficientu determinace byla R*=0,99964.

Vysledky reprezentované v obrazcich 13 a 14 vypovidaji o vlivu iontové sily na zhaseni
fluorescence pro zaporné nabité zhasedlo KI. Pozorované rozdily jsou velmi malé a neni
z nich mozné usuzovat na konkrétni zavislosti jednotlivych parametru.

Dale zde prezentujeme linearni zavislost poméru dob zivota excitovaného stavu.
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Obrazek 15 - Stern-Volmeruv graf popisujici zhdseni NATA vodnym roztokem KI o

koncentraci 0,5 M. Béhem experimentu byla udrzovana konstantni teplota, a to na 22°C.

Hodnota koeficientu determinace byla R*=0,99879.

Pro tplnost zde uvedeme kinetiku dohasinani fluorescence pro fluorofor NATA bez

zhésedla a po pridani 300 ul zhasedla (0,5 M roztok KI). Tyto kinetiky prezentujeme

véetné nahodnosti rozlozeni residuf a 2.
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Obrazek 16 - Kinetika dohasinani fluoroforu NATA pii teploté 22°C. Hodnota x?

byla 1,036 a intenzitné vazena doba zivota excitovaného stavu byla 70=2,98 ns.
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Obrazek 17 - Graf zobrazujici ndhodnost rozlozeni residui pro kinetiku dohasinani
NATA pii teplote 22°C.

Jak je ziejmé residua tohoto fitu jsou ndhodné rozloZend kolem nuly a hodnota 2 je
také blizka 1.
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Obrazek 18 - Kinetika dohasinani fluoroforu NATA po piidani zhasedla (0,14 M
KI ve vodé) pii teploté 22°C. Hodnota x? byla 1,021 a intenzitné véazend doba Zivota

excitovaného stavu byla 74=1,17 ns.
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Obrazek 19 - Graf ndhodnosti rozlozeni residui pro NATA zhésené KI.



KAPITOLA 7. VYSLEDKY A DISKUZE 32
7.3 Nelinearni efekty pri zhaseni fluorescence

Zaktiveni Stern-Volmerova grafu ve sméru nahoru bylo pozorovano pii zhaseni NATA
pomoci 0,5 M zasobniho roztoku akrylamidu ve vodé. Kvalitativné stejné vysledky tohoto
experimentu byly popsany v [Eftink, M. R., Ghiron, C. A., 1976]. V této kapitole bude

nejvhodnéjsi teoreticky model pritazen k pozorovanému nelinedrnimu efektu.

T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Koncentrace akrylamidu (mol.dm™)

Obrazek 20 - Stern-Volmeruv graf pro zhaseni NATA 0,5 M vodnym roztokem akryl-
amidu. Hodnoty intenzit byly upraveny vzhledem k poklesu intenzity zpusobené fedénim

fluoroforu.

Experimentalni data z obrazku 20 budou fitovana kfivkami, které odpovidaji jednot-
livym teoriim uvedenym v predchozich kapitolach. U jednotlivych modeli uvedeme rovnici
regrese, nahodilost rozlozeni residui a index determinace jako parametry sledujici kvalitu

fitu.
Stern-Volmerova teorie - linearni zavislost

Jako prvni lze diskutovat linedrni zavislost poméru intenzit na koncentraci akrylamidu.
Tento model odpovida samotnému dynamickému zhéseni, pficemz zanedbavame efekty

spojené s diftizi, iontovou silou a prechodovymi jevy.
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Obrazek 21 - Experimentéalni data pro zhaseni NATA vodnym roztokem akrylamidu
proloZend linearnim trendem. Regresni primka ma rovnici y=ax+b, kde a=0,67; b=25,52
a index determinace byl R?=0,99162.
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Obrazek 22 - Graf rozlozeni residui pro linearni trend. Z tohoto grafu je patrné, ze

residua jsou korelovana.

S prihlédnutim k obrazku 22 je patrné, ze linedrni model neni vhodny. Vysoka korelace

vvvvvv

nami ziskana data jsou ovlivnéna nelinearnimi efekty, které je nutné zohlednit. Proto je

vhodné pristoupit ke kvadratickému modelu.
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Kombinace statického a dynamického zhaseni - kvadraticka zavislost

Kvadratické zaktivené ve Stern-Volmerové grafu ve sméru nahoru je pozorovano
v pripadé, pokud by se jednalo o kombinaci statického a dynamického zhaseni. Experi-
mentalné je mozné rozlisit statické a dynamické zhéseni napiiklad pomoci zmény teploty.
Popis zmén ve Stern-Volmerové grafu zpusobenych teplotou pro jednotlivé typy zhaseni

byl proveden v teoretické casti této prace.
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Obrazek 23 - Graf prolozeni experimentalnich data pro zhaseni NATA vodnym
roztokem akrylamidu kvadratickou funkeci. Tato kvadraticka funkce je popsana rovnici

y = a+ bx + cx?. Hodnoty jednotlivych parametri kiivky jsou a=1,02; b=16,95; ¢=32,91
a R?=0,99996.
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Obrazek 24 - Graf rozlozeni residui pro kvadratickou zavislost poméru intenzit na

koncentraci zhasedla.
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Vzhledem k dobré shodé reprezentované indexem determinace a ndhodnosti rozlozeni
residui muzeme kvadraticky trend brat jako vyhovujici. Odchylky toho trendu od experi-

mentalnich dat jsou tak malé, ze mohly byt zptusobené Sumem.

Pomoci koeficientt ziskanych z kvadratického fitu muzeme urcit hodnoty Stern-Volme-
rovych konstant pro statické a dynamické zhéaSeni. Tyto hodnoty jsou pro dynamické
zhaseni Kp=14,71 dm3.mol~! a pro statické zhdseni Kg=2,24 dm3.mol~'. Dale pomoci
kinetiky dohasinani NATA uvedené jako obrazek 16 lze urcit bimolekularni zhaseci kon-
stantu pro dynamické zhaseni akrylamidem. Takto uréena bimolekularni zhaseci konstanta
mé hodnotu k,=4,93.10° dm?®.mol~!.s~'. Literatura [Eftink, M. R., Ghiron, C. A., 1976]
udava hodnotu bimolekuldrni zhéseci konstanty pro zhaseni indolu akrylamidem piiblizné
7,1.10° dm?.mol~'.s71. Obé tyto hodnoty si fadové odpovidaji a jejich rozdil mtze byt

zpusoben pouzitim rozdilnych fluorofort.
Sféra akce - exponencialni zavislost

Jako posledni model budeme uvazovat zaktiveni Stern-Volmerova grafu vlivem sféry
akce. Zaktiveni vlivem sféry akce je teoreticky reprezentovano exponencialni zavislosti

poméru intenzit na koncentraci zhésedla.
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Obrazek 25 - Graf prolozeni experimentédlnich data pro zhaseni NATA vodnym roz-
tokem akrylamidu exponencialni funkci, ktera reprezentuje vliv sféry akce. Exponencialni
funkce, kterou jsme prokladali experimentdlni data méla tvar y = Aexp( “”), kde

b
A=1,59; b=-0,16 a R?=0,98457.
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Obrazek 26 - Graf rozlozeni residui pro exponencialni trend. Je ziejmé, ze rozlozeni

residui neni nahodné, ale je korelované.

Exponencidlni zavislost pomeéru intenzit na koncentraci zhdsedla neni vhodnd z duvodu
korelace rozlozeni residui. Index determinace ziskany pro tento diskutovany model piipous-
t1 malé odchylky od daného trendu. Vzhledem ke korelaci residui bychom tento model

mohli povazovat za méné vyhovujici nez kvadraticky model.

Zéaveérem této casti shrneme dosud ziskané poznatky. Celkové zhaseni NATA roztokem
akrylamidu je vysledkem kombinace statického a dynamického zhaseni, i kdyz KI je
v literatufe uvadén vyhradné jako zhésedlo zpusobujici dynamické zhaseni fluorescnce.
S prihlédnutim k pomérné nizké koncentraci zhasedla je mozné, ze efekt sféry akce je tak

maly, Ze jej nejsme schopni kvalitativné rozlisit od kombinovaného zhéseni.

7.4 Zhaseni HSA akrylamidem a KI

Pomoci tohoto experimentu lze sledovat zmeény v efektivité zhdseni vlivem iontové sily.
Naptiklad HSA je jednotryptofanovy protein, ktery nese zaporny néboj. Pficemz ocekava-
me zmeény efektivity zhaseni pii pouziti zaporné nabitého KI jako zhasedla. Oproti tomu
pfi zhaseni nenabitym akrylamidem jsou oc¢ekavany minimalni zmény. Dale je ocekavan
pokles efektivity zhaseni pti zhaseni KI, protoze elektrostaticka repulze by méla byt osla-
bena rostouci iontovou silou. Naopak pti zhaseni akrylamidem, ktery nenese zadny naboj
bude mit elektrostaticka interakce zanedbatelny vliv, a proto rostouci iontova sila nebude

ovliviiovat interakei mezi zhasedlem a fluoroforem.
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Obrazek 27 - Kinetika dohasinan{ fluoroforu HSA pii teploté 22°C. Hodnota 2 byla

1,062 a intenzitné vazena doba zivota excitovaného stavu byla 79=6,26 ns.
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Obrazek 28 - Graf zobrazujici nahodnost rozlozeni residui pro kinetiku dohasinani
HSA pfi teploté 22°C.
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Obrazek 29 - Graf zavislosti bimolekularni zhaseci konstanty na iontové sile roztoku.
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Jako fluorofor byl pouzit vodny roztok HSA a jako zhasedlo byl pouzit KI o rtznych
koncentracich (10-100 mM). Hodnota intenzitné vézené doby zivota excitovaného stavu
byla zjisténa pomoci TCSPC jako 6,26 ns. Jednotlivé hodnoty bimolekularnich zhasecich

konstant byly korigovany na zfedéni fluoroforu a byly zprumeérovany.

Jak je patrné z obrazku 29 efektivita zhaseni roste s rostouci iontovou silou pro nabité
zhésedlo. Hodnoty bimolekuldrni zhaseci konstanty jsou pomérné velké (charakteristické
hodnoty k, jsou v fddech 10°—10' dm®mol~'s™! ), proto se nejednd o proces fizeny diftizi.
Pti nizkych hodnotach iontové sily pravdépodobné dochazi ke zkombinovani statického a

dynamického zh&aseni.
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Obrazek 30 - Graf zavislosti bimolekuldrni zhaseci konstanty na iontové sile roz-
toku. Jako fluorofor byl pouzit vodny roztok HSA a jako zhésedlo byl pouzit akrylamid o
ruznych koncentracich (10-100 mM). Jednotlivé hodnoty bimolekularnich zhasecich kon-
stant byly korigovany na zfedéni fluoroforu a byly zprumeérovany. Hodnota intenzitné
vazené doby zivota excitovaného stavu HSA byla urcena pomoci metody TCSPC jako
6,26 ns.

Vzhledem k tomu, ze experimentalni data zobrazend v obrazku 30 kolisaji, je zfejmé,
ze hodnoty bimolekularni zhaseci konstanty informuji o zménach piistupnosti zhésedla
k molekule fluoroforu. Z téchto zmén pristupnosti lze usuzovat, ze dochazi ke zménam

konformace vlivem rostouci iontové sily.



Kapitola 8
Zaveér

Hlavnim predmétem této bakalarké prace je dynamické zhaseni fluorescence a parametry,
které jej ovliviuji. Tato prace pouziva modelové experimenty pro validaci teoretickych
modelu. Prokazali jsme vliv iontové sily pii zhédseni NATA roztokem KI. Tento vysledek
je vyznamny i proto, ze iontova sila je parametr, ktery je v literatute ¢asto opomijeny. De-
tailni vyhodnoceni vlivu iontové sily na dynamické zhéseni zatim nebylo mozné, vzhledem
k velkému mnozstvi ovliviiujicich parametru. Naptiklad [Millis, R., 1957] a [Stokes, R. H.,
1957] uvadéji nezanedbateny vliv protiiontu, které jsou v roztoku piitomny pii udrzovéni
konstantni iontové sily. Experiment s HSA demostruje dalsi efekt a sice vliv iontové sily
na konformaci proteint. Redlného zkoumani vlivu iontové sily na dynamické zhaseni flu-
orescence komplikuje také absence ucelené teorie, nicméné vysledky prezentované v této

praci predstavuji dobry vychozi bod pro dalsi experimenty.
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