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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem UV svétlem generovanych fluorescencnich komplexii
zinku s kadmiem a organickymi molekulami SAM, SAH, CYS, HCYS a GSSG, konkrétn¢ pti
vlnové délce 375 nm. Dale je cilem prace prekurzory spektralné a temporalné charakterizovat
pted a po ozéfeni V transiluminatoru pii vinové délce 250 nm. Studium geneze fluorescencnich
komplexii bylo provedeno pomoci metody FLIM. Diky této metodé bylo zjisténo, ze ke tvorbé
zminovanych komplext dochazi jen u prekurzori Zn:SAH, Zn:GSSG a Zn:Cd, a Ze na tuto
tvorbu ma znacny vliv zpisob pfipravy. Spektralni charakteristika byla provedena na
fluorimetru, kde byl ocekavan narust intenzity fluorescence u ozéaieného roztoku s prekurzory.
Jednalo se o zakalen¢ roztoky, kde byla pozorovana sedimentace ¢astic, se kterou dochazelo ke
zméné intenzity fluorescence. U vzorku Zn:SAM a Zn:CYS dochazelo se sedimentaci ke
zvySeni intenzity, naopak u Zn:SAH a Zn:HCYS dochazelo k jejimu snizeni. Roztok
s prekurzory Zn:Cd byl ¢iry, a tak nedochazelo k zadné zméné intenzit. Zn:Cd vykazoval
nejlepsi spektralni vlastnosti, naopak nejhtie se jevil vzorek se Zn:SAM, jehoz excitaéni
a emisni maxima se nachdzeji velmi blizko sebe. Vzorek s prekurzory Zn:CYS a Zn:HCYS
vykazoval témét stejné vysledky spekter a pfislusnych maxim. Na zdkladé charakteristiky dle
dob zivota metodou TCSPC se nejlépe choval vzorek se Zn:CYS, Zn:HCYS a Zn:GSSG, které
vykazovaly 3 doby zivota. U vzorku se SAM a SAH nebylo mozné jednoznaéné urcit doby
zivota. Zn:Cd vykazoval 4 doby Zivota.

Kli¢ova slova: Kvantové tecky, UV zafeni, fluorescen¢ni komplexy, FLIM, TCSPC, doby
zivota.

ABSTRACT

This thesis focuses on the study of UV light-generated zinc complexes with cadmium and
organic molecules SAM, SAH, CYS, HCYS and GSSG, specifically at 375 nm. Furthemore,
the aim of the work is to characterize the precursors spectrally and temporally before and after
irradiation in the transilluminator at 250 nm. Study of genesis these complexes was performed
by FLIM. Thanks to this method, it was found that the formation of complexes occurs only with
Zn:SAH, Zn:GSSG and Zn:Cd. The formation of complexes is influenced by the method of
preparation. The spectral characteristic was performed on a fluorimeter where the increase in
fluorescence intensity of the irradiated solution with the precursors was expected. These were
turbid solutions where sedimentation of the particles was observed and the intensity of
fluorescence was changed. In the Zn:SAM and Zn:CYS sample, the sedimentation increased in
intensity, while in Zn:SAH and Zn:HCY'S decreased. The Zn:Cd precursor solution was clear
and there was no change in intensity. Zn:Cd showed the best spectral properties, while the
Zn:SAM sample, whose excitation and emission maxima are very close to each other, appeared
to be the worst. A sample with Zn:CYS and Zn:HCYS showed almost the same spectra and
respective peak results. Based on lifetime characteristics by TCSPC, the sample with Zn:CYS,
Zn:HCYS and Zn:GSSG, which showed 3 lifetimes, was best treated. Lifetime could not be
unambiguously determined for SAM and SAH samples. Zn:Cd had 4 lifetimes

Key words: Quantum dots, UV radiation, fluorescence complexes, FLIM, TCSPC, lifetimes.
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1 UVOD

Kvantové tecky ziskavaji stale vétsi zajem v oblasti vyuziti v medicing a biologii, kde by mohly
byt eventudlni ndhradou za klasické organické fluorofory. Kvantové tecky vykazuji velmi
jasnou fluorescenci, jsou fotostabilni, maji izké emisni a excitacni spektra a maji i vysoké
kvantové vytézky. Velkou vyhodou téchto nanocastic je to, ze vSechny tyto zminované
vlastnosti 1ze ménit zménou jejich chemického slozeni, ale také zménou jejich velikosti a tvaru.
Na rozdil od organickych fluoroforti, jejichz fyzikalni vlastnosti lze ménit jen zménou
chemického slozeni. Diky vSem témto vlastnostem jsou kvantové tecky idealni volbou pro
fluorescencni znaceni nckterych biomolekul. Pfi téchto aplikaci je ale dulezitd otdzka
cytotoxicity. Kvantové tecky jsou anorganické polovodicové nanokrystaly, které nejcastéji
zaujimaji strukturu tzv. core/shell. Velmi pouzivané jsou QDs slozené z CdTe/CdS, CdSe/ZnS
apod. Pritomnost kadmia velmi zlepSuje fyzikalni vlastnosti téchto materiald, a tim ziskéavaji
vetsi aplikacni potencidl. Ten je bohuzel ve vétSiné piipadi zase vyvracen pravé moznou
cytotoxicitou iontll kadmia. Tento problém lze feSit funkcionalizaci povrchu QDs nékterymi
organickymi molekulami, které se b&zné v organismu vyskytuji, jako je napf. cystein,
homocystein, S-adenosylmethionin apod. Nebo tyto latky obsahujici thiolovou skupinu pouZzit
jako stabiliza¢ni ¢inidlo. Dal$i problém je s pfipravou téchto ¢astic. VéEtsinou je k jejich syntéze
nutnd pritomnost organickych rozpoustédel, sirnych stabiliza¢nich latek a také velmi vysoké
teploty. Tyto syntézy jsou energeticky ndrocné a zatézuji zZivotni prostiedi. Proto je diskutovan
novy zpusob pfipravy, a to tvorba téchto Castic za pouziti UV zafeni, které v interakci

Mrwe

fluoreskujicich latek.

Cilem této prace je prav€ piiprava fluorescencnich komplext z prekurzord, které byly
vybrany na zékladé literarni reserSe. Ke genezi téchto komplext byly vybrany organické
molekuly S-adenosylmethionin, S-adenosylhomocystein, cystein, homocystein a glutathion
disulfid, které ve své struktuie obsahuji siru, kterd vykazuje vysokou afinitu ke koviim, jako je
napt. zinek, a které figuruji jako stabilizujici sirné sloucCeniny. Tyto latky byly pravé
kombinovany se zinkem a byl pozorovan vliv UV zafeni na tvorbu fluorescen¢nich komplext.
K porovnani k témto systémlim byl vybran zinek a kadmium, které byly stabilizovany pouzitim
kyseliny merkaptojantarové, u kterych bylo potvrzeno, Ze vytvotené fluorescencni komplexy
velikostné odpovidaji kvantovym teckdm. V této praci byla sledovana nejen samotna geneze
fluorescencnich komplexti pomoci UV zéafeni na fluorescencnim konfokalnim mikroskopu
metodou FLIM, ale vzniklé fluorescencni komplexy byly spektraln¢ charakterizovany pomoci
excitanich a emisnich spekter na fluorimetru a také charakterizovany pomoci dob Zzivota
metodou TCSPC na spektrofluorometru. Na zavér této prace byl zhodnocen vliv stabilizujicich
sirnych slouc¢enin na jejich zminované spektralni vlastnosti a doby Zivota. Tato diplomova prace
vznikla ve spolupraci s Mendelovou univerzitou v Brng, Ustavem chemie a biochemie, kde se
touto problematikou zabyvaji.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kvantové tec¢ky

Kvantové tecky (QDs zanglického Quantum Dots) jsou anorganické polovodi¢ové
nanokrystaly o velikosti fddové n¢kolika nanometrti, typické velikosti se pohybuji kolem 2 az
20 nm [1]. Jsou slozené zjadra, které tvofi jeden typ polovodice (napi. CdSe, CdTe),
a Z n¢kolika vrstev atomi druhého typu polovodice, které kolem jadra vytvari obal (napt. ZnS,
CdS). Slozeni ze dvou polovodict, tzv. core/shell struktura, je nejcastéji se vyskytujici. Existuji
ale i QDs slozené jen z jednoho typu polovodic¢e nebo mohou byt opatfeny dal§im obalem, které
nese reaktivni skupiny a zvysuje tak jejich rozpustnost ve vodé [2]. Tento hydrofilni povlak je
velmi Casty u kvantovych teek pro biologické aplikace ve fluorescenéni mikroskopii [3].
Ruizné struktury kvantovych tecek jsou zobrazeny na Obr. 1.

1 nm 1nm 1 nm

- - - -

Obr. 1: Na obrazku A je zndzornéna QD sloZend pouze z jednoho typu polovodice. Na obrazku B je pak
OD slozena ze dvou typu polovodicii, které tvori jadro a obal. Na obrazku C je QD obalend vnejsim
obalem, ktery umoznuje lepsi rozpustnost ve vodé a ktery nese reaktivni skupiny R (diileZité pro
biokonjugaci). Na poslednim obrdzku D je zndzornéna polymerni castice, kterd obsahuje hned nékolik
ODs a je opatiena obalem s reaktivaimi skupinami R [2].

U kvantovych tecek 1ze pozorovat jednu z unikatnich vlastnosti, se zménou velikosti se méni
1 nékteré jejich fyzikalni vlastnosti (optické, elektrické apod.). A to je disledkem
tzv. kvantovani energie. Kvantové jevy pozorujeme u materiald, které maji zakdzany pas
energii, coz je pravé u polovodict. Klasické kovy jsou vodivé diky tomu, Ze vlivem
elektrického pole se jejich elektrony daji do pohybu a diky tomu, Ze je lze excitovat do nizko
lezicich excitovanych stavii. Elektrony Ize povazovat za ¢astice v trojrozmérné potencialové
jamg¢, a jelikoz ta ma makroskopické rozméry, tak energetické hladiny tvoii kontinuum. Vliv
kvantovani energie na vlastnosti materidlu tak lze zanedbat. To ale u materidla
v nanorozmérech nebude platit, kdy kvantovani energie bude vyznamné a ovlivni vlastnosti
téchto materiald. U polovodict jejich elektrickd vodivost vzriista s teplotou nebo po ozateni.
Vodivost se tedy zvySuje prenosem energie do materialu [4]. K tomu, aby castice mohly
emitovat zafeni, musi mit ve svém energetickém spektru mezeru mezi valen¢nim a vodivostnim
pasem. Elektrony se za termodynamické rovnovahy nachéazi ve valen¢nim pdasu, excitaci se
elektron dostava do pasu vodivostniho a ve valenénim vznika dira (dvojice elektron-dira se také
nazyva jako exciton). Vzhledem k velmi malé velikosti QDs jsou elektrony uzavieny v malém
prostoru a ke kvantovani energetickych hladin dojde jen tehdy, pokud polomér QDs je mensi
nez primérnd vzdalenost mezi elektronem ve vodivostnim pasu a dirou ve valen¢nim pésu
(mensi nez polomér Bohrova excitonu) [5]. Obecné plati, ze pokud velikost ¢astic klesa, tak se



od sebe tyto energetické hladiny vzdaluji. Disledkem toho je pak to, Ze QDs ze stejného
materialu mohou emitovat jakoukoliv barvu svétla, a to na zakladé toho, jakou velikost maji [6].
Na zéklad¢ téchto poznatkl tedy plati to, Ze se zmensujicim se polomérem c¢éstic se od sebe
energetické hladiny vzdaluji (v dusledku kvantovani energie), vznikd vyssi rozdil energii
a excitacni/emisni vinova délka se snizuje. Ménici se rozmér kvantovych tecek vede ke zméné
barvy materialu (roztoku QDs) [4].

2.1.1 Priprava kvantovych tecek

Kvantové tecky jsou obvykle slouc¢eniny prvki II. az VI. skupiny periodické tabulky. Jedna se
nejéastéji o teluridy, selenidy, sulfidy iont zinku a kadmia [7]. Velmi pouzivané jsou QDs
slozené z CdTe/CdS, CdSe/ZnS apod. Pritomnost kadmia velmi zlepSuje fyzikalni vlastnosti
téchto materiall a tim ziskavaji QDs vétsi aplikacni potencidl. Ten je bohuzel ve vétsing ptipadi
zase vyvracen moznou cytotoxicitou iontd kadmia a jinych téZkych kovil. Jsou tedy vyvijeny
QDs tvofené méné toxickymi materialy, jako je napt. ZnS nebo InP [8].

Obecné existuji dvé mozné cesty chemické syntézy kvantovych tecek. Jednou z nich je
priprava bez pouziti vodnych rozpoustédel. Tento typ syntézy je velmi vhodny pro ptipravu
kvalitnich QDs, ale jednd se o pomérné ndrocny proces, ktery vyzaduje praci pii velmi
vysokych teplotach, navic se obvykle pouzivaji nestabilni a toxické prekurzory. Proto se vice
prosazuje ptiprava za pouziti vodnych rozpoustédel. Oba dva pfistupy jsou ale zalozeny na
vytvofeni QDs v pfitomnosti stabilizujicich ligandd. Ty zajisti jejich solvataci v daném
reak¢nim prostiedi. Pokud se k pfipraveé pouzivaji organicka rozpoustédla, tak pro stabilizaci
se velmi Casto vyuziva smes trioktylfosfin/trioktylfosfinoxid (TOP/TOPO). Pti pouziti vodnych
rozpoustédel se pak ke stabilizaci vyuZzivaji rizné thioly, jako je napf. sulfanylethanova
kyselina [2]. Velmi ¢asto se také pouziva kyselina thioglykolova (kys. merkaptooctova, MAA)
nebo kyselina merkaptojantarova (MSA). Jejich -SH skupina se vaze s polovodi¢em (napf.
CdSe) a tvofi tak obal kolem jadra [7]. Nejcastéjsi typ syntézy je pak smichani vhodnych
prekurzori s rozpoustédly a stabilizaénimi ligandy a néasledné zahtivani na urcitou teplotu. Pti
zahtivani dochazi k pfesunu atomti z mens$ich krystald na vétsi, a to pak vede k posunu emise
Kk delsim vinovym délkam. Velikost a nasledné fyzikalni vlastnosti (emise zafeni apod.) je dana
nejen sloZzenim reakéni smési, ale také délkou zahfivani. Na povrch takto pfipravenych
nanocastic pak lze nanést obalovou vrstvu [2].

Pro vyuziti QDs ve vodném prostiedi je nutné na jejich povrchu vytvofit vngjsi obal, ktery
zajisti lep$i rozpustnost jinak hydrofobnich ¢astic ve vodném prostedi. Soucasné tento obal
nese funkéni skupiny vhodné pro konjugacni reakce s néjakou cilenou molekulou. Proces
biokonjugace ma obvykle dva kroky. V prvnim jsou reaktivni skupiny na povrchu aktivovany
vhodnym konjuga¢nim ¢inidlem, jehoz nadbytek se nasledné odd¢€luje dialyzou nebo gelovou
permeacni chromatografii. V druhém kroku je do roztoku ptidana cilova biomolekula, ktera
s aktivovanou QD vytvaii biokonjugat, ktery z reakéni smési miize byt odd€len taktéz gelovou
permeacni chromatografii. EXistuje nékolik moznych zptisobi, jak provést biokonjugaci. Prvni
metodou je navazani zaporné nabitého obalu na jadro, které lze poté pokryt napt. kladné
nabitym avidinem. Takto pfipravena QD muze reagovat s biotinylovanymi molekulami. Nebo
Ize na povrch QDs navazat sacharidové jednotky, které se aktivuji oxidaci NalOs a vznikaji
aldehydové skupiny. Ty pak mohou reagovat s cilovou molekulou ptes jejich aminoskupiny.



Dals8i moZnosti je navazat na povrch thiolovou skupinu, kterd se nemusi nijak aktivovat a lze ji
tak pfimo spojit s dalsi thiolovou skupinou na cilové molekule ptes disulfidicky mustek atd. [2].
V soucasnosti jsou nejbéznéjsi komercné dostupné kvantové teCky CdSe/ZnS, dostupné jako
sekundarni protilatkové konjugaty. Jsou slozeny z jadra selenidu kadmia, kdy celkem obsahuji
100 az 100 000 atomu. Velikost tohoto jadra, jak bylo uz zminéno, udava fluorescencni emisni
spektra. Na tomto jadfe se pak nachédzi tenka pasivaéni vrstva sulfidu zine¢natého, ktera
zlepsuje fluorescenci a stabilitu QDs. Dal také obsahuji povlak z organického polymeru ke
zlepSeni rozpustnosti a biokonjugace [5].

Kvantové teCky mohou byt pfipraveny i fyzikdlnimi metodami, jako je laserova fyzikalni
depozice par a laserové ozatovani velkych castic. Tento zplsob piipravy je pomérné rychly,
a hlavné Setrny k zivotnimu prostfedi. Vysledné castice ale velmi ¢asto vykazuji povrchové
defekty, Spatnou stabilitu a hor$i optické vlastnost. Jednou z dalsich diskutovanych metod
ptipravy biokompatibilnich QDs je syntéza v riznych biologickych organismech. Tato syntéza
ma hned nékolik vyhod, napt. Ze samotnd buiikka obsahuje rizné metalo-slouceniny
(aminokyseliny, proteiny, chelata¢ni peptidy), které maji schopnost redukovat kovové ionty,
akumulovat je apod. Dalsi vyhodou je, Ze u jednodussich organismu lze pomoci genetického
inzenyrstvi upravit regulaci ristu QDs, jejich velikost a tim i optické vlastnosti. A velkou
vyhodou jsou mirné reakéni podminky bez zapojeni vysokych teplot, toxickych organickych
rozpoustédel atd. Dilezitou roli pii této syntéze hraji hned dva mechanismy organismu. Prvnim
je biodetoxifikace, pfirozeny obranny mechanismus mnoha organismi na pfitomnost ionti
tézkych kovi (jako je napt. kadmium). Tento proces umoznuje pfeménu téchto kovil napi. na
komplexy kov-protein (fytochelatininy aj.). Druhym procesem jsou obecné enzymatické
reakce, které¢ hraji roli zejména pii ristu QDs. Napf. acetylcholinesterdza hydrolyzuje
acetylcholin na thiocholin, ktery urychluje rozklad thiosiranu sodného za vzniku sirovodiku.
Ten nasledné reaguje sionty kadmia a vznika CdSe, dilezity k tvorbé QDs. Béhem
enzymatickych reakci se také mohou produkovat nckteré¢ menSi biomolekuly (fosfat,
glutathion aj.), které mohou fungovat jako povrchové ligandy podporujici stabilitu. Takto
piipravené QDs by mély byt rozpustné ve vodeé, stabilni ve fyziologickém prosttedi, netoxické
pro organismus a schopné fluorescencné znacit cilové molekuly. Doposud byly ptipraveny QDs
Vv riznych organismech, struény piehled je uveden v Tab. 1 [9].

Tab. 1: Strucny prehled pripravenych kvantovych tecek pomoci zivych organismui. V tabulce je uveden

materidl, ze kterého jsou QDs sloZeny, organismy, ve kterych syntéza probihala. Ddle je zde uvedeno, 0
Jjaky produkt se jedna, zda extracelularni nebo intraceluldrni, a nakonec priblizna velikost techto castic

[9].

Material Organismus Intra/Extracelularni Velikost [nm]
E. coli intracelularni 2-6
Cds : . .
Rhodopseudomonas palustris intracelularni 8
7nS E. coli extracelularni 5
Sacharomyces cerevisiae intracelularni 30-40
CdTe Sacharomyces cerevisiae extracelularni 2-4
CdSe Staphylococcus aureus intracelularni 2
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2.1.2  Vlastnosti a aplikace kvantovych tecek

Kvantové tecky jsou stabilni, vykazuji jasnou fluorescenci a za idealnich podminek mohou
dosahnout vysokych kvantovych vytézkti. Maji velmi uzké emisni a excitacni spektra, ktera
jsou dana, jak chemickym slozenim, tak zaroven i jejich velikosti (jak bylo popsano v kapitole
2.1), na rozdil od klasickych fluoroford, jejichZ spektra jsou zavisla jen na chemickém slozeni
[10]. Takze mensi jadra (cca 2 nm) emituji zafeni v modré oblasti vinovych délek a vétsi jadra
(cca 5 az 7 nm) emituji zafeni v oblasti Zlutych az ¢ervenych vinovych délek (Obr. 2) [3].

Obr. 2: Na tomto obrdzku je zndzornén rozdil barev mezi deseti roztoky kvantovych tecek, které byly
pripravovany za riizné teploty. Podle toho, jaka byla zvolend teplota, vznikal na CdSe jadre ZnS obal
0 ruzné tloustce. Nejmensi castice se nachazeji vlevo, v modré oblasti vinovych délek, naopak nejvétsi
se nachazeji vpravo v cervené oblasti vinovych délek [11].

Vyhoda oproti klasickym organickym fluoroforim je jejich stabilita viici fotovybélovani,
kdy mohou prochézet opakovanymi cykly excitace a fluorescence po dobu i né¢kolika hodin.
Ukézalo se, Ze QDs jsou fotostabilngj$i neZ organické barvivo Alexa488, které je udajné jedno
z nejstabilngjsich organickych barviv [12]. Dalsi vyhodou je to, Ze dokazi budit nékolik riznych
emisnich barev s pouzitim jedné excitacni vinové délky. Diky tomu by QDs mohly byt vhodné
K detekci vice ligandii najednou. Diky vSem témto vlastnostem maji QDs velky potencial
Vv oblasti fluorescen¢niho znaceni biomolekul [10]. Kvantové tecky maji Siroka absorpéni
spektra, ale pomérné uzka spektra emisni (Obr. 3), ktera jsou navic symetricka, a vykazuji
pomérné velky Stokesiiv posun. Kromé toho maji QDs dostatecné velkou elektronovou hustotu
a mohou tak byt pozorovéna elektronovou mikroskopii bez jakéhokoliv specidlniho
kontrastniho oSetieni [5].
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Obr. 3: Na obrazku jsou zndazornény rozdilné excitacni (4) a emisni (B) spektra klasického organického
Sfluoroforu Rhodaminu 6G a kvantovych tecek tvorenych CdSe. U QODs je emisni spektrum témer
symetrické a mnohem uzsi. Naopak excitacni spektrum je Siroké a kontinualni, coz znamenda, ze QDs
mohou byt ucinné excitovany pri jakekoliv vinové délce kratsi nez 530 nm. Rhodamin 6G ma naopak
uzké excitacni spektrum a Siroké spektrum emisni [12].

QDs emitujici pii riznych vlnovych délkéach se daji pouzit k imunochemickému stanoveni
nékolika analyti v jednom kroku [2]. Napt. konjugaty QD-protein mohou byt pouzity jako
sondy vuci specifickym biologickym mechanismim pii imunoanalyzach a k zobrazovani
zivych bunék [13]. Dale se daji vyuzit k fluorescenénimu znac¢eni mikroskopickych preparatd,
kdy takto Ize odd¢€lit rizné bunécné struktury. QDs emitujici v blizké infracervené oblasti (NIR)
byly pouzity pro specifické znaceni tkani organismu, protoze NIR zafeni ma schopnost
prochazet zivocisnymi tkanémi a umoziuje tak neinvazivné nahlédnout do tél Zivocichu [2].
Vyuziti kvantovych tecek v mediciné limituje jejich sloZeni. Zejména ionty kadmia byly urceny
jako primarni pfi€ina cytotoxicity, jelikoZ jsou schopny se vazat na thiolové skupiny
mitochondrialnich enzymd, ¢imz se stavaji neaktivni, a to miize zpUsobit az bunécnou smrt [1].
Diky jejich vysoké fotostabilit¢ jsou vhodné k dlouhodobému monitorovani znacenych
latek [12]. QDs maji i laditelné elektrické vlastnosti, proto maji mnoha vyuziti pii vyrobé
tranzistora [4].

2.1.3  Zvyseni biokompatibility

Ve spojeni se zvysenim biokompatibility se ¢im dal vice diskutuje o interakci kvantovych tecek
s organickymi molekulami, které ve struktufe figuruji, jako nejsvrchnéj$i obal QDs. Jednou
z moznych organickych molekul mize byt cystein (CYS, Obr. 4). Jedna se o biogenni sirnou
aminokyselinu, kterd je biosyntetizovana ze dvou aminokyselin, methioninu a serinu. Jeho
jedinecnou vlastnosti je tvorba disulfidickych mustk, kterd dava cysteinu dualezitou roli ve
neesencialni aminokyselinou [14]. Diky thiolové skupiné vykazuje cystein vysokou afinitu
k tézkym kovam, jako je napf. kadmium, rtut’ nebo olovo [15]. Thiolové skupiny mohou
podléhat oxida¢nim i redukénim reakcim. Pokud je cystein oxidovan, mliZe tvofit tzv. cystin.
Jedna se o dva cysteinové zbytky spojené disulfidovou vazbou a tato reakce je reverzibilni.
Thiolové skupina se chové také jako nukleofil a miZe se podilet na adi¢nich a substitucnich
reakcich. Cystein je také soucasti antioxidantu glutathion [16].
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Obr. 4: Chemicky vzorec cysteinu [17].

Dalsi moznou organickou molekulou je neesencialni aminokyselina homocystein (HCYS,
Obr. 5), ktery na rozdil od cysteinu neni soucasti bilkovin. Za mirnych podminek a pod vlivem
riuznych oxidacnich ¢inidel ptechazi na disulfid homocysteinu. Za pfitomnosti vitaminu Be
dochazi k jeho degradaci za vzniku cysteinu [18]. Metabolismus HCY'S stoji na pomezi dvou
cest. Jedna z nich je remethylace na methionin, ktera vyzaduje folat a vitamin Bi2. Druhou
reakci je trans-sulfurace na cystathionin. Ob¢é reakce jsou koordinovany S-
adenosylmethioninem, ktery figuruje jako alostericky inhibitor v prvni reakci a aktivator
v reakci druhé. Nadbytek homocysteinu se velmi Casto udava jako duasledek nékterych
vaskularnich onemocnénich, kdy je narusen jeho metabolismus [19].

O

HS
OH

NH>
Obr. 5: Chemicky vzorec homocysteinu [17].

Moznou variantou je i S-adenosylmethionin (SAM, Obr. 6), ktery je ptitomen v kazdé burice
a Vv bunkéch tkani se z n¢j uvoliiuje homocystein. Jedna se o univerzalni zdroj methylové
skupiny, ktery vznikd enzymovou reakci methioninu s ATP. Jako donor methylové skupiny je
SAM dilezitou soucasti transmethyla¢nich reakci [18]. V jatrech je SAM prekurzorem pro
vznik glutathionu, a to jeho pfeménou pres cystein. Tato organicka molekula mé ucinky na
bunéény rist a jeho nedostatek se projevuje napf. onemocnénim jater [20].

NH

N XN
%
) (N IN/)

OH OH

Obr. 6: Chemicky vzorec S-adenosylmethioninu [21].
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Demethylaci SAM vznika S-adenosylhomocystein (SAH, Obr. 7), ktery mize byt dalsi
organickou molekulou slouzici ke zvysSeni biokompatibility kvantovych teek. Vyskytuje se
Vv buiikéch a je silnym kompetitivnim inhibitorem transmethylacnich reakci. Je tedy dtlezité
udrzovat pomér SAM:SAH v buiice. SAH je také bezprosttednim prekurzorem veskerého
homocysteinu produkovaného v téle [20].

NH,
N XN
<)
00C._~_-S N N
i 0
NH;"
OH OH

Obr. 7: Chemicky vzorec S-adenosylhomocysteinu [17].

Dal$i moznou molekulou je glutathion disulfid (GSSG, Obr. 8), ktery vznika v buikach
oxidaci tripeptidu glutathionu (GSH). Bézn¢ se vyskytuje v bunkach, ale vétSinou v nizSich
koncentracich nez GSH [22]. Glutathion pisobi jako antioxidant a podili se na nékolika
metabolickych regulacich. Je také soucasti CNS, kde se nachazi v milimolarnich koncentracich.
Redukce GSSG zpét na GSG vyzaduje ptritomnost NADPH. Pomér GSH/GSSG je velmi
dilezity, béhem starnuti se snizuje a k extrémnimu snizeni muze dojit u nékterych
neurodegenerativnich onemocnéni, jako je Parkinsonova choroba [23]. VSechny tyto molekuly
maji spole¢né piitomnost siry ve své struktufe, diky které maji vyssi afinitu k interakci s kovy
jako je napt. zinek.

P NH
HO )J\/N - OH
Y\N M
O H J @] O
S

[
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o
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HO™™ ™ N/W OH
NH, 0

Obr. 8: Chemicky vzorec glutathion disulfidu [24].
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2.2 Fluorescence

Fluorescence je zvlastni ptipad luminiscence, kdy dochézi k emisi svételného zafeni. Pfi tomto
dé¢ji dochazi k interakci svétla v podob¢ elektromagnetického zareni s latkou, jejiz elektrony
byly excitovany ze zékladni energetické hladiny So do vyssi energeticky excitované hladiny
S:". Podle zpiisobu excitace elektronti dané latky pak rozliSujeme rtizné typy luminiscence.
Napt. radioluminiscence, kdy dochazi k excitaci radioaktivnim zarenim (y-zareni apod.), pfi
termoluminiscenci dochazi k excitaci teplem, k sonoluminiscenci dojde k excitaci zvukem.
K excitaci muze dojit také diky probihajicim chemickym reakcim (oxidace, redukce apod.),
a pak mluvime o chemiluminiscenci. Nejéastéj$im piipadem je tzv. fotoluminiscence, kdy
dochazi k excitaci elektromagnetickym zafenim. Do této kategorie pravé patii zminovana
fluorescence a dal také fosforescence [25].

Latka, kterd interaguje se zafenim, se nazyva fluorofor. Elektromagnetické zaieni se chova
soucasn¢ jako vInéni a jako proud castic s nulovou klidovou hmotnosti, tzv. fotond, které maji
urcitou ¢ast energie [26]. Pi interakci fluoroforu s fotony dojde k absorpci energie fotond, tu
fluorofor vyuzije na excitaci ze svého zakladniho stavu So do vySsiho energetického
excitovaného stavu, ktery mize byt singletovy Si” nebo tripletovy Ti". U excitovaného
singletového stavu se elektron v excitovaném orbitalu sparuje s dal$im elektronem, ktery se
nachdzi v zakladnim stavu a ktery ma opaény spin. Diky tomu je navrat do zékladniho stavu
povolen a dochdzi k rychlé emisi fotonu a mluvime o fluorescenci. U excitovaného tripletového
stavu ma elektron v excitovaném orbitalu stejny spin jako elektron v zakladnim stavu. Pfechod
do zakladniho stavu je pak tzv. zakazany, emise fotonu je pomalejsi a mluvime o fosforescenci.
Rozdil mezi excitovanym singletovym a tripletovym stavem je uveden na Obr. 9 [27].

' T
H T T

zékladni excitovany excitovany
singletovy singletovy tripletovy
stav stav stav

Obr. 9: Zndzorneni rozdilu mezi excitovanym singletovym stavem, kdy md dvojice elektronii opacny
spin, a excitovanym tripletovym stavem, kdy md dvojice elektronii spin stejny [26].

2.2.1 Perrin-Jabtonskiho diagram

Procesy vyskytujici se mezi absorpci a emisi zafeni jsou znazornény v Perrin-Jabtonskiho
diagramu na Obr. 10. V typickém Perrin-Jabtonskiho diagramu je znazornéna zakladni
singletova hladina (So), dvé excitované singletové hladiny (S1 a S2) a jedna excitovana
tripletova hladina (T1). Na kazdé z téchto elektronickych hladin mohou fluorofory existovat
v n¢kolika hladin vibra¢nich. Absorpce a emise se vétSinou tyka molekul s nejniz8i vibraéni
energii. Energeticky rozdil mezi hladinou Sp a S1 je pomérné velky, proto se k excitaci vyuziva
zareni, které ma vyssi energii nez napf. teplo [27].
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Po absorpci zateni dochazi k nékolika moznym procesim kromé fluorescence, tyto procesy
se nazyvaji deexcita¢ni (nezafivé). [25]. Fluorofor je excitovan na vyS$$i vibra¢ni hladinu
excitovaného stavu Si nebo Sz. Ve vétsing piipadi se elektrony vrati na nejniz$i vibracni
hladinu Si, a to procesem vnitini konverze. Vnitini konverze mutize nastat jen tehdy, pokud se
vibra¢ni podhladiny excitovaného stavu Si prekryvaji s vibracnimi podhladinami zakladniho
stavu So [27]. Pokud je molekula excitovana na energetickou hladinu vyssi, nez je nejnizsi
uroven vibracni hladiny excitovaného stavu, dochazi k procesu vibra¢ni relaxace. Ten vede
stavu S1 mohou také projit spinovou konverzi do tripletového stavu T1. Emise z této hladiny se
pak nazyva fosforescence. Vzdéalenost mezi hladinou So a T1 je 0o néco mensi, tim padem je
mezi nimi niz§i energeticky rozdil a emisni spektra jsou pak posunuta k delSim vinovym
délkam. Tento piechod S1 — T1 se nazyva tzv. mezisystémovy prechod, pii kterém dochézi ke
zmén¢ spinu elektronu [27]. VSechny tyto pfechody jsou velmi rychlé. Samotna absorpce je
nejrychlejsi a probihd v fadech femtosekund. Vibracni relaxace pak trva jednotky aZ stovky
pikosekund, stejné tak trva i vnitini konverze. Fluorescence je pomalejsi d&j a ¢as piechodu
jsou desitky nanosekund az desitky mikrosekund. Mezisystémovy pfechod ma ptiblizné stejnou
dobu ptechodu jako fluorescence. Fosforescence je dé€j nejpomalejsi, ktery mize trvat v fadech
milisekund az sekund [25].
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Obr. 10: Perrin-Jablosiskiho diagram zndzornujici excitaci a emisi. V diagramu jsou vinovkou
znazornény nezarivé prechody, a to vnitini konverze (IC — internal conversion), vibracni relaxace (VR
— vibrational relaxation) a mezisystémovy prechod (ISC — inter-system crossing) [27].
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2.2.2  Fluorescen¢ni spektra
RozliSujeme fluorescencni spektra emisni a excitacni. Emisni spektrum je zavislost intenzity
fluorescence na vlnové délce pii konstantni vinové délce budiciho zafeni a znacné se lisi
Vv zéavislosti na chemické sktruktute fluoroforu a rozpoustédla, ve kterém je rozpustén. Excitacni
spektrum je tataz zavislost, ale pii konstantni vlnové délce emisniho zafeni. Ob¢ spektra se
zaznamenavaji pomoci spektrofluorimetru [29]. Z Perrin-Jabtonskiho diagramu je patrné, ze
energie emise je nizsi nez energie absorpce, proto se fluorescenéni emisni spektrum typicky
vyskytuje pii delSich vinovych délkach [27]. S tim souvisi tzv. Stokesovo pravidlo, které fika,
ze vlnova délka emitovaného zafeni by méla byt vzdy vyssi, nez je vinova délka absorpce. Ve
vetsSing pripadl vSak absorpéni spektrum castecné prekryva spektrum emisni, coz znamena, ze
Cast zafeni je emitovana pii kratSich vinovych délkach [25].

U excita¢nich a emisnich spekter 1ze pozorovat tzv. Stokesiv posun (Obr. 11). Jedna se
0 rozdil maxim mezi excitanim a emisnim pasmem. Jednou z pfi¢in Stokesova posunu je
rychly pokles na nejnizsi vibra¢ni hladinu stavu Si, navic fluorofor obecné klesa i na vyssi
vibra¢ni hladiny stavu So, coZ ma za nasledek dalsi ztratu excitacni energie, a to ve formé tepla.
Kromé toho mohou byt Stokesovy posuny zptsobené ucinky rozpoustédla, tvorbou komplexii
nebo prenosem energie. Navrat elektronu ze zakladni hladiny stavu S1 probiha na néjakou vyssi
excitovanou vibra¢ni hladinu stavu So. Tento navrat je pak divodem vibracni struktury
v nékterych emisnich spektrech (napt. perylenu) a zajimavym dusledkem je i to, Ze absorpéni
a emisni spektrum jsou svym zrcadlovym obrazem. Podobnost spekter nastava z toho divodu,
Ze excitace elektronli neméni jejich jadernou geometrii [27].
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Obr. 11: Na obrazku je zndazornéno excitacni spektrum (prerusovana kiivka) a emisni spektrum
Rhodaminu 6G, kde osa x predstavuje vinovou délku a osa y relativni intenzitu. Mezi spektry je
patrny [30].

U fluorescence dal plati, ze bez ohledu na vinovou délku excitace (budiciho zafeni) je
pozorovano stejné fluorescencni emisni spektrum. To fika tzv. Vavilovo pravidlo, které vychazi
z Kashova pravidla. Podle n¢j dochazi pied emisi fluorescence k vnitini konverzi, ¢imz dojde
k relaxaci vibra¢ni energie. To ma za nasledek, Ze fluorescencni piechod nastava z nejnizsi
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vibra¢ni hladiny stavu S;. Je to z toho diivodu, Ze energeticky rozdil mezi vys$$imi excitovanymi
stavy a stavem S; je velmi maly a nezafiva pfemeéna z téchto stavl do stavu zékladniho je velmi
rychla. Jsou ale i vyjimky, kdy nékteré fluorofory emituji z hladiny Sz, ale takové emise jsou
pomérné vzacné a nejsou pozorovany V biologickych molekulach [27].

2.2.3 Doba zivota

schopny interagovat nebo difundovat ve svém prostiedi. To se nasledné projevi na jeho emisi.
Doba zivota je tedy definovana jako primérna doba, kterou fluorofor stravi v excitovaném
stavu pfed navratem do zakladniho stavu [27]. Uvazujme ziedény roztok fluoroforu
A o koncentraci [A] v mol/dm?, ktery bude excitovan kratkym pulzem svétla. V &ase 0 pulz
zpUsobi, Ze uréity pocet molekul A piejde do excitovaného stavu A”™. Tyto excitované molekuly
se pak vraci zpét do zakladniho stavu, a to bud’ z&fivymi nebo nezafivymi ptechody nebo obéma
typy prechodt.. Rychlost vyhasinani excitovanych molekul pak lze vyjadfit nasledujici rovnici:

d/a’] .

- dt :(kr +knr)'[A ]’ 1)
kde [A"] je koncentrace molekul fluoroforu v excitovaném stavu, t je ¢as, kr je rychlostni
konstanta zativého ptrechodu a knr je rychlostni konstanta nezafivého piechodu. Integraci pak
dostaneme rovnici:

N &

S

kde [A™]o je koncentrace molekul fluoroforu v excitovaném stavu v ¢ase 0 a zs je doba Zivota
excitovaného stavu, ktera je dana rovnici [25]:
1
. ©
kK, +K,,
Doba zivota fluoroforu v nepiitomnosti nezafivych prechodt, tedy pokud se vyskytuje pouze
prechod S1—So, se nazyva prirozena nebo vnitini doba Zivota a je dana vztahem:

Ts

oo @

kde T" je rychlost emise fluoroforu. Teoreticky lze piirozenou dobu zivota vypocitat
z absorpéniho spektra, extinéniho koeficientu a emisniho spektra fluoroforu. Také lze
k vypoctu pouzit vztah, ktery bere v tvahu naméfenou dobu zivota 7 a kvantovy vytézek Q [27]:

T, =—. (5)

U organickych molekul se doba zivota molekul v singletovém stavu pohybuje od desitek
pikosekund do stovek nanosekund, v tripletovém stavu je pak doba Zivota delsi a pohybuje se
radové v mikrosekundach az sekundach. Nelze ale takto rozliSovat, zda se jedna o fluorescenci
nebo fosforescenci, protoze nckteré anorganické slouCeniny mohou mit dlouhé doby
Zivota [25].
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2.3 Fluorescenéni spektroskopie

Spektrofluorimetry jsou pfistroje, které méii fluorescencni signal vzorku umisténého nejcastéji
Vv kyveté. Zdroj budiciho zatfeni se pohybuje v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Lisi se
podle toho, jaky mod méfeni se pouzije. Pro ustalenou fluorescenci se bézné vyuzivaji
vysokotlaké vybojky (napt. xenonova vybojka, kterd ma vysokou intenzitu zafeni v Sirokém
rozsahu vinovych délek), pro ¢asové rozliSenou fluorescenci se pak pouzivaji pulzni lasery.
Budici zafeni prochazi excitatnim monochromatorem a dopada na vzorek, ktery se nachazi
v kyveté o dané optické draze. Emise se méti vV kolmém sméru vici budicimu zafeni, kdy
emitované fluorescencni zareni nejdiive prochdzi emisnim monochromatorem a nasledné
dopada na detektor, ¢imz nejcastéji byva fotondsobi¢. Monochromator slouzi k volbé excitacni
aemisni vlnové délky podle toho, zda méfime excitatni nebo emisni spektrum.
U monochromatoru se nastavuje velikost Stérbin, které ovliviuji citlivost a spektralni rozliseni.
Schéma klasického fluorimetru je znazornéno na Obr. 12 [32]:

Kyveta se
vzorkem

4

Emisni 5
monochromator ~ Stérbina Detektor
Stérbina
Excitacéni
monochromator

/

dZdroj zafeni

Obr. 12: Obecné schéma instrumentace fluorimetru [27].

Fluorimetrii lze vyuzit, jako analytickou metodu ke stanoveni koncentrace latek za
pfedpokladu, ze pro kaZzdou latku jsou charakteristické dvé vinové délky, excitani a emisni.
Diky tomu je tato metoda oproti absorp¢ni spektroskopii mnohem selektivnéjsi a vyuziva se
k analyze komplexnich smési. Nejbéznéji se fluorimetrie vyuziva ke stanoveni nizkych
koncentraci fluorofor. Pomoci fluorimetrie l1ze také sledovat vazbu nékterych ligandi na
biopolymery, kdy se vychazi z toho, ze ligand, nekovalentné vazany na biopolymer, ma jiné
fluorescenéni charakteristiky, nez kdyz vazany neni a je volné v roztoku. V disledku vazby se
méni vinové délky emisniho nebo excita¢niho maxima a méni se i kvantové vytézky [29].

Parametry fluorescence Ize méfit ve dvou stavech, a to bud’ ve stavu ustaleném (steady-state)
nebo ¢asové rozliseném (time-resolved). Ustalena fluorescence se méfi pfi buzeni kontinualnim
zatenim a vysledkem je pak Casova stiedni hodnota intenzity nebo polarizace fluorescence [32].
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Zdrojem zéteni je tedy lampa, ktera emituje konstantni mnozstvi fotonti za jednotku Casu, bez
ohledu na jejich energii. Za téchto podminek ziistava koncentrace [A*] konstantni [25].

U casové rozlisené fluorescence rozliSujeme dvé techniky. Prvni je tzv. pulzni fluorimetrie,
kterd vyuziva k excitaci kratky pulz svétla, ktery byva krat$i nez doba dohasinani vzorku.
Druhym pfipadem je fazové modulovana fluorimetrie, kterd k excitaci vyuziva fazoveé
modulované zafeni s proménnou frekvenci a pak vytvaii harmonickou odezvu vzorku, coz je
Fourierovou transformaci odezvy pulzu. Prvni technika pracuje v ¢asové doméné a druha ve
frekvenéni doméné. Jedna se v podstaté o stejné techniky, které se akorat 1isi v instrumentaci
pristroju [25]. V obou pfipadech je vysledkem ¢asova zavislost méfenych parametri a pouzivaji
se pro méfeni intenzitnich a anizotropnich kiivek [32]. Pomoci ¢asové rozlisené fluorescence
1ze ziskat informace o dynamice excitované¢ho stavu, coz ma pak zasadni vliv pro pochopeni
fotofyzikalnich, fotochemickych a fotobiologickych procesi [25].

U pulzni fluorimetrie po excitaci vzorku je méfena zavislost intenzity fluorescence na Case,
ktera ma tvar poklesu. V nejjednodussim pripad¢ se jednd o monoexponencialni pokles, jehoz
¢asova konstanta je doba Zivota excitovaného stavu. Nejcastéji se vSak jedna o soucet riznych
exponencial. V idedlnim ptipad€ je excitacni pulz nekonecné kratky a elektronika nekonecné
rychla, coz ale neni realn¢ mozné. Zavislost intenzity fluorescence je pak produktem konvoluce
s funkci odezvy pfistroje, ktera je sloZena z funkce profilu excitacniho pulzu a odezvy
elektroniky [25].

2.3.1 Time-correlated single-photon counting (TCSPC)

Metoda TCSPC neboli ,,Casové korelované séitani fotond“ se fadi k Casové rozliSené
fluorescenci. Metoda je zalozena na sé¢itani jednotlivych fotoni, které dopadaji na detektory od
zacatku signalu, coz je svételny impulz. Zakladni princip spociva tedy vtom, Ze
pravdépodobnost detekce jediného fotonu v ¢ase t po budicim impulzu je imérnd intenzité
fluorescence v daném c¢ase. Tato metoda ma hned nékolik vyhod, jako je vysoka citlivost,
vynikajici dynamicky rozsah a linearita a dobte definovana statistika (Poissonova distribuce)
umoziujici spravné vazeni kazdého bodu v analyze dat a mnoho dal$ich [25].

Jako zdroj zateni se vyuzivaji riizné zableskové lampy nebo lasery. Zableskové lampy nejsou
drahé, ale rozsah vinovych délek je jen od 200 do 400 nm. Generuje se elektricky pulz spojeny
s optickym pulzem. Elektricky pulz je smérovan pies diskriminator (constant function
discriminator — CFD), ktery piesné méfi ¢as ptichodu pulzu, do startovaciho vstupu pievodniku
Casu na amplitudu (time-to-amplitude convertor — TAC). Mezitim je vzorek excitovan optickym
pulzem a nésledné na to emituje fluorescenci. Optika musi byt spravné vyladéna tak, Ze jsou
zde neutralni filtry a Sté€rbiny, které se vyuziji, pokud je intenzita zafeni velmi vysoka. Dal musi
byt vyladéna tak, aby na detektor, ¢imZ nejCastéji byva fotonasobic¢, nedopadlo vic jak jeden
foton na jeden excitacni pulz. Elektricky impulz, ktery odpovida emisi fotonu, je smérovan pres
diskriminator do stop vstupu prevodniku TAC, kde se mezitim generoval schodek napéti. To
odpovida napéti, které linearné roste s casem. V moment¢, kdy obdrzi tento stop signal, prevede
schodek napéti na elektricky pulz, jehoz amplituda je pfimo umérna zpozdéni mezi start a stop
pulzem. Dle potieby je napéti zesileno v zesilovaci (programmable gain amplifier — PGA)
a prevedeno na ¢iselnou hodnotu pomoci analogové digitalniho pievodniku (analog-to-digital
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converter — ADC). Pro minimalizaci chyb je signal omezen na dany rozsah napéti, a pokud
signal v tomto rozsahu neni, je udalost potlacena v diskriminatoru (window discriminator —
WD). Napéti je prevedeno na digitadlni hodnotu. Obecné schéma instrumentace je zndzornéno

na Obr. 13 [27].
I
Zdroj zareni /\
t

CFD

I Star
. ?(-3 < [ pcal apc

Stop
Emise CFD 'y

N

Vzorek

-

At Excitace

i

WD

Obr. 13: Obecné schéma instrumentace metody TCSPC [27].

Po velkém poctu excitaci a detekei je ziskan histogram poctu udalosti, ktery predstavuje
pokles intenzity fluorescence. Cim vysi je podet udalosti, tim vy3si je presnost kiivky poklesu
[25]. Detekéni rychlost je obvykle 1 foton na 100 excitaénich pulzi. Cas se méi mezi
excitaénim pulzem a pozorovanym fotonem. Tohle se tedy uklada do histogramu, kdy osa X
piedstavuje Casovy rozdil (v kanalech) a osa Yy piedstavuje pocet fotonti detekovanych s danym
¢asovym rozdilem [27]. Pro ziskani parametri daného poklesu je nutné provést dekonvoluci
ktivky, kdy je zméten Casovy profil excitatniho pulzu, tedy odezva pfistroje, a to za stejnych
podminek, jako byl zméfen vzorek. Misto vzorku je pouzit roztok rozptylujici zareni, nejcasteji
roztok koloidniho kifemiku (Ludox) [25]. Tato kfivka je v podstaté funkce odezvy pfistroj, kdy
v idealnim piipadé (velmi piesna elektronika a detektory) by tato kiivka méla mit velmi tzky
budici impulz. Jakakoliv odchylka od tohoto idedlniho ptipadu vede k rozsiteni piku. Typickym
vysledkem casové rozliSenych fluorescen¢nich experimentl je histogram s exponencialnim
poklesem smérem k del§im ¢asim (Obr. 14) [33].
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Obr. 14: Vyhasinaci kiivka fluoroforu. Cervend kiivka je funkce odezvy pristroje (Instrument Response
Function — IRF), modra kiivka je méreny pokles pro dany vzorek a cerna kiivka je prolozeni dat funkci
(Fit) [33].

Casové rozlideni piistrojii je ovlivnéno nejen $itkou impulzi, ale také elektronikou
a detektorem. K ziskani presnych fluorescencnich spekter je velmi dilezitd linearni odezva
TAC, ktera je vice linedrni, pokud se minimalizuje tzv. mrtvy ¢as. Jedna se o ¢as, kdy je TAC
Vv provozu, ale je neschopny reagovat na dalsi signal [34]. Zabranuji detekci dalsiho fotonu,
ktery je vysledkem excitacniho pulzu. Mrtvé ¢asy se pohybuji od 10 us (strasi systémy) po
120 ns (moderni elektronika). K eliminaci téchto ¢ast se data shromazd'uji v tzv. reverznim
modu, kdy se emisni pulz (fluorescence) stava startovacim pulzem pro TAC, a naopak excitacni
pulz se stava stop pulzem. Timto zpisobem bude ziskana statistika mnohem presnéjsi [27].

2.4  Fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie se vyuziva nejen ke studiu zivych bunék a biologickych tkani, ale
také slouzi ke studiu koloidnich roztokd, polymert, fotodegradace ptirozené se vyskytujicich
polymerti apod. Klasicky fluorescenéni mikroskop je velmi podobny optickému mikroskopu,
jen je jako zdroj zafeni pouZita vétSinou xenonova lampa, ktera produkuje zareni v ultrafialové
az viditelné oblasti. Fluorescence je pozorovana okem, fotografickym filmem nebo kamerou
CCD (charge coupled device). Hloubka pozorovani se pohybuje okolo 2 az 3 mm a maximalni
rozliSeni je ptiblizn€ polovina vinové délky pouzitého zafeni (0,2 az 0,3 mm pro viditelné
zateni). U silnéjSich vzorki mohou byt snimky rozmazéany i pfes mozné korekce, které pfistroj
nabizi. Proto jsou preferovany jiné piesnéjsi techniky, jako je napf. fluorescenéni konfokalni
mikroskopie [25].

U fluorescenéni konfokalni mikroskopie je fluorescence oddélena od dopadajiciho zafeni
dichroickym zrcadlem a je zaostiena skrz konfokalni Stérbinu, tzv. pinhole, na detektor. Takze
fluorescence nad a pod rovinou vzorku dopada na stény pinhole. Excitacni energie musi byt
vyssi nez u bézné fluorescencni mikroskopie, protoZe konfokalni mikroskopie sbira jen zlomek
celkové fluorescence. Velmi Casto se pouzivaji lasery, jako zdroj zafeni [25]. U téchto zdroju
se ale velmi Casto vyskytuje problém s fotovybelovanim, coz se eliminuje pouZzitim stabilnich
fluoroforu, detektorti s vysokou citlivosti, pouziti neutralnich filtri, které zeslabi laserovy
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paprsek apod. [35]. Jedna se o tzv. konfokalni laserovou skenovaci mikroskopii (KLSM), ktera
poskytuje trojrozmérné zobrazovani, diky skenovani pixel po pixelu pies vzorek se zaostienym
laserovym paprskem [36].

V konfokalni optice je excitacni laserovy paprsek zaostfen na clonku a nasledné na
dichroické zrcadlo, kde se odrazi k objektivu a ke vzorku. Zde je paprsek fokusovan do urcitého
bodu. Emitovana fluorescence ze vzorku pak jde zpatky pies objektiv k dichroickému zrcadlu,
to fluorescenci propousti k malému otvoru pinhole (clonka), kterda mtze mit rlizny primér
(30 az 50 um). Ptes pinhole projde jen fluorescence z ¢asti vzorku, kde je laser zaostien.
K méfeni dob Zivota ale tahle instrumentace nestaci a je zapotiebi metody TCSPC, jejiz princip
je popsan v kapitole 2.3.1 [37]. Obecné schéma instrumentace fluorescenéni konfokalni
mikroskopie je znazornéna na Obr. 15. Oblast, ze které snimame fluorescenci, se nazyva tzv.
konfokalni objem, ktery se pohybuje v rozmezi 0,3 az 1 fl v zavislosti na teploté [38].

laser

/\

excitacni filtr
‘ pinhole

dichroické zrcadlo : detektor

emisni filtr  ocky

objektiv <

vzorek
Obr. 15: Schéma konfokdlniho fluorescencniho mikroskopu s laserem, jako budicim zareni [31].

Fluorescencni konfokalni mikroskopie se hojné vyuziva k zobrazovani v bunééné biologii,
kdy touto technikou mohou byt pozorovany i jednotlivé bunky. Lze takto vizualizovat
i jednotlivé organely [39]. Vyhoda oproti klasické svételné mikroskopii je moznost zobrazovani
trojrozmérnych obrazi, vysoké rozliSeni a vzorky neni potieba specialné upravovat [31].

U fluorescenénich mikroskopi se vyuzivaji specidlni filtry tfi druhd umisténych ve
fluorescenéni kostce, excitacni a emisni filtr a dichroické zrcadlo [40]. Obecné se filtry déli dle
vlnovych délek, které propousti a odrazi. Long-pass filtry propousti danou vinovou délku
a vyssi vinové délky. Naopak short-pass filtry propousti nizsi vinové délky. Poslednim typem
jsou tzv. band-pass filtry, které jsou ohrani¢ené z obou stran a propousti jen ur€ity rozsah
vinovych délek [41]. Excitacni filtr propusti pouze ty vinové délky budiciho zareni, které uc¢inné
excituji dany fluorofor. Emisni filtr pak tlumi vinové délky, které proSly ptres excitacni filtr,
a propousti jen fluorescenci emitovanou vzorkem, ktera mé vzdy vyssi vinové délky nez budici
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zateni. Dichroické zrcadlo, nekdy také tzv. déli¢ paprski, je tenky kus potazeného skla, ktery
je nastaven pod uhlem 45° k optické draze mikroskopu. Povlak na skle je velmi dileZity, ma
jedine¢nou schopnost odréazet excitacni zafeni a propoustét jen fluorescenci. Dnesni dichroicka
zrcadla maji pomérné vysokou Géinnost, a to az 90 % [40].

2.4.1  Fluorescence lifetime imaging microscopy (FL1M)

Metoda FLIM je technika umoznujici soucasné zaznamenavat doby zivota fluoroforu a jeho
prostorové umisténi, kdy vytvoii obraz pravé na zaklad¢é dob zivota daného vzorku [25]. Ty
nezavisi na koncentraci fluorofru, jako napf. intenzita fluorescence, ale zato zavisi na zménach
okolniho prostiedi, jako je viskozita, pH, koncentrace iontd apod. Touto metodou lze studovat
i jednotlivé bunky [27].

Klasicky fluorescen¢ni mikroskop zobrazuje obrazek s riznymi intenzitami fluorescence,
nevyhodou této metody je vSak zavislost intenzity fluorescence na ¢ase. Metoda FLIM pracuje
praveé na principu doby Zivota, ktera na koncentraci nezavisi. Rozdil je zobrazen na Obr. 16,
kde ma buika dvé oblasti se stejnou intenzitou fluorescence a liSici se dobou zivota. Doba
zivota fluoroforu ve vnéjsi Casti buniky 71 je nékolikanasobné krats$i nez doba zivota uvnitf
buiiky 72. Delsi doba Zivota uvnitf mize byt zpisobena pfitomnosti n€kterych iontd, jako je
vapnik, vazbou sondy na jinou makromolekulu nebo miize byt ovlivnéna zménou prostiedi.
Diky metod¢ FLIM Ize odlisit jednotlivé oblasti lisici se dobou Zzivota. Obraz z méfeni na
zakladé intenzit rizna prostiedi neodhali [27].

8
;
L
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&

intenzitni obraz obraz dob Zivota

Obr. 16: Zobrazeni rozdilu méreni na zdkladé intenzity fluorescence a dob Zivota metodou FLIM.
Vpravo je zobrazeno mereni FLIM, které je schopno rozlisit dvé prostredi, které maji sice stejnou
koncentraci, ale lisi se dobou Zivota. Intenzitni obraz tohle neni schopen rozeznat, protozZe intenzita
fluorescence je na koncentraci zavisla [27].

Existuji dvé metody, jak pomoci mikroskopu lze ziskat obraz dob Zivota. Jednou z nich je
tzv. wide-field metoda zaloZzena na snimani pomérn¢ velké oblasti, a to za pouziti detektoru pro
zobrazovani Casové rozliSené fluorescence. Druhou metodou je laserovd skenovaci
dob Zivota v kazdém pixelu dané¢ho obrdzku. Toho Ize docilit zaostienim laserového paprsku
navzorek a v kazdé pozici skeneru [27]. Vysledkem je pak obraz, kde riizné doby zivota mohou
byt zakddovany v riznych barvach, napi. ¢ervena pro delsi doby Zivota, modré pro kratsi [33].
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FLIM je cennym nastrojem pro vyhodnoceni zmén prostfedi v blizkosti fluorescencné
znacen¢é molekuly, které mohou byt citlivé na zménu pH, zménu koncentrace vapenatych ionti,
kysliku, chlorida apod. [42]. Tyto zmény okolnich podminek mohou mit za nasledek zhaseni
fluorescence a zkracuji se tak doby Zivota. Lze také provést znaceni vice fluorofort najednou
a rozlisit tak od sebe nékteré organely nebo vyuzit autofluorescence nekterych molekul. FLIM
také umoziuje charakterizaci nékterych novych materiald, jako jsou napt. kvantové tecky, které
mohou byt novymi fluorescenénimi znackami [43].

25



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Formovani kvantovych teéek z roztoku kovii a sirnych sloucenin

Ve spolupraci Mendelovy univerzity v Brné, Ustav chemie a biochemie, a VUT, Fakulty
chemické, vznikl ¢lanek, ve kterém se L. Nejdl, F. Mravec a spol. zabyvali formovanim
fluorescen¢nich komplexit UV svétlem. Prace se zabyva syntézou ve vodé rozpustnych
kvantovych tecek (z prekurzorti Cd:Se, Cd:Te, Cd, Zn:S, Zn:Se a Zn) pomoci UV zafeni, které
jsou stabilizovany kyselinou merkaptojantarovou (MSA). Tato syntéza by méla byt rychla,
pomérné méné¢ nakladnd a bez pouziti vysokych teplot. Prekurzory byly bud® smichané
s redukénim ¢inidlem (tyto prekurzory budou oznaéené symbolem ,,"*) nebo byly bez tohoto
¢inidla. Soucasti experimentu bylo i sledovani vlivu teploty na tvorbu kvantovych tecek, kdy
bylo zjisténo, zZe se zvysujici teplotou dochéazelo k bathochromnimu posunu emisniho spektra,
tedy posun k del§im vinovym délkam. Zaroven byl stanoven kvantovy vytézek, ktery u vétsiny
prekurzord byl pod 1 %. Vyjimkou byl CdTe", u kterého kvantovy vytézek rostl s rostouci
teplotou. Nejvyssi kvantovy vytézek CdTe” byl stanoven pii 95 °C, a to na 20,1 %. V dalsim
kroku byl testovan vliv UV zafeni o vinové délce 254 nm na tvorbu QDs z danych prekurzori.
Vzorky byly umistény do kiemenné kyvety a ty byly ozafeny v transilumindtoru Vv riznych
¢asech (0, 10, 20 a 30 minut). U vSech zkoumanych vzorki byla pozorovana interakce s UV
I S rostoucim ¢asem, kdy dochazelo k jasné ztraté fluorescence. Naopak nejvyssi kvantové
vytéZzky byly zaznamenany u CdSe, kdy ve vSech ¢asech byl zaznamenan kvantovy vytézek na
13,4 %. U vsSech vzorkli byl taktéz pozorovan bathochromni posun emisniho spektra
v zavislosti na dob¢ ozafovani. Na zaklad¢ téchto vysledkii byly pro dalsi experimenty zvoleny
prekurzory obsahujici jen kadmium a selen. Tyto prekurzory byly v transiluminatoru ozafeny
UV zétenim po dobu 0 az 60 minut. V 5 minutovych intervalech bylo ¢ast roztoku odebrano
abyla zméfena jejich absorpéni spektra, kde byl pozorovan posun absorpéniho maxima
kvantovych te¢ek CdSe (Obr. 17A). Stejné tak byla zméfena fluorescenéni spektra, kdy
Vv prvnich 30 minutach bylo pozorovano zvySovani intenzity fluorescence a poté dochazelo ke
sniZovani intenzity, navic byl pozorovan bathochromni posun. Po prvnich 5 minutich bylo
maximum pii 450 nm, po 60 minutach se maximum posunulo o 158 nm (Obr. 17B). U takto
ozatrenych prekurzori byla zméfena velikost a zeta potencial pomoci metody DLS (dynamicky
rozptyl svétla). Velikost po 5 minutovém ozéfeni ¢inila 2,3 nm, po 30 minutach velikost
vzrostla témét o dvojnasobek, a to na 4,1 nm. Zeta potencidl se s Casem tolik neménil, po
5 minutach byl -48 mV a po 30 minutach byl -45 mV. Tato hodnota udava, ze se jedna o stabilni
roztoky Castic, pokud je zeta potencial vyssi nez -30 mV nebo +30 mV (Obr. 17C). Jednotlivé
roztoky jsou zobrazeny na Obr. 17D a E, kde jsou ozafeny UV svétlem a dennim svétlem [44].
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Obr. 17: Graf A zndzornuuje absorpcni spektrum zformovanych QDs z CdSe, které byly ozarovany UV
zarenim az 60 minut a absorbance byla mérena v 5 minutovych intervalech. Graf B znazornuje
Sfluorescencni spektrum mérené za stejnych podminek. U obou grafii si lze vSimnout bathochromniho
posunu vinovych délek. U fluorescencniho spektra si lze v§imnout poklesu intenzity fluorescence od
35. minuty. Obrazek D zndzornuje roztoky castic v jednotlivych casech ozdreni, které jsou pod UV
svetlem a ktere vraceji fluorescenci. Stejné roztoky jsou na obrazku E, které jsou pod dennim svétlem
a jevi se tak jako bezbarvé roztoky [44].

Dulezitou soucasti byla metoda FCS na fluorescenénim konfokalnim mikroskopu
MicroTime 200. Schéma instrumentace je znazornéna na Obr. 18. Po zapnuti UV LED
(250 nm) se zacaly tvofit QDs z prekurzorti CdSe a ty byly pozorovany v konfokalnim objemu
pomoci excitacniho laseru o vinové délce 367 nm. Doby Zivota byly zméteny metodou FCS
(fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie), kdy jsou zaznamenany casové fluktuace intenzity
fluorescence. Podle doby vyskytu jednotlivych QDs CdSe mize byt vznik kvantovych tecek
rozdélen do 5 c¢asti, kdy kazda je charakterizovana délkou intervalu v sekundach (Obr. 18).
Diky dekonvoluci ¢asovych pribéhti byly tyto intervaly studovany oddélen¢ pomoci dob Zivot
jednotlivych intervall. Vysledkem bylo, ze delsi ¢as ozafovani UV zafenim vede ke zvyseni
pramérné doby zivota. Kromé zvySujici se doby Zivota byla zaznamendna i zvySujici Se
koncentrace CdSe QDs. Vyhodou této syntézy je tvorba kvantovych tecek i ve velmi malém
objemu (kapka o objemu cca 15 ul), diky tomu by byla pomérné nizka spotieba chemikalii.
Nejlepsi vysledky byly pozorovany u prekurzortt CdSe a CdTe, které vykazovaly nejlepsi
absorpéni i fluorescenéni vlastnosti. Nevyhodou je ale toxicita pouzitych tézkych kovi [44].
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Obr. 18: V levé casti obrazku se nachdzi instrumentace konfokadlniho fluorescencniho mikroskopu. a-
kapka prekurzoru na kremenném skle, b-UV LED o A = 250 nm, c-konfokdlni objem, d-schématické
zndzorneni tvorby QDs v konfokdalnim objemu, e-objektiv s vodni imerzi, f,g-laser a optické prvky, h-
detektor. Na obrdzku vpravo je zaznamendna tvorba CdSe QODs, jejichz casovy pritbéh Ize rozdeélit do
5 &dsti o ruznych casovych intervalech [44].

Guo-Yu Lan a spol. se zabyvali syntézou kvantovych tecek ZnSe, které byly stabilizovany
kyselinou merkaptopropionovou (MPA). Syntéza probihala ve vodném prostiedi pii teploté
160 °C, a to po dobu 9 hodin. Takto pfipravené QDs mély kvantovy vytézek 8,1 %. Po ozafeni
téchto castic UV lampou po dobu 30 minut doslo ke zvySeni kvantového vytézku, a to az na
19 %. Nicméné pii ozafovani dochazelo k agregaci kvantovych te¢ek ZnSe, coZ nasledné vede
k nestabilité¢ tohoto systému. K piekonani tohoto problému byly dodate¢né piidavany dalsi
thiolové slouCeniny, jako je kyselina merkaptojantarova (MSA), Kkyselina 11-
merkaproundekanova a kyselina thioglykolova. Tyto slouceniny byly do roztoku pfidavany
postupné béhem ozafovani. Velikost a funkéni skupiny thiolovych slouc¢enin mohou hrat
dilezitou roli pii ur¢ovani optickych vlastnosti a stability QDs ZnSe. Vyssi kvantovy vytézek,
vy$§i  stabilitu  iintenzitu fluorescence vykazovaly QDs pii pouziti kyseliny
merkaptojantarové. Dokonce jsou QDs ZnSe méné toxické nez CdSe. Takto ptipravené QDs
by mohly byt 1épe vyuzitelné pii biologickém znaceni molekul. Fluorescenéni spektra jsou
zobrazena na Obr. 19 [45].
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Obr. 19: Porovnani spekter ZnSe QDs pred (A) a po (B) pridani kyseliny MPA, ktera byla do roztoku
pridana pred ozarenim UV lampou pvi vinové délce 325 nm. Také je zde patrny rozdil V intenzité
fluorescence Vv zdvislosti na case ozarovani. Cim dels§i cas ozaiovani, tim niZsi intenzita
fluorescence [45].

Uematsu a spol. se zabyvali alternativni metodou syntézy kvantovych te¢ek, a to piisobenim
zateni, diky ¢emuz by byla moZné velmi jemnd tiprava velikosti téchto ¢astic a zdroven mozna
piiprava Castic s pozadovanymi fluorescencnimi vlastnostmi. Konkrétné se jednd o studium
vlivu zéfeni na thiolové zakonfené CdTe QDs s pomérné vysokym kvantovym vytézkem
(49 %). Tato metoda je zalozena na fotokorozi ¢astic fotogenerovanymi oxida¢nimi otvory
v ptitomnosti  kysliku, ktery zachycuje excitované elektrony. Roztok s pfislusnymi
komponentami byl ozafen v kiemenné Kyveté, a to pii vinové délce 580 nm. Roztok v kyveté
byl probublavan vzduchem, ¢imz byl zajistén ptivod kysliku. Absorpcni a fluorescenéni spektra
byla méfena pribézné béhem ozafovéani. K ozéafeni bylo pouzito monochromatické zateni
0 vlnové délce vyssi, nez je energie potencialové jamy a ozarovani bylo zastaveno v momenté,
kdy se tyto energie vyrovnaly. Nejdiive byly experimenty provedeny v neutralnim prostiedi,
kdy bylo zjisténo, Ze ozafeni v tomto prostiedi zplsobuje depozici telluru na ¢asticich, coz
zabranuje Gspé$né fotokorozi a nelze tak provést pozadovanou upravu velikosti vznikajicich
kvantovych tecek. Proto byly vzorky pfipraveny v alkalickém prostiedi. Ozatovani pii 580 nm
zpisobilo, Ze ¢im delsi ¢as ozafeni, tim byl fluorescencni pik ostiejsi a zZila se tak distribuce
velikosti CdTe kvantovych tecek. Kvantovy vytézek ziistal i po ozafeni vysoky, hodnota se
pohybovala kolem 45 %. Dale bylo zjisténo, Ze s ménici se vinovou délkou budiciho zafeni se
zna¢n€ meénila velikost vznikajicich kvantovych tecek. Konkrétné zména 2 nm u budiciho
zafeni odpovidd zméné ve velikosti ¢astic o 0,02 nm. ZmenSeni distribuci velikosti byla
potvrzena metodou TEM, kdy bylo potvrzeno, ze QDs vykazujici fluorescencni maximum pii
606 nm mély pfed ozafenim skute¢ny prumér 5,62 nm. Po ozafeni pii vlnové délce 600 nm
doslo ke zmenseni velikosti ¢astic na 3,43 nm, pii vinové délce 570 nm na velikost 2,85 nm.
Rozdily ve velikosti jsou patrné na Obr. 20 [46].
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Obr. 20: Porovnani velikosti castic pomoci metody TEM pred ozarenim, kdy cinila velikost castic
5,62 nm. Po ozareni pri vinové délce 600 nm se velikost castic zmensila na 3,43 nm a pri vinové délce
570 nm se velikost zmensila na 2,85 nm [46].

3.2 Interakce kvantovych tefek s organickymi molekulami

Chatterjee A. a spol. se zabyvali interakci nukleotid s kvantovymi teckami CdS, které byly
na povrchu funkcionalizované aminokyselinou cysteinu. Pfipojenim organické molekuly na
povrch QDs by méla byt sniZena toxicita téchto ¢astic, tak by mohly byt aplikovatelné pro bio-
aplikace, jako je napf. fluorescenéni znaGeni nukleovych kyselin. Cimz by QDs mohly nahradit
klasické organické fluorofory, které nemaji tak dobré fluorescencni vlastnosti. Konkrétné se
tato prace zabyva zménou fluorescencénich vlastnosti QDs S navdzanym cysteinem, pokud se na
né¢ navaze néktery z nukleotidd (ATP, CTP a GTP) a nukleovymi bazemi (adenin, cytosin,
thymin). Fluorescence byla studovdana pomoci luminiscenéniho spektrometru. Béhem
experimentu bylo zjisténo zvySeni luminiscence pii dvou hodnotach pH (7,5 a 10,5), které je
specifické pro adenin. Vazba mezi adeninem a QDs s navazanym cystein je zobrazena na Obr.
21. Jiné nukleové baze nezpisobuji zddnou znatelnou zménu fluorescence ani pii bazickém ani
pfi neutralnim pH. Mezi zmifiovanymi nukleotidy zvySoval intenzitu fluorescence pfitomnost
ATP. Tyto vysledky mohou byt dale ndpomocné pfii identifikaci a kvantifikaci adeninovych
nukleotidt v biologickych vzorcich [47].
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Obr. 21: Interakce mezi adeninem a QD funkcionalizovanou cysteinem pii riizné hodnoté pH [47].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

Agardza: Serva
CAS: 9012-36-6
S-adenosylmethionin: Sigma-Aldrich

CAS: 29908-03-0
S-adenosylhomocystein:  Sigma-Aldrich

CAS: 979-92-0
Cystein: Sigma-Aldrich
CAS: 52-90-4
Homocystein: Sigma-Aldrich
CAS: 454-29-5
Glutathion disulfid: Sigma-Aldrich
CAS: 103239-24-3
Octan zinecnaty: Sigma-Aldrich
CAS: 557-34-6
Octan kademnaty: Sigma-Aldrich
CAS: 543-90-8

4.2  PouZité pristroje
Fluorescen¢ni konfokalni mikroskop: MicroTime 200
PicoQuant GmbH

Fluorescenc¢ni spektrofotometr: FS5
Edinburgh Instruments
TCSPC spektrofluorometr: FluoroCube

HORIBA Scientific

4.3  Shrnuti cili prace

Na zéaklad¢é vypracované literarni reSerSe na danou problematiku v kapitole 3 a na zakladé
spoluprace s Mendelovou univerzitou v Brng, Ustavem chemie a biochemie, byly vybrany
vhodna redukéni ¢inidla na bazi siry pro generovani fluorescencénich komplexti pomoci
UV zafeni. Z této spoluprace vznikl klicovy c¢lanek pro tuto diplomovou praci, kde ze
zkoumanych prekurzorti (CdSe, CdTe, ZnS, ZnSe) vykazoval nejvyssi intenzitu fluorescence,
nejvyssi kvantovy vytézek a stabilitu roztok s prekurzory CdSe stabilizovany kyselinou
merkaptojantarovou (MSA). Na zéaklad¢ tohoto vysledku byly k experimentim, které jsou
soucasti této prace, pouzity prekurzory obsahujici kadmium. U kadmia je ale znamy problém
S toxicitou, a proto byl vybran jako dalsi kov zinek, ktery se bézné€ vyskytuje v bunikach. Pro
kombinaci Zn:Cd byla na zakladé vySe zminovaného ¢lanku pouzita kyselina MSA, jako
stabilizujici sirna sloucenina. U tohoto typu prekurzoru bylo na Mendelové univerzité v Brné
potvrzeno, ze velikost vzniklych ¢astic se pohybuje v jednotkach nanometri, a odpovida tak
velikosti kvantovych tecek. Dale byla na zéklad¢ literarni reSerSe zvolena redukéni €inidla na
bazi siry ke kombinaci se zinkem v podobé organickych molekul, aby se zvysila
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biokompatibilita vzniklych komplext. Jako sirné organické molekuly byly vybrany SAM (S-
adenosylmethionin), SAH (S-adenosylhomocystein), CYS (cystein), HCYS (homocystein)
a GSSG (glutathion disulfid). Jedna se o latky, které se bézné¢ vyskytuji v buinikach, a navic
obsahuji thiolovou skupinu, kterd vykazuje vysokou afinitu ke koviim, jako je prave naptiklad
zinek. Po vybrani vhodnych prekurzort bylo cilem prace ptiprava fluorescenénich komplexi
pomoci UV zéfeni a vzniklé fluorescencni komplexy charakterizovat na zakladé jejich
spektralnich a temporalnich vlastnosti. Zavérem této prace je hodnoceni vlivu stabilizujicich
sirnych sloucenin na doby Zivota a diskuze spektralnich vlastnosti.

4.4  Pracovni postupy

4.4.1 Piiprava roztoku prekurzora

Dohromady bylo pfipraveno $est riznych roztoku s nasledujici kombinaci prekurzort: Zn:Cd-
MSA, Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CYS, Zn:HCYS a Zn:GSSG. K piipravé zasobnich roztokt byl
pouzit fostatovy pufr o koncentraci 80 mM a o pH 7. Jako zdroj zinku byl vyuZzit 6 mM octan
zineCnaty. V piipadé prekurzoru zinku a CYS, HCYS a GSSG bylo do zkumavky smichano
500 pl octanu zine¢natého, 250 pl fosfatového pufru a 250 ul zdsobniho roztoku piislusné druhé
komponenty o koncentraci 2,4 mg/ml. Zasobni roztoky prekurzorti Zn:SAM a Zn:SAH byly
pfipraveny ve stejném slozeni, akorat koncentrace zasobniho roztoku SAM a SAH Cdinila
1 mg/ml. V piipadé prekurzori kadmia a zinku byl jako zdroj kadmia pouzit octan kademnaty
o0 koncentraci 6 mM. Daéle bylo nutné pfidat stabiliza¢ni ¢inidlo ve formé kyseliny MSA
0 koncentraci 2,4 mg/ml. Do zkumavky bylo smichano 430 ul octanu zine¢natého, 70 ul octanu
kademnatého, 250 pl fosfatového pufru a 250 ul MSA. Vsechny roztoky prekurzori byly
pfipraveny na Mendelové univerzité v Bré na Ustavu chemie a biochemie.

45 Meéreni a vyhodnoceni dat FLIM

Méfeni metody FLIM bylo realizovano na fluorescenénim konfokalnim mikroskopu
MicroTime 200, ktery se sklada z n€kolika ¢asti. Télem je mikroskop Olympus IX71. Vyuzivan
byl objektiv s vodni imerzi UPLSAPO s 60nasobnym zvétsenim a numerickou aperturou 1,2.
Skenovani je umoznéné diky skeneru s piezoelektrickym posuvem. DileZitou soucasti je
tzv. hlavni opticka jednotka MOU (Main Optical Unit) znazornéna na Obr. 22. Zdrojem zateni
jsou pulzni pikosekundové diodové lasery s rliznymi vlnovymi délkami (375, 470, 510
a 640 nm) a riiznou polarizaci (horizontalni nebo vertikalni). Laserovy paprsek o zvolené
vinové délce a polarizaci je ptivadén z jednotky LCU (Laser Combining Unit) do MOU, kde
projde ptes fotodiodu, ktera poskytne informace o intenzité vysilaného paprsku. Nasledné
paprsek dopadé na dichroické zrcadlo, které je zvoleno podle vinové délky laseru. Excitacni
zéateni o dané vinové délce je odraZzeno smérem do mikroskopu, kde prochazi ptes objektiv ke
vzorku. Vzorek emituje zafeni, které se vraci zpéet pies objektiv k dichroickému zrcadlu, které
propusti zafeni o urcité vinové délce. Za dichroickym zrcadlem muiiZze byt umistén emisni filtr
a zafeni pokracuje pies pinhole k detektoram. MicroTime 200 disponuje dohromady ¢tyimi
detektory. Dva se pfimo nachazeji v jednotce MOU, jedna se o tzv. SPAD detektory (Single
Photon Avalanche Diodes) s ¢asovym rozliSenim lep$im nez 350 ps. Zbylé detektory se
nachazeji ve vedlejsi optické jednotce.
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Obr. 22: Schéma hlavni optické jednotky (Main Optical Unit — MOU), kde modrd barva zndzornuje
excitacni paprsek a cervend barva emisni paprsek [48].

Pro genezi fluorescencnich komplexti bylo zvoleno nésledujici nastaveni. Jako zdroj zafeni
byl zvoleny laser o vinové délce 375 nm ve vertikalni polarizaci, ke kterému bylo zvoleno
dichroické zrcadlo 375rpc. Frekvence laseru byla nastavena na 40 MHz, jeho intenzita se
pohybovala okolo 1 200 a.u. (pfepocet intenzity pro pouzity laser a dichroické zrcadlo byl
92,4 uW). K méfeni byl zvolen detektor SPAD 2. Kvili vysoké intenzité fluorescence byly
pouzity dva emisni filtry. Pfed pinhole byl pouzit filtr HQ405LP od Chroma Technology
Corporation. Diky tomuto filtru byl eliminovan signal pochézejici z Ramanova rozptylu
v rozpoustédle vzorku, ¢imz je nejcastéji voda. Pied detektor byl pak zvolen neutralni filtr OD2,
ktery emitované zafeni zeslabil 100nasobné. VeSkeré potiebné nastaveni bylo provedeno
v softwaru SymPhoTime 64, kde bylo provedeno i vyhodnoceni dat. Pro ucely experimentu
byla zvolena metoda FLIM spojena s metodou Time Trace.

45.1 Piiprava vzorku na méreni

Z roztoku prekurzoru bylo odebrano 25 az 30 pl. Tento objem byl napipetovan na kryci sklicko
o tloust’ce 25 um. K vzorku bylo ptidano cca 250 ul 2% roztoku agardzy. Tim byl samotny
vzorek 1 vznikajici fluorescencni komplexy zafixovany.

4.6 Méreni fluorescenénich spekter pomoci fluorimetru

K méfeni excitacnich 1 emisnich spekter byl pouzit fluorescen¢ni spektrofotometr FSS5, ktery
v zakladni konfiguraci umoznuje méfeni v ustaleném stavu (steady-state). V této konfiguraci
poskytuje, jak zminéna excitacni a emisni spektra, tak také emisni mapy. Excitacni spektralni
rozsah méfeni je od 230 do 1 000 nm, emisni spektralni rozsah od 200 do 870 nm. Jako zdroj
zafeni je zde xenonova vybojka, za nim se nachazi excitacni monochromator, diky némuz
projde excitacni zafeni o dané vinové délce ke vzorkové komote s drzdkem, ve kterém je
umisténa kyveta se vzorkem. Nasleduje emisni monochromdtor. Jak u excitacniho, tak
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u emisniho monochromatoru, se jedna o tzv. Czerny-Turner monochromator s rovinnymi
difrak¢nimi miizkami a vysokou ucinnosti pro potladeni nezadouciho svétla. V excitacni
I emisni draze je umistén karusel s optickymi filtry, ktery je plné automaticky. Za emisnim
monochromatorem se nachazi emisni detektor, fotonasobi¢. V tomto systému se také nachazi
referencni detektor, ktery kontroluje intenzitu excita¢niho svazku. Jedna se o UV citlivou Si
fotodiodu. V spektrofotometru je mozné meénit vzorkové komory, tzv. moduly. Pro tcely
méteni spekter byl zvolen modul SC-05, tzv. standardni modul s jednoduchym drzakem kyvety.
Vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté o optické draze 1 cm. VesSkeré potfebné nastaveni
a vyhodnoceni dat bylo provedeno v softwaru Fluoracle.

4.7  Méreni dob Zivota pomoci TCSPC spektrofluorometru

K méfeni dob zivota byl pouzit TCSPC spektrofluorometr FluoroCube HORIBA. Jako
excitacni zdroj jsou zde pouzity NanoLED diody o rtiznych vinovych délkach (250 az 650 nm)
s pracovni frekvenci 1 MHz. Budici zafeni prochdzi do méfici cely s ndstavcem az pro Ctyfi
kyvety, kde je umistén vzorek. Emitované zafeni prochazi pies emisni monochromator Seya-
Namioka srozsahem 200-800 nm k detektoru. Jedna se o detektor typu IHB TBX-04
s rozliSenim 20 ps/kanal. Vzorky byly méfeny v kiemenné kyveté o optické draze 1 cm.
Veskeré nastaveni pfistroje a nasledné vyhodnoceni dat bylo provedeno v pfislusném softwaru
DataStation DAS6.

Pro konkrétni vzorky byly pouzity rtizné diody o riznych vinovych délkach (250, 280
a 330 nm), které byly zvoleny dle excitaénich spekter naméfenych na fluorimetru. Emisni
monochromator byl nastaven na konkrétni vinovou délku dle namétenych emisnich spekter na
fluorimetru. Pro méfeni dob zivota je dilezité méteni referencniho vzorku, ¢imz byl Ludox.

4.8 Vyhodnocena doby Zivota

Vyhodnoceni naméfenych dat bylo provedeno v programu DASG6, ktery pracuje na principu
nejmensich nelinedrnich ¢tverct. Vyhodnoceni probihd z naméfenych vyhasinacich kiivek
fluorescence, a to prolozenim 1 az 5 exponencialnich funkci. Obecny tvar této funkce je
nasledujici:

F(t)=A+B, exp[_—t} (6)
T

1
kde t je Cas, A predstavuje korekéni parametr, B je tzv. pfedexponencidlni funkce souvisejici
s relativnim zastoupenim emitujici latky ve vzorku a t je doba zivota, kterou chceme pro dany
vzorek zjistit.

Zda se soubor dat shoduje s matematickym modelem, kterym byla data proloZena, je zji$téno
pomoci parametru y?. Tento parametr lze ziskat z nasledujici rovnice:

-3 -SEEREE e

k=1 O k
kde N(tk) odpovida naméfenym datlim a Nc(tk) pfislusnému matematickému modelu a v této

rovnici jsou tyta dva parametry mezi sebou porovnavany. Proménna n pak predstavuje pocet
dat (kanalt), které jsou pro danou analyzu pouZita a o je standardni odchylka kazdého datového
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bodu. Nevyhodou parametru »? je jeho zavislost na mnozstvi dat, proto je vhodn&jsi pouzivat
K interpretaci dat redukovanou spravnost prolozeni ;(é , kterd je nezavisla od mnozstvi dat. Tuto
hodnotu lze ziskat z rovnice:
XX ©
AR = =T
n-p v

kde n odpovida po¢tu bodu, p je pocet parametri volnosti a v predstavuje pocet stupniti volnosti.
Parametr y2 by se spravné mél pohybovat v rozmezi 0,8 az 1,2. Pokud se v souboru dat budou
vyskytovat jen nahodné chyby, bude se tato hodnota pohybovat kolem hodnoty 1 a rozlozeni
kolem osy x bude rovnomérné. Pokud bude tento parametr mnohem vyssi nez 1, tak se zvoleny
matematicky model nebude shodovat s naméfenymi daty.

Vysledkem meéfeni je vyhasinaci kiivka, ktera ma exponencialni charakter, a proto se pro
osuy standardné pouziva logaritmické mefitko. Dale pro kazdé vyhodnoceni je ziskana
reziduélni analyza, jedna se o rovhomérné rozlozeni odchylek v daném casovém ramci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Tvorba fluorescen¢nich komplexi — metoda FLIM

Geneze fluorescencnich komplext byla realizovdna pomoci metody FLIM na piistroji
MicroTime 200. Pro tato méteni byly zvolené roztoky prekurzorti Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CY'S,
Zn:GSSG a Zn:Cd. Tyto vzorky byly zafixovany na kryci sklicko 2% roztokem agarozy.
Vzhledem k tomu, Ze uz se nejedna o kapalné vzorky, ale o gel, tak je vyssi riziko rozptylu
laserového zateni v objemu vzorku. Je tedy vhodné laserovy paprsek fokusovat tésné nad kryci
sklicko, na kterém je naneseny gel. K tomu je nejdiive nutné provést tzv. xz sken (ptipadné yz
sken). Maximalni velikost obrazku je 80x80 um, u né&j lze zvolit rozliSeni obrazku, a to
nastavenim poctu pixelt, které jej budou tvofit. Poté se zvoli dwell time, jedna se o Cas, ktery
nam urci, jak dlouho se budou zaznamenavat informace z jednoho pixelu. Tzn. Ze pocet pixela
bude mit ptimy vliv na délku méfeni. Pro tato prvotni zaméfeni neni nutné mit obrazek
V nejvyssim rozliSeni, proto se voli velikost 128x128 pixeld, a proto se voli i minimalni dwell
time v nabidce softwaru dle nastaveni. Po naskenovani by mélo byt patrné rozhrani mezi sklem
a vzorkem, které je na ukazku uvedené na Obr. 23. Po ziskani skenu Xz byl nasledné zvolen
sken xy, kdy je nutné nastavit soutadnici osy z, tak aby odpovidala cca 5 pm nad rozhranim
kryci sklicko-gel.
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Obr. 23: Ukdzka rozhrani mezi krycim sklickem (dolni polovina obrdzku) a vzorkem ve formé gelu (horni
polovina obrdazku). OranzZovou carou je naznacené mereni skenu xy, které probiha 5 um nad nalezenym
rozhranim.

Timto zptuisobem byly provedeny vSechny prvotni skeny u v§ech zvolenych prekurzort. Ve
skenu xy byly vybrany libovolné body, do kterych byl 5 az 8 minut nepfetrzité pustén laserovy
paprsek v oblasti UV a ve kterych byla zaznamenana zavislost intenzity fluorescence ve formée
poctu fotonil na Case. Na zdklad€ predchozich experimentli ve spolupraci Fakulty chemické
VUT a Ustavu chemie a biochemie na Mendelové univerzité v Brné byl piedpokladany narust
intenzity fluorescence v Case, ktery udava tvorbu fluorescen¢nich komplexti. B€hem tohoto
meéteni byl zjiStén zasadni vliv ptipravy vzorki na genezi fluorescenénich komplext. Nejdiive
byly zméteny vzorky Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CYS a Zn:GSSG. Ke tvorbé fluorescencnich
komplexit doslo jen u prekurzoru Zn:SAH a Zn:GSSG. U prekurzoru Zn:GSSG bylo
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pozorovano, ze byl vzorek pomérné vyschly. Vzorky byly pfipraveny na zacatku méfeni
vSechny najednou, béhem nastaveni mikroskopu a méfenim prvnich vzorkl, agar6zové gely
s prekurzory postupné¢ vysychaly, coz bylo mylné vyhodnoceno, jako chybny zptisob piipravy.
Proto byl vzorek Zn:GSSG a Zn:Cd pfipraven znovu, pficemz vzorek s GSSG byl méfen cca
5 minut od pfipravy a vzorek s Cd byl méfen cca 40 minut od piipravy. K jednotlivym vzorktim
byly pofizeny skeny pfed a po ozéafenim a kiivky Time Trace, které zaznamenavaji zménu
intenzity fluorescence v Case.

U prekurzor Zn:SAM byly vybrany 3 body (Obr. 24). V kazdém z nich byla zmétena zména
intenzity fluorescence na Case, tzv. Time Trace (Obr. 25). Pro v§echny body ma tato zavislost
stejny prub¢h, intenzita fluorescence neklesala ani nerostla, drzela se na stabilni hodnoté
Vv priméru okolo 40 Cnts, coz odpovida Sumu na detektoru. U tohoto typu prekurzoru tedy
nedoslo k tvorb¢ fluorescen¢nich komplexti pomoci UV zafeni.
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Obr. 24: V levé casti se nachazi sken prred ozarenim prekurzorii Zn:SAM, bilymi kiizky jsou vyznaceny
zvolené body ozdreni UV laserem. Kazdy bod byl ozdren 5 az 8 min. V pravé cdsti je sken po ozdreni.
Z obrazku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé Zadného fluorescencniho komplexu.
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Obr. 25: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAM, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii.
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Podobnych vysledkii bylo dosazeno i v ptipadé prekurzord Zn:CYS. U tohoto vzorku byly
vybrany 4 doby, které byly 5 az 8 minut ozafeny UV laserem (Obr. 26). Na zaklad¢ Time Trace
ktivky (Obr. 27) nedoSlo v zadném z bodu k tvorbé fluorescen¢nich komplexi. Intenzita
fluorescence zustala na stabilni hodnoté po celou dobu ozéfeni, ktera odpovida taktéz Sumu
detektoru a pohybuje se v praméru okolo 30 Cnts.
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Obr. 26: V levé casti se nachazi sken pred ozarenim prekurzori Zn:CYS, bilymi kiizky jsou vyznaceny
zvolené body ozdreni UV laserem. Kazdy bod byl ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po ozdreni.
Z obrazku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé Zadného fluorescencniho komplexu.
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Obr. 27: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:CYS, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii.
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Jako dalsi byl zméfen vzorek s prekurzory Zn:SAH, kde byly opét vybrany 3 libovolné body
pro ozateni UV laserem (Obr. 28). Z celkového skenu po ozafeni vSech bodi vraci intenzivnéjsi
fluorescenci komplex z bodu ¢. 2, intenzita fluorescence zacala rist téméf ihned od spusténi
meéfeni a rostla az do 140sa poté zacala intenzita klesat, maximalni hodnota intenzity
fluorescence se pohybovala kolem 375 Cnts (Obr. 29). Mén¢ intenzivni je komplex z bodu €. 1,
zde intenzita nejdiive kolisala a pak od 4. minuty rostla, maximalni hodnota se pohybovala
kolem 225 Cnts. Nejméné¢ intenzivni je komplex z bodu €. 3, ktery na Obr. 28 neni viditelny.
Podle kiivky TimeTrace je ale patrné, Ze k tvorbé fluorescen¢niho komplexu doslo, intenzita
fluorescence rostla a az v case t = 300 s zacala pomalu klesat. Jeho intenzita je oproti ostatnim
nejmensi, maximum se pohybovalo kolem 130 Cnts a na celkovém skenu se tento komplex
neprojevil. Z dalsich vysledka se lze piiklonit i k hypotéze, Ze mohlo dojit k difuzi tohoto
komplexu do okolniho prostredi. To je patrné i z detailniho skenu vzniklého komplexu z bodu
¢. 2, ktery je jakoby posunuty ve sméru osy X. To mize byt zapfi¢inéné pravé jeho pohybem
V prostiedi.
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Obr. 28: V levé horni casti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzorii Zn:SAH, bilymi kifizky jsou
vyznaceny zvolené body ozareni UV laserem. Kazdy bod byl ozaren 5 az 8 min. V pravé horni casti je
sken po ozareni. U tohoto typu prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich komplexi. V dolni casti se
nachdzi detailni sken komplexu, ktery vznikl ozarenim bodu ¢. 2. Na téchto snimcich lze porovnat
rozliseni skenu, v levé céasti je rozliseni 128 %128 pixelii, v pravé casti je detailnéjsi sken s rozlisSenim

200 %200 pixelit.
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Obr. 29: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAH, ve kterém doslo ke tvorbé
Sfluorescencnich komplexii v kazdém ozareném miste.

Jak uz bylo zminéno v uvodu, u vzorku Zn:GSSG bylo provedeno dvoji méfeni. Nejdiive
byl zméten vzorek, ktery byl pfipraven témét 3 hodiny pred méfenim. Ze skenu xy byly vybrany
dva body pro ozafeni UV laserem (Obr. 30). V obou piipadech doslo k naristu intenzity
fluorescence ihned béhem 10 sekund od zacatku ozafovani (Obr. 31) a intenzita narostla az
k 99 kCnts. Ktivka Time Trace ma v obou pfipadech podobny pribéh. U tohoto vzorku tedy
doslo k tvorbé fluorescen¢nich komplexti. V druhém méfeni byl agardzovy gel s prekurzory
pripraven znovu, ponechan 5 minut zatuhnout a az poté bylo zahajeno méteni. K ozaieni
UV laserem byly vybrany 3 libovolné body. Ani v jednom ptipadé na zdklad€ skenu po ozareni
(Obr. 32) a Time Trace kiivky (Obr. 33) nedoslo k tvorbé fluorescenénich komplex, intenzita
fluorescence se pohybuje kolem 25 Cnts, coz odpovida Sumu.
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Obr. 30: V levé horni casti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzorii Zn:GSSG, jednd se o vzorek
méreny cca 3 hodiny od pripravy, bilymi ki'izky jsou vyznaceny zvolené body ozareni UV laserem. Kazdy
bod byl ozdren 5 az 8 min. Na tomto obrdzku si Ize také vSimnou cerné stopy laseru v misté, kde probéhl
sken xz. V pravé horni casti je sken po ozareni. U tohoto typu prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich
komplexii. V dolni casti se nachazi detailni skeny komplexu, ktery vznikl ozarenim bodu ¢. 2.
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Obr. 31: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:GSSG, ve kterém doslo ke tvorbé
Sfluorescencnich komplexit v kazdém ozareném miste.
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Obr. 32: V levé casti se nachazi sken pred ozarenim prekurzorii Zn:GSSG, jednd se o vzorek méreny
cca 5 minut od pripravy, bilymi kiizky jsou vyznaceny zvolené body ozareni UV laserem. Kazdy bod byl
ozaren 5 az 8 min. V pravé Cdsti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé Zadného
Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 33: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:GSSG, ktery byl méren po 5 minutdch
od jeho pripravy. V tomto pripade nedoslo ke tvorbé fluorescencnich komplexu v Zadném z ozarenych
mist.

Poslednim typem prekurzoru byl Zn:Cd, ktery byl méfen cca po 40 minutach od piipravy.
Byly vybrany 3 body, které byly ozareny UV laserem. Na obrazku (Obr. 34) po ozafeni jsou
patrné 3 fluorescencni komplexy. NejniZz$i intenzitu vykazuje komplex vznikly ozafenim bodu
¢. 1. Tomu i odpovida zavislost intenzity fluorescence na ¢ase (Obr. 35), jejiz maximum ¢ini
necelych 11 KCnts. Podobné je na tom zavislost pro komplex vznikly ozarenim bodu ¢. 2, zde
maximum intenzity ¢ini cca 13 kCnts. Ob¢ kiivky maji pomérné podobny prubéh. Ke tvorbé
fluorescenéniho komplexu doslo v prvnim ptipadé€ po necelych 6 minutich a v druhém ptipadé
po necelych 4 minutach. V obou piipadech doslo po dosaZeni maxima k pomérné rychlému
poklesu intenzity. Nejvyssi intenzitu vykazuje komplex z bodu ¢. 3, a to cca 20 kCnts. Intenzita
fluorescence v ¢ase pomérn¢ kolisala, ale za to k tvorbé doslo po 20 sekundach od zacatku
meéfeni.
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Obr. 34: V levé horni casti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzori Zn:Cd, bilymi kiizky jsou
vyznaceny zvolené body ozareni UV laserem. Kazdy bod byl ozdren 5 az 8 min. V pravé horni éasti je
sken po ozareni. U tohoto typu prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich komplexii. V dolni casti se
nachazi detailni sken komplexu, ktery vznikl ozarenim bodu ¢. 3. Tento sken je pomérné rozmazany, coz
muze byt zpiisobené posunem fluorescencniho komplexu v daném prostredi.
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Obr. 35: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:Cd, ve kterém doslo ke tvorbé
Sfluorescencnich komplexit v kazdém ozareném miste.
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Na zéklad¢ téchto rozdilnych vysledkl s rozdilnym zplsobem pfipravy bylo méfeni
provedeno jesté jednou. V ptipadé€, kdy byl ke vzorkiim ptidan 2% roztok agardzy a méteni
probéhlo po 5 minutach od pfipravy, nebyla ani v jenom typu prekurzoru pozorovana tvorba
fluorescen¢nich komplext (skeny pfed a po ozafenim UV laserem a grafy Time Trace jsou
uvedeny v kapitole 9.1). Naopak v ptipad¢, kdy byly vzorky ponechany 2 hodiny a az poté byly
méfeny, byl pozorovan stejny prubéh, jako u prvniho méfeni, které je sepsané vyse.
U prekurzoru Zn:SAM ani Zn:CY S nedoslo k tvorbé fluorescencnich komplext. K 0zéafeni UV
laserem byly v obou piipadech vybrany 3 body, ani v jednom z nich zadné komplexy nebyly
pozorovany. Stejné tak nebyl pozorovan narust intenzity fluorescence. Skeny pro oba typy
prekurzord jsou zobrazeny na Obr. 36. Hodnota intenzity pro vzorek s prekurzory Zn:SAM se
pohybovala v praméru kolem hodnoty 45 Cnts. Pro vzorek s prekurzory Zn:CYS je priumérna
intenzita také kolem 45 Cnts, to odpovida Sumu detektoru. Pfislusné zavislosti intenzity
fluorescence na Case jsou zobrazeny v kapitole 9.1 (Obr. 77 a Obr. 78).
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Obr. 36: V levé casti se nachazi sken pred ozarenim prekurzorii Zn:SAM a Zn:CYS, bilymi krizky jsou
vyznaceny zvolené body ozdreni UV laserem. Kazdy bod byl ozdien 5 az 7 min. V pravé céasti je sken po
ozareni. Z obrazku je patrné, ze nedoslo k tvorbé zZadneho fluorescencniho komplexu.

44



Naopak u prekurzoru Zn:SAH byla pozorovana tvorba fluorescencnich komplexti. K ozafeni
byly vybrany 3 body. Intenzita fluorescence (Obr. 37) rapidné narostla uz v prvnich
10 sekundach méteni. Nejvyssi intenzitu vykazuje bod €. 2, v tomto piipad¢ intenzita vzrostla
az na hodnotu 130 kCnts. Pro ostatni dva komplexy intenzita vzrostla az k 90 kCnts. Na Obr.
38 jsou znazornény skeny pied a po ozarenim, také je zde sken po ozafeni s jinym Skalovanim,
kde kolem vytvoifeného komplexu je viditelné fotovybélené misto v agar6zovém gelu a
komplexy jsou zde Iépe viditelné. Pro detailni sken byl vybran bod €. 2.
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Obr. 37: V levé horni casti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzorii Zn:SAH, bilymi kiizky jsou
vyznaceny zvolené body ozdreni UV laserem. Kazdy bod byl ozaren 5 az 8 min. V pravé horni édsti je
sken po ozareni. U tohoto typu prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich komplexii. V dolni pravé casti
se nachazi také sken po ozareni, ale bylo u néj zvolené jiné Skalovani. V dolni levé casti se nachadzi
detailni sken komplexu, ktery vznikl ozdarenim bodu ¢. 3.
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Obr. 38: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAH, ve kterém doslo ke tvorbé
Sfluorescencnich komplexii v kazdém ozareném miste.

Na zéklad¢ vysledkt z prvniho méfeni byl predpokladany vznik fluorescencnich komplext
I u prekurzortt Zn:GSSG. Nejdtive byla vybrana oblast uprostied vzorku, kde byly vybrany dva
body k ozatfeni (Obr. 39) a v obou bodech se intenzita fluorescence drzela kolem stabilni
hodnoty cca 80 Cnts (v kapitole 9.1 na Obr. 79). Ze skenu po ozafeni je ale patrné, Ze n&jaky
fluorescenéni komplex byl vygenerovan, ale nachazel se na misté, které nebylo ozatreno. Je tedy
pravdépodobné, Ze doslo k posunu tohoto komplexu v prostiedi Méfeni bylo provedeno ve
sttedu vzorku, kde bylo gelu naneseno vétsi mnozstvi a kde nemusel byt gel dostate¢né zatuhly.
Proto bylo vybrano nové misto, vice u kraje, kde bylo gelu méné a kde byl gel vice ztuhly.
K ozafeni UV laserem byly vybrany také dva body (Obr. 39), t¢émé&f na stejném misté, jako
u ptedchoziho skenovani. Zavislost intenzity fluorescence na Case je zobrazena na Obr. 40.
U prvniho zvoleného mista doslo k narustu intenzity fluorescence az od necelé 7. minuty, po
20 sekundach, ale zacala opét klesat. Maximalni hodnota intenzity cinila 1 605 Cnts.
V celkovém skenu vykazuje nizkou intenzitu oproti komplexu, ktery vznikl ozafenim bodu €. 2.
Zde doslo k narustu intenzity fluorescence témét ihned po 1. minuté méfeni a intenzita rostla
az do jeho konce, maximalni hodnota ¢inila 14 588 Cnts.
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Obr. 39: V levé horni éasti se nachazi sken pred ozarenim prekurzorii Zn:GSSG, bilymi kiizky jsou
vyznaceny zvolené body ozareni UV laserem. N tomto pripadé doslo k vygenerovani fluorescencniho
komplexu, ktery se ale nachazel mimo mista ozareni. V prostredni Fadé se nachdzi mereni z okrajového
mista vzorku. Kazdy bod byl ozdren 5 az 8 min. V pravé Casti je sken po ozdreni. U tohoto typu
prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich komplexii. V dolni levé casti se nachdzi detailni sken
komplexu, ktery vznikl ozarenim bodu ¢. 3.
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Obr. 40: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:GSSG, ve kterém doslo ke tvorbé
fluorescencnich komplexit v kazdém ozareném miste. Vzorek byl méreny na okraji, kde byl gel
dostatecné ztuhly.

Ke tvorbé fluorescenénich komplexti doslo i u posledniho typu vzorku s prekurzory Zn:Cd.
K ozafeni byly vybrany 3 mista (Obr. 41). Zavislost intenzity fluorescence na case je
znazornéna na Obr. 42. Intenzita fluorescence nejvice narostla v bodé €. 1, a to az na hodnotu
28,3 kCnts. Z bodu ¢. 3 neni na skenu patrny zadny komplex, ale dle kiivky Time Trace
intenzita fluorescence rostla uz od 10. sekundy. Béhem méfeni mohlo dojit k posunu komplexu
Vv prostfedi, coz mize byt potvrzené i detailnim skenem komplexu z bodu ¢. 2, kdy je obraz
pomérné rozmazany. Priubéh zavislosti intenzity na ¢ase v piipadé ozateni bodu ¢. 2 a 3 je velmi
podobny.
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Obr. 41: V levé horni Casti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzorii Zn:Cd, bilymi kiizky jsou
vyznaceny zvolené body ozdreni UV laserem. Kazdy bod byl ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po
ozareni. U tohoto typu prekurzoru doslo k tvorbé fluorescencnich komplexi. V dolni levé casti se
nachazi detailni sken komplexu, ktery vznikl ozarenim bodu ¢. 2, sken je rozmazany, coz mohlo byt
zpuisobené pohybem komplexu v prostiedi.
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Obr. 42: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:Cd, ve kterém doslo ke tvorbé
Sfluorescencnich komplexii V kazdém ozareném miste.
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U tohoto méteni byl piedpoklad vzniku fluorescenénich komplext u vSech typl prekurzord,
a to vduasledku poskytnutych vysledkti z Mendelovy univerzity v Brné, kde prekurzory
ozatovali 20 az 30 minut a ve v§ech piipadech dochézelo ke tvorbé fluorescen¢nich komplex,
coz se projevovalo tak, ze roztok s prekurzory zacal fluoreskovat a intenzita fluorescence se
s Casem zvySovala. Je nutné, ale brat v potaz, Ze tento experiment byl proveden pii ozaieni
0 vlnové délce 250 nm. Geneze fluorescencnich komplexti na konfokalnim fluorescenénim
mikroskopu byla provedena pii vinové délce 375 nm. Jedna se 0 delsi vinovou délku s mensi
energii a tyto rozdily mohou hrat dalezitou roli, a proto mohly byt ziskdny odlisné vysledky.
Proto bylo provedeno doplnujici méfeni, kdy byly roztoky prekurzori napipetovany do
mikrotitracni desticky s 96 jamkami. Desticka s roztoky byla umisténa na transiluminator
a roztoky byly ozatfeny pii vinové délce 330 nm. Bohuzel zadny z dostupnych transiluminatorti
nedisponoval vinovou délkou kolem 370 nm, tedy takovym zafenim, které bylo pouZzito na
fluorescenénim mikroskopu. Nejblizsi vinova délka byla pravé 330 nm a i zde jsou pozorovany
ur¢ité zmény. Na Obr. 43 jsou zobrazeny desticky s prekurzory, které byly ozateny az 50 minut.
Z tohoto obrazku je patrné, ze doslo ke tvorb¢ fluoreskujicich ¢astic jen v roztoku s prekurzory
Zn:Cd a intenzita fluorescence se zvySovala se zvySujicim se ¢asem. U ostatnich prekurzort
nedoslo ani po 50 minutach ke tvorbé komplexii. To mliZze byt pravé zplsobené nizsi energii
budiciho zafeni, kdy ostatni prekurzory mohou potiebovat delsi ¢as k tomu, aby se z nich
zformovaly né&jaké fluorescenéni komplexy. To mize byt aplikovano i na méfeni na
fluorescenénim mikroskopu, kdy ma sice zareni laseru mnohem vys$i intenzitu nez xenonova
lampa transiluminatoru, ale také ma nizsi energii, nez zafeni o vinové délce 250 nm.

Obr. 43: Ozareni roztokii prekurzorii v transilumindtoru pri vinové délce 330 nm po dob 50 minut.
Jamky A-Zn:Cd, B-Zn:SAM, C-Zn:SAH, D-Zn:CYS, E-Zn:HCYS a F-Zn:GSSG. Ke tvorbé
Sfluoreskujicich castic doslo jen u prekurzori Zn: Cd.
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5.2 Méieni excitacnich a emisnich spekter

521
Zvolené roztoky prekurzori a vzniklych fluorescencnich komplexti byly spektralné

Vliv zakalenych roztoki na spektralni charakteristiku

charakterizovany pomoci excitacnich a emisnich spekter. K prvotnimu méfeni byly zvolené
prekurzory Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CYS, Zn:HCYS, ozafené 20 minut a Zn:Cd ozaiené
4 minuty pti 250 nm V transiluminatoru na Mendelové univerzité v Brné. Vzorek Zn:GSSG
nebyl zméten z diivodu, ze pti ozafovani nedoslo ke vzniku fluorescenénich komplext. Ozarené
prekurzory byly v kiemenné kyveté ulozeny do méfici cely fluorimetru. Z diivodu toho, ze
excitacni ani emisni charakteristiky téchto roztoki fluorescencnich komplexti nejsou znamy,
bylo nutné najit optimdlni podminky méfeni. V programu Fluoracle byly nastaveny podminky
pro excitaci i emisi, tak aby intenzita fluorescence byla v limitnim rozhrani fluorimetru
anedoslo k poSkozeni detektoru. Nasledné poté byl nastaveny krok meéteni vinové délky,
velikost §térbin a tzv. dwell time. Jedna se o Cas, po ktery bude méfit jednotlivy krok vinovych
délek. Tzn. ¢im delsi dwell time bude zvolen, tim del$i dobu bude analyza trvat, ale o to budou
naméfend spektra presnéj$i a vyhlazengj$i. Podminky méfeni jsou uvedeny v nasledujici
tabulce.

Tab. 2: Zvolené optimalni parametry pro méreni excitacnich a emisnich spekter ozdrenych roztokii
danych prekurzorii.

Prekurzory Doba o_zzifeni AEX AEM _Dwell Krok | Stérbiny
[min] [nm] [nm] time [s] [nm] ex:em
Zn:SAM 20 350 400 0,1 2 4:2
Zn:SAH 20 325 399 0,1 2 4:2
Zn:CYS 20 286 369 0,1 2 4:2
Zn:HCYS 20 286 369 0,1 2 4:2
Zn:Cd 4 366 460 0,1 2 2:1

Béhem méteni byl u vzorkt obsahujici Zn se SAM, SAH, CYS a HCYS pozorovan jemny
zékal s malymi Casticemi viditelné pouhym okem. Velmi zakaleny se jevil vzorek se SAM
a SAH. Mén¢ zakalené byly roztoky CYS a HCYS. Naopak &iry roztok byl u ozarenych
prekurzori Zn:Cd. Po cca 5 minutach byla pozorovana sedimentace téchto ¢astic, ¢imz doslo
ke zméné intenzity fluorescence, a to bud’ k vy$§im nebo niZ§im hodnotam. Ale excitacni
a emisni maxima se nachézela pfi stejnych vlnovych délkach pied i po sedimentaci ¢astic.
Excita¢ni a emisni spektra byla tedy zmétena ihned po pievedeni roztoku do kyvety a pak jesté
jednou po 5 minutach. Béhem méteni bylo u vzorku obsahujici prekurzory Zn:SAM a Zn:CYS
pozorovan narust intenzity fluorescence béhem sedimentace vétSich ¢astic. To mohlo byt
zpusobené tim, Ze doSlo k eliminaci rozptylu castic, které sedimentovaly na dno kyvety.
Excitac¢ni a emisni spektrum pro Zn:SAM je zobrazeno na Obr. 44, kdy excita¢ni maximum se
nachazi pti vinové délce 355 nm. U emisniho spektra byla stanovena dvé emisni maxima. Prvni
maximum pii vyssi intenzité fluorescence bylo stanoveno pfi vlnové délce 379 nm, druhé
maximum se pak nachazelo pti vlnové délce 397 nm.
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Obr. 44: Excitacni (Cervena kiivka) a emisni spektrum (modra kiivka) ozareného vzorku s prekurzory
Zn:SAM. Spektrum bylo zméieno v case 0 minut a 5 minut. V pribéhu méreni doslo k postupné
sedimentaci vetsich Castic, coz zpusobilo zvySeni intenzity fluorescence.

Roztok Zn:CYS nebyl tak zakaleny, jako v pfipadé Zn:SAM, tim padem v daném case
nebyla pozorovana sedimentace ¢astic. To je patrné i z excitaéniho a emisniho spektra, kde
rozdil méfeni ihned na zacatku a po Case 5 minut neni tak velky. Excita¢ni a emisni spektrum
je zobrazeno na Obr. 45. V excita¢nim spektru neni téméf zadny rozdil v intenzité fluorescence.
Excita¢ni maximum bylo stanoveno na 284 nm. U emisniho spektra je rozdil intenzit pfed a po
sedimentaci patrnéjsi. Bohuzel v tomto pfipad¢ neni zaznamenano celé emisni spektrum, 1ze

tak jen predpokladat, ze se emisni maximum nachézi pii vinové délce 394 nm.
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Obr. 45: Excitacni (Cervena kiivka) a emisni spektrum (modra kifivka)
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500 600

ozareného vzorku s prekurzory

Zn:CYS. Spektrum bylo zméreno v case 0 minut a 5 minut. V pribéhu mereni doslo k postupné

sedimentaci vetsich Cdstic, coz zpusobilo zvySeni intenzity fluorescence.
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Naopak u ozateného vzorku s prekurzory Zn:SAH a Zn:HCY'S doslo po sedimentaci vétSich
castic k poklesu intenzity fluorescence. To mohlo byt zpisobené tim, Ze mohly
sedimentovat vytvotrené fluorescen¢ni komplexy a tim klesla intenzita fluorescence. U roztoku
Zn:SAH (Obr. 46) byl pozorovan mensi pokles intenzity, ktery byl nejvice patrny v emisnim
spektru. V tomto spektru se nachazi emisni maximum pti 369 nm. S velkou pravdépodobnosti
se ale jedna o nezddouci ostry pik Ramanova rozptylu vody, ktery se pfi zvolené excitacni
vlnové délce 325 nm ve spektru nachézi pii vinové délce cca 365 nm. Emisni maximum by se
teoreticky mohlo pohybovat kolem 380 nm. V excitaénim spektru neni rozdil pted a po
sedimentaci Castic tak markantni. Jedna se o pomérn¢ Siroky pik, kde se excitacni maximum

pohybuje pti vinové délce 324 nm.
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Obr. 46. Excitacni (Cervena kiivka) a emisni spektrum (modra kiivka) ozdareného vzorku s prekurzory
Zn:SAH. Spektrum bylo zméreno V case 0 minut a 5minut. V pribéhu méreni doslo k postupné

sedimentaci vetsich castic, coz zpusobilo sniZeni intenzity fluorescence.

Roztok s ozatenymi prekurzory Zn:HCYS vykazoval vyraznéj§i pokles intenzity
fluorescence nez u Zn:SAH. Tento pokles intenzity je pozorovatelny v excitaénim i emisnim
spektru (Obr. 47). Tvar spekter je velmi podobny jako u vzorku Zn:CYS. Excita¢ni maximum
bylo stanoveno pii vlnové délce 282 nm, emisni maximum pii 394 nm. Stejné hodnoty byly
prave zjistény 1 u Zn:CYS. A stejné tak emisni spektrum neni zaznamendno celé a emisni

maximum tak Ize jen odhadnout.
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Obr. 47: Excitacni (Cervena kiivka) a emisni spektrum (modrd krivka) ozdreného vzorku s prekurzory
Zn:HCYS. Spektrum bylo zméieno v case 0 minut a 5 minut. V pribéhu méreni doslo k postupné
sedimentaci vetsich castic, coz zpusobilo sniZeni intenzity fluorescence.

Poslednim méfenym vzorkem byl roztok obsahujici prekurzory Zn:Cd. Jedna se o jediny Ciry
vzorek, u kterého nedoslo ke zméné intenzity fluorescence v ¢ase. Excitacni i emisni spektra na
zacatku a po 5 minutach jsou totozné (Obr. 48). Excita¢ni maximum bylo stanoveno pii vinové
délce 354 nm, ale vzhledem k tomu, ze je toto spektrum pomérné Siroké, nelze excitacni

maximum urcit se 100% piesnosti. Naopak u emisniho spektra 1ze pozorovat uzsi pik s emisnim
maximem pii vinové délce 466 nm.
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Obr. 48: Excitacni (Cervena kiivka) a emisni spektrum (modra kiivka) ozdreného vzorku s prekurzory
Zn:Cd. Spektrum bylo zméreno v case 0 minut a 5 minut. Jelikoz se jednalo o jediny ciry roztok,
nedochdzelo K sedimentaci, a tak nedochdzelo ke zméné intenzity fluorescence.
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5.2.2 Kompletni spektralni charakteristika

Spektralni charakteristika byla doplnéna excitatnimi a emisnimi spektry pro roztoky
s prekurzory Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CYS, Zn:HCYS, Zn:GSSG a Zn:Cd pied a po ozareni. Na
zaklad¢ téchto spekter bylo provedeno srovnani vysledki s prvotnim métenim v kapitole 5.2.1.
Roztok s prekurzory Zn:Cd byl ozaien po 4 a 8 minutach, Zn:HCYS a Zn:GSSG byly ozateny
30 minut. Ostatni typy prekurzori byly ozafeny 20 minut. Ozafeni bylo provedeno
V transiluminatoru pfi Vinové délce 250 nm na Mendelové univerzité v Brng, na Ustavu chemie
a biochemie. Nastaveni fluorimetru FS5 bylo dle stejnych pravidel, jako v pfedchozim méfeni.
Parametry méfeni jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 3).

Tab. 3: Zvolené optimalni parametry pro méreni excitacnich a emisnich spekter ozdrenych roztokil
danych prekurzorii.

Prekurzory Doba o_zzifeni AEX AEM _Dwell Krok | Stérbiny
[min] [nm] [nm] time [s] [nm] ex:em

Zn:SAM 20 350 380 0,1 1 4:2
Zn:SAH 20 290 380 0,1 1 4:2
Zn:CYS 20 290 380 0,1 1 4:2
Zn:HCYS 30 290 350 0,1 1 4:2
Zn:GSSG 30 350 400 0,1 1 4:2
Zn:Cd 4a8 360 460 0,1 1 2:1

Excitacni spektrum odpovidajici prekurzorim Zn:SAM je zobrazeno na Obr. 49. Modra
kiivka odpovida excita¢nimu spektru prekurzort pied ozaifenim. V tomto spektru bylo nalezeno
charakteristické maximum pfi vlnové délce 284 nm. Toto maximum se nachazi i ve spektru
prekurzort po ozateni (Cervena kiivka), zde ale bylo nalezeno druhé maximum pfi vinové délce
353 nm. Toto maximu je zfejmé charakteristické pro vytvofené fluorescencni komplexy. Déle
se toto excitacni spektrum nachazi pii vysSich hodnotach intenzity fluorescence. To odpovida
predpokladanému pribéhu, kdy se béhem ozaieni tvotily fluorescen¢ni komplexy, které
intenzitu zvySuji. Obé tyto spektra byla porovnéna s excitacnim spektrem naméfeném
v kapitole 5.2.1 (zelena kiivka), které ma odlisny tvar, ale excitaéni maximum odpovida
maximu nalezeném ve spektru po ozafeni, a to zde pii vinové délce 355 nm. Emisni spektrum
je zobrazeno na Obr. 50. U prekurzoru pied ozafenim (modra kiivka) byly nalezeny dvé
excita¢ni maxima. Prvni pfi vinové délce 417 nm a druhé pii 440 nm. Pik odpovidajici pro prvni
maximum je pomérné uzsi nez pfed ozafenim, tato zména by mohla byt pfiklddana tvorbé
fluorescenc¢nich komplexti. Po ozareni ale doslo k tzv. hypsochromnimu posunu, tedy posunu
ke kratSim vinovym délkdm. Prvni maximum se posunulo k 379 nm a druhé k 397 nm. Po
ozafeni taktéz doSlo ke zvySeni intenzity fluorescence. Excita¢ni spektrum namétené
Vv pfedchozi kapitole ma podobny tvar, byly zde stanoveny dvé excitaéni maxima, kterd se
shoduji s maximy po ozareni. Z téchto vysledk je patrné, ze excitacni a emisni maxima jsou
velmi blizko u sebe, Stokesiiv posun tu tedy bude minimalni.
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Obr. 49: Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:SAM. Modra krivka ndlezi roztoku s prekurzory
pred ozarenim. Cervend krivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 20 min pri
vinové délce 250 nm. Zelend prerusovand kiivka pak odpovida namérenému excitacnimu spektru

Z prvniho méreni, pred sedimentaci cdstic.
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Obr. 50: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn:SAM. Modra kiivka ndlezi roztoku s prekurzory pied
ozarenim. Cervena kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozdareny po dobu 20 min pri vinové
délce 250 nm. Zelend prerusovana krivka pak odpovida namérenému excitacnimu spektru z prvniho

méreni, pred sedimentaci castic.

Dalsim typem prekurzort je Zn:SAH, jehoz excitacni spektra jsou zobrazena na Obr. 51.
U excitacniho spektra pfed ozafenim (modra kiivka) se nachazel ostry pik pti cca 310 nm.
S velkou pravdépodobnosti se jedna o neelasticky rozptyl. U vzorku, ktery byl ozaien 20 minut
(¢ervena ktivka), doslo k poklesu intenzity fluorescence, coz neodpovida charakteristickému
chovani tvorby fluorescencnich komplexti, které by mély zvySovat intenzitu fluorescence.
Excita¢ni maximum bylo pak stanoveno na 286 nm. To se neshoduje s maximem stanovenym
v kapitole 5.2.1 (zelena ktivka), a to na 324 nm. Toto excitani spektrum ma plné jiny tvar.
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Pokles intenzity fluorescence byl ale zaznamenan i u emisniho spektra (Obr. 52) pied a po
ozafenim, které bylo méieno pfi stejné excitacni vilnové délce. Zde bylo emisni maximum
stanoveno na 357 nm pro ob¢ spektra (modré i ¢ervena kiivka). Tato hodna se tolik nelisila od
maxima stanoveném v piedchozi kapitole (zelena kiivka), a to na 380 nm. V obou spektrech se
intenzita fluorescence pohybovala v pomérné nizsich hodnotach, a to fadoveé v desitkach tisic.
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Obr. 51: Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:SAH. Modrd kifivka ndlezi roztoku s prekurzory
pred ozarenim. Cervena kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 20 min pri
vinové délce 250 nm. Zelena prerusovand kiivka pak odpovida namérenému emisnimu spektru z prvniho

méreni, pred sedimentaci castic.
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Obr. 52: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn:SAH. Modra kifivka ndlezi roztoku s prekurzory pred

ozdrenim. Cervend kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozdieny po dobu 20 min pfi vinové
délce 250 nm. Zelena prerusovana krivka pak odpovida namérenému emisnimu spektru z prvniho

meérent, pred sedimentaci castic.
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Excitacni spektrum pro vzorek s prekurzory Zn:CYS je znazornén na Obr. 53. Vzorek pred
ozafenim (modra kiivka) vykazoval nejnizsi intenzitu fluorescence a nachazi se zde velmi maly
pik, jehoz excitatni maximum se nachazelo pfi vinové délce 260 nm. Naopak po ozafeni po
dobu 20 minut (Cervena kiivka) vykazoval pomérné vysokou intenzitu (az sta tisice Cnts).
Excita¢ni maximum v tomto pfipadé bylo stanoveno na 284 nm. Toto maximum se shoduje
s hodnotou excitatniho maxima v pfipadé prvotniho méfeni v kapitole 5.2.1., kde bylo
stanoveno taktéZ na hodnotu 284 nm. Toto spektrum ma téméf shodny prabéh jako spektrum
roztoku po ozafeni, jen se nachazi pii niz§ich hodnotach intenzity fluorescence. Emisni spektra
pro tento typ prekurzoru je zobrazeno na Obr. 54. | zde vykazuje roztok pfed ozafenim (modra
ktivka) nejniz8i intenzitu a emisni maximum bylo stanoveno pfi vlnové délce 358 nm. Po
ozareni (Cervena kiivka) bylo stanoveno emisni maximum pii vinové délce 394 nm. Timto byla
potvrzena spravnost uréeni maxima u prvotniho méfeni (zelena kiivka), kde emisni spektrum
neni celé v potiebném rozsahu vinovych délek. I zde bylo emisni maximum stanoveno pfi
vlnové délce 394 nm. Navic ma toto spektrum velmi podobny tvar, jako spektrum po ozéafeni.
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Obr. 53: Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:CYS. Modra kiivka ndlezi roztoku s prekurzory
pred ozarenim. Cervend kifivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozdreny po dobu 20 min pi
vinové délce 250 nm. Zelend prerusovand kiivka pak odpovida namérenému excitacnimu spektru
Z prvniho méreni, pred sedimentaci castic.
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Obr. 54: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn:CYS. Modra krivka ndlezi roztoku s prekurzory pred
ozdrenim. Cervend kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozdieny po dobu 20 min pFi vinové
deélce 250 nm. Zelena prerusovana krivka pak odpovida namérenému emisnimu spektru z prvniho
méreni, pred sedimentaci castic.

Pomérné podobnych vysledki bylo dosazeno pii méteni spekter u prekurzori Zn:HCYS.
Excitacni spektrum je zobrazeno na Obr. 55. Nejnizsi intenzitu Opét vykazoval vzorek
S prekurzory pted ozafenim (modréd ktivka), excitatni maximum bylo stanoveno pii vlnové
délce 284 nm. Podobny pribéh ma spektrum vzorku po ozafeni, kde bylo ale maximum
stanoveno pii vinové délce 277 nm. V tomto piipadé bylo potieba prodlouzit dobu ozafeni na
30 minut, aby doslo k tvorbé fluorescenénich komplext. V prvotnim méfeni v kapitole 5.2.1
byl roztok s prekurzory ozafen 20 minut, ale bylo dosazeno vysSich hodnot intenzity
fluorescence a zaroven byl ziskan pik s viditelnym maximem pii vinové délce 282 nm. Emisni
spektrum je zobrazeno na Obr. 56. Emisni maximum bylo ze spektra pro ozateny vzorek (modra
ktivka) stanoveno pii vlnové délce 399 nm. To odpovidd maximu stanoveném v piedchozi
kapitole pti vinové délce 394 nm, urceného ze spektra, které nebylo zméteno celé. | zde byla
pozorovana vyssi intenzita fluorescence nez u vzorku, ktery byl ozatovan delsi dobu.
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Obr. 55: Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:HCYS. Modra kiivka nalezi roztoku s prekurzory
pred ozdrenim. Cervend kiiivka odpovidad roztoku s prekurzory, které byly ozdreny po dobu 30 min pri
vinové délce 250 nm. Zelend prerusovand kiivka pak odpovida namérenému excitacnimu spektru
Z prvniho méreni, pred sedimentaci cdstic.
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Obr. 56: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn: HCYS. Modra kiivka nalezi roztoku s prekurzory prred
ozarenim. Cervend krivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 30 min pri vinové
delce 250 nm. Zelena prerusovana krivka pak odpovida namérenému emisnimu spektru z prvniho

meérent, pred sedimentaci castic.

Dale byla spektralni charakteristika provedena u vzorku obsahujici prekurzory Zn:GSSG.
Pro tento typ prekurzoru nebylo provedeno méfeni, jako v kapitole 5.2.1, protoze u toho vzorku
nedoslo ani po 30 minutach k tvorb¢ fluorescen¢nich komplexti a nelze tedy provést srovnani.
V excita¢nim spektru (Obr. 57) je patrné atypické chovani, a to pokles intenzity po ozafeni pfi
250 nm, kdy je pfedpokladano, ze vznik fluorescenénich komplexti zpiisobi zvySeni intenzity
fluorescence. V excitacnim spektru byly stanoveny dvé excitaéni maxima, prvni pii vinové
délce 224 nm a druhé pii 236 nm. Emisni spektrum je zobrazeno na Obr. 58. Pro toto méfeni
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nebyla vybrana optimalni excitacni vinova délka, ktera byla nastavena na 350 nm. Dusledkem
toho mize byt i velmi nizk4 intenzita fluorescence oproti intenzit€¢ v excitatnim spektru.
V tomto piipadé, ale vykazoval vyssi intenzitu vzorek po ozafeni. Ve spektru jsou patrné dveé
emisni maxima. Prvni pfi vlnové délce 392 nm, to mize odpovidat piku Ramanova rozptylu
vody, ktery pfi excitacni vinové délce 350 nm se nachézi cca pii 397 nm. Druhé maximum bylo
stanoveno pfi vlnové délce 423 nm, coz muize byt charakteristické maximum pro tento typ
prekurzoru.
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Obr. 57. Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:GSSG. Modra krivka ndlezi roztoku s prekurzory
pred ozarenim. Cervena kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 30 min pri
vinové délce 250 nm.
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Obr. 58: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn:GSSG. Modra kifivka ndlezi roztoku s prekurzory pied
ozarenim. Cervend kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 30 min p7i vinové
délce 250 nm.
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Poslednim méfenym vzorkem byl vzorek s prekurzory Zn:Cd. Tento typ prekurzoru
vykazoval po ozafeni nejvyssi intenzitu fluorescence. Pfed ozafenim (modra kiivka) je intenzita
nulova. Excitaéni spektrum je zobrazeno na Obr. 59, se zvySujicim se Casem ozafeni se
zvySovala 1 intenzita fluorescence. Excitatni maximum bylo stanoveno pii vinové délce
265 nm, ato v obou kiivkach po 4 a 8 minutach ozareni (Cervena a fialova kiivka). V porovnani
S prvotnim méfenim v piedchozi kapitole bylo stanoveno excitacni maximum pfi vyssi vinové
délce, a to 354 nm. Emisni spektrum je zobrazeno na Obr. 60, kde je patrny s rostoucim ¢asem
ozafovani mensi bathochromni posun, tedy posun k delsim vinovym délkam. U vzorku, ktery
byl ozafen 4 minuty (Cervena kiivka) bylo emisni maximum pti 466 nm. U vzorku, ktery byl
ozafen 8 minut (fialova kiivka) bylo maximum pii 488 nm. Stejny prubé¢h mélo i emisni
spektrum namétené v predchozi kapitole.
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Obr. 59: Excitacni spektrum vzorku s prekurzory Zn:Cd. Modrd kiivka ndlezi roztoku s prekurzory pred
ozarenim. Cervend kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozareny po dobu 4 min pii vinové
délce 250 nm. Fialova kiivka odpovida roztoku, ktery byl ozaren 8 min. Zelena prerusovana kiivka pak
odpovida namerenému excitacnimu spektru z prvniho méreni, pred sedimentaci castic.
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Obr. 60: Emisni spektrum vzorku s prekurzory Zn:Cd. Modra kiivka ndlezi roztoku s prekurzory pred
ozdrenim. Cervend kiivka odpovida roztoku s prekurzory, které byly ozdieny po dobu 4 min p¥i vinové
délce 250 nm. Fialova kiivka odpovida roztoku, ktery byl ozdren 8 min. Zelenad prerusovana kiivka pak
odpovida namerenému emisnimu spektru z prvniho méreni, pred sedimentaci castic.

5.3 Méfreni dob Zivota

Charakteristika vytvofenych fluorescen¢nich komplexii byla doplnéna méfenim dob Zivota na
TCSPS spektrofluorometru HORIBA Scientific. K méfeni byly zvoleny ozatrené prekurzory
Zn:SAM, Zn:SAH, Zn:CYS a Zn:HCYS, které¢ byly ozafeny 20 minut, prekurzory Zn:GSSG
byly ozafeny 30 minut a Zn:Cd 4 minuty. Pro jednotlivé typy prekurzori byl zvolen excita¢ni
zdroj o pfislusné vinové délce, a to na zdkladé naméfenych excitanich spekter. Emisni
monochromator byl nastaven taktéZ pro kazdy vzorek zvlast, a to na zékladé¢ naméfenych
emisnich spekter. Roztok s prekurzory byl méfen v kiemenné kyveté. Pro proméfeni vzorku
byl vzdy zméten rozptyl svétla z roztoku koloidniho kiemiku, kdy byla ziskana kiivka IRF.
Nastaveni bylo vzdy stejné, krom¢ nastaveni emisniho monochromatoru, jehoz hodnota
odpovidala vlnové délce budiciho zafeni. Nameétfené vyhasinaci kiivky byly proloZeny
exponencialni funkci. Spravnost vysledki byla hodnocena na zaklad¢ vizualni kontroly
proloZeni vyhasinaci kfivky danou exponencidlni funkci, vizualni kontrolou nihodného
rozlozeni vazenych rezidui, dale na zékladé hodnoty parametru x5, ktery se ma idealnd

nachdzet v rozmezi 0,8 az 1,2. Spravnost vyhodnoceni dob zivota byla také kontrolovana dle
hodnot relativnich amplitud, které udévaji procentudlni zastoupeni dob zivota ve vzorku.
Kompletni analyza jedné az péti dob Zivota jsou uvedeny Vv kapitole 9.2,

Pro méteni vyhasinaci kiivky fluorescence vzorku Zn:SAM byla zvolena NanoLED dioda
0 vlnové délce 330 nm a emisni monochromator byl nastaven na 400 nm. Na zakladé vizualni
kontroly proloZeni dat zvolenou exponencialni funkci bylo zjisténo, Ze se nejedna
0 monoexponencialni kiivku, tedy jedna se o vzorek s vice doby Zivota. To lze vidét i ze
samotné namétfené kiivky pro vzorek, kdy kiivka za pikem nem4 linearni tvar, coZ by bylo
typické pro jednu dobu zZivota. Bude se tedy jednat o multiexponencidlni kiivku. Vysledek jedné
doby Zivota Ize také vyvratit tvarem vazenych rezidui, kdy rozloZeni bodl neni zcela ndhodné
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a nekopiruji osu x. Chybnému proloZeni dat pak odpovida i parametr % = 18.49, ktery je dost
vysoky. Pfidanim dal$i doby zivota doslo ke zlepSeni parametru xé ,atona 5,23 a postupnym
zvySovanim parametrii dochdzelo ke snizovani hodnoty tohoto parametru az na hodnotu 3,19.
Ani v jednom ptipad¢ se ale nejednalo o hodnotu, ktera by se nachazela v intervalu 0,8 az 1,2,
ktery udéva spravnost analyzy. OvSem postupnym piidavanim parametru doby zivota
dochazelo ke zlepseni tvaru vazenych rezidui, kdy rozlozeni bodu bylo vice ndhodné. Na
zaCatku rezidui se ve vSech pfipadech nachédzi systematickd odchylka, ktera se ani uplné
nevyhladila pfiddvanim parametri v podobé dob Zzivota. Naopak u péti dob Zivota se tato
odchylka jest¢ prohloubi, navic jeden z péti Casi vychdzi v desitkach milisekund, coz je
pomérn¢ vysoky Cas pro dany vzorek s fluorescencnimi komplexy. Na zakladé¢ vazenych
rezidui a parametru 3% by mohly byt spravnym vysledkem tii nebo &tyti doby Zivota, kde se
vyskytovala alesponi jedna velmi kratka komponenta s dobou Zzivota fadové v jednotkach
pikosekund. Tomu ale odpovidaji nesmyslné relativni amplitudy, podle kterych je nakonec ve
vzorku obsazena pouze jedna doba Zivota se 100% zastoupenim. Dle této analyzy by zvoleny
vzorek Zn:SAM vykazoval dvé doby zZivota (Tab. 4) s primérnou hodnotou 1,15 ns (+ 0,02 ns),
i kdyz tvar vazenych rezidui neni uplné idealni a body zcela nekopiruji osu x. Parametr 32 pro
dvé doby zivota ¢ini 5,23. Vys$i relativni zastoupeni ma ¢as s vys$$i hodnotou 2,20 ns. Graf

s vyhasinaci kiivkou, s prolozenim dat a S vazenymi rezidui je zobrazen na Obr. 61.

Tab. 4: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozareného vzorku Zn:SAM. Pro tento vzorek byly
vyhodnoceny 2 doby Zivota. Hodnota T odpovida priumérné dobé Zivota.

P %x =523

;g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
¢ | T 0,11 + 0,02 B1 31,36

< T> 2,20 + 0,02 B2 68,64

h T 1,15+ 0,02 B 100,00
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Obr. 61: Vyhasinaci krivka pro vzorek s prekurzory Zn:SAM (Cervend kiivka, Decay), kterd je proloZena
exponencialni funkci pro dvé doby Zivota (zelenda krivka, Fit), pri analyze se odecitd odezva lampy
(modra kiivka, Prompt). Ddle je na obrazku zobrazen graf pro vazena rezidua, kde je sedou carou
naznacena osa x, ktera protind osu y v bodé O, tak aby bylo lépe zndzornéno rozlozZeni dat kolem osy X.

Pro vzorek obsahujici prekurzory Zn:SAH byla zvolena NanoLED dioda o vinové délce
330 nm a emisni monochromator byl nastaven na 360 nm. U tohoto vzorku nelze Uplné
jednoznaéné urcit pocet dob Zivota. Dle prolozeni dat exponencialni funkci bylo zjisténo, Ze se
opét nejednd o monoexponencialni kiivku, tedy vzorek s jednou dobou zZivota. Tomu odpovida
1 tvar vyhasinaci kiivky, kterd opét za pikem nema linearni tvar. Dle vizudlni kontroly proloZeni
dat by se mohlo jednat o vzorek, ktery vykazuje 4 nebo 5 dob Zivota, coz je pomérné vysoky
pocet Casti. Tomuto vyhodnoceni by sice odpovidal spravny tvar vazenych rezidui, kdy
rozlozeni bodl je pomérn€ nahodné a kopiruje osu x, ale neodpovida tomu hodnota parametru
Xé , ktera se s pribyvajicim poétem parametrti, v podob¢ dob Zivota, snizovala a pro Ctyfi i pét
dob Zivota tato hodnota €inila 0,39. Dle tohoto parametru by se jako spravné vyhodnoceni jevila
1 doba Zivota, coz bylo viz. vySe vyvraceno. Dalsi parametr, ktery je nutny brat v avahu, jsou
hodnoty relativnich amplitud, které ve vétsing€ piipadt vychazely zaporné, coz je nesmysiny
vysledek. Navic se také tato hodnota nachdzela v tisicich procent. Nelze urcit spravnost
vysledku ani dle naméfenych dob Zivota. VSechny Casy jsou velmi nizké a vétSina se nachazi
fadove v desitkach pikosekund. V porovnani vyhodnoceni Ctyt a péti dob Zivota se dle amplitud
nejlépe jevi Ctyti doby Zivota, kde primérna doba Zivota vychazi na 1,46 ns (+ 0,13 ns), i kdyz
se zde nachazi velmi kratka komponenta se zapornou amplitudou v tisicich procent (Tab. 5).
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Parametr x% pro toto vyhodnoceni ¢ini 0,39. Graf s vyhasinaci kiivkou, s prolozenim dat

a s vazenymi rezidui je zobrazen na Obr. 62.

Tab. 5: Vyhodnoceni dat méreni dob Zzivota ozareného vzorku Zn:SAH. Pro tento vzorek byly
vyhodnoceny 4 doby Zivota. Hodnota T odpovida priimérné dobé Zivota.

Y = 0,39
,“5‘ Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
& T1 0,079 + 0,015 B1 -9 349,00
z T2 0,078 + 0,005 B2 944726
< Ts 0,696 + 0,103 Bs 1,27
= Ts 4,982 + 0,413 B4 0,47
T 2,28 + 0,07 B 100,00
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Obr. 62: Vyhasinaci ki'ivka pro vzorek s prekurzory Zn:SAH (Cervend kifivka, Decay), kterd je proloZena
exponencialni funkci pro ctyri doby Zivota (zelena kiivka, Fit), pri analyze se odecita odezva lampy
(modra kiivka, Prompt). Dadle je na obrazku zobrazen graf pro vazena rezidua, kde je Sedou carou
naznacena osa x, ktera protind osu y v bodé O, tak aby bylo lépe zndzornéno rozlozeni dat kolem osy X.

K méfeni vyhasinaci kfivky fluorescence vzorku s prekurzory Zn:CYS byla zvolena
NanoLED dioda o vinové délce 280 nm a emisni monochromator byl nastaven na vinovou
delku 400 nm. Na zékladé€ vizualni kontroly proloZeni dat pfisluSnou exponencialni funkci by
tento vzorek mél vykazovat tfi az pét dob zivota. Pro jednu a dvé doby Zivota prolozeni neni
uplné ideélni a jednu dobu zivota Ize opét vyloucit z tvaru namétené vyhasinaci kiivky, kdy
kiivka za pikem neni linearni. Navic se tato kiivka nevratila do Sumu detektoru, jak by tomu
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spravné mélo byt. Tyto doby zivota lze také vyvratit pomoci parametru Xé , jehoz hodnoty jsou
Vv téchto ptipadech vyssi nez optiméalni rozhrani od 0,8 do 1,2. Dal§im rozhodujicim parametrem
je tvar vazenych rezidui, kdy nahodné rozlozeni dat kolem osy X je V piipadé pro tii az pét dob
zivota. Tedy pfidanim dalsiho parametru doby Zivota doslo k vylepSeni tvaru rezidui, prolozeni
dat a ke zlepSeni hodnoty parametru Xé . Rozhodujicim faktorem byly vysledné Casy a relativni
amplitudy, pfiCemz pro Ctyfi a pét dob zivota vychdzely nesmysiné hodnoty v tisicich
sekundéach pro pét dob zivota a jednotkach sekund pro Ctyfi doby Zivota. Témto hodnotdm
odpovidala stejnd hodnota odchylky, a navic u téchto ¢asti vychazela 100% relativni amplituda
a pro ostatni ¢asy byla naopak nulova. Vzorek s prekurzory Zn:CYS tedy vykazoval 3 doby
zivota (Tab. 6), jejichz primérna hodnota ¢ini 14,19 ns (+ 0,27 ns), kdy nejvyssi zastoupeni ma
nejdelsi ¢as s hodnotou 38,70 ns. Parametr X; pro toto vyhodnoceni ¢ini 0,99. Graf s vyhasinaci

ktivkou, s prolozenim dat a S vazenymi rezidui je zobrazen na Obr. 63.

Tab. 6: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdreného vzorku Zn:CYS. Pro tento vzorek byly
vyhodnoceny 3 doby Zivota. Hodnota T odpovida priumérné dobé Zivota.

Y5 = 0,99
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
S | T 3,32 + 0,09 B1 26,85
2|1 0,55 + 0,02 B. 15,73
o | T 38,70 + 0,69 Bs 57,42
T 1419 + 0,27 B 100,00
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Obr. 63: Vyhasinaci kiivka pro vzorek s prekurzory Zn:CYS (Cervend kiivka, Decay), kterd je prolozena
exponencialni funkci pro tri doby Zivota (zelend kiivka, Fit), pri analyze se odecita odezva lampy (modra
krivka, Prompt). Dadle je na obrdzku zobrazen graf pro vazend rezidua, kde je Sedou carou naznacena
osa x, ktera protina osu y v bode 0, tak aby bylo lépe zndazornéno rozlozZeni dat kolem osy x.

Pro vzorek s prekurzory Zn:HCYS byla zvolena NanoLED dioda o vlnové délce 280 nm
a emisni monochromator byl nastaven na vinovou délku 400 nm. Tento vzorek se choval velmi
podobné jako vzorek s prekurzory Zn:CYSS a také vykazoval 3 doby Zivota. Na zaklad¢ vizualni
kontroly prolozeni dat by tento vzorek mohl vykazovat tii aZ pét dob Zivota, coZ potvrzuje
| parametr Xé , ktery se pro jednu a dvé doby zivota nachazi mimo optimalni rozmezi 0,8 az 1,2.
Jednu dobu Zivota lze také wvyvratit tvarem vyhasinaci kiivky, ktery odpovida
multiexponencialni kfivce. Navic se tato kiivka nevratila do Sumu detektoru, jak by tom spravné
mélo byt. Na zaklad¢ rozlozeni vazenych rezidui kolem osy x je patrné, ze by vzorek mél
vykazovat tfi aZ pét dob Zivota. Pro Ctyfi a pét dob vychazi ale nesmysIné hodnoty, a to
Vv desitkach milisekund pro ¢tyii doby a stovkach mikrosekund pro pét dob zivota, kdy stejnou
hodnotu maji jejich odchylky. Nakonec je nutné brat v ivahu hodnoty relativnich amplitud,
které davaji smysl jen pro jednu, dvé a tfi doby Zivota. Na zéklad¢ této analyzy je tedy patrné,
7e vzorek obsahujici prekurzory Zn:HCYS vykazoval tfi doby Zivota (Tab. 7), s primérnou
hodnotou 15,31 ns (+ 0,23 ns), pti¢emz nejvyssi relativni zastoupeni ma nejdelsi ¢as s hodnotou

2 .., , r 1w . rv
42,39 ns. Parametr )r ¢ini 1,19. Graf s vyhasinaci kfivkou, s prolozenim dat a S vazenymi

rezidui je zobrazen na Obr. 64.
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Tab. 7: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozareného vzorku Zn:HCYS. Pro tento vzorek byly
vyhodnoceny 3 doby Zivota. Hodnota T odpovida priumérné dobé Zivota.

1 =1,19
[~
S Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%6]
;i T1 3,17+0,12 B1 16,59
2 T, 0,36 + 0,01 B2 11,44
o T 42,39 + 0,57 Bs 71,97
T 15,31 + 0,23 B 100,00
10000
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1000 —Fit
z
o)
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g
=
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] - - a—
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Obr. 64: Vyhasinaci kiivka pro vzorek s prekurzory Zn:HCYS (Cervend kiivka, Decay), kterd je
prolozena exponencialni funkci pro tii doby Zivota (zelena krivka, Fit), pii analyze se odecita odezva
lampy (modra kiivka, Prompt). Dale je na obrazku zobrazen graf pro vazenda rezidua, kde je Sedou carou
naznacena osa x, ktera protina osu y v bode 0, tak aby bylo lépe zndzornéno rozlozeni dat kolem osy x.

Me¢teni dob Zivota vzorku obsahujici prekurzory Zn:GSSG probihalo za pouZziti NanoLED
diody o vlnové délce 250 nm a pii nastaveni emisniho monochromatoru na vinovou délku
400 nm. Dle excitaéniho spektra pro tento vzorek by spravné méla byt zvolena vinové délka
budiciho zéafeni kolem 225 nm. BohuZel touto diodou tento pfistroj nedisponuje a musela byt
pouzita nejkrat§i mozna vinova délka. Na zéklad¢ vizualni kontroly polozeni namétenych dat
exponencialni kiivkou je patrné, ze se nejedna o mono ani o bi-exponencidlni kiivku.
Vyhodnoceni pro jednu dobu Zivota Ize opét vyvratit diky tvaru vyhasinaci kiivky, ktera za
pikem nema Upln¢ linearni tvar. Navic se tato kiivka nevratila do Sumu detektoru, jak by tomu
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spravné mélo byt. Parametr Xé se nachazi nad hranici optimalni hodnoty 1,2 v ptipadé
vyhodnoceni pro jednu dobu zivota. V ostatnich pfipadech se nachdzi v optimalnim rozmezi
této hodnoty. Dle tvaru vazenych rezidui by tento vzorek mél vykazovat tfi az pét dob zivota,
kdy jsou body ndhodn¢ rozlozena kolem osy X. Ale pro Ctyfi doby Zivota je zde pfitomen ¢as
Vv jednotkach milisekund se stejnou hodnotou odchylky, a navic je tento ¢as zastoupen se 100%
relativni amplitudou a tento vysledek nedava tedy smysl. NesmysIné hodnoty amplitud jsou u
v piipadé péti dob Zivota. Na zaklad¢ vSech téchto parametri bylo pro vzorek Zn:GSSG
vyhodnoceny tii doby zivota (Tab. 8) s primérnou hodnotou 27,38 ns (+2,35). Nejvyssi

(17 IR 2 Ly
procentudlni zastoupeni mé nejdelsi ¢as 79,77 ns. Parametr )z pro toto vyhodnoceni €ini 1,15.

Graf s vyhasinaci kiivkou, s prolozenim dat a S vazenymi rezidui je zobrazen na Obr. 65.

Tab. 8: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozareného vzorku Zn:GSSG. Pro tento vzorek byly
vyhodnoceny 3 doby Zivota. Hodnota T odpovida priumérné dobé Zivota.

1 =1,15
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
;i T1 2,15+ 0,46 B1 4,44
S T2 0,22 + 0,04 B> 6,53
e I 79,77 + 6,55 Bs 89,03
T 27,38+ 2,35 B 100,00
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Obr. 65: Vyhasinaci kiivka pro vzorek s prekurzory Zn:GSSG (Cervend kiivka, Decay), kterd je
prolozZena exponencialni funkci pro tri doby Zivota (zelena krivka, Fit), pri analyze se odecita odezva
lampy (modra kiivka, Prompt). Dale je na obrazku zobrazen graf pro vazend rezidua, kde je Sedou carou
naznacena osa x, ktera protina osu y v bode 0, tak aby bylo lépe zndazorneno rozlozeni dat kolem osy x.

Poslednim méfenym vzorkem byl roztok obsahujici prekurzory Zn:Cd. Pro toto méteni byla
pouzita NanoLED dioda o vlnové délce 280 nm a emisni monochromator byl nastaven na
hodnotu 480 nm. Na zaklad¢ vizualni kontroly proloZeni dat se jedna o vzorek, ktery vykazuje
tf1 aZ pét dob Zivota. I zde je mozné z tvaru vyhasinaci kiivky vyloucit jednu dobu Zivota,
jelikoz kiivka nema linearni tvar za pikem. Jednalo se o vzorek, ktery vykazoval nejvyssi
intenzitu fluorescence a v tomto piipadé nedoslo k vraceni signalu do Sumu. Jednu a dvé doby

r

. , - , 2 , . PR v
zivota lze také vyvratit pomoci parametru )y, ktery je pro tato vyhodnoceni vyssi nez 1,2.

Naopak pro tii, ¢tyii i pét dob Zivota se hodnota tohoto parametru nachazi v optimalnim rozmezi
0,8 az 1,2. Dle nahodného rozlozeni dat kolem osy x u vazenych rezidui by tento vzorek
vykazoval Ctyfi nebo pét dob Zivota. Hodnoty relativnich amplitud ani pro jedno vyhodnoceni
dob Zivota nejsou vyssi ne 100 % ani nejsou zaporné. Na zékladé Casil 1ze vyvratit pét dob
zivota, kde se nachazi ¢as fadove v desitkach mikrosekund. Dle vSech téchto parametrt by tento
vzorek mél vykazovat Ctyfi doby Zivota, coz muze byt pomérné vysoky pocet Casi. Primérna

hodnota doby Zivota ¢ini 19,81 ns (+ 0,28 ns), kdy nejvyssi procentualni zastoupeni ma nejdelsi
Cas 64,04 ns. Je zde piitomna i pomérné kratka komponenta s hodnotou 310,27 ps. Hodnota

2. R . (v S
parametru )y ¢ini 0,92. Graf s vyhasinaci kiivkou, s prolozenim dat a s vazenymi rezidui je
zobrazen na Obr. 66.

71



Tab. 9: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdareného vzorku Zn:Cd. Pro tento vzorek byly vyhodnoceny
4 doby zZivota. Hodnota T odpovida priimérné dobé Zivota.

15 = 0,92
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
= T1 2,25+ 0,23 B1 3,68
z | T 12,64 + 0,41 B> 16,82
S Ts 64,04 + 0,47 Bs 74,49
= Ty 0,31+0,01 B4 5,01
T 19,81 + 0,28 B 100,00
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Obr. 66: Vyhasinaci kiivka pro vzorek s prekurzory Zn:Cd (Cervend kifivka, Decay), kterd je prolozena
exponencialni funkci pro ctyri doby Zivota (zelend krivka, Fit), pri analyze se odecitd odezva lampy
(modra kiivka, Prompt). Ddle je na obrdazku zobrazen graf pro vazena rezidua, kde je Sedou carou
naznacena osa x, ktera protina osu y v bode 0, tak aby bylo lépe zndzornéno rozlozeni dat kolem osy x.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva formovanim fluorescenénich komplexii pomoci UV zatreni
anaslednou jejich charakterizaci. Na zaklad¢ spoluprace mezi Fakultou chemickou VUT
a Ustavem chemie a biochemie na Mendelové univerzité v Brné vznikl ¢lanek (zmifiovany
v kapitole 3.1), ktery se zabyval formovanim fluorescen¢nich Castic pomoci UV zafeni.
Z téchto vysledkt vykazovaly nejlepsi vlastnosti QDs vznikajici z kadmia. U tohoto kovu je
ale zndmy problém s toxicitou a naslednou aplikaci, proto byly k dalSim experimentiim vybrany
organické molekuly, které se bézné vyskytuji v buiikach, a to konkrétné S-adenosylmethionin
(SAM), S-adenosylhomocystein (SAH), cystein (CYS), homocystein (HCYS) a glutathion
disulfid (GSSG). Tyto organické molekuly byly kombinovany se zinkem, ktery velmi dobfie
interaguje se sirou, ktera je soucasti vSech vyse zminénych organickych molekul a dochazelo
tak k formovani fluorescencnich komplexi pies thiolovou skupinu. K témto typtim prekurzort
byla k porovnani vybrana kombinace dvou kovii zinku a kadmia, kdy jako stabiliza¢ni sirna
sloucenina byla vybrana kyselina merkaptojantarova (MSA). U prekurzori Zn:Cd Ize hovotit
o kvantovych teckéch, a to na zdklad¢ vysledkt dynamického rozptylu svétla (DLS), které byly
ziskany na Mendelové univerzité v Brné&, kdy velikost téchto ¢astic se pohybovala v jednotkach
nanometri. Ostatni typy prekurzori nebyly pro toto méteni vhodné, roztoky byly zakalené
a jednalo se o nestabilni systém, kde dochazelo k agregaci. Nicméné¢ to bylo pozorovano i pii
meéfeni fluorescencnich spekter na Fakulté chemické. Na zdkladé téchto vysledkl u prekurzort
s organickymi molekulami nelze s jistotou mluvit o kvantovych teckach, proto vzniklé ¢astice
jsou nazyvany jako fluorescenc¢ni komplexy.

Prvni ¢ast této prace je vénovana samotné tvorbé fluorescen¢nich komplexii pomoci
UV zafeni. K tomuto experimentu byly vybrany roztoky prekurzort Zn:Cd, Zn:SAM, Zn:SAH,
Zn:CYS aZn:GSSG. Aby bylo zabranéno difuzi vzniklych komplexti v daném prostiedi
roztoku, byl ke vzorku pfidan 2% roztok agardzy, ¢imz doSlo k jeho zafixovani. Vzorky
s prekurzory byly ozafovany 5 az 8 minut, a to laserem o vlnové délce 375 nm. Béhem méteni
byl zjistén znacny vliv piipravy vzorki pro méfeni na fluorescenénim mikroskopu. Vzorky
s 2% roztokem agardzy bylo nutné ponechat dostatecné zatuhnout, aby doslo ke genezi
fluorescenénich komplexti UV zafenim. Pokud bylo méfeni provedeno cca 5 minut od doby
piipravy ke tvorbé fluorescen¢nich komplext viibec nedoslo. Roztok prekurzort nejspis nebyl
Vv gelu dostate¢né zafixovan, a tak nedochdzelo ke tvorbé fluorescencnich komplexi s vyssi
intenzitou fluorescence. Tvorba fluorescenénich komplexti byla pozorovana pouze
u prekurzortt Zn:SAH, Zn:GSSG a Zn:Cd. U téchto prekurzori byl pozorovan znacny nérust
intenzity fluorescence v Case, coz pravé znaci tvorbu fluorescenénich komplext. Geneze
fluorescencnich komplexii 1ze vysvétlit tak, ze thiolové skupiny jsou fotooxidovany pouZzitim
UV zéfeni za vzniku disulfidickych mastki. V reakénim prostiedi dojde k disociaci za vzniku
zaporného naboje na této molekule. Zinek je fotooxidovan za vzniku zinecnatého iontu, ktery
interaguje se zaporn¢ nabitou molekulou s disulfidickym mustkem. V daném prostiedi pak
dochazi k agregaci téchto molekul za vzniku fluorescenc¢nich komplext [44, 45]. Dale by mohl
byt zkoumany vliv zpiisobu ptipravy a gelace roztoku agar6zy na genezi fluorescencnich
komplexi, také by mohl byt tento experiment doplnén ozéafenim prekurzortt Zn:HCY'SS, aby tato
analyza byla kompletni.
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Druhd cast diplomové prace se zabyvala spektralni charakteristikou zvolenych
prekurzori, a to pfed a po ozafeni pii vinové délce 250 nm v transiluminatoru. U oszafenych
prekurzorti byl pozorovan zakal, a to nejvice u vzorku SAM a SAH. Jako Ciry se jevil roztok
s ozafenymi prekurzory Zn:Cd. U zakalenych vzorku byla pozorovana sedimentace vétsich
Castic, které byly viditelné pouhym okem. Se sedimentaci dochézelo ke zméné intenzity
fluorescencnich spekter. U roztokii obsahujicich prekurzory Zn:SAM a Zn:CYS byl pozorovan
narust intenzity fluorescence po sedimentaci. Narust intenzity mize byt zplisoben eliminaci
rozptylu Castic, které sedimentovaly na do kyvety. Naopak u roztokli obsahujicich prekurzory
Zn:SAH a Zn:HCYS byl pozorovan pokles intenzity fluorescence se sedimentaci ¢astic. Zde
zfejm¢ vznikaly vétsi fluorescencni komplexy, které sedimentovaly na dno kyvety a tim se
snizila intenzita fluorescence. Kazdopadné¢ je to zajimavé a necekané chovani, které by urcité
stalo za dal$i zkoumani. Pfi tomto méfeni byly zaznamenany excita¢ni a emisni maxima, ktera
byla porovnavana s maximy namétenych u stejnych prekurzort, ale nové ptipravenych. Tyto
prekurzory byly zméfeny pied jejich ozafenim, i po ozatfeni pfi vinové délce 250 nm. Nejlepsi
fluorescenéni vlastnosti vykazoval roztok s prekurzory Zn:Cd. Intenzita fluorescence
dosahovala hodnot az 800 kKCnt. Emisni spektrum bylo symetrické a s rostoucim ¢asem ozaieni
dochazelo k bathochromnimu posunu vilnovych délek, zaroven s rostoucim casem ozareni
rostla intenzita fluorescence. Tento jev byl pozorovan u vétSiny vzorkd, kromé¢ Zn:SAH
a Zn:GSSG. Zde byl pozorovan s rostoucim ¢asem ozareni pokles intenzity fluorescence. Toto
chovani neodpovidd ocekavané tvorbé fluorescencnich komplext, které zvySuji intenzitu
fluorescence. Dale bylo pozorovano velmi podobné chovani prekurzort zinku s CYS a HCYSS.
Jejich excitacni i emisni maxima jsou témeét identické (shrnuti vysledkii namétenych
excitaénich a emisnich spekter je uvedeno v Tab. 10). Nejniz$i intenzitu fluorescence
vykazoval roztok sZn:SAH. U roztoku s prekurzory Zn:SAM byl v emisnim spektru
pozorovan hypsochromni posun vlnovych délek, po ozafeni se emisni maximum posunulo
smérem ke krat$im vinovym délkam. KaZzdopadné u méfeni fluorescencnich spekter prekurzori
pied a po jejich ozafeni byl o¢ekavan nejen narust intenzity, ale pfitomnost druhého maxima,
které se pouze u prekurzorti nevyskytovalo. To bohuzel u vétSiny spekter nebylo pozorovano,
jen u roztoku s prekurzory Zn:SAM bylo po ozafeni nalezeno druhé excitacni i emisni
maximum.

Tab. 10: Shrauti vysledkii excitacnich (Jex) a emisnich (Aew) maxim pri danych vinovych délkdch.

1. méieni 2. méreni
Prekurzory PO ozaieni PRED ozaienim PO ozareni
Aex [nm] | Aem [nm] | Aex[nm] | Aem [nm] | Aex[nm] | Aem [nm]
Zn:SAM 355 379 a 397 284 417 284 a 353 | 379a397
Zn:SAH 324 380 286 357 286 380
Zn:CYS 284 394 260 358 284 394
Zn:HCYS 282 394 284 357 277 399
Zn:GSSG - - 2242236 | 392a423 | 224 a236 423
466
Zn:Cd 354 466 0 0 265 488
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Posledni ¢ast této prace se zabyvala méFenim dob Zivota ozarenych vzorka s prekurzory.
Z diivodu toho, Ze pro tyto typy vzorkli nejsou znadmy doby zivota, bylo vyhodnoceni provedeno
dle n€kolika kritérii. A to podle vizudlni kontroly prolozeni dat danou exponencialni funkci,
vizualni kontrolou véZenych rezidui, dle parametru y2, ktery se spravné méa pohybovat od

0,8 do 1,2, dle relativnich amplitud a také dle vyslednych dob zivota a jejich hodnot. Vysledky
jsou shrnuty v Tab. 11. Nejhorsi temporalni vlastnosti vykazoval vzorek Zn:SAM a Zn:SAH.
Vyhasinaci kfivka mé¢la velmi uzky pik a dle parametru )(é nebyla zadna z moznych variant

spravna. Pro vzorek Zn:SAM bylo mozné na zaklad¢ ostatnich parametrt urcit pocet dob Zivota,
i kdyz body vazenych rezidui nebyly rovnomérné rozlozeny kolem osy x. Tento vzorek
s vzniklymi fluorescen¢nimi komplexy vykazoval 2 doby zZivota, pficemz primérna doba zivota
je pomérn¢ kratka a pohybuje se fadoveé v jednotkach ns. U vzorku Zn:SAH nelze se 100%
spravnosti fict, kolik dob Zivota tento vzorek vykazuje. VSechny vyse zminovani parametry se
nachdzely mimo optimalni hodnoty. Nejrozumnéjsi vysledky byly u 4 dob Zivota, kde je taktéz
pomérné kratka primérna doba Zivota v jednotkach ns. Naopak nejlepsi vlastnosti vykazovaly
vzorky zinku s CYS, HCYS a GSSG. Vsechny tyto vzorky vykazovaly 3 doby zivota
a prumérna doba zivota se pohybovala v desitkdch nanosekund. Nejdelsi ¢as vykazoval vzorek
Zn:GSSG, ato 27,38 ns (+ 2,35 ns). Vzorek Zn:Cd vykazuje ze vSech nejvyssi pocet Casu, a to
4 doby zivota. Primérna hodnota se také pohybovala fadové v desitkach ns, a to 18,81 ns
(£ 0,28 ns). Tento vzorek vykazoval nejvyssi intenzitu fluorescence.

Tab. 11: Shrauti vysledkiit méreni dob Zivota pro vsechny typy prekurzoril.

Prekurzory | Po&et dob Zivota | Priimérna doba Zivota [ns] 76 [
Zn:SAM 2 1,15+ 0,02 5,23
Zn:SAH 4 1,46 £0,13 0,39
Zn:CYS 3 14,19+ 0,27 0,99

Zn:HCYS 3 15,31 + 0,23 1,19
Zn:GSSG 3 27,38 £2,35 1,15
Zn:Cd 4 18,81 + 0,28 0,92

JelikoZ se jednd o kombinaci prekurzori, které nebyly zatim spektradlné ani temporalné
charakterizovany, nelze s urcitosti fici, které¢ vysledky jsou spravné a které Spatné. Jedna se
0 popis téchto prekurzor a zformovanych fluorescenénich komplexti. Vybrané vzorky byly
pomérné nestabilni, dochéazelo ke srazeni a vzniku zdkalu, ktery nasledné negativné ovliviioval
spektralni charakteristiku téchto latek. I pfesto pomérné reprodukovatelné vysledky byly
u vzorku, kde jako stabilizujici sirna sloucenina vystupoval cystein, homocystein v kombinaci
se zinkem a kyselina merkaptojantarova v kombinaci se zinek a kadmiem. Nejlepsi spektralni
vlastnosti byly zejména u Zn:Cd, ktery vykazoval vysokou intenzitu fluorescence a bylo
potvrzeno, Ze kadmium zlepSuje fluorescencni vlastnosti. U tohoto vzorku byla také
pozorovana tvorba fluorescen¢nich komplexti na fluorescen¢nim konfokalnim mikroskopu. Pro
ozateni 375 nm lze brat v iivahu také vzorky se zinkem a SAH a GSSG.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam pouzitych zkratek

ADC
ATP
CCD
CFD
CNS
CTP
CYS
DPC
DLS
FCS
FLIM
GSG
GSSG
GTP
HCYS
IC
IRF
ISC
KLSM
LCU
MAA
MOU
MPA
MSA
NADPH
NIR
PGA
QDs
QY
SAH
SAM
SPAD
TAC
TCSPC
TOP
TOPO
VR
WD

analog-to-digital convertor
adenosintrifosfat

chargé soupled device

constant function discriminator

centralni nervova soustava
cytidintrifosfat

cystein

Digital PiezoControler

dynamicky rozptyl svétla

fluorescencni korela¢ni spektroskopie
fluorescence lifetime imaging microscopy
glutathion

glutation disulfid

guanosintrifosfat

homocystein

vnitini konverze (internal conversion)
Instrument Response Function
mezisystémovy piechod (inter-system crossing)
konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
laser combining unit

kyselina merkaptooctova

hlavni opticka jednotka (main optical unit)
kyselina merkaptopropionova

kyselina merkaptojantarova
nikotinamidadenindinukleotid fosfat
blizka infraervena oblast

programmable gain amplifier

kvantové tecky (quantum dots)

kvantovy vytézek (quantum yield)
S-adenosylhomocystein
S-adenosylmethionin

Single Photon Avalanch Diodes
time-to-amplitude convertor
time-correlated single-photon counting
trioktylfosfin

trioktylfosfinoxid

vibra¢ni relaxace (vibrational relaxation)
window discriminator

81



8.2  Seznam pouzitych symboli

A
[A]
e
[A"]
[Ao
B

korekéni faktor

koncentrace fluoroforu A

excitovany stav fluoroforu A

koncentrace fluoroforu A v excitovaném stavu
koncentrace fluoroforu A v excitovaném stavu v ¢ase 0
pfedexponencialni funkce

obecny tvar exponencialni funkce
spravnost prolozeni dat

redukovana spravnost prolozeni dat
rychlostni konstanta zativého piechodu
rychlostni konstanta nezaiivého prechodu
excitacni vinova délka

emisni vlnova délka

pocet dat (kanala)

namétena data

matematicky model

zékladni singletova hladina

excitované singletové hladiny

standardni odchylka

pocet parametri volnosti

cas

excitovana tripletova hladina

doba zivota

pfirozena (vnitini) doba Zivota

rychlost emise fluoroforu

pocet stupiili volnosti
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9 PRILOHY

9.1 Tvorba fluorescen¢nich komplexi — metoda FLIM

Zn:SAM
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Obr. 67: V levé casti se nachdzi sken pred ozarenim prekurzorit Zn:SAM, bilymi krizky jsou vyznaceny
zvolené body ozareni UV laserem. Mereni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorki. Kazdy bod byl
ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé zadného

Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 68: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAM, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii.
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Obr. 69: V levé cdasti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzorii Zn:SAH, bilymi krizky jsou vyznaceny
zvolené body ozareni UV laserem. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii. Kazdy bod byl
ozaren 5 az 8 min. V pravé Cdsti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé Zadného
Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 70: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAH, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii.
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Obr. 71: V levé casti se nachdzi sken pred ozdarenim prekurzorit Zn: CYS, bilymi kiizZky jsou vyznaceny
zvolené body ozdreni UV laserem. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii. Kazdy bod byl
ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé zadného

Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 72: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:CYS, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii.
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Obr. 73: V levé casti se nachdzi sken pred ozarenim prekurzorii Zn:GSSG, bilymi kiizky jsou vyznaceny
zvolené body ozareni UV laserem. Mereni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorki. Kazdy bod byl
ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé zadného
Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 74: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:GSSG, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii. Mérent bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii.
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Obr. 75: V levé cdasti se nachdzi sken pred ozdrenim prekurzori Zn:Cd, bilymi krizky jsou vyznaceny
zvolené body ozareni UV laserem. Mereni bylo zahajeno cca 5 minut od pripravy vzorkii. Kazdy bod byl
ozdren 5 az 8 min. V pravé casti je sken po ozareni. Z obrdzku je patrné, Ze nedoslo k tvorbé zadného
Sfluorescencniho komplexu.
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Obr. 76: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:Cd, ve kterém nedoslo k tvorbé
Sfluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 5 minut od pripravy vzorkii.
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Obr. 77: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:SAM, ve kterém nedoslo k tvorbé
fluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 2 hodiny od pripravy vzorki.
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Obr. 78: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:CYS, ve kterém nedoslo k tvorbé
fluorescencnich komplexii. Méreni bylo zahdjeno cca 2 hodiny od pripravy vzorkii.
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Obr. 79: Zavislost intenzity fluorescence na case pro vzorek Zn:GSSG, ve kterém nedoslo k tvorbé
fluorescencnich komplexii. Vzorek byl méreny ve stiedu, kde nebyl gel dostatecné zatuhly. Méreni bylo
zahdjeno cca 2 hodiny od pripravy vzorkii.
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9.2 Meéreni dob zivota

Tab. 12: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdareného vzorku Zn:SAM. V tabulce je kompletni analyza
1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekundach a jejich priimer T. Ddle je
zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé casy B1 aZ Bs, které udadvaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek byly vyhodnoceny 2 doby Zivota.

S = x5 = 18,49
s ,2 Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%6]
=N 1,77 £ 0,02 Bi | 100,00
= Lx =523
E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
’% T 0,11 = 0,02 B1 31,36
< T2 2,20 + 0,02 B2 68,64
A T 1,15+ 0,02 B 100,00
15 =3,38
‘g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
S T1 1,81+ 0,03 B: 0,00
%‘ T2 0,001 + 0,049 B2 100,00
= Ts 5,04 + 0,12 B3 0,00
T 2,28 + 0,07 B 100,00
1a =3,19
s Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 Ti 1,63 + 0,02 B1 0,00
} T 38,99 + 4,77 B2 0,00
< Ts 3,52 + 0,07 B3 0,00
- Ta 0,002 + 0,034 B4 100,00
T 11,04 + 1,22 B 100,00
15 =3,38
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
£ | Tt 0,19 +0,01 B1 0,00
& T2 1,73+0,03 B2 0,04
§ Ts 4,33+ 0,09 Bs 0,01
v Ts | 10354490+2368113 | B 99,88
Ts 0,01 + 0,01 Bs 0,07
T 2070899 +473622 | YB 100,00
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Tab. 13: Vyhodnoceni dat mereni dob Zivota ozdreného vzorku Zn:SAH. V tabulce je kompletni analyza
1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekundach a jejich priimer T. Ddle je
zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé c¢asy B1 aZ Bs, které udadvaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek nelze s urcitosti urcit pocet dob zivota.

S = % = 0,69
s ,2 Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
=N 0,027 + 0,002 B 100,00
s L = 0,68
;g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
z | T 0,057 + 0,013 B1 -11 081,13
S T, 0,057 + 0,004 B> 11 181,13
” T 0,057 + 0,009 B 100,00
I = 0,43
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%6]
;i T1 0,048 + 0,009 B1 -9 317,15
2 T2 0,048 + 0,002 B> 9 416,60
g I 2,690 + 0,171 Bs 0,55
T 0,929 + 0,061 B 100,00
Y = 0,39
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 T1 0,079 + 0,015 B1 -9 349,00
z | T 0,078 + 0,005 B> 9 447,26
S Ts 0,696 + 0,103 Bs 1,27
- T4 4,982 + 0,413 B4 0,47
T 2,28 + 0,07 B 100,00
15 = 0,39
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
g T 0,007 + 0,001 B1 315,22
5 | T 0,076 = 0,002 B2 221 949,20
§ Ts 0,077 + 0,004 Bs 21 737,08
v Ta 0,701 + 0,106 B4 -2,27
Ts 4,992 + 0,414 Bs -0,83
T 1,171 + 0,105 B 100,00
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Tab. 14: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozareného vzorku Zn:CYS. V tabulce je kompletni analyza
1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekundach a jejich priimer T. Ddle je
zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé casy Bi aZ Bs, které udadvaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek byly vvhodnoceny 3 doby Zivota.

o 5 Y& = 22,81
3 ;g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
~ T 8,79 + 0,36 B1 100,00
s I = 1,89
;E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
z | T 1,55 + 0,02 B1 38,19
S T, 26,23 + 0,36 B> 61,81
a T 13,89+ 0,19 B 100,00
_ Y5 = 0,99
S Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
;i T1 3,32+ 0,09 B1 26,85
2 T2 0,55 + 0,02 B> 15,73
A I 38,70 + 0,69 Ba 57,42
T 14,19 + 0,27 B 100,00
Y5 = 0,96
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 T1 0,44 + 0,03 B1 0,00
z | T 2,44 + 0,09 B> 0,00
S Ts 14,01 + 0,57 Bs 0,00
N Ts 1,29-10%2 + 1,29-10%2 B4 100,00
T 3,22:1011 £3,22-10% | YB 100,00
Y& = 0,96
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
g Ti 0,29+ 0,12 B1 0,00
2 | T 0,89+0,23 B2 0,00
§ Ts 2,89+ 0,19 Bs 0,00
W Ts 15,89 +£ 0,95 B4 0,00
Ts 2,86-10° +2,86-10° Bs 100,00
T 5,73-108 + 5,73-108 B 100,00
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Tab. 15: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdreného vzorku Zn:HCYS. V tabulce je kompletni
analyza 1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekundach a jejich priimer T.
Ddale je zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé casy B1 az Bs, které udavaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek byly vyhodnoceny 3 doby Zivota.

2
%s E s = 29,00
S E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
— >
T1 17,53 + 0,57 B1 100,00
s Ir = 2,63
;E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
z | T 1,19 + 0,02 B1 24,09
< T 30,59 + 0,35 B2 75,91
” T 15,89 0,19 B 100,00
Y = 1,19
<
S Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
;i T1 3,17+0,12 B1 16,59
S T2 0,36 + 0,01 B> 11,44
A I 42,39 + 0,57 Bs 71,97
T 15,31 + 0,23 B 100,00
1 = 1,09
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 T1 1,67 +0,08 B1 0,00
z | T 13,09 + 0,33 B> 0,00
< T3 0,16 + 0,02 Bs 0,00
- T4 4,05-10" +4,05-107 B4 100,00
T 1,01-107 £ 1,01-107 B 100,00
Y5 = 0,96
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
S | 0,91+ 0,11 B1 0,00
I 3,57 + 0,37 B2 0,01
§ Ts 18,88 + 1,35 B3 0,01
v Ts | 446 876,50 + 446 876,50 | Ba 99,98
Ts 0,04 + 0,01 Bs 0,00
T | 89380,18+8937567 | B 100,00
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Tab. 16: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdreného vzorku Zn:GSSG. V tabulce je kompletni
analyza 1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekunddch a jejich prumer T.
Ddale je zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé casy B1 az Bs, které udavaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek byly vvhodnoceny 3 doby Zivota.

2
_(és g XR = 2,43
S E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
— O
T 1,48 +£0,14 B1 100,00
a fg = 1,18
;E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
z T 0,65 + 0,06 B1 10,56
S T2 62,98 + 3,63 B2 89,44
” T 31,82 + 1,84 B 100,00
Y5 = 1,15
]
S Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
;i T2 2,15+ 0,46 B1 4,44
° T2 0,22 + 0,04 B2 6,53
= 15 79,77 + 6,55 Bs 89,03
T 2738 +2,35 B 100,00
1 = 1,09
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 T 1,80 + 0,51 B1 0,00
z T2 32,66 + 17,43 B2 0,00
= T3 0,21+ 0,04 Bs 0,00
- Ts 3,77-105+3,77-10° B 100,00
T 9,42-105 + 9,42-10° B 100,00
Y5 = 1,15
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
S | 0,79 + 0,82 B1 8,71
g | T2 469+ 263 B» 258
§ Ts 0,38 + 0,38 B3 -109,91
v T4 89,92 + 12,19 Ba 89,11
Ts 0,36 + 0,20 Bs 109,51
T 19,23 + 3,24 B 100,00
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Tab. 17: Vyhodnoceni dat méreni dob Zivota ozdreného vzorku Zn:Cd. V tabulce je kompletni analyza
1 az 5 dob Zivota s uvedenymi jednotlivymi casy T1 az Ts V nanosekundach a jejich priimer T. Ddle je
zde uveden parametr y a relativni amplitudy pro jednotlivé c¢asy B1 aZ Bs, které uddvaji relativni
procentualni zastoupeni jednotlivych casii. Pro tento vzorek byly vyhodnoceny 4 doby Zivota.

2
%s E s = 44,56
S E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
— >
T1 35,86 + 0,41 B: 100,00
s Y = 6,82
;E Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
z | T 1,34+ 0,03 B: 10,93
< | T 42,62 + 0,25 B2 89,07
a T 21,98 +0,14 B 100,00
Y5 = 1,09
<
S Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
;i T1 7,86+ 0,16 B1 14,05
2 T2 0,45 + 0,01 B2 6,26
e | T 55,54 + 0,24 Bs 79,69
T 21,28 +0,14 B 100,00
{5 = 0,92
g Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%]
2 T1 2,25+ 0,23 B: 3,68
z | T 12,64 + 0,41 B> 16,82
< Ts 64,04 + 0,47 Bs 74,49
- Ta 0,31+0,01 B4 5,01
T 19,81 +0,28 YB 100,00
Y5 = 1,15
Doba Zivota [ns] Rel. amplituda [%0]
S | 1,24 + 0,22 B1 0,03
2 | T 7,28 +0,39 B2 0,07
§ Ts 38,31+ 0,69 Bs 0,43
w Ts | 84926,62+113433,50 | B 99,44
Ts 0,26 + 0,11 Bs 0,03
T | 16994,74+22686,97 | B 100,00
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