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Energetický digram

Doplňte diagram a srovnejte děje podle parametr̊u v p̌riložené tabulce:

Děj časová škála k vs. kvib pǒrad́ı λmax

Absorpce

Fluorescence

Fosforescence
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Doplňte diagram a srovnejte děje podle parametr̊u v p̌riložené tabulce:

Děj časová škála k vs. kvib pǒrad́ı λmax

Absorpce 10−15s > 1

Fluorescence 10−9s < 2

Fosforescence 100s < 3
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Úlohy na rozjezd - rozhodněte o pravdivosti následuj́ıćıch
tvrzeńı

1 Molekuly schopné fluorescence jsou obvykle rigidńı aromatické sloučeniny s
omezenou vibračńı svobodou.

2 Fosforescence označuje emisi fotonu ze stavu o multiplicitě jedna.
3 Rotačńı korelačńı čas je menš́ı pro objemněǰśı molekuly ve viskózněǰśım

prosťred́ı.
4 Př́ıčinou Stokesova posunu je nezá̌rivá vibračńı relaxace.
5 Totožné fluorescenčńı spektrum je pozorováno nezávisle na vlnové délce

excitačńıho zá̌reńı.
6 Resonančńı p̌renos energie (RET, FRET) p̌redpokládá reabsorpci fotonu mezi

donorem a akceptorem.
7 Doba života fluorescence záviśı nep̌ŕımo úměrně na sumě rychlostńıch

konstant zá̌rivých i nezá̌rivých děj̊u.
8 Pro mě̌reńı anizotropie emisńıho signálu se použ́ıvá cirkulárně polarizovaného

excitačńıho zá̌reńı.
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donorem a akceptorem.
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4 Př́ıčinou Stokesova posunu je nezá̌rivá vibračńı relaxace.
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omezenou vibračńı svobodou.
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prosťred́ı.
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J. Novotný 14. ř́ıjna 2015 3 / 12
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prosťred́ı.
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Úloha 1

Ke strukturám uvedených fluorescenčńıch sond p̌rǐrad’te zkratky a biochemickou
aplikaci

DAPI, ddATP-Dye, DPH, TNS
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Úloha 2: Fluorescenčńı metody

Přǐrad’te vhodnou strategii využ́ıvaj́ıćı fluorescenčńı spektroskopie k následuj́ıćım
úlohám:

A) Mě̌reńı hydrodynamického poloměru proteinu.
B) DNA hybridizace.
C) Lokalizace Trp residua (na povrchu či v nitru proteinu).
D) Zastoupeńı nenasycených mastných kyselin v biomembráně.
E) Určeńı asociačńı konstanty dimerizace eosinu.
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viskozita-anizotropie DPH
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Úloha 3: FRET

Pokuste se interpretovat fluorescenčńı experiment provedený na komplexu
proteinkinázy, tvǒrené dvěma katalytickými (C) a dvěma receptorovými
jednotkami (R). Obě jednotky jsou označeny fluorescenčńımi značkami: jednotka
C fluoresceinem (FI) a jednotka R rhodaminem (Rh). V nativńı formě R2C2 lze
detekovat FRET. Určete směr p̌renosu a vysvětlete vliv p̌ŕıdavku cAMP a
inhibitoru PKI na podobu spektra.
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Úloha 4: Kinetické parametry fluorescence

Eosinový flourofor je charakterizován kvantovým výtěžkem 0.65 a dobou
života fluorescence 3.1 ns. Vypočtěte rychlostńı konstantu zá̌rivého,
nezá̌rivého p̌rechodu a vlastńı dobu života fluorescence.

Řešeńı

Φ = Γ
Γ+knr

, τ = 1
Γ+knr

→ Γ = Φ
τ

Rychlostńı konstanty:
Γ = 0.65

3.1 = 0.21 ns−1, knr = 1
τ − Γ = 1

3.1 − 0.21 = 0.11 ns−1
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Úloha 5: Perrinova rovnice

Za p̌redpokladu exponenciálńıho poklesu intenzity I (t) a anizotropie r(t)
fluorescenčńıho signálu odvod’te vztah mezi anizotropíı r , dobou života τ a
rotačńım korelačńım časem θ. Při výpočtu vyjděte z definice časově
váženého pr̊uměru anizotropie r :

r =
∫∞

0
r(t)I (t)dt∫∞

0
I (t)dt

Řešeńı

I = I0e
− t

τ , r = r0e
− t

θ

r =
I0r0

∫∞
0

e
−t( 1

τ
+ 1

θ )dt
I0
∫∞

0
e−

t
τ dt

=
r0( 1

τ + 1
θ )−1

τ = r0

1+ τ
θ
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Úloha 6: FRET

Lidský sérový albumin obsahuje jediné Trp residuum
na pozici 214. Vzorek byl kovalentně označen na
Cys 34 athranilovým fluoroforem. Försterova
vzdálenost R0 pro FRET p̌renos z Trp na anthranoyl
je 30.3Å. Za použit́ı emisńıho spektra vypočtěte
vzdálenost mezi oběma aminokyselinami v molekule.
Pro rychlostńı konstantu rezonančńıho p̌renosu plat́ı

kRET = Γ
(
R0

r

)6
.

Řešeńı

Φ = Γ
Γ+kRET

= Γ

Γ+Γ( R0
r )

6 = r6

R6
0 +r6

Kvantový výtěžek Φ pro vlnovou délku 340 nm: emise albuminu s
akceptorem/emise volného albuminu=0.2/0.55

Φ = 0.364 = r6

30.36+r6 ⇒ r = 30.3

1.75
1
6

= 27.6Å
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J. Novotný 14. ř́ıjna 2015 9 / 12



Úloha 6: Dipolárńı interakce - test orientačńı závislosti

Efektivita rezonančńıho p̌renosu záviśı kromě
spektrálńıho p̌rekryvu donoru a akceptoru na
vzdálenosti a vzájemné orientaci p̌rechodových
moment̊u. Tyto momenty interaguj́ı jako dva dipóly
podle angulárńıho vztahu:
µA.µB − 3(µA.r)(µD .r)
Vypočtěte hodnotu orientačńıho faktoru κ2 pro
p̌riložený model.

Řešeńı

κ2 =
(
− 1√

2

)2
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Př́ı̌stě: - UV-VIS Absorpčńı spektroskopie
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