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Pomiary dyfuzji w roztworach

Najpowszechniej stosowang metoda wyznaczania wspoétczynnikéw dyfuzji polimerdéw jest dynamiczne
rozpraszanie Swiatta (DLS), znane réwniez jako quasielastyczne rozpraszanie Swiatta (QEL.S). Inne,
rzadziej stosowane metody, to dyfuzyjny jadrowy rezonans magnetyczny (d-NMR), wymuszone
rozpraszanie Rayleigha przez dyfuzje termiczng (TDFRS), analiza dyspersji Taylora (TDA) oraz metody
chromatograficzne, takie jak chromatografia hydrodynamiczna (HDC), frakcjonowanic przeptywowe w

polu przeptywu (FFFF) i chromatografia wykluczania (SEC) [Journal of Polymer Science: Part B: Poiymer
Physics, Vol. 37, 593- 603 (1999)].
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Dynamiczne rozpraszanie $wiatta (DL.S) opiera sie na ruchach Browna rozproszonych czastek. W

podstawowej konfiguracji instrumentu DLS
znajdujacy sie w kuwecie, J

laser o pojedynczej czestotliwosci jest kierowany na prébke

esli w prébce znajduja sie czastki, padajgce sSwiatto lasera zostaje rozproszone
we wszystkich kierunkach. Rozpiroszone Swiatto jest wykrywane pod pewnym katem w czasie i sygnat ten

stuzy do okreslenia wspoéiczynnika dyfuzji i wielkosci czastek za pomoca réwnania Stokesa-Einsteina:

D=

kT

6oy,

on = promien hydrodynamiczny dyfundujacych czastek

https://wiki.anton-paar.com/en/the-principles-of-dynamic-light-scattering/
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Nowoczesne przyrzady DLS zapewniaja rozne katy detekcji pomiaréw wielkosci czastek (zazwyczaj 15°, 90° i 175°).

Jesli pomiar jest wykonywany pod katem 175°, jest to rozpraszanie wsteczne. Pod tym katem objetos¢ rozpraszania (objetosé, w
ktérej padajaca wiazka lasera i wykryte Swiatto naktadaja sie na siebie) znajduje sie w poblizu przedniej $cianki kuwety. Oznacza
to, ze dtugos$é sciezki lasera w prébce jest bardzo krétka. Stanowi to idealna konfiguracje dla bardzo stezonych i metnych prébek,
poniewaz minimalizuje efekt wielokrotnego rozpraszania. Rozpraszanie wielokrothe oznacza, ze Swiatto jest rozproszone na wiecej
niz jednej czastce, co moze zakidcaé sygnat pomiarowy. Aby jeszcze bardziej zminimalizowaé dtugosé Sciezki lasera, mozna
réwniez dostosowaé potozenie ogniska (rysunek).

Rozpraszanie boczne pod katem 90° wybieranym w przypadku stabo rozpraszajacych prébek matych czastek, poniewaz odblask
wytworzony przez laser na Sciance kuwety jest blokowany przed wejSciem do uktadu optycznego detekcji, co prowadzi do
czystszego wyniku. Dzieki temu pomiary wykonane pod katem sg mniej wrazliwe na zabrudzenia i zarysowania Scianek kuwety.



Typowy korelogram z prébki zawierajace mate
czastki, w ktérych korelacja sygnhatu zanika szybciej

Typowy korelogram z prébki zawierajgce duze czastki,
w ktérych zanik korelacji sygnatu zajmuje duzo czasu
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Intensywnosc rozproszonego Swiatta fluktuuje w czasie. Mniejsze czastki, ktére poruszajg sie z wieksza predkoscia, wykazuja
czetsze zmiany niz wicksze czastki. Wieksze czastki dajg wieksze amplitudy pomiedzy maksymalng i minimalng intensywnos$cia

rozpraszania.

Funkcja korelacii opisuje, jak diugo czastka znajduje sie w tym samym miejscu probki. Na poczatku funkcja korelacji jest
liniowa i prawie stata, co wskazuje, ze czgstka nadal znajduje sie w tym samym potozeniu, co przed chwila. PéZniej widaé
wyktadniczy zanik funkcji korelacji, co oznacza, ze czgstka sie porusza. Jesli nie ma podobieinstwa do punktu poczatkowego,
funkcja korelacji ponownie wykazuje zachowanie liniowe. Ta czesé funkcji korelacji nazywana jest linia bazowa. Informacja o
ruchu zaleznym od wielkosci jest zawarta w zaniku funkcji korelacji. Szybkos$¢ zaniku stanowi posrednia miare czasu
potrzebnego czastkom do zmiany swojego wzglednego potozenia. Mate czastki poruszajg sie szybko, wiec zanik jest szybki.
Wieksze czastki poruszaja sie wolniej, przez co zanik funkcji korelacji jest opézniony.

https://wiki.anton-paar.com/en/the-principles-of-dynamic-light-scattering/
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Poniewaz nie jest mozliwe okreslenie, w jaki sposdb kazda czastka porusza sie w wyniku
fluktuacji, zamiast tego do korelowania ruchu czastek wzgledem siebie wykorzystuje si¢ funkcje
korelacji pola elektrycznego, ktora definiuje sie jako:

(E(t

]
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G(1)=(B(O)B(tee)); i) g-fgf”»,-

gdzie E(t) i E(t+T) to rozproszone pola elektryczne w chwilach t i t+1.

PMV Raja and AR Barron, Physical Methods in Chemistry and Nano Science, Libre Texts, 2022, chapter 2.4

wikipedia

q jest wektorem fali rozpraszania
n jest wspotczynnikiem zatamania roztworu
0 to kat, pod ktorym znajduje sie detektor



Dla uktadu monodyspersyjnego podlegajgcego ruchom Browna, g.(t) bedzie zanika¢ wyktadniczo z
szybkosScia zaniku I, ktora jest powigzana ruchami Browna z dyfuzyjnoscia przez:

4in . @
I'=D,q’ ( ‘-:—7\-—-5111%

gdzie q jest wielkoScig wektora fali rozpraszania, a 2 odzwierciedla odlegtosé, jaka przebywa czgstka, n
jest wspotczynnikiem zatamania Swiatta roztworu, a 0 jest katem, pod ktérym znajduje sie detektor.
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Jednakze w przypadku uktadu polidyspersyjnego g.(t) nie mozna juz przedstawiac jako pojedynczego
rozpadu wyktadniczeqgo i naiezy go przedstawié jako catke wazong intensywnoscia po rozktadzie
szybkosSci zaniku G(IN) przez:

o

gdzie G(I') jest znormalizowane: fo G (1" ) dl'=1

PMV Raja and AR Barron, Physical Methods in Chemistry and Nano Science, Libre Texts, 2022, chapter 2.4



Dwie funkcje korelacji, g.(T) i g=(t), mozna zréwnaé za pomoca zaleznosci Seigerta opartej na zasadach
losowych proceséw Gaussa (ktorymi zwykle jest Swiatto rozpraszajgce) i mozna je wyrazi€ jako

g,(7)=B+plg,(7)]

gdzie B jest wspotczynnikiem zaleznym od geometrii eksperymentu; a B jest diugoterminowg wartoscia
g:(1), okreslang jako linia bazowa i zwykle réwna 1.

—

Small size -""“\H Large size

sample N\ sample
] i
& L p
o &
'\-u_________
Tine ==z Time ==

Dla systemu monodyspersyjnego:

g9,(7)=1+p exp(—2D,q’ 7)

Dla uktadu polidyspersyjnego z N czasteczkami o wspétczynnikach dyfuzji Di:

N
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Zrodto: PMV Raja and AR Barron, Physical Methods in Chemistry and Nano Science, Libre Texts, 2022, page 2.4.3
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-1
“03em dynamicznego rozpraszania Swiata:
0.02 gl , Zawiesiny mikrozelu (czasteczki zelu o wielkosci od kilkuset
0025gml pnanometréw do mikrometréw) wykazuja wyjatkowe
0.03gml’  zachowanie koloidalne. Oznacza to, ze mikrozele maja
004 o’ Zarowno wiasciwosci zelu, jak i kolcidu.
04 g - - 2\ AV L2\ .
. Funkcja korelacji intensywnosci (ICF) mikrozeli wykazuje
0.06 g ml 1 charakterystyczne zachowania. w roznych obszarach stezen:
008gml () obszar rozciefnczonego stezenia (C < 0,01 g mi™),
0.12gml” () stezenie posrednie (0,02 £ C < 0,12 g ml™)
0.14 g mil” region, w ktorym _zaobser\{vovyano dwa tryby relaksa_cu, oraz
4 () obszar wysokicgo stezenia (C 2 0,12 g ml™), gdzie
0.16 gl .|\ poczatkowa amplituda ICF znacznie spadta od jednosci.
0.18 g ml

020 g

Najpierw scharakieryzowano poszczegdlne mikrozele przy
rozciericzenych stgzeniach (C = 0,001 i 0,01 g ml?, udziat objetoSciowy
@eis ~ 0,04 1 0,4). W celu analizy eksperymentalnych funkcji korelacji
(Rys. a) wykorzystano rOwnanie:

g(2)<T)—1:O-iEXp(—2DFast q2 T)

ICF mikrozeli przy C = 0,001 g ml* jest dobrze opisany przez
pojedyncza funkcje wyktadniczg, wskazujaca mikrozele o jednakowej
wielkosSci. Promien hydrodynamiczny (R.) obliczono z prawa Stokesa -
Einsteina.

Oczekiwano, ze translacyjna dyfuzja mikrozeli bedzie spowolniona
poprzez zwiekszenie C, tj. wzrost efektywnej lepkosci rozpuszczalnika.
Jednakze szybki tryb ICF przesunat sie w strone krétszych czaséw
zaniku wraz ze wzrostem C (Rys. b, widok w powiekszeniu).

(a) Funkcja korelacji czasowej intensywnosci rozpraszania, g@(t)—1, mikrozeli w kazdym
stezeniu oraz (b) powiekszony widok g@(t)-1. Kat rozproszenia wynosit 6 = 90°.

Soft Matter, 2019, 15, 5390
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Schematyczna ilustracja zawiesin mikrozelu w trzech zakresach stezen

Funkcja korelacji czas-intensywnos¢ wykazywata wyrazng zmiane wraz ze wzrostem
udziatu objetosciowego czastek zelu w zawiesinie, ¢. W obszarze rozcienczonego
stezenia zaobserwowano dyfuzje translacyjna mikrozeli podobna do konwencjonalnych
czastek koloidalnych. Przy stezeniu posrednim ich dynamika zmienita sie z trybu
pojedynczego na tryb podwdjny (tj. tryb szybki i wolny). W obszarze wysokich stezen
paste mikrozelowa uznano za makrozele, poniewaz na skalach czasu pomiaru (t < 1000
ms) nie zaobserwowano juz zaniku trybu wolnego w g®(t)-1.

Soft Matter, 2019, 15, 5390



Dyfuzyjnos¢ lizozymu w wodnych roztworach MgCl. na podstawie danych
dotyczacych dynamicznego rozpraszania Swiatta: wptyw stezen biatek 1 soli

Opisano pomiary DLS dla wodnych roztworéw lizozymu z biatka jaj kurzych o stezeniach do 30 giL,
zawierajacych MgCl;, dla zakresu temperatur 10-30°C, z pH roztworu utrzymywanym na poziomie pH 4,0.
Takie pH zapewnia, ze dimeryzacja czy tez agregacja lizozymu nie zachodzi jako potaczenie “gtowy do
ogon” (head-to-tail*).

Dap:F

Wz()r nha pozorny Wspé*czynnik dyfuzji o —2 J. Phys. Chem. B'2000, 104, 3645-3650

*Kontakt miedzy czasteczkami w reakcji autoasocjacji
biatek moze by¢ symetryczny (potaczenie typu gtowa
do gtowy) lub asymetryczny (potaczenie typu gtowa do

ogona). J. Biol. Chem. 1975, 250, 82608265

Ponizej pH 4,5 dimeryzacja lizozymu nie
zachodzi, poniewaz kwas karboksylowy Glu-
35 pozostaje uprotoncwany. Agregacja
lizozymu jest wynikiem przyciggajacego
oddziatywania pomiedzy zdeprotonowanym
kwasem karboksylowym Glu-35 i
uprotonowanyim-azotem w faricuchu
bocznym Trp-62 w drugiej czasteczce
lizozymu. Prowadzi to do dimeru typu
“gtowy-do-ogona”.

J. Phys. Chem. B 2000, 104, 3645-3650

J. Molec. Modelling 2005, 12, 34-41



Dyfuzyjnos¢ zalezna od stezenia:

Rysunek po prawej: unormowany pozorny wspétczynnik dyfuzji
D.*ID, w funkcji utamka objetosciowego biatka w roztworze ¢,
dla ustalonej sity jonowej (roztwory wodne z dodatkiem MgCl.,
pH 4, sity jonowe (a) 0,60, (b) 0,80 (c) 1,00 M) | temperatury

D®=D, [1+A¢)

D, to wartos$¢é D przy nieskonczonym rozcienczeniu, A paramett
interakcji, uyjemne wartosci wskazuja na oddziatywania
przyciggajace netto. A staje sie bardziej ujemne w miare spadku
temperatury przy ustalonej sile jonowej, co wskazuje na rosnace
oddziatywanie przyciagajace, zgodnie z oczekiwaniami.

Ponizej:

Parametr oddziatywania A jako funkcje jako funkcja sity jonowej
(MgCl2) w réznych temperaturach. Parametr interakcji osiaga
minimum w poblizu sity jonowe)j 0,80 M, co wskazuje na
maksymalne przyciaganie.
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Spektroskopia korelacyjna fluorescencji
(Fluorescence Correlation Spectroscopy)

FCS to metoda analizy, ktéra umozliwia pomiar dynamiki procesow molekularnych na
podstawie obserwacji spontanicznych mikroskopowych fluktuacji stezenia czasteczek.
Pomiary te sg powszechnie wykonywane w rownowadze termicznej, gdzie spentaniczne
wahania czgsteczek wynikaja z ruchoéw Browna.

B) C)
G(t) |
™y
hy
-
5,
] (::r () i‘ir‘-'{r-rr} | \
(1) : N
F )
"IL'I- I| I | & |
I ||..|1|| |
II ,I L] !I II l I I
i1
—\ \ pinhode | ‘||' ! |I ‘
=1 =1 iy rﬁ ‘r_,_r T|' T

Zasada FCS:

A) Czasteczki fluorescencyjne dyfundujgce przez obszar detekcji mikroskopu konfokalnego
powoduja wahania intensywnos$ci, pokazane w B).

C) Krzywa korelacji oblicza sie jako autokorelacje wahan intensywnosci i mierzy samopodobienstwo

sygnatu. N = liczba zaobserwowanych czasteczek w FCS.
Bioessays 34:361-368 (2012)



Left: Profil wzbudzenia lasera Gaussa. Po prawej: konfokalna objeto$S¢ obserwacji.
Wymiar elementu objetosci abserwaciji jest okreslony przez dtugosc¢ pétosi (w.) oraz
szerokosé {wyy). Stosunek R=w./¢x, obu osi jest rzedu 5, a wxy ma typowo ponizej 1
pm. Objeto$¢ konfokalna ma zatem ~0.6 femtolitrow. Przy stezeniu rzedu 1 nM mamy
wiec Srednig liczbe molekut ~0.4

Liczba czasteczek zawartych w objetosci ogniskowej w dowolnym momencie podlega
rozktadowi Poissona.

Proces Poissona jest zbiorem {N(t) : t = 0} zmiennych losowych, gdzie N(t) to liczba
zdarzen, ktore miaty miejsce do chwili t (poczawszy od chwili 0).

Liczbe zdarzen pomiedzy czasem a i czasem b podaje sie jako N(b) — N(a). Ma ona
rozktad Poissona. Proces Poissona jest procesem ciggtym.

Advanced Drug Delivery Reviews 57:169 -190 (2005)



Proces Poissona i1 rozkiad Poissona

W teorii prawdopodobienstwa proces Poissona jest procesem stochastycznym, ktory ziicza liczbe
zdarzen i czas ich wystgpienia w danym przedziale czasu (patrz rysunek, gdzie 0S5 x to czas, ay to
liczba zdarzen).

r.l_
=1y

‘_I‘

—r A~

Homogeniczny proces Poissona zlicza zdarzenia, ktore zachodzg ze statg szybkosScig. Proces ten
charakteryzuje sie parametrem szybkosci A, znanym rowniez jako intensywnosc, tak ze liczba zdarzen
w przedziale czasu (t, t + 1] jest zgodna z rozktadem Poissona z powigzanym parametrem At. Zaleznosc

te wyraza sie,-jako (7\‘1:)’(
NT(I+T>—N(I)]:I(}:T€_7\I (k:O,l,Z,...)

gdzie N(t + 1) — N(t) = k to liczba zdarzen w przedziale czasu (t, t + T]. W procesie Poissona liczba
zaobserwowanych zdarzen oscyluje wokoét sredniej A z odchyleniem standardowym rownym
pierwiastkowi kwadratowemu z A. Dodatnia liczba rzeczywista A jest réwna oczekiwanej wartosci X, a
takze jej wariancji. Wariancja zmiennej losowej X jest oczekiwang wartoscig kwadratu odchylenia od
Srednigj X.

P

wikipedia



Analiza statystyczna, proby Bernoulliego:

Powtarzane niezalezne badania, w ktorych istniejg tylko dwa mozliwe wyniki, nazywane sa
prébami Bernoulliego (od Jacoba Bernoulliego), jesli prawdopodobienstwa wynikéw
pozostaja state.

p+q=1

W ciagu n takich prob i przy zatozeniu, ze interesuje nas jedynie catkowita liczba obserwaciji,
ktére nazwiemy “sukcesem”, a nie to kiedy wystapia one w ciggu sekwenciji,
prawdopodobienstwo b(k;n, p) tylko k sukcesow jest ckreslone przez

{

b(k;n, ) )= L
(k;n,p) (,\

n—k. nit k n-k

‘k.’ 1
P S krm—r)rP 4

Nazywa sig to rozktadem dwumianowym, poniewaz prawa strona jest k-tym wyrazem
dwumianowego rozwiniecia (¢ + p)", zbadanego po raz pierwszy przez lzaaka Newtona.

Rozkiad geometryczny:
jest dyskretnym rozktadem prawdopodobienstwa opisujagcym prawdopodobienstwo
zdarzenia, ze pioces Bernoulliego zakonczy sie sukcesem doktadnie w k-tej prébie.

p(k;p)=pq‘=p(1-p)



Rozkiad Poisson’a (podejScie bardziej zaawansowane):

Jezeli prawdopodobienstwo p jest mate, ale liczba préb n jest duza, tak ze ich iloczyn A = np
nie jest zaniedbywalnie maty, wygodnie jest zastosowac¢ przyblizenie dla b(k;n, p) opisane po
raz pierwszy przez Siméona Poissona. Aby wyprowadzié¢ jego wyrazenie, zaczniemy od
zauwazenia, ze dla k = 0 mamy:

. —(1_nl=(1_k\
b(0;n,p)=/1-p/'=[1 K

N 2
In(b(0;n,p)/=nln 1-Alap= 2 s b(0;n,pl~e™

n) n
stuszne dla duzych n.
! ! —
_,__'T-_',qu”_k | \ 1_(k ]_)p
b(k;n,p) _ kiln-k)! _n-k+lp_h-(k=1)p_j pn__|
b k_]-;' ’ , - n-: K+ F k k k
( n,p) (I«:-—l)!(nn—-k+1)!pk tgniet K q q q
2
b(1;n,p)=b(0;:n,p)l=)e” b(2;n,p)=b(1;n,p)h=pe L=l g7
1 2 2 2
i w ogdlnosci: k
b(k;n,p):%e &

Jest to przyblizenie Poissona rozktadu dwumianowego. Gdy n jest wystarczajgco duze,
mozemy uznaé b(k;n, A/In) zasadniczo za p(k;A):

p(k;p)= 2—

Ostatnie rownanie jest znane jako rozktad Poissona.



_(8F(t)d8F(t+1))
(F(t))
Rownanie dla G(1) nie ogranicza sie do dyfuzji i moze by¢ uzyte do wyprowadzenia

funkcji korelacji dla dowolnego procesu, ktory skutkuje wahaniami intensywnosci.
Kiedy mozna zatozy¢, ze tylko dyfuzja fluoroforéw daje wktad do G(t), to:

G(t)

2

77

- ral s . e T // - \\3/2 :
(8C(F,0)-8C(F",t))=C, l4nDt| “exp oy

Ca — Srednie stezenie fluorofordw; r — potozenie fluoroforu w chwili 0; r' —
potozenie fluoroforu w chwili T; wtedy

ADt\ ' [. 4Dt|™?

G(r)=G(0)|1+——| -[1+—
W W
Xy z
gdzie G(0) jest amplituda w chwili T = 0.
G(O) 1 1

<N> Veff Cav



-1 W -1 \ ~1/2
— T . v | T — T f1egh T
G(1)=G(0)|1+5| |1+ | 5| =G(0)[1+5) {1+s rD)
2
— (ny
Tp="
4D
N=1 \ . N=2
\.\ %\
GI0= T/
— \ ba
B - | =\10"° \10~¢ Temis =\ 10,25} s
= 0.5 D=\10"" \10 " 10 tm’/s o 0.25 10°5 \\ 10"%m /s
1um \ \ : ! i
S0.25um \ \ — —=Mixture o\
1'\)'!] \ Nl::NE:l \\,
0. 1 1 = \“"-=-.1_ | | W 0 1 1 1 N
107¢ 1072 100 102 107* 1072 10° 102
T (ms) T (ms)

Symulowane funkcje autokorelacji dla dyfuzji w trzech wymiarach dla wspoétczynnikow
dyfuzji od 10~ do 107 cm?/s (po lewej) oraz dla mieszaniny dwéch rodzajéw czasteczek o
réznych wspotczynnikach dyfuzji (po prawej). Zatozono, ze obserwowana objetos¢ jest
elipsoidg o wymiarach wyy = 0.25 pmi w. =1 pm.

Zrodto: Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy.



Badanie wptywu ksztattu i wielkosci biatka na jego dyfuzje
w zattoczonym Srodowisku metoda FCS Langmui 28:14708-14717 (201

Albumina surowicy bydlecej (BSA), lizozym, oSle przeciwciato anty-kozie klasy IgG, pojedynczy
mutant cysteinowy jelitowego biatka wigzgcego kwasy ttuszczowe (IFABP);

Biatka wyznakowano Malemidowa pochodna Alexa488;

Dyfuzje badano w 20-mM buforze fosforanowym, pH 7.4, oraz w zelu poliakryloamidowym
przygotowanym na bazie tego samego buforu;

o\ AlexadB8BBSA _Em.,& C) O Alexad88BSA
a3 % O Allexa488antibody 1.0645 " ) “Alexad88Lys 1.06 %, O O  Alexa488Lys
1.154 % O Alexad88Lys ‘ O\ Alexa488IFABH % R @ ©  AlexadB8IFABP
©  Alexad88BSA O “Alexa488Antioody R N O Alexad88Antibody
O Alexad88IFABP b
1.10 4 404_l - A1_o4_
= e E
O O O
1.05 4 1.02 4 1.02 4
1.00 4 R ST S s 1.00 1.00
—I—Frrmq—l—rmrmrrﬁ-mq—rw-wmq—rJ LI L L B R B L L ma L
0.01 0.1 1 10 100 | | 1000 0.01 _ _ 100 0.01 0.1 1 10 100 1000
Lag time(msec) Lag time(msec) Lag time (msec)
r
0.01 0.005 0.002
wn
— ) (2]
(m] rl_ a 1 /\ & e
$ 0.00 ¢w\¢~q¢\-v-l\ @ 0.000 4 @
(h'd @ T o
-0.005 ~ -0.002 -
H'nq—‘—rrrmr‘—mrrm'—v—r-rrﬂq—r—ﬂ-rrnq—ﬁ LR ALLLL | LR A LLLL | LR ALLLL | LB A AL | LR AL | T LR ALLL | LA AL AL | LR ALL, ] AR ALLL | MR AALLL | T
0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 110 100 1000
Lag time (msec) Lag time (msec) Lag time(msec)

Znormalizowane funkcje korelacji uzyskane w eksperymentach FCS w buforze fosforanowym (a) i w
10% zelu poliakryloamidowym [analiza modelem dyfuzji jednosktadnikowej b) i dwusktadnikowej c)].



Alexa Fluor 488: jasny,
wzbudzeniu 488 ny

sygnatu w obraz § /oW
w wodzie i niewraz lw za sie od pH 4 do pH 10.
imi 1 Fluor 488 jest najpopularniejszym - .
F a z grupa tiolowa w biatku, S0y i
lub ligandzie o niskiej masie HaN Ha
ate koniugaty Alexa Fluor 488 wykazuja
0

Grupa reaktywna: maleimid Na?t

Reaktywnos$é: grupy tiolowe biatek i ligandéw, tiofosforany oligonukleotydow | M —{EHE]E_NH =G ]
Ex/Em koniugatu: 493/516 nm ":'}
Wspétczynnik ekstynkcji: 72,000 cmM™? 3

O
Masa czasteczkowa: 720.66



-1/2

-1
In buforze fosforanowym: G(‘c) — 1 (1+Ti) .(1+52.Ti
D D

Wartos¢ S zostata okreslona w eksperymentach FCS z wolnym barwnikiem (Alexa488), a jej wartosci (zazwyczaj okoto 5 i zawsze mnigj niz'\ 10 we wszystkich
opisanych tutaj pomiarach) zostaly ustalone na potrzeby analiz danych dotyczacych biatka.

Deaps = 1.16; Dys = 1.08; Dgsa = 0.62; Dantibody = 0.49 -~ X 1071 m?/s

1 -1 —1/: | W,
In gel: G<T):N2i A1(1+%) .(1+SZ.F5FE)I.) 1\ Zi Ai'-‘_:_ N :DfE-ZI.[)y.

J
N

(A

1

B Alexa488Lys

B Alexa488BSA
]
&

- Alexa488Lys e 1
=@~ Alexa488Antibody | O™ .\\

— e g—o—0—@ 1)

N

-

o
1

Alexa488IFABP
Alexad488Antibody

140 -

Diffusion time(z . ).usec

u‘--—-l-r—._.._-—k\——.—i
70 -
0 |\ g 10 0.05 0.10
Acrylamide[%] v

Po lewej: Zmiany Tpsst dla Alexad488Lys i Alexad88Antibody w funkcji stezenia akryloamidu w zelu.
Po prawej: Zmiany wartos$ci wspétczynnikéw dyfuzji (D¢/Do) w funkcji utamka objetosci zelu
poliakryloamidowego (Dy/Do=z/bez zelu, Dy 0trzymno z o, siow)-

0.15



One diffusion fit in Two diffusion fit in 10% polyacrylamide gei
solution
Proteins ‘Diffusion time "Fast component ! “Slow Component
(Tp),usec in solution (TDfast), M SECH* (Tpslow)s UseC™*
Alexad88IFABP 85 81 335
Alexa488Lys 91 a0 355
|
Alexa488BSA 160 154 1490
Alexad88Antibody'| 200 214 1920
|
|

** All the data were obtained using the two diffusion fits of autocorrelation functions of proteins in
10% polyacrylamide gel.

'The values of diffusion time of four proteins in free solution were determined using single diffusion
fits of the experimental autocorrelation functions in solution.

" These values of diffusion time were obtained using the two component diffusion fits of
autocorrelation functions of proteins inside 10% polyacrylamide gel.




Ce Smoluchowski\1917

c{ee)=Cso

k,=47(D,+Dg)(R,+R,)

[liczba molekut na ml na sek]; aby zmienié na jednostki [M™ sec™] trzeba pomnozy¢ przez 1072 Na



A k. Eigen 1954
|AB] —» A+B

CaB

W | &~

‘-‘\

) -

N C()=0

r/R*
(2al\ e

- 3(D,+D,) k,
r (R*)Z ass kr 3




Reakcje i dyfuzja k
d 4 cat
A+B & |[AB]" & K
k—CClt
k d stata szybkosSci tworzenia kompleksu spotkaniowego poprzez dyfuzje;
k b stata szybkosci dysocjacji kompleksu spotkaniowego poprzez dyfuzje;
k cat katalityczna stala szybkosSci tworzenia wigzania;
k_ car |~ Xatalityczna stata szybkosci zerwania wiazania;
k L K
A+ B« [_ABY — K > A+B < K
k
k b k —cat D
d CK d Ck K K
— — — Cr,Cr— C
dt kcat C[AB]# k—cat CK dt R~YAYB D ¥K



Reakcje kontrolowane przez dyfuzje

dc #
[AB] At
dt deACB (k +kcat) ]#+k—catCK =0
1
c . kd CA CB * 1(—cat CK
[AB]' ™ *
kb+kcat
1 -
dCK — k deACB+k JLCK 1 \ A\ decat +kcatk—cat .
_ cat 1 S eat SR 1 y CACB K —cat CK
dt k +k < +K k +k
b at b cat
|
R I SRR kdkcaL K kbk cat A kd kcat
A+B K KR D +B <« [AB] — K
\ ]( +k kb+k ¢ k k
KD ca b —cat

Gdy k» < kca, wtedy kr=kq, a reakcje nazywa sie kontrolowana przez dyfuzje.
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