Uvod do luminiscenéni
spektrometrie

Petr Taborsky






bonding MO



Jablonskeho diagram

vibracni relaxace

A :..’
yy o fluorescence
S, 5
R A :‘
I ;=
vnitini - Sy s
konverze |
T, :{;
>
absorpce
absorpce
fosforescence
— v=3
\ 4 \ 4 V=2
SO \ 4 V=1
v=0

radiacni prfechody (s ucasti fotonu)
............ neradiacni pfechody (bez ucasti fotonu)



Y f
— 3 Absorption 10-'* seconds
_ SIM__:_f ! | Vibrational Relaxation and Internal Conversion 10-'? seconds
' v . Fluorescence | 0¥ seconds
T 0 Phosphorescence =107 seconds
i i I
g: S'l i ! . : 1 I S'I T - o — 3
o N I i p
= ¥lvlv ¥ly —_ 0 T 1
| a 0
1 | ' L
LI | :
Sazt M in et W o ot
So 7 So K BTN So L B f
Lo ' 0 e
N : S
z
g
£

Absorption Fluorescence Phosphorescence
prevzato z www.biophysic.com (25.7. 2014)



http://www.biophysic.com/

Zpozdena fluorescence
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1 — rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu

2 — nerovnovazna konfigurace v excitovanem stavu
(Franckuv-Condonuv stav)

3 — rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stavu

(Franckuv-Condonuv stav
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Typy prechodu

hladiny energii molekulovych orbitalt



Luminiscence molekuly je
charakterizovana:

emisni spektrum (emisni maximum), excitacni
spektrum (excitacni maximum), Stokesuv
posun, kvantovy vytezek, cas vyhasinani
luminiscence



Emisni a excitacni spektra

emisni spektrum (fluorescenéni resp. fosforescencni spektrum):
zavislost intenzity luminiscence na vinové délce. Méri se pfi konstantni
A

excitacni  (aktivacni, ,absorpéni“) spektrum: zavislost absorpce
luminoforu (fluoroforu) na vinoveé délce. Méfi se pri konstantni A,
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Casoveé rozlidena luminiscence

excitacni puls

I= I, exp -(t/7)

fluorescence

T t

« Doba zivota (luminescence lifetime): 7= 1/ k¢
- kvalitativni a strukturni analyza, studium polohy fluoroforu



Zakladni vztahy

A=cle =log (@, /P) (Lambert-Beerv zakon)

A — absorbance, ¢ — koncentrace, € — absorbcCni koeficient, / — tloustka kyvety,
@, - zareni vyslané na vzorek, @ - zareni proslé vzorkem

F= ko ®, (1-10°)

F — fluorescencni signal (fotony/s), k — podil emitovanych fotonu, které dorazi
na detektor, ¢ — vytézek luminiscence

F=ko®, 23cle

zjednoduSeny vztah pro nizké koncentrace



Schema méreni fluorescence
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Vytezek luminiscence

« obecna definice: ¢ = k;/ (ki + k, + K,)

k: rychlost emisniho procesu (fluorescence)
k. rychlost nezafivych pfechodu (teplo, relaxace...)
k., rychlost mezisystémovych pfechodu

- jestlize rychlost deaktivaCnich procesu je pomala ve srovnani s k;
potom kvantovy vytézek je vysoky

« kvantovy vytezek:
Pk = Nem/Nabs = Iem/Iabs = Iem/(IO'I)
P.<P, (Stokesuv posun)
* energitcky vytezek:
Qe = Eem/Eabs = hVem/hVex



Possible de-excitation pathways of excited molecules
Delayed
fluorescence
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Zhaseni luminiscence
(luminescence quenching)

* luminiscenci konkuruje jiny degj, ktery vede k
poklesu intenzity luminiscence

* vSechny mozné procesy zhaseni jesté nejsou
zcela vysvetleny

« dynamické (nekdy téz kolizni) a statické zhasSeni



Dynamicke zhaseni luminiscence

« Kk interakci mezi zhaseCem a potencialnim fluoroforem dojde po
excitaci, kdy excitovana molekula vytvori ,komplex” s jinou Castici
(molekulou, ,species”), ktery nefluoreskuje — dojde k vytvoreni
novych hladin a dojde k deexcitaci vnitfni konverzi. Typicka je napfr.
tvorba komplexu s kyslikem rozpusténym v rozpoustédle (oxidace),
|-, Cs*, akrylamidem, atd.

Fo/F =1+ Kg,[Q]

« Stern-Volmerova rovnice: F je intenzita fluorescence bez zhasedla,
F je intenzita fluorescence se zhasedlem, Kg, je Stern-Volmerova
zhasSeci konstanta, Q je koncentrace zhasedla

« dynamické zhaseni snizuje t



Dynamické zhaseni
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Statické zhaseni luminiscence

 statické zhaseni: ke ,komplexaci® dochazi v zakladnim
stavu (vytvori se nefluoreskujici komplex). Luminiscence
jsou pak schopny jen disociovane molekuly, ale rychlost
disociace je mala ve srovnani s se zarivymi prechody (-
zariveé prechody jsou neefektivni). Typicky priklad —
komplexace tezkym kovem (snizeni fluorescence kys.
salicylove po komplexaci Fe(lll).)

FolF =1+ K,[Q]



Luminiscencni analyza

Kvantitativni analyza:

F=ko®, 23cl¢
Vysoka citlivost metody:

« pouziti laseru
* odezva na relativné malé zmeny v okoli



Rozdeleni luminiscence podle
zdroje excitace

- fotoluminiscence - absorpce energie ve forme svétla

» chemiluminiscence a bioluminiscence - zdrojem energie je
chemicka, nebo biochemicka reakce

* elektroluminiscence —zdrojem je el. proud
* thermoluminiscence — zdrojem je tepelna energie
— zdrojem je radioaktivni zareni
* triboluminiscence — zdrojem je mechanicka energie
— krystalizace je doprovazena luminiscenci

« dalSi zdroje (sonoluminiscence, atd.)



Fotoluminiscence
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Absorpce Fluorescence
Aminokyselina | Vin.délka Abs. Vin.délka | Kvantovy
(nm) koeficient (nm) vytezek
Tryptofan (Trp) 280 5,600 348 0.20
Tyrosin (Tyr) 274 1,400 303 0.14
Fenylalanin (Phe) 257 200 282 0.04

1. P. Pekarkova, Bakalarska prace, 2005

2. www.biotek.com




Fluorescence
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Derivaty fluoresceinu

excitaCni maximum: 494 nm
emisni maximum: 520 nm

Absorbance

Fluorescence emission
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Fluorofory s emisnim maximem v
oblasti kolem 600nm

R=C0O0OH ABSORPCE 598 mmm (42000) ABSORPCE 568 ran (98000)
EMISE G668 nm EMISE 595 nm



Fluorescencni sondy




Fluorescencni sondy

* vnejsSi fluorofory, ktere se ke sledovanym

molekulam, iontum, atd. vazi nekovalentni
vazbou

« zmena fluorescencni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisninho maxima, zmena
casu vyhasinani)

 Princip: ruzny vliv na Franck-Condonuv
excitovany stav



Fluorescencni sondy pro vyuziti v
analytické chemii, medicine a biologii

 krome meéreni emisnich spekter se vyuziva zejmena
fluorescencni mikroskopie, zhaseni (emise i Casu
vyhasinani)

 fluorescencni indikatory: sondy citlivé na urcCitou latku
(vétsinou anion, Ci kation)

« sondy pro polaritu prostredi

* membranové sondy

« fluorescencni sondy pro nukleové kys.

e dalsi

« www.molecularprobes.com



Fluorescencni znacky

Fluorescencéni znac€ky jsou nevlastni fluorofory, které se ke
sledovanym biomolekulam (proteinim, peptidum, liganddm,
oligonukleotidum a jinym) vazou kovalentni vazbou. NejCastéji se
pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteint, kdy se kovalentné
vazou na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidinové bocCni
fetézce, thiolové skupiny atd.

Pouziti luminiscencnich znacek:

« analytické stanoveni (napr. v kombinaci se sep. metodou)
* fluorescencni mikroskopie

 FRET — méreni vzdalenosti funkénich skupin

« flow cytometry

* fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

* znaceni bunek a tkani

» fluorescencni ,imunoassays®, klinicka diagnostika



Fluorescencni znacky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

@ - ;‘j g @D -Lwawom=]  sukcinimidyl estery (Rh6GSE)
H:N—| Biopolymer
sulfonyl chloridy -—H—c- g» .ﬁ -ni—] Biopolymer

H,N— Biopolymer

.—H:{.‘ZS gﬁ.—HH—ﬁ—NH— Biopolymer iSOthiOkyanéty (FITC, RBITC)
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Chemiluminiscence


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3a/Luminol2006.jpg

Priklad chemiluminiscencni reakce
— oxidace luminolu kyslikem

Oyt = O — O]

Lumm-::-l Diam-:m Thamon

Reactmn with U4 produces
unstahle peroxide
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Crc}ssmg
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http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Luminol_chemiluminescence_molecular_representation.gif

Chemiluminiscencni reakce

* reakce luminolu v zasaditéem prostredi s kyslikem
(peroxid, vzdusny kyslik) — modre fluoreskujici roztok

 jestlize jsou v roztoku obsazen také Fe?*, nebo Cu?*
(katalyza reakce) dochazi k zvySeni intenzity

luminiscence

http.//people.howstuffworks.com/luminol.htm



Instrumentace pro
chemiluminiscencni analyzu

Ref: H. Sklenérova, Skola molekulové spektrometrie (2013)



Bioluminiscence



Bioluminiscence

celkem je znamo asi 550 druhu organismu, které produkuji luminiscencni
svétlo (suchozemsti a morsti zivoCichové, houby)

v roce 1887 profesor Raphael Duboise izoloval ze svétlusek dvé latky:
luciferin a luciferazu

na zemi svétélkuji zejména brouci z Celedi Lampyriade (svétlusky) a néktefri
kovafici (napf. Pyrophorus noctilucus)

v mofi bylo zatim objeveno pfiblizné svétélkujicich 250 druhl: medusy,
chobotnice, krakatice, ryby, paryby, atd. Zatim nebyl objeven zadny
sladkovodni Zivogich jevici bioluminiscenci..

bioluminiscence zivoCichu je z evoluéniho hlediska vysvétlovana riznymi
dlvody: hledani partnera (svétlusky), lakani kofisti (napf. ryba zubatka,
nektere druhy svetlusek), maskovani (zraloCek brazilsky), zastraSeni
nepratel (ryba stfibrnac, medusy z ¢eledi klanonoZzcu)

bioluminiscence hub (napf. nékteré druhy vaclavek, ,Jack-O-Lantern®,
helmovky)



Bioluminiscencni houby

- znamo je asi 70 druht hub jevicich bioluminiscenci

- nékteré rostou i v CR (vaclavky a helmovky)

- nejCastéji drevokazné houby

- nékdy neni jasné jaky ma produkce svetla pro houbu
vyznam...



Struktura GFP

GFP byl objeven Shimamurou v 60.
letech

V roce 2008 byla udélena Nobelova
cena ,za objev a vyzkum zelene
fluoreskujiciho proteinu® (Osamu
Shimomura, Martin Chalfie, Roger Y.
Tsien)

GFP obsahuje bézné aminokyseliny,
ale ve slunecnim svétle jevi lehce
nazelenalou fluorescenci (kolem 500
nm), stejné jako ziva Aequorea
Victoria v mofi...

Klicova sekvence (Ser-Tyr-Gly) se
nachazi ,uvnitf plechovky”

Protein ma celkem 238 aminokyselin
(26,9 kDa)



Struktura GFP

GFP vznika cyklizaci, dehydrataci a oxidaci vzduSsnym kyslikem
sekvence proteinu obsahujicim Ser-Tyr-Gly
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Tsien Y. R., Annu. Rev. Biochem. 1998. 67:509—44.



GFK — Green Fluorescent Kralik



Pouziti GFP v chemii a biologil

nejde o bioluminiscenci (chemiluminiscenci), ale o
fotoluminiscenci (excitace lampou, nebo laserem)

obecne lepsi rozliseni pri sledovani mikroskopem
sledovani genové exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Triboluminiscence



Triboluminiscence

 pfi skrabani, drceni, nebo treni muze dojit
K preruseni asymetrickych vazeb krystalu
(cukr, diamant)

* naboj je po preruseni asymetrickych
vazeb nerovnomerne rozlozen

* pfi vyrovnani naboju v krystalu dochazi k
luminiscenci



FRET

 FRET je Fluorescence Resonance Energy
Transfer — FluorescencCni rezonancni energeticky
transfer

« podle objevitele Forster nazyvan také Forster
Resonance Energy Transfer

* prenos energie mezi dvema fluorofory vzdalenymi
10-100 A



Dexter electron transfer

theoretically proposed by D. L. Dexter in 1951

NOT that DEXTER from TV series! rd
so called Dexter energy transfer
is a (fluorescence) quenching mechanism in s I* Vl' HA
which an excited electron is transffered from
one molecule (a donor D) to a second
molecule (an acceptor A) via non radiative way LUMO +/"\
pat
wavefunction overlap between acceptor and Donor Acceptor
donor is required ¢ KON
only short distances (typically within 10 A) oM = R
ket o Jexp [_Tz}.] J = ffn(;‘*} ea(A) X dA ¢ |
v
- Rate of ET is proportional to J spectral overlap - .¢ f -+

- ris the separation of D from A
- L is sum of Van der Waals radii of the D and the A



Forster resonance energy transfer

- so called fluorescence resonance energy transfer (FRET)
- Theodor Forster was german physical chemist

Energy transfer

light light
or
(...: ............. > . -
distance quenching of light

ET between two chromophores (donor D and acceptor A) with appropriate
spectral properties

D may transfer energy to an A through nonradiative dipole-dipole coupling
efficiency of this ET is inversely proportional to the sixth power of the distance
between donor and acceptor

The method (FRET) is often used in analytical chemistry and biochemistry



1. prvni fluorofor (donor) je excitovan specifickou vinovou délkou

2. misto fluorescence je energie pfenesena na druhy fluorofor
(akceptor)

3. Akceptor vyzafi pfijatou energii ve formé svétla
Podminky:
a) vzdalenost mezi molekulami je mensi, nez 100 A

b) emisni spektrum donoru se prfekryva se absorpcnim (excitaCnim)
spektrem akceptoru

c) molekuly maji stejné orientovany dipolové momenty

Donor
Fluorophore

Donor J(A) Acceptor
fluorescence absorption Sy T
= 1 Acceptor
Sy — Fluorophore
; \‘-“ ET \ —
Absorption IC T — —

IC
Emis siong :

Emission :

Wavelength (A) : E

Il




FRET: schema




Aplikace

 sledovani strukturnich a  konformacnich zmén (dvé molekuly
(pfipadné dveé cCasti molekuly) jsou oznaCeny donorem a
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vymene energie

* sledujeme: studium struktury proteint, polynukleotidi, DNA,
protein-protein interakce, DNA-protein interakce, atd.

« analyticke aplikace



Sledovani zmeén konformace
molekuly

* napr. sledovani zmen struktury proteinu, pripadné jinych
biopolymer
« nevyhoda: ovlivnéni struktury navazanim fluoroforu

KONFORMACE 1

OOE

FRET KONFORMACE 2



