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Rozdéleni luminiscence podle Jablonskeho diagram
ZdrOJe EXCItaCG vibraéni relaxace
« fotoluminiscence - absorpce energie ve formé svétla s { fluorescence
2 ~ -

e chemiluminiscence a bioluminiscence - zdrojem energie je x [ B
chemick4, nebo biochemicka reakce E vnitfni Sli 1=

. . . konverze H .
» elektroluminiscence — zdrojem je el. proud Tl{ %
» katodoluminiscence —  zdrojem je proud elektrond absorpce -

* thermoluminiscence
— zdrojem je radioaktivni zafeni

« mechanoluminiscence - zdrojem je mechanicka energie (triboL,
piezolL, atd.)

— krystalizace je doprovazena luminiscenci

« dalSi zdroje (sonoluminiscence, atd.) 3
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Vnitfni konverze

nejvyssi vibracni hladinou nejnizsi singletové hladiny (S,).

a) vibraéni hladiny S, sahaji az k vibra¢nim hladinam S,. Elektron se
tak miZe prejit mezi S; a S, bez toho, aby se vyrazné zménila
jeho energie.

S1
SO
b) vibragni hladiny S, a S, jsou blizko sebe a za jistych okolnosti

muZze elektron prejit diky tunelovému efektu. Pravdépodobnost
tohoto déje se zvy3uje se zmensenim vzdalenosti mezi hladinami.

S

S, 5

Franck-Condonuv princip

» molekuly maji v zakladnim a v excitovaném stavu obecné rizné
dipélové momenty i polarizovatelnosti (je to zpGsobeno
elektrostatickymi interakcemi s okolim molekuly — napf. solvataci)

» okamzité po absorpci neni excitovana molekula v rovnovazném
stavu a do rovnovazného stavu se dostane az dojde k vyrovnani
sil, které na ni pasobi

» doba potfebna pro molekularni relaxace je mnohem delsi, nez je
rychlost elektronového prechodu, ale obvykle kratSi, nez doba
Zivota excitovaného stavu

e emisi dochéazi ze stavu, kdy jiz bylo dosaZzeno rovnovazné
konfigurace

» okamzité po vyzareni svétla se molekula nachazi v
nerovnovazném stavu — vibraéni relaxace na zakladni hladiné

1 - rovnovézna konfigurace v zakladnim stavu

2 — nerovnovazné konfigurace v excitovaném stavu
(Franckav-Condonav stav)

3 —rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
(Franckav-Condonuv stav
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Zpozdéna fluorescence

.PFiznaky“ zpozdéné fluorescence:

1. &as vyhasinani tohoto procesu je
srovnatelny s ¢asem vyhasinani
fosforescence

2. vilnova délka emitovaného zéareni je
stejné jako u fluorescence
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Zpozdéna fluorescence

< AE (teplo, srazky, atd.)
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 jde o termalni excitaci molekuly s nejnizsi
hladiny tripletového stavu zpét na nejnizsi
hladinu excitovaného singletového stavu (je to
reverzibilni mezisystémovy pfechod (reverse
intersystem crossing) mezi T, a S;)

* k fluorescenci dochazi po navratu na S, (proto je
vinova délka je stejna jako u ,bézné*
fluorescence)

* mezisystémovy prechod zpusobuje zdrzeni
celého déje (€as vyhasinani je mnohem delsi,
nez u ,bézné" fluorescence)
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Typy termalni excitace

E-typ zpozdéné fluorescence — probiha u pevnych vzorkl a je
doprovazen zahfivanim systému, pfipadné statistickou fluktuaci
elektrond mezi hladinami (jen pokud rozdil mezi tripletovou hladinou
a excitovanym singletem neni pfilis vysoky). Jedna se o
jednofotonovou absorbci a zavislost mezi intenzitou emise a
intenzitou budiciho zafeni je linearni. Poprvé byl tento jev pozorovan
u eosinu (E-typ).

P-typ zpozdéné fluorescence — k excitaci dochézi po kolizi dvou
molekul v tripletovém stavu. Jedna molekula v tripletovém stavu
odevzda nezafivé svoji energii druhé molekule v tripletovém stavu a
ta prejde do excitovaného singletu (triplet-triplet annihilation).
Rozdily mezi S, a T, mohou byt vy3Si, nez u typu E. Je to
dvoufotonova absorbce (excitace dvou molekul), proto je intenzita
fluorescenéni emise pfimo umérna ¢Etverci intenzity budiciho zéfeni.

Tento jev byl poprvé pozorovan u pyrenu (P-typ).
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Vliv prostfedi na luminiscenci
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Vliv vnéjSiho prostredi na
fluorescenci
» okolni prostfedi (rozpoustédlo, pH, atd.) ma ve
fluorescenéni  spektroskopii vétsi vliv na

vyslednou podobu spekter, nez
spektrofotometrie (UV-Vis)

?

« vétsSi vliv okoli na molekuly v excitovaném stavu
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1 - rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
2 — nerovnovazna konfigurace v excitovaném
stavu (Francklv-Condonlv stav)

3 —rovnovazna konfigurace v excitovaném
stavu (zavisi na okoli molekuly)

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim
stavu (Francktv-Condonuyv stav
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Vliv rozpoustédla

* moznosti interakci mezi molekulou analytu a
rozpoustédla: dipol-dipdl, dipol-indukovany dipal,
vodikové mastky...

* rozpousStédla, ktera tvori vodikové mustky maji
vliv na n-1m* pfechody (tato rozpoustédla se
chovaji jako velmi slabé Brgnstedovy kyseliny a
atomy s nevazebnymi elektrony jako zasady a
caste€né pfijimaji proton)

 polarita rozpoustédla nejvice ovliviiuje TT-11*
(polarni rozpoustédla sniZuji energii %)
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Vliv polarniho rozpoustédla

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/javal/jabl

onski/solventeffects/index.html
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Nativni fluorescence proteint — vliv
polarity okolniho prostredi
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Figure 16.5. Emission spectra of indole in cyclohexane, ethanol, and
their mixtures at 20 °C. From Ref. 23,
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Zhaseni luminiscence
(luminescence quenching)

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

 vS8echny mozné procesy zhaSeni jeSté nejsou
zcela vysvétleny

 dynamické (nékdy téz kolizni) a statické zhaseni
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Dynamickeé zhaSeni luminiscence

k interakci mezi zhase¢em a potencialnim fluoroforem dojde po
excitaci, kdy excitovana molekula vytvofi ,komplex“ s jinou ¢astici
(molekulou, ,species"), ktery nefluoreskuje — dojde k vytvoreni
novych hladin a dojde k deexcitaci vnitini konverzi. Typicka je napf.
tvorba komplexu s kyslikem rozpusténym v rozpoustédle (oxidace),
I, Cs*, akrylamidem, atd.

FJ/F =1+Kg,[Q]

Stern-Volmerova rovnice: F, je intenzita fluorescence bez zhaSedla,
F je intenzita fluorescence se zhaSedlem, K, je Stern-Volmerova
zhaSeci konstanta, Q je koncentrace zhaSedla

dynamické zhaSeni snizuje t
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Dynamické zhasSeni

Fo/F

0.00 0.01 0.02 003 0.04 005 0.06 o.o7

Concentration of I (M)

ZhéaSeni fluorescence fluoresceinu za pfitomnosti I-
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Zhaseni luminiscence

« statické zhaSeni: ke ,komplexaci“ dochazi v zakladnim
stavu (vytvori se nefluoreskujici komplex). Luminiscence
jsou pak schopny jen disociované molekuly, ale rychlost
disociace je mala ve srovnani s se zafivymi pfechody (-
zafivé prechody jsou neefektivni). Typicky pfiklad —
komplexace tézkym kovem (snizeni fluorescence kys.
salicylové po komplexaci Fe(lll).)

FJ/F =1+ K,[Q]
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Luminiscence molekuly je
charakterizovana:

emisni spektrum (emisni maximum), excitaéni
spektrum (excitacni maximum), Stokesuv
posun, kvantovy vytézek, ¢as vyhasinani
luminiscence
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Emisni a excitacni spektra

emisni spektrum (fluorescenéni resp. fosforescenéni spektrum):
zavislost intenzity luminiscence na vinové délce. Mé&fi se pfi konstantni
A

ex*

excitaéni  (aktivaéni, ,absorpéni“) spektrum: zavislost absorpce
luminoforu (fluoroforu) na vinové délce. Mé&fi se pfi konstantni A,

Stokesiv
0sU
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Excitacni spektrum

T T T T

S
' ' A

3

T T T T
250 00 250 400
Wavelength (nm)

Excita¢ni a absorp&ni spektrum maji podobny tvar, jestlize absorbuje pouze
ta ¢ast molekuly odpovédna také za fluorescenci
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Emisni a excita¢ni spektra

( : rozdil mezi emisnim a excita¢nim
maximem (v hm)

e Kashovo pravidlo : tvar emisniho spektra neni
ovlivnén vinovou délkou excitace a Ize excitovat
zarenim s kteroukoli vinovou délkou z excitaéniho
spektra

* nejvyssiintenzita luminiscence  : excitace vinovou
délkou rovnou excitaCnimu maximu

, nebot pfechod z T, do S, je spojen s mensim
rozdilem energie, nez pfecﬁod z %1 do S,
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3D luminiscenéni spekitra

« emisni vs. excitacni spektra
« emise (resp. excitace) vs. Cas

« synchronni sken

Fluorescence
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Zrcadlove pravidlo

emisni a excita¢ni spektra organickych latek maji podobny
tvar, ale jsou zpravidla zrcadlové obracené

Rhodamin 6G

10,04 — Emise

IF [a.u.]

2 [nm]
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Fluorescence Absorption

Energy

Nuclear Coordinates

http://en.wikipedia.org | 29

Emisni spektra

Fluorescence

Aditivni pravidlo : fluoreskuje-li po ozareni ve vzorku vice nezavislych
fluoroford, vysledna emise je souctem pFispévkd emisi téchto latek. Toto
pravidlo v8ak plati pouze pro molekuly, které spolu nevymériuji energii...  3g

Fluorescence a fosforescence
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Cas vyhasinani fosforescence — 10 aZ nékolik s
Cas vyhasinani fluorescence — 10-12 az 10

Fosforescence: posun emise k vySSim vinovym délkam a1

Zakladni vztahy

A=cle =log (®/P) (Lambert-Beer av zakon)

A — absorbance, ¢ — koncentrace, € — absorbéni koeficient, | — tloustka kyvety,
@, - zafeni vyslané na vzorek, @ - zareni proslé vzorkem

F=ko®, (1-10°¢)

F — fluorescencéni signal (fotony/s), k — podil emitovanych fotond, které dorazi
na detektor, ¢ — vytéZek luminiscence

F=ko®, 23cle
zjednoduSeny vztah pro nizké koncentrace

32




,Cas Zivota“ (lifetime) fluoroforu

» nestudujeme jednu molekulu s fluoroforem, ale
mnoho molekul s populaci elektront na
excitovanych hladinach

e na zékladé studia systému z mnoha molekulami
uréujeme ,Cas Zivota“ urcité molekuly s
fluoroforem

dn*/dt = -n* Q + f(t)

n* je pocet excitovanych c&astic, t je ¢as, Q je rychlostni konstanta emise

fluorescence, f(t) je €asova jednotka (Cas excitace)

33

 jestlize k excitaci dojde v Case t = 0, pak:
dn*/dt = -n* k
pro pocet excitovanych molekul Ize rovnici zapsat takto:
n*(t) = n*(0) exp k t
jestlize:
1=kl
pak:

n*(t)/n*(0) = e Ut

T je tedy Cas, kdy 1/e molekul (36.8%) je v zakladnim stavu

34

Cas Zivota luminiscence

kfivka vyhasinani ma pro stejné ,species” exponencialni prabéh

n*(t)/n*(0) = e -¥"

1.00(-

intensity Exciting pulse

1/e / Fluorescence

T time 35
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Vytézek luminiscence

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

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

jestlize rychlost deaktivacnich procest je pomala ve srovnani s k;
potom kvantovy vytézek je vysoky

kvantovy vytéZek:

O = Nem/Nabs = I(—:-m/Iabs = Iem/(lo'l)

@<, (Stokesuv posun)
energitcky vytézek:

(‘pe = Eem/Eabs = hvem/hvex

36




Pura & Appd. Cham,, Vol 83, Na. 7, pp. 1107-1114, 1988,
Priraad in Great Briwaln,
B 1588 ILPAC

INTERNATIONAL UNION OF PURE
AND APFLIED CHEMISTRY

ORGANIC CHEMISTRY DMWVISION
COMMISSION ON PHOTOCHEMISTRY*

REFERENCE MATERIALS FOR
FLUORESCENCE MEASUREMENT

FPrepared for publication by
DAVID F. EATON

E. I. du Pont de Nemours & Co., C R & D, Experimental Station,
Bldg 328, Wilmington, DE 10898, USA
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Stanoveni kvantového vytézku

1) absolutni stanoveni (primarni metody)
e chemicky aktinometr
»  kalorimetrie

» kalibrované zdroje zareni, korekce spekter,
integracni koule atd.

2) relativni stanoveni (sekundarni
metody)

. srovnani s fluorescenénim standardem

38

Stanoveni kvantového vytézku

Chemicky aktinometr

roztok Stavelanu Zelezitého absorbuje vSechno zafeni o
vinové délce mensSi nez 490nm

absorbované zéfeni se velikou G€innosti redukuje Fe(lll)
na Fe(ll)

titracné lze urCit kolik Fe(lll) se pfeménilo na Fe(ll) a
nasledné spocitat kolik foton proslo systémem

usporadani  chemického aktinometru pro uréeni
kvantového vytéZzku: kyveta se vzorkem je obklopena
aktinometrickym roztokem, kromé malého okénka, které
propusti do vzorku excitacni zafeni. Emitované zareni je
pak zachyceno do aktinometrického roztoku.
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Begion Compound Solvent. & Bet,
270-300 nm Benzene Cyclohexane 0.05+0.02 a
300-380 nm Tryptophan* HpO (pH 7.2) 0.14£0.02 b

300-400 nm Naphthalene Cyclohexane 0.23£0.02 [
315-480 nm 2-Aminopyriding 0.1 N HaSOy4 0.60£005 d
360-480 nm Anthracene Ethanol 0.271+0.03 ae

400-500 nm 9,10-Diphenyl-  Cyclohexane 0.90+0.02 f.g

anthracene
400-600 nm Quinine 1 N HoS804 0.546 e, g
Bisulfate
600-650 nm Rhodamine 101 Ethanol 1.0£0.02 h
600-650 nm Cresyl Violet Methanol 0.54+0.03 i

40




Stanoveni kvantového vytézku

‘ kvantovy vytézek: @ = Ng/N

abs

* pro stanoveni kvantovych vytézk( pouzivame fluorescen €ni standardy (tj.
latky s definovanym kvantovym vytézkem)

* potfebujeme znat molarni absorpéni koeficienty (nebo hodnoty absorbanci pfi
stejné koncentraci) stanovované latky i standardu pro vinovou délku
excitaéniho zafeni

» zméfime a porovname plochy (F) emisnich spekter

* pro rizna rozpoustédla je tfeba pocitat s indexem lomu (voda/ethanol =5 %,
voda/DMSO = 20 %, atd.)

2
st nx

€

FX
¢.= @, X
F

&

st X st
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Stanoveni kvantového vytézku -
problémy

 vnitiné filtracni efekt (samoabsorpce)

* ruzna citlivost detektoru pro razné vinové délky
» proménlivé intenzita excitaéniho zdroje

» korekce na refrakéni index

» polarizagni efekt

» necistoty ve standardech

» rozptyly (Raman, Tyndal)

42

Luminiscence a struktura latek

43

Typy pfechodu

Prechod o - o*: jednoduché vazby (napf. C-C, nebo C-H),
vyZaduji velikou energii (méné nez 190nm, vakuova
oblast)

PFechod n - o*: nutné pfitomnost atomu s volnym
elektronovym parem (N, S, |, Cl, Br), absorpce kolem
200nm.

Prechod 1 — 1*: slou€eniny s dvojnymi a trojnymi vazbami,
¢im lepSi konjugance vazeb, tim vySSi vinova délka
(energeticka hladina nejvyssiho obsazeného vazebného
orbital se zvySi a energeticka hladina nejnizsiho
nevazebneého orbitalu se snizi — nizsi AE),
delokalizované T orbitaly aromatickych systéma — rozdil
energii je nizky (absorpce ve Vis oblasti)

v molekule je kromé dvojné vazby pfitomen také
atom s volnym elektronovym parem (N, S, Cl...), nizk&
energie, ovlivnéni 1 — * pfechodu 44




Typy prechodu — org. latky

hladiny energii molekulovych orbitald
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Struktura organickych molekul a
luminiscence — zakladni pravidla

1. luminiscenci vétSinou nepozorujeme u uhlovodikd bez dvojnych
vazeb (o — o* pfechod)

2. luminiscence je vzacné také u nearomatickych uhlovodikd s
dvojnymi vazbami, nékdy pozorujeme slabou fluorescenci
molekul obsahujicich karbonylovou skupinu v UV oblasti
(pfechod n—1*), nebo u vysoce konjugovanych (ale
nearomatickych) molekul (vitamin A)

3. vétSina aromatickych uhlovodiku jevi dobrou luminiscenci (TT—1r*
pfechod)

46

Zakladni pravidla

4. Aromatické systémy s prechody n—1r* zvysuiji intensitu fluorescence

(molekuly obsahuji atomy s nevazebnymi elektrony — N, O, S). U
jednoduchych molekul obsahujicich karbonylovou skupinu (napf.
benzofenony), nebo heteroatomy (pyrimidin, pyrazin) je ¢asto
pozorovana i fosforescence.

Skupiny pfipojené na aromatické jadro ¢asto silné ovliviauji
fluorescenéni vlastnosti molekuly. Tyto skupiny mohou ménit
polohu nejnizsi vibraéni hladiny excitovaného stavu (tykéa se to jak
n—T1*, tak i T—1* pfechodl) — viz. tabulka.

a7

skupina vlivna @ vlivna @,
alkyl nepatrny zvyseni
hydroxo, methoxo zvySeni zvyseni
Karboxylova, keto velké snizeni velké zvyseni
Nitro, nitroso shizeni zvyseni
amino zvyseni zvyseni
sulfhyrylova shizeni -

sulfonova nepatrny -

kyano zvyseni -

X snizeni zvySeni

48




6. molekuly s planarni a rigidni strukturou maji vyssi kvantovy
vytéZek, nez molekuly s velkym stupném volnosti (konjugace
takovych systém je vySSi, interakce se solventem je nizsi
(fluorescein x fenolftalein, rizna fluorescence isomeru téz

molekuly).

COO-

Fluorescein (vyborné
fluorescenéni vlastnosti)

=

COO-

Fenolftalein (barevny, ale
nefluoreskujici indikator)

49

jestlize je na aromatickém jadie halovy prvek mazeme
pozorovat tzv. efekt tézkého atomu: pfitomnost
téZkého prvku zvySuje pravdépodobnost prechodu na
Sy — T4, coz ma vliv na zvySeni .

jestlize jsou aromatické jadra téZze molekuly oddélena
alkyovou skupinou je systém slabé, nebo vubec
konjugovan (mensi kvantovy vytézek, nizsi vinova

délka emise).

50

Luminiscence a struktura

prechod m— 1r* €im vice je v molekule konjugovanych vazeb, tim
vy$Si ma emitované zareni vinovou délku

Vzorec Nazev |A,, Ay | P D,

© Benzén 205 278 |0.11| 0.26
Nafatlén |286 321 |0.29| 0.1
Antracén | 365 400 |0.46 | <0.01

OOOO Naftacén |390 480 |0.60 -
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Luminiscence organickych
molekul: ukazky

52




*HzH —(::—H *HaH 7(::—11 *HaH _(I;7|-| C h I n I n
|
lcuz CHy (I;HZ
Se NN ~
i OH HO
Tryptophan Tyrosine Phenylalanine N
(o]
He” N
Absorpce Fluorescence N
Aminokyselina Vin.délka Abs. Vin.délka Kvantovy
(nm) koeficient (nm) vyt ézek 3908
P B emisni maximum: 446 nm
Tryptofan (Trp) 280 5,600 348 0.20 . excitadni maximum: 349 nm
Tyrosin (Tyr) 274 1,400 303 0.14 _f Stokesuv posun: 97 nm
Fenylalanin (Phe) 257 200 282 0.04 ° E
1. P. Pekarkova, Bakalafska prace, 2005 .1 R
2. www.biotek.com 53 200 Excitation (nm) 880 54

Derivaty fluoresceinu Derivaty rhodaminu

~ .
M O N o
WAL
P cofd
L o |
L 5
] L &
g | L 5
g L8 5
g | 3
2] K 47
—_ . e 3
excitaéni maximum: 494 nm | | Ez J
emisni maximum: 520 nm ‘ . . . )
350 400 450 500 550 600 650 14
Wavelength (nm) 0] T T T
550 600 650 700 750
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VInova délka [nm]




Fluorofory s emisnim maximem v
oblasti kolem 600nm

R=CO0OH ABSORFPCE 598 nm (42000) ABSORPCE 568 nm (98000)
EMISE 665 nm EMISE 595 nm
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Anorganicka luminiscence
Zakladni typy prechodu - komplexy

* Metal Centered (MC)

* Ligand Centered (LC)

* Ligand to Metal Charge Transfer (LMCT)
* Metal to Ligand Charge Transfer (MLCT)
e Ligand to Ligand Charge Transfer (LLCT)
* Metal to Metal Charge Transfer (MMCT)
 Intraligand Charge Transfer (ILCT)
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Excimery a exciplexy

« excimer (excitovany dimer) se tvofi,
jestlize spolu reaguji dvé excitované
castice

* jestlize se jedna o dvé rlzné excitované
.species®, tak vznika exciplex

AV'B -"[A B
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Excimery a exciplexy

T
==

Face to face excimer

P*+ P,

JAG = AH-TAS
TTT=-10-0.3(-20)
= —4 kcal/mole
v
{monomer)

P, Py+Py
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Excimery a exciplexy

 zafiva deexcitace excimeru (fluorescence)

e nezariva deexcitace

« excimer reaguje s jinou molekulou (napf.

Diels-Alderova reakce)
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Pouziti luminiscenéni
spektroskopie v analyticke
chemii
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Luminiscencni analyza

Kvantitativni analyza:
F=ko®, 23cle
Vysoka citlivost metody:

* pouziti laseru
» odezva na relativné malé zmény v okoli
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Luminiscenéni stanoveni Vnitfni a vnéjsi luminiscence

e vnitfni/intrinsic (nativni luminiscence) — molekuly
., . |ze stanovit bez vyrazného zasahu do

nativni luminiscence sledovaného systému, zpravidla aromatické
tvorba luminiscenénich komplexu latké

luminiscencéni znacky
luminiscenéni sondy
propojeni s dalSimi metodami

» vnéjSi/extrinsic luminiscence — do sledovaného
systému pfidame fluoreskuijici Cinidlo(barvivo),
jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci
analytu, pfipadné se na néj navaze

65 66
N - z I . slowenina e (Nm) rem 2 (NM)
atlvn I U I I I I n |Sce n Ce indole group 270-290 330-350

Class Compounds? LSD 325 365
aromatic amino acids phenylalanine (F) quinine 347 448

tyrosine (F) papaverine 315 347

tryptophan (F, P} -
vitamins vitamin A (F) berberine 352 a 432 548

o e caffeine 270 303

vitamin B1z (F) purine 265 380

vitamin E (F)

folic acid (F) adenosine 272 390
catecholamines dopamine (F) K

nerepinephrine (F) cytosine 267 313
pharmaceuticals and drugs quinine (F) uracil 258 309

salicylic acid (F, P)

morphine (F) 3-hydroxocoumarin 316 372

barbiturates (F) " -

LSD (F) riboflavin 370 a 440 565

codeine (P)

caffeine (P) GFP 400 a 475 510

sulfanilamide (P) nicotineamids 470 515
ervironmental pollutants polyeyclic aromatic hydrocarbons: -

pyrene (F) cyanocobalamin 275 305
benzola]pyrena (F) .

organothiophosphorous pesticides (F) calciferol 348 420

carbamate insecticides (F) :

bOT () 67 retinol 325 470 an




Peptidy, proteiny, AK
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I
*HgH —(|:—H *HsH —(I:—H *H3H _(I;—H
|
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|
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-
CH
" Sy
H
OH
Tryptophan Tyrosine Phenylalanine
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Nativni fluorescence proteint — vliv
polarity okolniho prostredi

> o 1 100% E+OH
10F
5 INDOLE in
=z Cyclohexane -
‘{.‘f Ethanol
= Mixtures
w L 20°C
2] Q5
]
Q
@
ul
[od
S
| 0 1 1
e 300 350 400

WAVELENGTH (nm)

Figure 16.5. Emission spectra of indole in cyclohexane, ethanol, and
their mixtures at 20 °C. From Ref. 23,
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Stanoveni anorganickych iontu

Komplexuj ici €inidlo lont kovu
8-hydroxychinolin A3+, Be2+, Zn2+,
Li+, Mg?* a dalsi - o
Flavonal Zr2+ Sn4* Ho—@—n:n@
2-(o-hydroxyfenyl) benzoaxazol | Cd?* S
1,10 - fenntrolin Ln3+ ch'N@
/
RGzna azobarviva A3+, Be2*, In3*, Ha@w o
Hf(|V)’ Th(lV), N fluorescent complex
SC3+, Ca2+’ M92+,
Sn(lv), Y3+
Benzoin B,O.%, Zn?*
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Fluorescenéni znaCky a sondy

fluorescen ¢€ni znac€ky (fluorescent labels) jsou vnéjsi (extrinsic
fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteintim, peptiddm, ligandim, oligonukleotidim a jinym) vazou
kovalentni vazbou

fluorescen ¢€ni sondy (fluorescent probes) jsou vnéjsi fluorofory,
které se ke sledované strukture vazou nekovalentné a ¢asto pfitom
méni své fluorescenéni vlastnosti.
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Derivatizace fluoroforem

Vnitini (nativni) x vnéjsi luminiscence
luminiscen €ni znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnit Fni, nativni,
pFirozené) luminiscence Ize derivatizovat
luminiscen €nimi zna €kami

Omezeni: Ize detekovat i i,

jednotlive  molekuly (,single ;-

molecule detection”) obsahujici I i MWW

siiné luminofory, problém je - x |

jejich navazani na analyt... " R
Rhodamin B (c =1x1012mol.I1)
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Vybér fluorescencnich znacek
kritéria pro vybér:
spektralni vlastnosti  (excitace, emise, kvantovy vytézek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalsi)

podminky reakce (pH, koncentrace...)

hydrofobicita

7

Vybér luminiscenéniho barviva
— spektralni vlastnosti

— thodamin B

— REITC
sulforhodamin B
— thodamin 123
W — thodamin 6G

500 530 540 560 80 600 420 640 660 &0 70
2 [nm]
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Vybeér luminiscenéniho barviva
— spektralni vlastnosti

RBITC

450 500 550 600 650
2 [nm]
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Vybér fluorescencnich barviv

Common 40 AS5T 488 514 610 632
Laser 300 n 400 nm 500 nm

800 nm 700 nm
Lines l N PE-TR Conj.
‘ Texas Red

PI

Ethidium

PE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cytomeiry Laboratories
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Fluorescenéni znacky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

Hzh~| Biopolymer

o@ H;\j g» o_ﬁ_m sukcinimidyl estery (Rh6GSE)

sulfonyl chloridy - - = @D+ {prorome]

°N=c=s g;’ﬂm—ﬁ—w iSOthiOkyanéty (FITC, RB'TC)
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Fluorescencni znaCky — vazebna mista
thiol-reaktivni znaCky

Ks— Biopolymer
o . @]
NHJJ\/I E———— NHJ\/S Biopolymer

Hs— Biopolymer
2 o
&, .
c o
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Fluorescencni metody v
imunoanalyze

Imunoanalytické metody:
 drive hlavn & tvorba precipitatu

» dnes zna €ené hlavn é rdznym zp Gisobem zna €ené
reaktanty (antigeny a protilatky)

* radiometricky, enzymaticky ,
(luminiscen €né) zna€ené reaktanty

* enzymové metody mohou mit luminiscen €ni detekci
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Fluorescencéni imunoanalyza (FIA)

* poprvé pouZzity v roce 1964

» (Casto ovlivnéna fluorescenci matrice a samotného
vzorku

* muze byt pouzita i TR-FIA (Time Resolved Fluorescence
Immuno Assay). Tato metoda vyuziva jako znacek
chelatu s lanthanitych kationta (Eu®*, Th3*, Sm3* a
dalSich)

* FIA Ize provadét v homogennim i heterogennim
prostfedi, v kompetitivnim i nekompetitivnim usporadani

[ FAb+<Ab+<Ab-F —— [ Jb-<Ab [ Jo-<Ab-F

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostfedi 84




Fluorogenni substraty — stanoveni
enzymatické aktivity

Princip: volny fluorofor ma jiné luminiscenéni

vlastnosti, nez kdyz je navazany na biomolekulu.

Fluorofor je na biomolekulu navazan vazbou,
kterou Stépi stanovovany enzym.

-ap-a F

enzym  znaceny
substrat g5

Fluorimetricka EIA

« Enyzmoimunoanalyza v homogennim
(EIA) a heterogennim prostfedi (ELISA)

Existuje nékolik moznosti:
« antigen je znacen enzymem
« antigen znaceny enzymem se srazi s protilatkou

e nesrazeny antigen s enzymem lze stanovit takto:

enzym
O — Il o
4-metyl-umbelliferyl-D-galaktoSid ———————p beta-D-galaktosa + 4-metyl-umbelliferyl
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Déleni fluorescencni
iImunoanalytickych metod

¢ Fluorescence Immuno Assay (FIA)
* Fluorescence Polarization Immuno Assay (FPIA)
« Time Resolved Fluorescence Immuno Assay (TR-FIA)

* Elektroluminiscenéni, chemiluminiscence a dalsi

« Enzymatické metody s luminiscencni detekci
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Radiometricka vs. fluorescencni
detekce v imunoanalyze

« dfive byla nejcitlivéjSi metodou RIA, ale s
pfichodem levnych laserU je rozSifenéjsi
luminiscenc¢ni detekce

 detekéni limity obou metod jsou
srovnatelné (az 1012 g.I'1), ale
luminiscencéni detekce je bezpecnéjSi a
levnéjSi
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CH;

L-Alanine 7-amido-4-methylcoumarin: fluorogenni substrat
pro stanoveni Aminopeptidaz

89

NO,
OH

HO- @] Cl

o
T

HO

2-Chloro-4-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside: fluorogenni substrat
pro stanoveni b -Glucosidase

90

Fluorescein dibutyrate: fluorogenni substrat pro stanoveni esteraz a lipaz

91

4-Methylumbelliferyl phosphate: fluorogenni substrat pro stanoveni fosfatazy
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Amplex Red
O
|
|

N
C-CHy

Fluorogenni substraty

e eerrr R »@j
CH,OH CH,OH Ha G,
[<} [<] =77 ™R
OH “S—0p = OH S
H

5

N\ N o
OH OH J FTF (CH,), o'C —0CH,
N B/F CHay o ~F DCH i
SN N o ¢H ,0—P—0CH,CH M(Cr—|3)3
Ly o
HyC
2 2 ? ;
c 0., NH-C—{PEPTIDE PEPTIDI N, 0~
L LS L
5 7
’Ib —0 Peplidase ey Pepiidase_ f e o
S U o \.’jo
Bisamide Monoamic ide Rhocaming 110
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Fluorescenéni sondy

» vnéjSi fluorofory, které se ke sledovanym
molekulam, iontim, atd. vazi nekovalentni
vazbou

» zména fluorescenéni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisniho maxima, zména
¢asu vyhasinani)

* Princip: rdzny vliv na Franck-Condon(v
excitovany stav
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Fluorescencni sondy pro vyuziti v
analytické chemii, mediciné a biologii

» kromé& méreni emisnich spekter se vyuziva zejména
fluorescenéni mikroskopie, zh&Seni (emise i ¢asu
vyhasinani)

 fluorescencni indikatory: sondy citlivé na urcitou latku
(vétSinou anion, ¢i kation)

» sondy pro polaritu prostiedi

* membranové sondy

 fluorescenéni sondy pro nukleové kys.

o dalsi

* www.molecularprobes.com
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Indikatory pro anorganické ionty

« disocia €ni konstanta — musi byt srovnatelna s méfenou koncentraci
kationu (koncentrace mensSi nez desetina nebo vési nez desetinasobek
disocia¢ni konstanty zpUsobuji pfili§ malé zmény v pozorovaném
signalu)

« pro sondy, u kterych dochazi k narustu intenzity fluorescence plati
vztah:

Ca= Kd (I'Imin)/(lmax'l)

_CH,COOH

“CHCO0H
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Indikatory pro anorganické ionty

pro sondy, které vykazuji spektralni posun
se pouziva:

Ca= Kd (SFO\Z)/SB()\z)) (R - Rmin)/(Rmax - R)

kde R = I(A,)/I(A,) je pomér intenzit pro dvé
excitacni vinové délky A, a A,, Ryn @ Rpax
jsou pomeéry pro sondu volnou a plné

obsazenou analytem, | e .
Se(A,)/Sg(N,)=ecPe/egPg, € - extinkeni , \
koeficienty, ® - kvantové vytézky sondy /\\ o
excitované pfi A,.

Flarb, scale)

wavelength (o)

Indikatory pro anorganicke ionty

 nejCastéji indikatory Ca?*, Mg?*, Zn?*, Na*
nebo K*
« indikatory jsou zpravidla chelatacni Cinidla

 rlzné obchodni nadzvy (napf. Fura-2,
Calcium Green, Indo, atd.)
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Stanoveni Ca?*

« stanoveni Ca%* pomoci fluorexonu (calceinu)

 analytické stanoveni Ca?* (i v pfitomnosti Mg?*) —
vymizeni fluoreskujiciho komplexu Ca2*-fluorexon pfi
titraci pomoci EDTA v zasaditém prostiedi

CHN(CH,COOR),  CH,N{CH,COOR],

R = -CH,00CCH,

100




(ion-free reference EGTA
solution) =% |

Ian' Fez+| Co2 | Niz+ | cuz+ z.-.blcaz

Ho?* | Poze

(Fluorescence: high = red > orange > yellow > green > blue = low).

1ot Calceinem znageny l0sos... 102
Indikatory pH _ +
0~ 0 0 HO._ - ~r o 25 o HO_ -~ 0 __~_0 r O~ Vo ¥
."“qfl"aﬂ-ﬁ\\f' Yx/ o xz Tﬁ,ﬂ;f\/l r\-./ 1/\\_'/

e pouziti pH indikatord: kam nemUzeme dat fi::f’go_ L’rj“’ fjf@““ gye
pH elektrodu — napf. burky, Zivé tkané, sanon - lon
atd. '

* bunécné pH se pohybuje mezi 6.8 — 7.4 Fluorescein A D=0

pK, ~6.4 e
* moznost méfit pH na dvé desetinna mista
103 104




Indikatory pH

fluorofor rozsah pH zpasob méieni

Ex 490/540 nebo Em

SNAFL indikatory 540/630

SNARF indikatory Em 580/640
HPTS (pyranin) Ex 450/405
BCECF Ex 490/440
Fluoresceiny a karboxyfluoresceiny Ex 490/450

LysoSensor Green DND-189 Em 520

Ex 510/450 nebo Ex
490/440

Oregon Green indikatory

LysoSensor Yellow/Blue DND-160 Em 450/510
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Jifetime® pH indikatory

« ¢as vyhasinani ovlivnén hodnotou pH

« vyhoda: pfi méFeni tau nezaleZi na koncentraci indikatoru

Counts

120
Time (ns) 106

Sondy pro detekci plynt rozpusténych v
biologickych kapalinach

 nejCastéji detekce O,, nebo NO
 lifetime" sondy

 nejCastéji na principu oxidace centralniho iontu
obsaZzeného v sondé, nebo dynamickém
zhaseni kyslikem

* luficerin, luminol...

107

Ruthenioveé sondy

Ukazka: kyslikové sondy pouzivané k detekci
kysliku v kazi (www.molecularprobes.com)

Ph Tris(4,7-diphenyl-1,10-
phenanthroline)ruthenium(ll) dichloride (abs.
A ax 455 nm, luminescence A, 613 nm)

Ph. = | Ph
N cr
‘ Z N cr
S | Ph

108




Sondy pro méreni polarity prostredi

« Casto se méni i kvantovy vytéZek a doba
vyhasinani fluorescence

 Polarita prostfedi ovliviiuje vétSinu fluorofora
(napf. tryptofanu)

 Polarita blizkého okoli fluoroforu muze byt dana
konformaci biomolekuly

109

Priklad sondy pro studium polarity
prostredi

Typickymi sondami pro dynamickou polaritu jsou
l-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a
2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS). S
rostouci polaritou prostfedi se emisni spektrum
posouva k vyssim vinovym délkam.

Fluorescecni vlastnosti ANS v raznych prostfedich

rozpoustédlo A, ™*  kvantovy doba dohasinani
(nm) vytézek (ns)

oktanol 464 0,646 12,3

propanol 466 0,476 10,2
metanol 476 0,216 6,05
voda 515 0,004 0,55 110

Membranoveé fluorescencni sondy

* membranové struktury obvykle neobsahuji fluorofory
(vétSinou se jedna o nepolarni uhlovodikové fetézce —
zbytky mastnych kyselin), proto se jejich vlastnosti
zkoumaji pomoci sond

 transport a metabolismus lipidd v Zivych burkach

» recyklace synaptosom

» pfenos signélu zprostfedkovany lipidy

* membranovy potencial

* interakce léCiv s membranou

 transport membranou

» mikroviskozita membran a teplotni fAzové prechody
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Rozdéleni membranovych sond

1. fluorescenéné znacené lipidy

2. malé lipofilni organické fluorofory

112




Fluorescencné znacené lipidy

« mastna kyselina je oznac¢ena vhodnym
fluoroforem (nitrobenzoxadiazol (NBD),
BODIPY, pyrén nebo dansyl)

jsou znaceny bud v oblasti polarnich

hlavicek (dansyl, NBD, BODIPY, fluorescein,
tetrametylrhodamin, Oregon blue, Oregon
green, Texas red a dalSimi), nebo v oblasti
zbytkd mastnych kyselin (DPH, NBD, pyrén,
BODIPY)

« znaceni sfingolipidu, steroidu, triglyceridu,
lipopolysacharidu
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Malé lipofilni, nebo amfifilni
organické fluorofory

* malé molekuly, které podavaji informaci o
charakteristikdch sveho mikrookoli, jako je
polarita, viskozita a usporadani lipidu.

« typickym pfikladem je nepolarni sonda
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) — je ve
vodé nerozpustna, fluoreskuje jen v
nepolarnim prostfedi biologickych
membran
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Ukazky nepolarnich malych sond

@— (CH= c”’a@_ﬁ("”s’a
Oomtd ol
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Fluorescenéni sondy pro NK

» Vizualizace a identifikace RNA a DNA
(nukleové baze maji jevi slabu luminiscenci)

» RuUzné principy interakce, napf. ,vmezefeni“
(interkalace) barviva do Sroubovice DNA
(ethidium bromid)
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Ethidium bromid interkalovany mezi par adenin-uracil

- ethidium bromid: ve vodé fluoreskuje jen slabé, pfi interakci s
DNA se intenzita fluorescence zvysi 30x a €¢as vyhasinani se
zvySiz 1.7 ns na 20 ns.
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Priklady sond pro NK

fluorofor A (nm) [ A M (nm) pouZiti
Akm::g'c\Jl\g oranz | oo 526
— - prostupuje; RNA/DNA,; priitokova cytometrie
Akridinova oranz 460 650
(RNA)
Ethidium bromid | 518 605 neprostuvpL.J]e; vmezer'ove'lnl Eio dsD'NA; barvelnl. mrtvych
bunék; elektroforéza; pratokova cytometrie; ...
Propidium jodid 535 617 neprostupuje; barveni mrtvych bungk
DAPI 358 461 gastecné prostupuje; bunseny cyklus; AT-selektivni; ...
Hoechst 33342 350 261 prostupu&a; ’AT-seIe.ktlvm; selektivni vazba k dsDNA;
bunéeny cyklus; ...
PicoGreen 502 523 ultracitliva kvantifikace roztoki dsDNA
OliGreen 498 518 ultracitlivd kvantifikace roztoki ssDNA a oligonukleotida
RiboGreen 500 520 ultracitliva kvantifikace roztoka RNA
ToTO-1 514 533 neprostupule membranu; vysoka afinita pro nukleové
kyseliny
SYTO 85 orange | 567 583 prostupuje membranou
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Studium vaznych mist biomolekul

» ,calcium binding sites" — mista v proteinech, kde se véaze
Ca?*

* pfi studiu interakci je mozné nahradit vapenaté ionty Ln3*
(nejCasteji Eus*, nebo Ths3*)

* Ln3" maji podobné vlastnosti jako Ca?*, ale maji vyborné
luminiscencni vlastnosti

» podobny iontovy polomér

» koordinacni ¢islo Ca2* (az 8) je podobné kordinaénimu
Cislu Ln3* (az 9)

» preference koordinace ,tvrdymi donory*

e Ln3* vaze 10°silngji nez Ca?*

. Ln32+ ligandova vyména je 100x pomalejsi, nez vyména
Ca®

* jestlize Ln3* nahradi Ca?* v katalytickém misté, rychlost
reakci poklesne 119

Studium vazebnych mist Ca?*

» protein thermolysin

* z luminiscenénich spekter
a ¢asu vyhasinani Ize urcit
polohu Eus* (resp. Ca2*) v

biomolekule
Asp hsp Thr P CFR!
Heo, | oG MOy, | Ok Heo,, | 0
Eud) Eu Eug) i=h Eui) Eu’
P.sp/ | ‘Gu P.sp’ | \O\ Hao" | \G”
Azp OHp “ropm: Oz 120




FRET

Fluorescence Resonance Energy Transfer

FRET

* FRET je Fluorescence Resonance Energy
Transfer — Fluorescencni rezonancni energeticky
transfér

» podle objevitele Férster nazyvan také Forster
Resonance Energy Transfer

» pfenos energie mezi dvéma fluorofory vzdalenymi
10-100 A

121 122
1. prvni fluorofor (donor) je excitovan specifickou vinovou délkou ,
2. misto fluorescence je energie pfenesena na druhy fluorofor F R ET, SCh el | Ia
(akceptor)
3. Akceptor vyzafi pfijatou energii ve formé svétla
Podminky:
a) vzdalenost mezi molekulami je mensi, nez 100 A ,-'. .
b) emisni spektrum donoru se prekryva se absorpénim (excitaénim) » .~
spektrem akceptoru M »
¢) molekuly maji stejné orientovany diplové momenty R 7 w
I ) FRET
Donor .'
Donor Jih) Acceptor Fluorophore 4 S~ molekula 2
fluorescence absorption Sy
. T, Aceeptor _@ .
1 T i Fluorophore °
Ahsnrptinl{ I.C T ‘\\'. .'.
Emission I.C ‘
| 3 Emission
Wavelength (4) ! EE, 124




Zakladni vztahy

acinnost FRET E je definovana:

E=1-15/m™

kde 1D a 1D jsou fluorescencni ¢asy vyhasinani v
pritomnosti a bez pfitomnosti akceptoru

E=1-F./F,

F'p a F jsou intensity fluorescence v pfitomnosti a bez
pFfitomnosti akceptoru

Zakladni vztahy

u€innost (E) zavisi na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (r)
1
(1+ (r/Rq)®)

R, je Forsterova vzdalenost pfi které je G€innost pfenosu 50%

E:

R =88x 10" k'n Qg J

R, zavisi na integralu pfekryvu emisniho spektra donoru a
absorpéniho spektra akceptoru (J)

k? je faktor zahrnujici dipdlové orientace, pro volné rotujici molekuly
je vétsSinou 2/3

n je refrakéni index, Q,je kvantovy vytéZek samotného donoru
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Quencher . " " " Carboxy-Reactive Recommended
(Acceptor)  (innm) ~mine-Reactive Thiol-Reactive (NH,-Contzining)  FRET Donor
Donor Acceptor R, (A) Ref
- DNP-X, acid; . Abz, Abz(N-Me),
Fluorescein Tetramethylrhodamine 49-56 13 DNP 348 DNP-X, SE DNP €2 maleimide DNP C2 amine MCA, Trp
IAEDANS fITe * s DABCYL DABCYL C2 EDANS, AMCA
DABCYL 485 g o DABCYL C2 amine S, y
JAEDANS' 5-(lodoacetamido)fluorescein 49 3 DABCYL, SE maleimide Hilyte Fluor™ 430
Fluorescein Fluorescein 44 13 DABCYL sgs  DABCYLPIs™ aci; DABCYL Plus™ €2 DABCYLPlus™ €2 EDANS, AMCA,
Plus™ DABCYL Plus™, SE maleimide aminge HiLyte Fluor™ 430
EDANS DABCYL 33 In House
- XL 490 gy QL™ 490, acid; QXL™ 490 €2 QXL™ 490 C2 EDANS, AMCA,
Tryptophan IAEDANS 22 7 QXL™ 490, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ 430
Trypiophan Damsyl 224 ’ Qx™50 508,530 SXL™ 520, acd; QXL™ 520 C2 QXL™ 520 C2 FAM, FITC, Rh6G
' QXI™ 520, S maleimide amine Hil yte Fluor™ 438
Tryptophan Pyrene 28 7
Dansyl Fluarescein 33-41 14 - QXL™ 570, acid; QXL™ 570 €2 QXL™™ 570 C2 Cy3, TAMRA, ROX,
¥ QRLMBI0 538,577 w570, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ TMR
Naphthalene Dansyl 22 13
QXL™ 610, acid; QXL™ 610 €2 QXL™ 610 €2 ROX, Texas Red®,
™ , acid; \
Pyrene Coumatin 39 13 QXITME10 594 628 o mu g0, SF maleimide amine HiLyte Fluor™ TR
B-Phycoerythrin 5 79 13 QXL™ 670, acid; QXL™ 670 €2 QXL™ 670 C2
™ . acid; i ™
QxLIM 670 665 Gxim 670, SE maleimide amine Cy>. HiLyte Fluor' 647
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Aplikace

* sledovani strukturnich a konformacnich zmén (dvé molekuly

Sledovani zmén konformace
molekuly

* napf. sledovani zmén struktury proteinu, pfipadné jinych
biopolymert
* nevyhoda: ovlivnéni struktury navazanim fluorofort

(pfipadné dvé ¢asti molekuly) jsou oznaceny donorem a R 4
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vyméné energie
konrormace 1 [EHCO-(O)-(O-(O-O)-O)
* sledujeme: studium struktury proteini, polynukleotidd, DNA, V..
protein-protein interakce, DNA-protein interakce, atd. .
« analytické aplikace ‘-’. )
FRET KONFORMACE 2
129 Ceo, 130
‘A
Sledovani interakci mezi viakny . :
DNA Analytické aplikace FRET
« vzdalenost mezi viakny DNA spojenymi vodikovymi mistky je 30-60 A I Kinass Reactlon H Ada Antibody ” Detection |
and Tracer
* na vétSi vzdalenosti: donor obsahuje Ln3* £
s
[} g % a& o
"‘N |I' = inase -
,I:G " E=1- T]::,"’TD HEa P G%? Low TR-FRET
(\-002- N cHs E % CI%‘?
N Tb3 & 120 S
( LCO: (CH3)2N, 0 N*{CH wo L Rhodamine ) £
'il\\,_.- GOy . Terbium ':..:é
C—NH E g R :
L o L 3| S S %% High TR-FRET
Io Y % T ohibitor © %2
I!'--GGT"' TGG—3 ': 20 ﬁr/ ] =
¥ —GGA™ ACC—P “E i e\ 1\
o™ 450 475 SO0 s25  SS0 575 600 625 6S0 132

Wavelength (nm]
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Analytické aplikace FRET
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Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

4

neni Fish jako FISH...
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FISH

» Fluorescence In Situ Hybridization je
cytogeneticka metoda, ktera umoznuje
detekci a lokalizaci konkrétnich sekvenci
DNA v chromosomech

 tato metoda je urCena k mapovani gena a
sledovani chromosomalnich abnomalit,
atd.

» pro detekci se vyuziva fluorescenéni
mikroskopie
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FISH

« kratky jednovlaknovy (single stranded)
usek DNA, ktery je komplementarni k
hledané sekvenci, je oznacen
fluorescenéni znackou

v rozpletenych usecich DNA dochazi k
navazani na komplementarni ¢asti

» dochazi k nalezeni a oznaceni Casti
sekvence, ktera koduje zkoumany usek
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Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with

flucrescent dye -
\ )y—
Y
N
b

\
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Typy FISH

* Locus specific probes: jestlize isolujeme maly
kousek genu a chceme védét v kterém
chromosomu se nachazi

e Centrometric repeat probes: chromosomy
obsahuji opakujici se sekvence. Jednim typem
sondy Ize obarvit velkou ¢ast chromosomu.
Kazdy chromosom muaze mit jinou barvu...

* Whole chromosome probes: soubor vice sond,
které hybridizuji chromosom po celé jeho délce.
Tvorba tzv. spektralniho karyotu
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Ukazky FISH
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