Molekulova luminiscencni
spektroskopie

« absorbovana energie (napr. ve formé svételného zareni
muze byt pfeménéna na svételnou energii o jiné
(vétSinou vyssi) vinoveé délce — luminiscence

e skupina v molekule zodpovédnad za Iuminiscenci
(fluorescenci) se nazyva luminofor (fluorofor).

» molekulova luminiscenéni spektroskopie je vyznamna
analyticka metoda.




Rozdéeleni luminiscence podle
zdroje excitace

« fotoluminiscence - absorpce energie ve formé svétla

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

e elektroluminiscence —zdrojem je el. proud
— zdrojem je radioaktivni zareni
e triboluminiscence — zdrojem je mechanicka energie
— krystalizace je doprovazena luminiscenci

» dalSi zdroje (sonoluminiscence, thermoluminiscence, atd.)



detektor | excitacni zdroj
emise (Xe lampa), A =

(fotonasobic) 532 nm




Rozdéleni spektrometrickych metod

podstatou vétSiny spektrometrickych metod je sledovani interakce
elektromagnetického zareni s analytem za ucelem studia kvality (struktury),
nebo kvantity

atomy a molekuly mohou pfijimat, nebo odevzdavat energii do okoli
AE =E E =h.v
tato energie je kvantovana

absorpce energie : energie je absorbovana valenénimi elektrony atomu
(AAS), vnitfnimi elektrony (RTG absorpéni spektrometrie), vazebnymi i
nevazebnymi elektrony molekulovych orbitalt (UV-Vis spektrometrie),
pripadné pri absorpci dochazi ke zméneé rotacnich a vibracnich stavu
molekuly (IC spektrometrie)

emise energie: excitovany atom, nebo molekula, ktera byla prevedena
dodanim energie do vysSiho (excitovaného) stavu, pfechazi do zakladniho
stavu a vyzafi energii

fluorescence a

zvlasStnim typem interakce je rozptyl (deformaéni srazky-Raman, TyndalGv rozptyl,
atd.)

pfijatda =~ — odevzdana



Molekulova elektronova struktura

« orbitaly a elektrony v molekule, jenz jsou
ovlivnény vazebnymi interakcemi jsou
zodpovedné za vznik elektronovych spekter ve
viditelné a ultrafialové oblasti spektra

 plati Pauliho vylucovaci princip
e nejcastejsi metody vyzkumu molekulové

elektronové struktury jsou spektrofotometrie
(absorbance) v oblasti UV-Vis, luminiscenéni

spektroskopie.




Svételné zareni

svétlo je elektromagnetické vinéni, které se sklada ze dvou slozek:
elektrické a magnetické

vektor elektrické slozky kmita (osciluje) kolmo na smeér Sifeni
paprsku

vektor magnetickeé slozky je kolmy na smér Sifeni paprsku a zaroven
na vektor elektrické slozky

__——vinoplochy —__ PﬂF'Tf_'F_k
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elektrickd magnetickd
slozka slozka



Svételné zareni

svételny paprsek je charakterizovan frekvenci (v) oscilace
magnetické a elektrické slozky (kolikrat za sekundu je vektor slozky
vV maximu), resp. vinovou délkou (A)

rychlost svétla (c) ve vakuu je 3 x 108 m/s
pro rychlost svétla plati:

C=Av
elektricky nabita ¢astice (elektron) je schopna interakce se
svételnym vinénim (ovlivnéni je dano elektrickou slozkou paprsku).
prijata energie (E) je kvantovana:

E=hv
h je Planckova konstanta (h = 6.625 x 10-?7)



Jablonského diagram
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Typy prechodu

hladiny energii molekulovych orbitald



Typy prechodu

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

Prechod n - 0*: nutna pritomnost atomu s volnym
elektronovym parem (N, S, I, Cl, Br), absorpce kolem
200nm.

Prechod 1 — 11*: slou€eniny s dvojnymi a trojnymi vazbami,
¢im lepsi konjugance vazeb, tim vysSi vinova délka
(energeticka hladina nejvyssiho obsazeného vazebného
nevazebneho orbitalu se snizi — nizsi AE),
delokalizované 11 orbitaly aromatickych systému — rozdil
energii je nizky (absorpce ve Vis oblasti)

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



Typy elektronovych prechodu v
komplexech kovu

a) prechody v ramciiontu kovu vazaného do komplexu (d-
d, nebo f-f pfechody): dochazi ke Stépeni podhladin
lontu kovu vlivem ligandového pole.

b) C-T (charge-transfer) prechody: prenos naboje mezi
ligandem a iontem kovu, dochazi k pfechodu elektronu
z orbitalu atomu s vyrazné vyssi elektronovou hustotou
do orbitalu jineého atomu s mensi elektronovou hustotou
(bud' prechod M-L, nebo L-M), tyto pfechody maiji
vysokou intenzitu v porovnani s pfechody d-d.

c) elektronové prechody v ramci ligandu vytvorené viivem
elektrostatické interakce s iontem kovu.



1 — rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu

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

3 — rovnovazna konfigurace v excitovaném stavu

4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stavu
(Franckuv-Condonuv stav
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Zpozdena fluorescence
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Vliv prostredi na luminiscenci



Dynamické zhaseni luminiscence

* Kk 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 vnitfni konverzi. Typicka je napf.
tvorba komplexu s kyslikem rozpusténym v rozpoustédle (oxidace),
I-, Cs*, akrylamidem, atd.

Fo/lF =1+ Kgy [Q]

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

e dynamicke zhaSeni snizuje t



Dynamické zhaseni
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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 zarivymi prechody (-
zariveé prechody jsou neefektivni). Typicky priklad —
komplexace tézkym kovem (snizeni fluorescence kys.
salicylové po komplexaci Fe(lll).)

FJ/F=1+K_[Q]



Luminiscence molekuly je
charakterizovana:

emisni spektrum (emisni maximum), excitacni
spektrum (excitacni maximum), Stokesuv
posun, kvantovy vytézek, ¢as vyhasinani
luminiscence



Emisni a excitacni spektra

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

excitacni  (aktivacni, ,absorpCni*) spektrum: zavislost absorpce
luminoforu (fluoroforu) na vinové délce. Méfi se pfi konstantni A ...
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Emisni spektrum
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Excitacni spektrum
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Excitani a absorpcni spektrum maji podobny tvar, jestlize absorbuje pouze
ta ¢ast molekuly odpovédna také za fluorescenci



Emisni a excitacni spektra

_ : rozdil mezi emisnim a excitacnim
maximem (v nm)

« Kashovo pravidlo :tvar emisniho spektra neni
ovlivhén vinovou délkou excitace a lze excitovat
zarenim s kteroukoli vinovou délkou z excitacniho
spektra

* nejvyssiintenzita luminiscence @ excitace vinovou
delkou rovnou excitanimu maximu

, hebot prechod z T, do S, je spojen s menSim
rozdilem energie, nez pFecI%od Z %1 do S,



Zrcadloveé pravidlo

emisni a excitacni spektra organickych latek maji podobny
tvar, ale jsou zpravidla zrcadlové obracené

Rhodamin 6G
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Emisni spektra
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Aditivni pravidlo : fluoreskuje-li po ozareni ve vzorku vice nezavislych
fluoroford, vysledna emise je souctem prispévku emisi téchto latek. Toto
pravidlo vSak plati pouze pro molekuly, které spolu nevyménuji energii...



Fluorescence a fosforescence
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Cas vyhasinani fosforescence — 10 aZ nékolik s
Cas vyhasinani fluorescence — 10-12 a7 106

Fosforescence: posun emise k vySSim vinovym délkam



Zakladni vztahy

A=cle =log (D, /P) (Lambert-Beer Gv zakon)

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

F= ke ®, (1-10°¢k)

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

F=ko®, 23cle

zjednodusSeny vztah pro nizké koncentrace



,Cas zivota“ (lifetime) fluoroforu

* nestudujeme jednu molekulu s fluoroforem, ale
mnoho molekul s populaci elektronu na
excitovanych hladinach

e na zakladé studia systemu z mnoha molekulami
urcujeme ,Cas zivota“ urcité molekuly s
fluoroforem

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

n* je poCet excitovanych castic, t je €as, [ je rychlostni konstanta emise

fluorescence, f(t) je Casova jednotka (Cas excitace)



» 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=k
pak:

n*(t)/n*(0) = e - ¥t

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



Casoveé rozlisena luminiscence

excitacni puls

| =1, exp -(t/7)

fluorescence

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



Casoveé rozliSena luminiscence

{
log |- logle = logly- 7

log | -

excitacni puls

fluorescence

/




Vytezek luminiscence

» obecna definice: @ = k. / (k; + ki + k)

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

- jestlize rychlost deaktivacnich procesu je pomalé ve srovnani s k;
potom kvantovy vytézek je vysoky

e kvantovy Wtéiek'
Py _N /N /Iabs em/(IO'I)

abs
P.<¢p, (Stokesuv

« energitcky vytézek: posun)

(pe = Eem/Eabs = hVem/hVex



Stanoveni kvantového vytezku

1)

2)

absolutni stanoveni (primarni metody)

chemicky aktinometr
kalorimetrie
kalibrované zdroje zareni, korekce spekter, atd.

relativni stanoveni (sekundarni
metody)

srovnani s fluorescencnim standardem



Stanoveni kvantového vytezku

kvantovy vytézek: @, = Ng/Nops

 pro stanoveni kvantovych vytézkd pouzivame fluorescen €ni standardy
(1. latky s definovanym kvantovym vytézkem)

» potfebujeme znat molarni absorpcéni koeficienty (nebo hodnoty
absorbanci pfi stejné koncentraci) stanovovane latky i standardu pro
vinovou délku excitaéniho zareni

« zméfime a porovname plochy (F) emisnich spekter

aSt

|:x
(px = (pst — X

F €

st X




Molekulova luminiscence:
INnstrumentace |

e Fluorimetr a spektrofluorimetr: zakladn i
uspo radani p Fistroj u
e Sou €asti (spektro )fluorimetru

excitacni zdroje
monochromatory
polarizacni filtry
cely

detektory



Schema meéreni fluorescence

Q —> /\‘ vzorek
excitacni vybér ﬂ
vybér
emisni A

zdroj excitacni A
detektor




Schema meéreni fluorescence
(pokr.)

e Fluorimetr vs. spektrofluorimetr
Fluorimetr - neslouzi k zaznamu spekter
- filtry pro vybér vinové delky

Spektrofluorimetr - zaznam spektra
(emisniho nebo excitacniho)

- vyuzit(y) monochromator(y)

e Polariza ¢ni fluorescence

mezi monochromatory a vzorkem mohou byt
zaclenény polarizacni filtry



Soucasti (spektro)fluorometru

o Excita €ni zdroje
vybojky, LED, lasery
« Monochrom atory
filtry, hranoly, mfizky
e Polariza éni filtry
e Cely
e Detektory
fotonasobice, lavinove fotodiody, CCD



Méreni a prezentace dat

e Jednoduchy sken
— emisni spektrum (A,,. = konst., sken A
— excitacni spektrum (A, = konst., sken A

em)

exc)

e Synchronni sken

— soucasny sken A, @ Agyer AemAexe = kONSL.
3D spektra

— mnozina excitacnich/emisnich spekter

— ze 3D spektra Ize ziskat emisni, excitacni spektrum nebo
rozdilové spektrum odpovidajici synchronnimu skenu



Priklad 3D spektra
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Srovnani absorpcni a luminiscencni
spektroskopie v oblasti UV-Vis

Spektroskopie v oblasti UV-Vis A=cle =log(l,/

Absorp €ni spektroskopie: méfeni poméru dvou svételnych toku
+ prfesnost (odolnost vuci zménam abs. hodnoty svételného toku @)
- citlivost (nepatrny rozdil mezi | /I pfi nizké koncentraci analytu)

Luminiscencni spektroskopie F~kol, 23cxe

Luminiscen €ni spektroskopie: méreni vyzarené energie

+ vysoka citlivost pfi pouziti citlivéeho detektoru (i jednotlivé fotony)

- pfesnost (fluorescence je pfimo Umeérna ecitacnimu svételnému toku (l,);
projevuje se u ni negativné kolisani excitacniho zdroje aj.



Luminiscence organickych
molekul: ukazky



*HaH —C—H
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Tyrosine

Phenylalanine

Absorpce Fluorescence
Aminokyselina Vin.délka Abs. Vin.délka Kvantovy
(nm) koeficient (nm) vytézek
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. Pekéarkova, Bakalarska prace, 2005

2. www.bhiotek.com




Fluarescence
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Derivaty fluoresceinu

excitacni maximum: 494 nm
emisni maximum: 520 nm

Absorbance

Fluorescence emission
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Wavelength (nm)



Derivaty rhodaminu
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Fluorofory s emisnim maximem v
oblasti kolem 600nm

F=C0O0H ABSORPCE 598 nm (492000) ABSORPCE 563 mm (92000)
EMISE E65 nm EMISE 595 nm



Luminiscence anorganickych
,Species” v roztoku

1. slabé fluoreskujici ligand ma komplexaci lepsi
fluorescencni vlastnosti (nebo obracené...)

2. 1onty kovu (zejména f-prvky), nebo jejich
,species” jevi fluorescenci (nekdy také
fosforescenci) v roztoku | bez komplexace

3. ,anorganicka“ luminiscence pochazi z
komplexu z nefluoreskujicimi ligandy



Zlepseni luminiscecnich viastnosti
po komlexaci (1)

» kov nijak neovliviiuje fluorescencni vlastnosti, jen
stabilizuje organické ligandy tak, aby byl upfednostnén
zarivy proces deexcitace

» kov muze také v nékterych pfipadech zhaset luminiscenci

e obou jevu Ize vyuzit pro analytické stanoveni, nejedna se
vSak o prilis selektivni metodu



Luminiscence anorganickych ,species” —
luminiscence nekomplexovanych iontu v
roztoku (2)

e lanthanité ionty (napf. Eu®*, Th3*, Gd3*, a dalsi)

 néktere aktinoidy (napf. UO,*, Th(l))

e zavisi i na okoli ,species” — pH, komplexace, teplota, atd.

* jedna se o prechody mezi f-f, pripadné d-f elektronovymi prechody

e pro emisni spektira jsou obvyklé ostré piky, €as vyhasinani
luminiscence je extrémné dlouhy (az ms)



Luminiscnce Lanthanoidu(lll)

Nékteré komplexy Ln(ll1l) maji velmi neobvyklé spektralni vlastnosti:
» dlouhy €as vyhasinani luminiscence
» Stokeslv posun muze byt i vice nez 100 nm

» emisni spektrum obsahuje ostrée piky

Fluorescence




FRET

 FRET je Fluorescence Resonance Energy
Transfer — Fluorescencni rezonanéni energeticky
transfér

« podle objevitele Férster nazyvan také Forster
Resonance Energy Transfer

* prenos energie mezi dvéma fluorofory vzdalenymi
10-100 A



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 absorpénim (excitaénim)
spektrem akceptoru

c) molekuly maji stejné orientovany dipolové momenty

Donor
Fluorophore

Donor J(A) Acceptor
fluorescence absorption Ss T
N = 1 Acceptor
Sq il Fluorophore
Absorption IC T

IC
Emis sion; :

Emission i

S =
Wavelength () : —




FRET: schéma




Aplikace

» sledovani strukturnich a konformacénich zmén (dvé molekuly
(pfipadné dvé c¢asti molekuly) jsou oznaeny donorem a
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vyméné energie

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

 analytické aplikace



Sledovani zmeén konformace
molekuly

* napr. sledovani zmén struktury proteinu, pripadné jinych
biopolymeru
* nevyhoda: ovlivnéni struktury navazanim fluoroforu

KONFORMACE 1

OO

FRET KONFORMACE 2



Sledovani interakci mezi vlakny

DNA

« vzdalenost mezi viakny DNA spojenymi vodikovymi mastky je 30-60 A

* na vétsi vzdalenosti: donor obsahuje Ln3*

(Lm,
l:-..--mz
C=—NH
lll:l:l |
{'E‘I«Hz}s
v
P==CCT
I=—GGA

(CHg)N
TEGE=—3
Acc—p S=
EW\,.#

N*(CH

120

Relative Signal

E=1-1m/m

FRhodamine |

Terbium

450 475 500 525 550 575 00 625

Wavelength {nm]
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Chemiluminiscence




Chemiluminiscence

e zdrojem excitace je chemicka reakce

A + B — X* - Produkt + svétlo

e 7 reakce jedné molekuly ~ jeden foton

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Chemoluminescent_reaction.jpg



Priklad chemiluminiscencni reakce
— oxidace luminolu kyslikem

MH, O NHz Q o
NH 2 OH-
N no—= O — f f
e \H/NH a;
Lurouna] D:a.mm Dharson

F‘E:an:tn:m with U+ produces
unstable peroxide

MH; © HNHy O
JJ\ Intersysterm
é o o Cro ssmg
[ [ ) + o e—
o O

Ground State dianion (5, Singlet dianion (5q) Triplet dianion (T
Excited State Excited State



Chemiluminiscencni reakce

 reakce luminolu v zasaditém prostfedi s kyslikem
(peroxid, vzdusny kyslik) — modfe fluoreskujici roztok

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

luminiscence

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



Bioluminiscence

celkem je znamo asi 550 druhu organismu, které produkuji
luminiscencni sveétlo

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

na zemi svétélkuji zejmeéna brouci z ¢eledi Lampyriade (svétlusky) a
néktefi kovarici (napf. Pyrophorus noctilucus)

v mofi bylo zatim objeveno pfiblizné svétélkujicich 250 druhu:
medusy, chobotnice, krakatice, ryby, paryby, atd.

bioluminiscence zivocCichu je vysvétlovana ruznymi davody: hledani
partnera (svétlusky), lakani koristi (napf. ryba zubatka, néktere
druhy svétlusek, zraloCek brazilsky ), zastraseni nepratel (ryba

stfibrna¢, medusy z Celedi klanonozcu).



Svetlusky...




Luciferin
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Luciferin

luciferin se za pritomnosti katalyzatoru
luciferazy a oxiduje kyslikem na oxyluciferin

preména 1 molekuly luciferinu na oxyluciferin je
doprovazena emisi 1 fotonu (namodralée svétlo)

u tohoto déje se 1 molekula ATP premeéni na
ADP

u nékterych organismu je tzv. fotoprotein —
kyslik, luciferin a luciferaza se nachazeji blizko
sebe, ale teprve zmena konformace fotoproteinu
spusti chemickou reakci (,aktivatorem* jsou
vétSinou ionty Ca?*)



Bioluminiscence medusy A.
Victoria

VétSina morskych zivoc€ichu jevicich bioluminiscenci
emituje namodralé svétlo (zakladem je oxidace luciferinu).

U medusy Aequorea Victoria vSak byla pozorovana
luminiscence...




Bioluminiscence medusy A.
Victoria

medusa obsahuje protein aequorin, ktery se sklada s
apoproteinu (apoaequorin) a prostetickeho proteinu
(coelenterazine), ktery je podobny luciferinu

v pfitomnosti O, a pfi vysoke hladiné Ca?* dojde k
oxidaci coelenterazinu na excitovany coelenteramid a
CO,

relaxaci coelenteramidu do zakladniho stavu se uvoliuje
modre svétlo (A = 469 nm)

uvolnéné svétlo muze byt absorbovano dalSim
proteinem obsazenym v téle medusy — GFP



,Green fluorescent protein®

absorpéni maxima GFP jsou 395 a 475 nm ~ muze
dojit k absorpci svétla uvolnéného z aequorinu

absorbované svétlo excitue GFP a dochazi k
vyzareni svetla (A = 509 nm)

Bioluminescence in Aequoria vietoria

| @
.

aequorin green fluorescent protein




Struktura GFP

 GFP byl objeven Shimamurou v 60. letech

 GFP obsahuje bézné aminokyseliny, ale
ve slunecnim svétle jevi lehce nazelenalou
fluorescenci (kolem 500 nm), stejne jako
Zziva Aequorea Victoria v mori...



Struktura GFP

GFP vznika cyklizaci, dehydrataci a oxidaci vzdusnym kyslikem
sekvence proteinu obsahujicim Ser-Tyr-Gly

l»rfrf)

I”/ 0 (.lyﬁ’.-’

Seror Thrﬁj
(R =H or Me)

or other unfolded/denatured conformation

OH
fulding {tj;2 ~ 10 min}

/\” cyclization -
N /\“
R
N
I—I dehydration ‘ H

t);2 ~ 3 min for OH OH
cyclization + dehydration

aerial oxidation

o
O”“i %@/\i

tjz ~ 19 - 53 min
H

OH OH

H

Tsien Y. R., Annu. Rev. Biochem. 1998. 67:509-44.



Fluorescencni vlastnosti GFP
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,Divoky* typ GFP —sm és fenolového a fenolatoveho derivatu

Hlavni excitacni pik - 395 nm (emisni maximum - 508 nm)
Minoritni excitacni pik - 475 nm (emisni maximum — 503 nm)



Pouziti GFP v chemii a biologil

 |ze pripravit protein, ktery obsahuje sekvenci
(napr. Ser-Tyr-Gly), ktery ma vlastnosti stejné
jako ostatni proteiny, ale je mnohem Iépe
detegovatelny

e genove inzenyrstvi — sekvenci z DNA medusy,
ktera je zodpovédna za tvorbu GFP |ze vpravit
do DNA jiného organismu, napfr. i savce...

e FRET



GFK — Green Fluorescent Kralik



Pouziti GFP v chemii a biologil

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

obecné lepsSi rozliseni pri sledovani mikroskopem
sledovani genové exprese
medicina a biologie: sledovani metastaze tumoru




Spojeni separacnich technik a
fluorescence

Kolonoveé separa €nitechniky - HPLC, CE, ITP, atd.

Planarni Techniky — 2D elektroforéza (detekce bilkovin v gelu
Coomasie blue, SYPRO Orange)

Laser nejCastéji jako zdroj excitacniho zareni (LIF)

kompatibilita laserového paprsku s mikrokolonovymi technikami
- dostateCny svételny tok i pfi rel. malém vykonu laseru (~mW)
- vySSi toky zpusobuji béleni

e pro danou tfidu analytd, resp. derivatd zvolen vhodny laser podle
vinové deélky, nebo moznost derivatizace

e jednoducha sestava
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Srovnani LIF a UV-ViIs detekce u CE
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Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10-12 mol/l, excitace: 000001 |
532 nm, 5 mW, emise: > 560 nm, kapilara: 50
mm i.d., 375 mm o.d., | = 30/37 cm, davkovani: 0,00003 {
U=5kV, ti=10 s nebo Dh = 2cm, ti = 30s,
separace: 0,02 mol/l fosfat v 10% MeOH, pH 10; 000008 - I o . I o
U=10kV. t(s)
. i — 5
LOD ~ 2 x 10-33 mol/l ... ~ 10 2 molekul Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10 mol/

(pfi obdobnem davkovani)




Neprima LIF detekce

» mensSi citlivost, nez pfima, ale stanovovana latka nemusi mit fluorofor

» vhodné pro stanoveni jednoduchych latek

» obdoba nepfima UV-Vis detekce
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Figure 1. Separation of anions with a coated capillary and
IF detection. Peak identification: 1, bromide (250 pmal-L7;
2, sulfate (50 pmol-L~7; 3, nitrite (100 pmol-L~"); 4, nitrate
(100 pmol-L); 5, heptamolybdate (5 pmol-L77); 6, azide
(50 pmol-L77); 7, thiocyanate (50 pmol-L); 8, chlorate
(25 pmol-L7); 9, system peak. Separation buffer,
10 mmol-L~"lysine, 50 pmol-L-"HPTS, pH 9.9; coated cap-
illary, 71.5 (54.0) cm length, 75 pm 1D; separation voltage,
—30kV; flucrescence detection, i ., = 452 nm; sample injec-
tion, 25 mbar, 3 s.

3
I
30 1
|
[
& 4
35
l
320
” 2
=p sp2
3
2 4 ]
hinutes

Figure 1. Electropherogram of four arsenic species with
indirect LIF detection. Peak identification; 1. 2.0 mag/L As{lll),
2. 20 mg/L DMA; 3. 1.72 mg/L MMA; 4. 228 ma/'L As(V),
spl and sp2. two system peaks. CZE conditions:
S50em=50um 1D fused silica capillary, effective length is
40 cm; 2.0 mM bicarbonate + 10" M fluorescein (pH 9.28)
as buffer; +20 kV as the applied voltage.



Fluorescencni znacky a sondy

o fluorescen ¢éni znacky (fluorescent labels) jsou nevlastni (extrinsic
fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteinim, peptidim, ligandum, oligonukleotidiim a jinym) vazou
kovalentni vazbou

o fluorescen ¢€ni sondy (fluorescent probes) jsou nevlastni fluorofory,
které se ke sledované struktufe vazou nekovalentné a ¢asto pfitom
meéni své fluorescencni vlastnosti.



Derivatizace fluoroforem

Vnitrni (nativni) x vnéjsi luminiscence
luminiscen €éni znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnit ¥ni, nativni,
prirozené) luminiscence lze derivatizovat
luminiscen €énimi zna ¢kami

180

170

Omezeni: lze detekovat 1 I,
jednotlivé  molekuly  (,single =
molecule detection“) obsahujici |
silné luminofory, problém je = W
jejich navazani na analyt... R, W =

Rhodamin B (c =1x10-12 mol.I'%)

I
g 140 4




Fluorescencni znacky

Fluorescen €éni znaé€ky jsou nevlastni fluorofory, které se ke
sledovanym biomolekuldam (proteinim, peptiddm, ligandam,
oligonukleotidum a jinym) vazou kovalentni vazbou. NejCastéji se
pouzivaji k fluorescenénimu znaceni proteind, kdy se kovalentné
vazou na jejich aminové, sulfhydrylové nebo histidinové bocni
fetézce, thiolové skupiny atd.

Pouziti luminiscen c¢nich zna ¢ek:

« analytické stanoveni (nap F. v kombinaci se sep. metodou)
 fluorescen éni mikroskopie

« FRET — méreni vzdalenosti funk ¢€nich skupin

» flow cytometry

» fluorescen ¢€ni in situ hybridizace (FISH)

» znaceni bu nek a tkani

» fluorescen ¢€ni ,imunoassays®, klinicka diagnostika



Vyber fluorescencnich znacek
Kriteria pro vybeér:

spektralni vlastnosti  (excitace, emise, kvantovy vytézek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalSi)
podm inky reakce (pH, koncentrace...)

hydrofobicita



Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni vlastnosti

— rthodamin B
a — RBITC
. sulforhodamin B
thodamin 123
_ 0 — rhodamin 63
E 15




Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni vlastnosti

RBITC

A [nm]



Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni vlastnosti
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Vyber fluorescencnich barviv

COoOmmon Jod) Ao 488 514 6710 632
Laser 0 nm 400 nm 500 nm B30 nm 700 nm

Lines lr‘ PE-TR Conj.
‘ Texas Red

Pl

Ethidium

FE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cytometry Laboratories



Fluorescencni znacCky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

@ - ;Lj g’* @ L fswame]  sukcinimidyl estery (Rh6GSE)
H:N—] Biopolymer
sulfonyl chloridy -—ﬁ—m g .ﬂ w—] Biopolymer

H,;N— Biopolymer

.—H:C:S gp’nH—ﬁ—NH— Biopolymer iSOthiOkyané.ty (FITC, RBITC)




Fluorescencni znacky — vazebna mista
thiol-reaktivni znacky

i & i
-NHJL-‘,,-I =,.-NH"’”"U’5_ Biopolymer




Fluorogenni substraty — stanoveni
enzymaticke aktivity

Princip: volny fluorofor ma jiné luminiscencni
vlastnosti, nez kdyz je navazany na biomolekulu.
Fluorofor je na biomolekulu navazan vazbou,
kterou Stépi stanovovany enzym.

Peptidase . P Pepﬁdaaeh

Bisamide Monoamide Rhodamine 110



Fluorogenni substraty
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Fluorescencni metody v
Imunoanalyze

Imunoanalytické metody:
» dFive hlavn é tvorba precipitatu

e dnes zna €ené hlavn é ruznym zp tsobem zna éené
reaktanty (antigeny a protilatky)

o radiometricky, enzymaticky |,
(luminiscen €neé) zna€ene reaktanty

e enzymové metody mohou m it luminiscen €ni detekci



Déeleni fluorescencni
iImunoanalytickych metod

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

Elektroluminiscencni, chemiluminiscence a dalSi

Enzymatické metody s luminiscencni detekci



Radiometricka vs. fluorescencni
detekce v imunoanalyze

 drive byla nejcitlivéjsi metodou RIA, ale s
prichodem levnych laseru je rozSifenéjsi
luminiscencni detekce

o detekcni limity obou metod jsou
srovnhatelné (az 1014 g.I?), ale

v "/

levnejsi



Fluorescencni imunoanalyza (FIA)

e poprve pouzity v roce 1964
e cCasto ovlivnéna fluorescenci matrice a samotného
vzorku

* feSenim je TR-FIA (Time Resolved Fluorescence
Immuno Assay). Tato metoda vyuziva jako znacek
chelatu s lanthanitych kationtd (Eu3*, Th3*, Sm3* a
dalSich)

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

- Ab+<Ab+<Ab-F — Ab-<Ab b-<Ab-F

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostredi



Fluorimetricka EIA

 Enyzmoimunoanalyza v homogennim
(EIA) a heterogennim prostredi (ELISA)

substrat je znacen latkou, ktera po uvolnéni vazby k substratu
fluoreskuje. Stanovujeme enzym, ktery Stépi vazbu mezi
substratem a znackou.

enzym

O -l ¢

4-metyl-umbelliferyl-D-galaktosid » beta-D-galaktosa + 4-metyl-umbelliferyl




Rhodamine - Linked Pepfide
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Fluorescencni sondy pro biologicke
a bioanalyticke aplikace

e sondy pro polaritu prostredi
 membranové sondy
 fluorescencni sondy pro nukleové kys.

 fluorescencni indikatory: sondy citlivé na
urcitou latku (vétsinou anion, Ci kation)
« dalSi



Fluorescence In Situ Hybridization
(FISH)

Fluorescent Labeled Probe Target Chrnmusnme

oy /17

View on *&
Fluorescent \

Microscope




Fluorescencni indikatory: sondy citlive na
urcitou latku (vetsinou anion, Ci kation)

« sondy na citlivé stanoveni pH (H;0*) v bunkach (vétSinou
acetoxymethyl estery fluoroforu)

 sondy citlivé na koncentraci kationti Ca2*, K+, Na*, atd.

* sondy citlivé na O,

Fluorescein as pH Probe

QDHO ian igHg @e o
g = g = gi"+= g™

Dianion Monoanion Neutral Cation
pH>9 phenol (pKa ~ 6.4) carboxylic acid pKa~2.1
(pKa < 5)

1

HO




Ukazky sond citlivych na Ca 2%
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Sondy pro mereni polarity prostredi

Typickymi sondami pro dynamickou polaritu jsou 1-anilinonaftalén-
8-sulfonat (ANS) a 2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS). S
rostouci polaritou prostredi se emisni spektrum posouva k vysSim
vinovym delkam.

Casto se méni i kvantovy vytéZek a doba vyhasinani fluorescence

Polarita prostredi ovliviiuje vétSinu fluorofora (napf. tryptofanu)



Membranové fluorescencni sondy

e princip: nepolarni sondy se dostavaji do, ve kterych pfevladaji
nepolarni fetézce mastnych kyselin (bunééna membrana)

e umoznuji sledovat napf. transport a metabolismus lipidu
membranou, membranovy potencial, pfenos signalu sténou
membrany atd.

e tyto sondy jsou nej¢astéji analogy pfirozené se vyskytujicich lipidd,

pripadné malé lipofilni molekuly

CH.CH CH,.CH
372 23
\ oH o/
N N
5 = N GH=CH-CH = —=s
N N
CH,CH 0 D/_ \GH CH
3-p 23

bis-(1,3-diethylthiobarbituric acid)trimethine oxonol — ukazka sondy na méfeni potencialu membran



Fluorescencni sondy pro NK

 Vizualizace a identifikace RNA a DNA

* RuUzné principy interakce, napf.
,vmezereni* barviva do Sroubovice
DNA (ethydium bromid)

ethidium bromid akridinovéa oranz



