
Fluorescenční metody

� široké použití v oblasti výzkumu i praktické aplikace
� bioanalytické metody

– klinická chemie (fluorogenní substráty p ři stanovení enzym ů)
– imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresce ční imunoanalýza)
– genetické analýzy a DNA bio čipy
– monitorování prost ředí (fluorecen ční proby)

� biomedicína
– identifikaci a separace bun ěk v pr ůtokové cytometrii
– zobrazení bun ěčných komponent ve fluorescen ční mikroskopii a 

analýze obrazu
– konformace a dynamika bun ěčných systém ů



Fluorescence

� fluorescence = fotoluminiscence,
emise sv ětelného kvanta p ři návratu
elektronu z vyšší energetické hladiny, 
kam byl vybuzen fotoexcitací

� fluorescence F se udává p ři určité vlnové délce
– emisní x excita ční spektra
– relativní vyjád ření, alternativn ě jako

intenzita sv ětelného toku na jednotkovou 
plochu ("count")

� další charakteristiky: kvantový výt ěžek Φ, střední doba života τ, 
polarizace P (směr kmitání el. vektoru emg. vlny)

� fluorescence prakticky ihned (10 -8 s) po skon čení excitace ustane
� fosforescence trvá delší dobu, p ři excitaci vzniká metastabilní stav
� energetické p řechody - Jablonského diagram : (vznik a zánik 

excitovaných stav ů)
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� Kashovo pravidlo:
– před emisí dochází k relaxaci vibra ční energie a vnit řní konverzi, takže 

fluorescen ční přechod nastává z nejnižší vibra ční hladiny prvního 
excitovaného stavu S 1

� Vavilov ův zákon:
– kvantový výt ěžek a doba trvání excitovaného stavu složitých moleku l v 

roztoku nezávisí na vlnové délce budícího zá ření
– obecná vlastnost fluorescence: emisní spektra jsou nezávislá na vlnové 

délce excitace
� Zcadlová symetrie mezi absorp čním a fluorescen čním pásem:

– absorpce i emise z odpovídajících si vibra čních hladin mají stejnou 
relativní pravd ěpodobnost. V ětšina absorbujících i emitujících molekul se
nachází v rovnovážném vibra čním stavu, p řičemž vibra ční struktura 
základního i excitovaného stavu mají stejnou struktur u

– po absorpci p řechází elektron z rovnovážné vibra ční hladiny stavu S 0 na 
vyšší vibra ční hladinu stavu S 1, poté dochází k rychlé relaxaci na stavu S 1
(v čase 10-12-10-13 s) a teprve poté následuje zá řivý p řechod na vyšší 
vibra ční hladinu stavu S 0 a další vibra ční relaxace na rovnovážnou 
vibra ční hladinu stavu S 0

– výjimky jsou d ůsledkem rozdílného geometrického uspo řádání 
atomových jader v excitovaném a základním stavu

� Stokes ův posuv
– rozdíl v energiích mezi maximy absorp čního a emisního pásu



Sledování a měření fluorescence
� spektrofluorimetry – měří střední signál celého vzorku v kyvet ě nebo 

v jamce mikrodesti čky 
� fluorescen ční mikroskopy – umožňují pozorovat fluorescenci dvoj-

nebo trojrozm ěrných mikroskopických objektù 
� fluorescen ční skenery (i " čtečky" mikrodesti ček) – měří fluorescenci 

2D makroskopických objekt ů (elektroforetické gely, bloty, 
chromatogramy)

� průtokové cytometry – měří fluorescenci velkého množství 
jednotlivých bun ěk a umož ňují identifikaci a separaci jejich 
subpopulací

� měření relaxa čních časů (pulzní, nebo fázový posun - frekven čně 
modulované sv ětlo)

� fluorescen ční korela ční spektroskopie (FCS) 
– fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10 -15 l) určeném fokusovaným 

laserovým excita čním paprskem
– rychle difundující fluorofory - fluktuace fluorescen ce (nedochází ke 

zprůměrování), její časová závislost se analyzuje pomocí autokorela ční 
funkce (informace o kinetice, difúzi, koncentraci mo lekul ve vzorku)



Rozdělení fluoroforů
� vlastní (vnit řní, intrinsic) - p řirozený výskyt

– proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
– fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)

� nevlastní (vn ější, extrinsic) - p řidávají se ke vzork ům, 
které samy nemají fluorescen ční vlastnosti

� fluoresce ční značky (váží se kovalentn ě)
� fluoresce ční sondy (váží se nekovalentn ě)

– fluorofory, jejichž kvantový výt ěžek, případně i spektrální 
vlastnosti se výrazn ě mění po navázání na bílkoviny, nukleové 
kyseliny, membrány aj.

– studium zm ěn konformace, membránového potenciálu, polarity a 
viskozity prost ředí

� fluorescen ční indikátory (chemické sondy)
– spektrální vlastnosti nebo intenzita fluorescence j sou citlivé na 

přítomnost dalších látek - zjišt ění koncentrace



Fluoresceční značky

� klasické: organická barviva, fluorescentní bílkovin y, 
cheláty lanthanid ů

– dob ře rozpustné ve vod ě, snadné použití, mnoho existujících 
protokol ů a aktivovaných forem

– ale široké spektrální pásy, náchylné na fotorozklad

� moderní - polovodi čové kvantové te čky, anorganické 
nanočástice dopované lanthanidy, nano částice latexu a 
křemičitanů s navázanými fluorofory
– díky pokroku v oblasti materiálových v ěd
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Fluorescein
� nejčastěji používaný fluorofor

– výhody: vysoká absorbce,
velké Φ, nízká cena

– exc. lze p ři 488 nm Ar laserem
(kofokál. mikrosk., cytometrie)

� fluorescein-5-isothiokyanát
– FITC, 494 / 520, s -NH2 skupinou 

dává thiomo čovinové uskupení

� výhodn ější je NHS-fluorescein
– reaguje rychleji, stabiln ější produkt

� na -SH skupiny: 5-jodoacetamidofluorescein
(5-IAF) a fluorescein-5-maleimid

� na aldehydové či oxoskupiny:
– fluorescein-5-thiosemikarbazid, dá hydrazonovou vazbu
– použitelný nap ř. pro zna čení cytosin ův DNA či RNA 

po jejich aktivaci hydrogensi řičitanem

� na sacharidové zbytky:
– fluorescein-dichlorotriazin ( DTAF), i na jiné biomolekul s volnými 

alifatickými hydroxyly, také na tubulin
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Problémy s fluoresceinem

� náchylný na fotorozklad - signál vydrží pouze pár minut
� pH závislost fluorescence - výrazn ě klesá signál pro pH 

pod 7
� existence isomer ů - může komplikovat geometrii vazby k 

protein ům, následn ě eluční časy v chromatografii, 
migraci v gelech

� méně vhodný pro "ultracitlivé" aplikace
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Rhodaminy

� strukturn ě podobné fluoresceinu, který dopl ňují
– místo atom ů kyslíku jsou na postranní cykly vázány dusíkové ato my
– mohou nést r ůzné substituenty a tím je dostupná široká škála vari ant

� emise probíhá p ři delších vlnových délkách ve srovnání s 
fluoresceinem
– použitelné pro techniky s dvojím zna čením
– vyšší fotostabilita a dobrá excitovatelnost sv ětlem rtu ťových výbojek

5
tetramethylrhodamin (TMR) rhodamin B

sulforhodamin 101
(Texas Red)

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC



� sulforhodamin B, jinak Lissamin rhodamin B 
– obsahuje na dolním aromatickém jád ře dvě sulfoskupiny v polohách 3 

(vpravo naho ře) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)

� sulforhodamin 101, Texas Red (Molecular Probes)
– emitující nad 600 nm 

� tetramethylrhodamin-5-isothiokyanát ( TRITC) resp. ( TMR)
– od tetramethylrhodaminu, nejb ěžnější značkovací činidlo z této skupiny,  

(544 / 570), ε544 = 105 M cm -1

– reakce s aminoskupinou probíhá analogicky jako u FI TC
– karboxytetramethylrhodamin ( TAMRA) další alternativa

� NHS-rhodamin (5-karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544 / 576)
� karboxy-X-rhodamin ( ROX) - značení oligonukleotid ů, sekvenování

� Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)
– má v 5-pozici reaktivní skupinu  -SO 2Cl - s -NH2 vzniká sulfonamid
– podobn ě existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivátu

� na derivatizaci SH: tetramethylrhodamin-5-jodacetam id (540 / 567)
� pro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylh ydrazin

– má v 5 poloze skupinu –SO 2-NH-NH2) (560 / 585)
– sulfonylhydrazin Texas Red emituje p ři delší vlnové délce (580 / 604)



Rhodaminy - zhodnocení

� fluorescence v červené oblasti
� vyšší stabilita než fluorescein
� excitovat (p ři 520 nm) lze rtu ťovou výbojkou



Alexa Fluor
� rhodaminový nebo 

kumarinový skelet
dopln ěný o sulfoskupiny

� vyšší rozpustnost
� celá odstup ňovaná řadu

slou čenin s posunujícími
se exc. a emis. maximy

� napojení na zna čené biomolekuly probíhá v dolní části molekuly p řes 
karboxyl v poloze 5  aktivovaný nap ř. NHS skupinou
– jsou p řítomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6
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Značení AlexaFluor
� imunolokalizace ribulosabisfosfát 

karboxylasy v 2.0 µm řezu listu 
kuku řice (C4, separovány fotosynt. 
složky mezi mezofil a svazky cévní) 
– anti rubisco Ab, Alexa Fluor 488 kozí 

Ab anti králi čí IgG
– autofluorescence chlorofylu 

(červen ě, v mezofylových plastidech)
– lignin (matn ě zelený) v xylemu 

svazků
– kutin (jasn ě zelený) v kutikule vn ě 

epidermis

� periferní neurosystém embrya 
Drosophily:
– mAb 22c10 anti mikrotubuly, Alexa 

Fluor 488 králi čí Ab anti–myší IgG
– dělící se bu ňky - Ab anti histon-H3, 

Alexa Fluor 594 kozí Ab anti králi čí
IgG 

– jádra DAPI (modrá fluorescence)



Kumariny

� kumarin = 2H-1-benzopyran-2-on je p řírodní látka
� 7-amino-4-methylkumarinové deriváty, zejména 

7-amino-4-methylkumarin-3-octová kyselina ( AMCA) (345 / 450)
– pro -NH 2 AMCA-NHS
– pro -SH AMCA-HPDP 
– pro aldehydy AMCA-hydrazid

� 7-diethylamino-3-[(4’-(jodacetyl)amino)-fenyl]-
-4-methylkumarin (DCIA)
– velmi intenzívní fluorescence (382 / 472)
– na světle nestabilní 
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BODIPY

� 4,4-difluoro-4-bor-3a,4a-diaza-s-indacen
– nemá ionizovatelné skupiny - málo ovlivn ěn pH
– vysoké absorbance a vysoké kvantové výt ěžky fluorescence
– menší komplikací jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm

� modifikace v krajních polohách postranních cyklopen tadien ů

– deriváty s posunutými spektrálními charakteristikam i
– pro -NH 2 existuje BODIPY FL C3 SE s postranní NHS skupinou ( 502 / 510)
– komplikací je vzájemné zhášení, pokud je stupe ň substituce vyšší
– dostupné deriváty s jodacetamidovou a hydrazidovou s kupinou 

� deriváty BODIPY 530/550 C3-X - maxima k vyšším vlnov ým délkám
– přítomnosti objemných aromatických postranních substi tuent ů
– reaktivní skupinou X m ůže být NHS nebo hydrazid

� bromderivát Br BODIPYpro substituce sulfhydrylových  skupin

O

O
N

OO

NN

CH3

CH3 FF

O
O

NN

FF

FF

NN

CH3

CH3

CH3

CH3

Br

B

B

-

B

BODIPY FL C3 SE
BODIPY 530/550 C3

Br-BODIPY



SO3H

N

O

OSO3H

N
N

SO3H

R NH2

R OH

O

z
O

O

N
H

RO

N
H

O O
R

O

-NH(CH2)2NH2

-NH(CH2)5NH2

-NH-NH2

z =

O N

O

SO3H

SO3H

SO3H

+
-

C

Cascade blue

� od sulfonovaného pyranu
– vlastnostmi vhodn ě dopl ňuje 

fluorescein p ři multizna čení
– výborná rozpustnost ve vod ě

– dobré kvantové výt ěžky (kolem 50%) 
– malá úrove ň vzájemného zhášení p ři vyšších substitu čních pom ěrech
– mateřská slou čenina má na horním jád ře vpravo pouze methoxyskupinu.

� pro zna čení aminoskupin - acetylazidový derivát (375+400 / 4 10)
– při vyšších teplotách – kolem 80 °C v DMF probíhá p řesmyk azidového 

uskupení na isokyanátovou formu a odšt ěpí se molekula dusíku
– isokyanát reaguje s volnými hydroxyly, vzniká urethan ové uskupení
– další formy mají v postranní části hydrazinový, ethylendiaminový nebo 

kadaverinový (pentamethylendiaminový) zbytek 

-N2



Lucifer yellow

� základní slou čeninu z = H
� deriváty 4-aminonaftalimid-

-3,6 disulfonátu
� napojení se realizuje p řes 

horní imidový atom dusíku
– jodacetamidový derivát (na –SH) 
– hydrazidová skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)
– optické parametry (427 / 530)

� především v cytochemii
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Cyaninové fluorofory
� velmi populární zejména v oblasti DNA 

biočipů využívajících cDNA fragmenty
jako imobilizované próby

� základem je indokarbocyaninový skelet
– je sulfonován, ob ě aromatické části jsou spojeny uhlíkatým m ůstkem 

s konjugovaným systémem dvojných vazeb (methin)

� je k dispozici odstup ňovaná řada fluorofor ů (Amersham Biosci.)

Cy3 Cy5

vzorek - Cy5

kontrola Cy3 p řekryvový signál (oba kanály)
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Cyaniny - zhodnocení

� délka polyenového spojovacího řetězce
– monomethinové slou čeniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow 

(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskují p o vazbě na 
nukleové kyseliny (fluorescen ční sondy)

– polymethinové slou čeniny - Cy3, Cy5, …
– délka spoj. řetězce, resp. po čet vinylenových -CH=CH- skupin 

působí bathochromní posun o cca 100 nm - fluorofory em itující až 
v NIR oblasti

� výhody NIR fluorescence
– není zde už autofluorescence biologických složek - v yšší citlivosti
– méně nákladná instrumentace, excitace p ři delších vlnových 

délkách

� problémy
– úzké excita ční pásy, fotorozklad, menší intenzita v NIR



Atto
� vysoká absorbce a výt ěžek, fotostabilita
� modifikace oligonukleotid ů

� několik typ ů struktur na bázi kumarinu,
rhodaminu, …     (Atto-Tec)

exc. em.

Trojnásobné zna čení endotheliálních bun ěk (HUVAC): von 
Willebrand faktor - Atto 550 zna č. Ab (zelené), kadherin - Atto 
655 zanč. Ab (červeně) a jádra DAPI (mod ře) 



Fluorogenní substráty hydrolas
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rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinové proteinasy, (496 /
520) cca 100x citliv ější než slou čeniny 
založené na AMC

jiný p říklad - rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) ( Z-FR-R110)
pro cysteinové proteinasy katepsin B a LBZAR
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Fluorogenní enzymové substráty

O O

CH3

OPOH

O

OH
O O

CH3

OHH2O

- H3PO4

4-methylumbelliferylfosfát ( MUP), po hydrolyse fosfatasou vzniká
4-methyl-7-hydroxykumarin ( methylumbelliferol ), modrá fluorescence, 
(360 / 450)

MUP
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CH3

Z-X-NH
deriváty 7-amino-4-methylumbelliferolu ( Z-X-AMC
nebo Z-X-MCA), AMC produkt (342 / 441), nap ř. 
7-amino-4-methylkumarin N-CBZ-L-fenylalanyl-L-
argininamid ( Z-FR-AMC) pro stanovení serinových 
proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo 7-
amino-4-methylkumarin, N-CBZ-L-aspartyl-L-
glutamyl-L-valyl-L-asparagylamid
(Z-DEVD-AMC) pro kaspasu 3

alternativn ě deriváty 7-amino-4-trifluoromethylkumarinu, nap ř. Z-DEVD-AFC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



Lanthanidové
komplexy

� Eu3+ a Sm3+ ve form ě chelát ových komplex ů

– atraktivní fluorescen ční značky vhodné pro časově rozlišenou 
fluorescenci („ time-resolved fluorescence “, TRF)

� pro "p řichycení"k biomolekulám slouží N 1-(p-isothiokyanatobenzyl)-
diethylen-triamin-N 1,N2,N3,N3-tetraoctová kyselina ( DTTA)

� která se m ůže vázat na aminoskupiny za vzniku thiomo čovinového 
uskupení. 

� takto p řipravené komplexotvorné místo pak váže iont lanthan idu a 
získá se intenzivn ě fluoreskující zna čka s relativn ě dlouhou dobou 
záření po excitaci
– při pulzní excitaci se vy čká, až vymizí či vyhasne nespecifická 

fluorescence pozadí, p řípadn ě rozptýlené zá ření, a až pak se po krátké 
prodlev ě změří fluorescence zna čky

– lze použít i další lanthanidy, nap ř. terbium a dysprosium
– proces pod názvem DELFIA zavedla finská firma Wallac Oy 
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Další chelátové struktury

� kryptát terpyridin chelát s anténou



TRF měření

� cheláty lanthanid ů

(Eu, Sm, Dy)
– dlouhá životnost

excitovaného stavu
– velké Stokesovy posuny



Kvantové tečky
� moderní fluoreskující polovodi čové nanokrystaly
� QD, "quantum dots" jsou menší než 10 nm a svým kvan tovým 

chováním se nachází mezi polovodi či a izolovanými atomy
� polovodi če - valenční a vodivostní energ. hladiny odd ělěny o Eg

– excitace - elektron p řejde do vodivostní hladiny a zanechá za sebou 
kladn ě nabitou díru ve valen ční hladin ě

– prostorová separace tohoto páru ("exciton") odpovíd á Bohrovu pr ůměru 
a je typicky 1 až 10 nm

� QD mají obdobnou velikost
– excitony jsou v nich ohrani čeny

podobn ě jako chování částice 
v uzav řeném prostoru

– energetické hladiny p řipomínají 
atomy či molekuly 

– optické vlastnosti závisí na velikosti



Kvantové tečky (QD)

� unikátní fluorescen ční
vlastnosti - stabilita v ůči 
fotorozkladu, velké 
Stokesovy posuny

� CdTe jádro obalené CdS,
rozpustnost díky vazb ě thioglykolové kys. (TGA)

� prekurzory - Te, CdCl 2, TGA a NaBH4

– NaHTe připraven redukcí Te pomocí NaHB 4

– nást řik roztoku NaHTe do sm ěsi CdCl 2 a TGA v inertní 
atmosfé ře

– refluxace na vzduchu (minuty až hodiny)

� při zahřívání roste pr ůměr QD, emisní maximum se 
posouvá k delším vln. délkám

� větší QD mají lepší stabilitu



Vlastnosti QD



QD: absorbční / emisní spektra



Fotoluminiscence u QD

� vzniká radia ční rekombinací exciton ů

spektrální vlastnosti jsou „laditelné“ 
změnou velikosti částic
– např. u CdSe nanokrystal ů lze emisi 

nastavit od 450 do 650 nm
– menší QD jsou „mod řejší“ 

(hypsochromní efekt)

� pro konjugaci s biomolekulami se nanáší reaktivní vrs tvy
– tri-n-oktylfosfinoxid (TOPO) nebo hexadecylamin
– silaniza ční činidla vytvá řející silikátový obal
– thioly, thiokyseliny, glutathion, …



Výhody QD
� oproti klasickým fluorofor ům zahrnují:

� vysoký jas (20x vyšší proti jiným typ ům, daný velkým kvantovým 
výt ěžkem a vysokým extink čním koeficientem)

� úzké emisní pásy pod 30 nm , velké Stokesovy posuny -
částice obsahujících r ůzně barevné QD v r ůzných pom ěrech, čímž 
vzniká chemický „ čárový kód“ umož ňující identifikaci v komplexních 
směsích

� velmi stabilní a nepodléhají fotodegradaci - často se chrání 
proti fotooxidaci plášt ěm z polymer ů nebo jiných polovodi čů (např. 
CdSe povle čený ZnS nebo silikátem )

� široké absorb ční pásy - různě barevné QD lze excitovat stejným 
zdrojem sv ětla a jednoduše tak vyhodnocovat sou časně různé 
značení odlišnými barvami p ři multiplexních stanoveních



QDs mohou být toxické
� CdSe a CdTe snadno p řipravitelné ve vod ě, nejčastější pro 

bioaplikace
– vysoký kvantový výt ěžek (~50%), klesne po biokonjugaci (~20%)

� “klasické” materiály - CdTe, CdSe, HgTe, PbS ... jsou t oxické
� nové možnosti – Si, ZnS dopovaný Mn, InP, InP / ZnS, Ag 2S, Ag2Se, C 

dots

� uhlíkové QDs (C-dots, 
včetně dopovaných Si)

� vznikají p ři rozkladu organických 
slou čenin uhlíku
– saze, parafinový vosk
– emisní spektra závisí na velikosti 

a excita ční vlnové délce



Nanočástice
s fluorofory

� optické kódování na základ ě

multiplexování vln. délek
� polymer, uvnit ř směsi různě 

fluoreskujících QD - charakt.
spektrum

� možnost identifikace cílových
biomolekul ve sm ěsích p ři užití
kombinatorických postup ů



Bar coding (optický „čárový“ kód)



Multiplexní imunostanovení

� různé QD jako zna čky, stanovení n ěkolika analyt ů 
(marker ů) vedle sebe v jediné procedu ře



Kapilární fluorescenční imunostanovení

� kodování – typ biorekogni čního elementu (co se m ěří)
� spole čná sekundární zna čka (kolik toho je p řítomno ve vzorku)

excitace



Anti-Stokes fluorescence
� organic fluorophores – excitation with shorter wavele ngth, emission 

at a longer wavelength, intensity of emission is di rectly proportional 
to the excitation

� however, a longer wavelength can be changed to a sh orter one –
energy of few photons is summarised and a higher ene rgy photon 
becomes emited; intensity depends on the square of excitation –
non-linear processes

� two(m ulti)-photon luminescence
– several photons interacting with a single molecule
– e.g. 2-photon confocal microscopy – lower excited vol ume, better resolution

� second harmonic generation
– increased energy of photons passing through suitabl e crystalic materials
– double frequency at the output, narrow emission pea ks, coherence
– nanocrystals of KNbO3, LiNbO3, BaTiO3, ZnO

� „upconvertion“



Upconverting NPs (UCNP)
� gradual absorbtion of several photons
� lower excitation intensity compared to 

multiphoton techniques
– observed for materials doped with Ti, Ni, Mo, actin oids

� quite high for NPs based on NaYF 4 doped with 
lanthanoids (eg. Yb 3+ and Er 3+, or Yb 3+ and Tm 3+)



Mechanism of upconversion
� ESA (excited-state absorption)

– ions gradually absorb several photons
– transfer to the target band, emission starts

� ETU (energy transfer upconversion)
– ions with a higher extinction coef. 

(sensitizers) become excited by 
absorbtion of photon and transfer 
energy to nearby ions (emitters)

�

beta phase of NaYF4 doped with 
Yb3+ (20%, sensitiser) and Er3+, (2%, emitter)



Assays with UCNP - LRET
� detection of human IgG
� NaYF4 : Yb : Er
� overlap of Au absorbtion with

green emission (energy 
transfer)

� homogeneous competition

Au NPs

UCNPs



Bioimaging with UCNP (… in NIR)

� tissues are rather transparent 
for NIR light (700 .. 900 nm)
– out of water and hemoglobin

� single molecule (bioobject) 
visualisation



Fykobiliproteiny

Název Zdroj Složení  Mr 

(kDa) 
Počet 
bilin ů 

λex / λem 
(nm) 

ε (106 M-1 
cm-1) 

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (αβ)6γ 240 34 546 / 575 2,4 
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (αβ)6γ 240 34 566 / 574 2,0 
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)2 72 4 614 / 643 0,58 
allofykocyanin Anabaeba variabilis (αβ)3 110 6 650 / 660 0,70 
CryptoFluor Crimson  cryptomonad algae  40,2  585 / 658  
CryptoFluor Gold cryptomonad algae  30,8  566 / 600  
 

� intenzivn ě fluoreskující proteiny z fotosyntetického aparátu e ukaryot, 
modrozelených a červených sinic, řas a cyanobakterií

� nativní nefluoreskují, ale excita ční energii p ředávají na chlorofyly
� purifikované fluoreskují s výt ěžky kolem 100%

– obsahují n ěkolik bilinových chromofor ů (např. B-fykoerithrin 34)
– to v souhrnu poskytuje vysoké extink ční koeficienty pro celou molekulu

– fluorescen ční výt ěžky se blíží 30 fluorescein ům nebo 100 rhodamin ům
– fluorescence není extern ě zhášená
– dostupnost mnoha konjuga čních míst
– v prodeji jako konjugáty se streptavidinem nebo bioti nem



Zelený fluoresceční protein 

� "green fluorescent protein ", GFP - z bioluminiscentní medúzky 
(Aequrea victoria, jellyfish), 26 kDa

� chromofor - p-hydroxybenzyliden-imidazolidinon, vniká cyklizací a 
oxidací aa zbytk ů Ser-Tyr-Gly:

� mutagenezí získány vylepšené varianty - široké použi tí pro zna čení
– divoký typ, sm ěs fenolu a fenolátu
– fenolátový anion
– fenol
– fenolátový anion s p řidruženým pí-elektronovým systémem
– indol (Trp místo Tyr)
– imidazol (His místo Tyr)
– fenyl (Phe místo Tyr)



Použití GFP

� biologická zna čka pro sledování a kvantifikaci 
exprimovaných bílkovin

� studium protein-protein interakcí
� interní bun ěčný "biosensor" pro sledování signál ů

� rekombinantní techniky - spojení GFP se sekvencí jin é 
bílkoviny - chiméry - sledování lokalizace a pohybu 
bílkovin v bu ňkách

� zelené myši a podobné …



Fluorescenční polarizace (FP)

� založena na velikosti rota čního pohybu molekul
� v protikladu jsou doba života τfl a rychlost pohybu θrot fluoroforu
� excitace se provádí polarizovaným

světlem, tj. excitují se pouze
fluorofory vhodn ě orientované
vůči rovin ě světla

� pokud bude životnost
exc. stavu mnohem
kratší, než rotace,
tak si excitované mole-
kuly zachovají orientaci
a bude emitováno
polarizované zá ření

� pokud bude životnost
exc. stavu dlouhá, poruší
se orientace molekul a
nastane depolarizace polarizované depolarizované

emitované zá ření



FP a mobilita molekul

� P0 … FP v nep řítomnosti rota ční difuse
� alternativní vyjád ření rotace pomocí

viskosity a molekulárního objemu V,
lze dále zavést molekulovou hmotnost
spec. objem bílkoviny v a hydrataci h
(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)

� v praxi jsou díky hydrataci a nesférickému tvaru ko relační časy θ asi 
2x větší než odvozené pro kouli v suchém stavu (nap ř. HSA, M= 65 
kDa, h=1,9 vychází θ kolem 50 ns)
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Polarizátor

� světlo po pr ůchodu polarizátorem osciluje pouze v jedné 
rovin ě

� dichroické systémy - adsorbují jednu z obou rovin 
polarizace (film z orientovaného PVA dopovaného 
jódem), málo efektivní v UV oblasti

� krystaly kalcitu vykazující dvojitou refrakci - rozpty lují 
různě obě roviny polarizace (Nicol a Glan polarizátory, 
Wollaston ův hranol)



Měření FP

� změří se horizontální a
vertikální složky emitovaného
záření

� polarizace se
vypo čte podle vztahu:
bývá od -0.25 po 0.5

� alternativn ě se používá
anisotropie r:

� obě veličiny jsou zam ěnitelné (vnit řně souvisí):

� jako tracer fungují konjugáty malých molekul (pepti dy, lé čiva, 
pesticidy, …), které jsou pomocí vhodného m ůstku (linker) spojeny
s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)

polarizátory
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FRET Förster energy resonance transfer

� přenos energie zá řivými nebo nezá řivými mechanismy mezi dv ěma 
chromofory
– zářivý (triviální) p řenos - excitovaná molekula donoru emituje zá ření, které 

je absorbováno molekulou akceptoru
– nezářivý p řenos energie (FRET) - ve sm ěsi molekul dochází k absorpci 

pouze molekulami donoru, avšak kone čným výsledkem je excitovaná
molekula akceptoru (chromofor, budící zá ření sám neabsorbuje)

– nedochází k emisi sv ětla donorem

S1

S1

absorbce
donoru

rezonan ční
přenos

donor                  akceptor

emise
akceptoru

neradia ční
přechody

S0 S0



Efektivita FRET

� dána pom ěrem vzdálenosti r mezi D a A
a Forsterova polom ěru r0, nebo alternativn ě poměry doby τ nebo 
intenzity F fluorescence donoru bez ( τ, F) a v přítomnosti ( τ’ ,F’) 
akceptoru, závisí dále na:
– vzdálenosti mezi donorem a akceptorem
– speltrální p řekryv emisního pásu donoru a absob čního pásu akceptoru
– vzájemné relativní orientaci dipól ů donoru a akceptoru

� pravd ěpodobnost rezonan čního p řenosu energie ur čuje kDA,

– určující složkou je dipól-dipólový p řenos energie
– Förster ův vzorec (v p řípadě slabé vazby, 

kdy vzájemné interakce donoru a akceptoru
neovlivní optická spektra)

– τD – doba dohasínání fluorescence donoru, r0 – vzdálenost, ve které je 
pravd ěpodobnost p řenosu energie rovna pravd ěpodobnosti vnit řní 
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, rDA – vzdálenost mezi donorem 
a akceptorem
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donor - fluorescen ční skupina (fluorofor)

akceptor - zhášející skupina (quencher)

FRET uspořádání

excitace 

nezářivý p řenos energie
na blízkou skupinu akceptoru

ŽÁDNÁ FLUORESCENCE

hydrolysa vhodné skupiny
ve spojovacím m ůstku oddálení - není

přenos energie 

NÁSTUP
FLUORESCENCE 

komplementární DNA
(target)

“molecular
beacon”

+



FRET - vhodné skupiny
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FAM
dansyl

DNP TMR
DABSYL

fluorofory (donory, R zna čí napojení
na další část molekuly)

zhášeče (akceptory)



Vícenásobné značení - detekce mutací



FISH fluorescence in situ hybridization

� dual molecular beacon - vyšší specifita - ob ě proby musí hybridizovat 
s cílovými místy, technika "adjacent probes"



Real time PCR

� zviditeln ění průběhu 
pomocí MB
– 95 oC denaturace 
– 65 oC annealing, 

přisednutí primer ů a 
MB = fluorescence

– 72 oC prodloužení 
vláken



FRET: in vivo interakce biomolekul

BFP                                        GFP

BFP
excitace
při 380 nm

BFP
excitace
při 380 nm

GFP
bez emise
při 510 nm

GFP
nástup emise
při 510 nm

separované biomolekuly

asociace

+



FRET: in vivo interakce biomolekul

konforma ční změny hydrolytické št ěpení

donor      akceptor

interakce ligand a receptor fúze liposom ů



FRET imaging v mikroskopii

� lokalizace a vzdálenosti 
biomolekul v bu ňce



Gene-PIN

� oligonukleotid - "inteligentní" DNA proba obsahující  sekvenci 
komplementární k cílové sekvenci v analyzovaném vzo rku

� na jednom konci má řadu G, na druhém konci řadu C a navíc skupinu 
fluoroforu

� v roztoku tedy vytvo ří vlásenkovou strukturu, v níž se fluorofor 
přiblíží ke guaninovým zbytk ům, které fungují jako zháše č

� v přítomnosti cílové sekvence se vlásenka otev ře a objeví se 
fluorescence

� výhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10 -7 až 10-12 M)



Elektrochemiluminescence (ECL)

� chemiluminescence jako výsledek elektrochemické rea kce, ze 
stabilního prekurzoru na povrchu elektrody vytvo řen vysoce 
reaktivní prvek, který reaguje za tvorby sv ětelného záblesku

� chemiluminiscentní reakce, která vede k emisi foton u z rutheniového 
komplexu, je iniciována elektricky, spíše než chemi cky

� realizace ECL na povrchu elektrody umož ňuje p řesnou prostorovou 
kontrolu procesu, v četně zapnutí a vypnutí (ON / OFF), PMT detektor 
je prostorov ě velmi blízko

� hlavní výsledek je intenzita sv ětelného toku, podružnou informací je 
závislost proudové odezvy elektrody

� vhodné i pro velmi nestabilní látky (generování in situ)
� možnost recyklování - zesilovací ú činek
� ECL lze provést i s luminolem
� komplexy ruthenia s bipyridinem, [Ru(bpy) 3]2+

� technologie se využívá v imunoanalyzátorech firmy R oche



Systém Bioveris (Roche)

Luminiscence
emise sv ětla

Chemi-
předání chem.
energie

Elektro-
elektrochemická
iniciace

� ruthenium a TPA jsou oxidovány po aplikaci nap ětí na elektrodu
� radikál TPA .+ ztrácí proton, redukuje Ru 3+ na Ru2+, které z 

excitovaného stavu p řechází do základního za vyzá ření fotonu
� Ru se nespot řebovává – recykluje se – zesilovací mechanismus

– zvýšení citlivosti stanovení

620 nm



BioVeris tag

� stabilní neizotopická zna čka
� různé formy pro biomolekuly:

– BV-Tag-NHS-ester aminy (bílkoviny)
– BV-Tag-fosforamid fosfoskupiny (nukleové kyseliny)
– BV-Tag-maleimid thioly
– BV-Tag-hydrazid sacharidy
– BV-Tag-amin karboxyly

� podobný je systém ELECSYS
� obvykle kombinováno se záchytem pomocí magnetického  nosi če
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