Analyza organickych
latek

Luminiscencni spektroskopie




Rozd¢leni luminiscence podle zdroje
excitace

* fotoluminiscence - absorpce energie ve formé svétla

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

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

« dalSi zdroje (sonoluminiscence, atd.)
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Typy prechodu

hladiny energii molekulovych orbitalti




Typy prechodu

Prechod o - 6* : jednoduche vazby (napt. C-C, nebo C-H),
vyzaduji velikou energii (méné€ nez 190nm, vakuova oblast)

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

Prechod m — n*: slouCeniny s dvojnymi a trojnymi1 vazbami, ¢im
lepSi konjugance vazeb, tim vysSi vinova délka (energeticka
hladina nejvysSiho obsazeného vazebneho orbital se zvysi a
energetickd hladina nejnizSiho nevazebneho orbitalu se snizi
— niZSi AE), delokalizované n orbitaly aromatickych systému
— rozdil energii je nizky (absorpce ve Vis oblasti)

v molekule je kromé dvojné vazby pritomen také atom s
volnym elektronovym parem (N, S, Cl...), nizka energie,
ovlivnéni  — nt* prechodu




Luminiscence molekuly je
charakterizovana:

emisni spektrum (emisni maximum), excitacni
spektrum (excitaCni maximum), Stokesuv posun,
kvantovy vytézek, Cas vyhasinani luminiscence




Emisni a excitani spektra

emisni spektrum (fluorescenCni resp. fosforescenCni spektrum):
zavislost intenzity luminiscence na vinové delce. Méri se pri konstantni
A

ex-

excitacni (aktivacni, ,absorpCni“) spektrum: zavislost absorpce
luminoforu (fluoroforu) na vinové deélce. Mefri se pri konstantni A,

Stokesuv
osu.
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Emisni a excitacni spektra

- rozdil mezi emisnim a excitaCnim
maximem (v nm)

Kashovo pravidlo: tvar emisniho spektra neni ovlivnén
vlnovou délkou excitace a lze excitovat zafenim s kteroukoli
vlnovou délkou z excitacniho spektra

nejvyssi intenzita luminiscence: excitace vinovou délkou
rovnou excitaénimu maximu

, nebot’ prechod z T, do S, je spojen s mensim
rozdilem energie, nez prechod z S, do S,




Z.akladni vztahy

A=cle =log (P /D) (Lambert-Beertiv zakon)

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

F= ko ®, (1-10)

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

F=ko®,6 23cl¢

zjednoduseny vztah pro nizké koncentrace




Stanoveni proteinu
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Casove rozlisena luminiscence

excitacni puls

I=1,exp-(t/T)

fluorescence

T t

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




Vytézek luminiscence
* obecna definice: @ = k;/ (k; + k; + K,)

k; rychlost emisniho procesu (fluorescence)
k. rychlost nezativych prechodt (teplo, relaxace...)
k., rychlost mezisystémovych ptrechodi

- jestlize rychlost deaktiva¢nich procesi je pomala ve srovnani s k; potom
kvantovy vytézek je vysoky

« kvantovy vytézek:

(pk - Nem/N abs Iem/ Lips = Iem/ (IO_I)

abs
(Pe<(pk

e energitcky vytézek:

(pe - Eem/ Eabs - hvem/ hvex




Schéma meéreni fluorescence
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Struktura organickych molekul a
luminiscence — zakladni pravidla

1. luminiscenci vétSinou nepozorujeme u uhlovodiku bez dvojnych
vazeb (o0 — o* pfechod)

2. luminscence je vzacna také u nearomatickych uhlovodiku s
dvojnymi vazbami, nekdy pozorujeme slabou fluorescenci
molekul obsahujicich karbonylovou skupinu v UV oblasti
(pfechod n—11™), nebo u vysoce konjugovanych (ale
nearomatickych) molekul (vitamin A)

3. vetsina aromatickych uhlovodiku jevi dobrou luminiscenci (TT—Tr*
prechod)




Zakladni pravidla

4. Aromatické systémy s prechody n—n* zvySuji 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 1 fosforescence.

5.  Skupiny pfipojené na aromatické jadro Casto silné ovliviiuji
fluorescencni vlastnosti molekuly. Tyto skupiny mohou ménit polohu
nejnizsi vibracni hladiny excitovaneho stavu (tyka se to jak n—n™*, tak 1
n—n* prechodil) — viz. tabulka.




skupina vliv na @y vliv na @,
alkyl nepatrny zvyseni
hydroxo, methoxo zvyseni zvySeni

Karboxylova, keto

velké snizeni

velke zvySeni

Nitro, nitroso sniZzeni zvyseni
amino zvyseni zvyseni
sulfthyrylova sniZzeni -
sulfonova nepatrny -
kyano zvyseni -
X snizeni zvyseni




6. molekuly s planarni a rigidni strukturou maji vyssi kvantovy
vytézek, nez molekuly s velkym stupném volnosti (konjugace
takovych systému je vySSi, interakce se solventem je nizSi
(fluorescein x fenolftalein, ruzna fluorescence isomeru téz
molekuly).

O O O
P ‘
COO- COO-

Fluorescein (vyborné Fenolftalein (barevny, ale
fluorescencni vlastnosti) nefluoreskujici indikator)




jestliZze je na aromatickém jadie halovy prvek
muzeme pozorovat tzv. efekt tézkeého atomu:
pritomnost tézkeho prvku zvySuje pravdépodobnost
pfechodu na S, — T,, coz ma vliv na zvySeni O@,.

jestlize jsou aromaticka jadra téze molekuly
oddélena alkyovou skupinou je systém slab¢, nebo
vubec konjugovan (mensi kvantovy vytézek, nizsi
vlnova de¢lka emise).




Luminiscence a struktura

prechod 11— 11" Cim vice je v molekule konjugovanych vazeb, tim
vysSSi ma emitované zareni vinovou delku

Vzorec Nazev Aoy Aeyy | Pp | Pp

© Benzén 205 278 ]0.11 0.26
Nafatlen 286 321 |0.29 0.1
Antracén | 365 400 [0.46 | <0.01
Naftacén 390 480 |0.60 -
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Tryptaphan Tyrosine Fhenylalanine
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

2. www.biotek.com

1. P. Pekarkova, Bakalarska prace, 2005




Fluorescences
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Derivaty fluoresceinu
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Vnitrni a vné€jSi luminiscence

* vnitini/ (nativni luminiscence) — molekuly
1ze stanovit bez vyrazné¢ho zasahu do sledovan¢ho
systemu, zpravidla aromaticke latke

* vn¢jSi/ luminiscence — do sledovaného
systému pridame fluoreskujici ¢inidlo(barvivo),
jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci
analytu, pripadné se na n¢j navaze




Fluorescen¢ni znacky a sondy

* fluorescencni znacCky (fluorescent labels) jsou vnéjsi
(extrinsic fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym
biomolekuladm (proteinum, peptidim, ligandim,
oligonukleotidim a jinym) vazou kovalentni vazbou

* fluorescencni sondy (fluorescent probes) jsou vnéjsi
fluorofory, které se ke sledované strukture vazou nekovalentné
a Casto pritom meni sve fluorescencni vlastnosti.




FluorescenCni znacky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

H:M~— Biopolymer
._II ij g .—g— - Biopolymer
sulfonyl chloridy
H.N— Biopolymer
.—H:ﬂ:ﬁ gp.—w—u—hm— Biopolymer

sukcinimidyl estery (Rh6GSE)

H.N—| Biopolymer

0

-_H_m gp .—ﬁ -NH— Biopolymer

0

isothiokyanaty (FITC, RBITC)




Fluorescen¢ni imunoanalyza (FIA)

poprve pouzity v roce 1964
casto ovlivnéna fluorescenci matrice a samotného vzorku

muize byt pouzita i TR-FIA (Time Resolved Fluorescence

Immuno Assay). Tato metoda vyuziva jako znacek chelatu s
lanthanitych kationti (Eu**, Tb?>*, Sm3* a dalSich)

FIA Ize provadét v homogennim i heterogennim prostiedi, v
kompetitivnim 1 nekompetitivnim usporadani

[-Ab + <Ab + <Ab-F  —— [[Ab-<Ab [le-<Ab-F

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostredi




Fluorogenni substraty — stanoveni
enzymaticke aktivity

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

b-ah-o ¥

enzym znaceny
substrat




Fluorimetricka EIA

* Enyzmoimunoanalyza v homogennim
(E uégékg"peterogennim prostiedi (ELISA)

moznost
 antigen je znaCen enzymem
 antigen znaCeny enzymem se srazi s protilatkou

* nesrazeny antigen s enzymem lze stanovit takto:

enzym
O -l ¢

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




FluorescenCni sondy

* vn&jsi fluorofory, které se ke sledovanym
molekulam, 1ontum, atd. vazi nekovalentni
vazbou

« zm¢na fluorescencni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisniho maxima, zména casu
vyhasinani)

* Princip: ruzny vliv na Franck-Condonuv
excitovany stav




FluorescenCni sondy pro NK

» Vizualizace a identifikace RNA a DNA (nukleové
baze maji jevi slabu luminiscenci)
e Rizne¢ principy interakce, napft. ,,vmezereni

(interkalace) barviva do Sroubovice DNA (ethidium
bromid)




Ethidium bromid interkalovany mezi par adenin-uracil

- ethidium bromid: ve vodé fluoreskuje jen slabé, pfi interakci s
DNA se intenzita fluorescence zvySi 30x a Cas vyhasinani se
zvySi z 1.7 ns na 20 ns.




Analyza organickych
latek

Chiroptické metody




Rovinn¢ a cirkularné€ polarizovane svétlo

Rovinné polarizované svétlo je slozené z doprava (R) a
doleva (L) kruhové polarizovaného svétla se shodnou
vinovou délkou (resp. frekvenci) a amplitudou.

vektorovy soucet

+

O-C
OO
SIS

+




ORD aCD

* Opticka Rotacni Disperze (ORD) — zavislost velikosti
opticke aktivity (zavislost uhlu stoceni) na vinovée
delce

* Cirkularni Dichroismus (CD) — jestlize absorpce R a
L kruhové€ polarizované slozky zateni opticky aktivni
latkou je rizna, zaroven muze byt ruzna velikost
opticke aktivity




CD

Jednotka: Ae = ¢ —¢;

Jina jednotka je (molarni) elipticita [0O]
Prepocet mezi elipticitou a Ag: [O] =
32982 Ag

Jednotka [0] : stupn¢ elipticity
Nejzajimaveéisi oblast pro studium
struktury latek: pod 200 nm
(pracujeme v dusikove atmosfére)

N

EL—ER




-40

CD, 220 nm

30 40 50 60 70
Temperature [C]

,,Melting* experiment: stanoveni teploty, pi1 které
dochazi k rozpleteni polynukleotidy (DNA)




Vyuziti CD pro studium

sekundarnich struktur proteinu

typy proteinovych
Struktur

Sekundarni struktura proteinu
(hlavné vzdalena UV oblast): 15
zpravidla kombinace rtznych
zakladnich sekundarnich struktur
- alfa helix, paralelni,
antiparalelni, ,beta sheet”
(skladana struktura), ,turn® a 0

dalsich...

merime hlavnée v blizke UV 1o

ryaglobin

hen lysozyme
triosephosphate isomerase
chymotrypsin

1 L 1 L 1 1 1 L 1
180 200 220 240 260
‘Wavelength {nim)




Studium sekundarni struktury
proteinu — ,,C1sta* spektra
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CD spektra ,Cistych” (pure) sekundarnich struktur proteinu
(Brahms & Brahms, 1980)




Vyhody x nevyhody

- neni v urCovani sekundarni struktury tak specificka

jako NM|

R, nebo RTG strukturni analyza (proteinova

krystalografie)

+ moznost pouZiti pi1 ruznych podminkach (roztoky,
teplota, pH)

+ komplementarita k metodam, kdy je mozné méfit jen

vzorky v pevne fazi




