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FRET
FRET

* FRET je Forster Resonance Energy Transfer

* Transfer — ForsterQiv rezonan¢ni energeticky
transfér (Theodor Forster, 1910-1974)

» Né&kdy nazyvan také Fluorescence Resonance

. Energy Transfer (hlavné v chemické analyze a

Forster resonance energy transfer biologii, kde je sledovana vysledna luminiscence)

+ pFenos energie mezi dvéma fluorofory vzdalenymi
10-100 A

Fluorescence Resonance Energy Transfer

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

2. misto fluorescence je energie prenesena na druhy fluorofor Vyuiitl' F RET . SCh ém a

(akceptor)
3. Akceptor vyzafi prijatou energii ve formé svétla
Podminky:

a) vzdalenost mezi molekulami je mens$i, nez 100 A

FRET
' a

~ molekula 2

Donar J(R) Acceptor
fluorescence absorption Sz

1}

Sy

b) emisni spektrum donoru se prekryva se absorpénim (excitaénim) » _.'.
spektrem akceptoru m s
c) molekuly maji stejné orientovany dipélové momenty . P
ore 4

Absorption  IC

Emission

Wavelength (i)
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Zakladni vztahy Zakladni vztahy

¢innost FRET E je definovana: « ginnost (E) zavisi na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (r)
1
— ! E=—0 -
E=1-mp/m (T+ (/Fa)")
kde 1'D a 1D jsou fluorescenéni ¢asy vyhasinani v « Ry je Forsterova vzdalenost pi které je uginnost prenosu 50%
pritomnosti a bez pritomnosti akceptoru

§ 2 2 —4
=88x 10" & J
E—1_F /R Ry X E'n Qg

* Ry zavisi na integréalu pfekryvu emisniho spektra donoru a
absorp¢niho spektra akceptoru (J)

. . . . e . K2 je faktor zahrnujici dipdlové orientace, pro volné rotujici molekul
F’p a F jsou intensity fluorescence v pfitomnosti a bez je VJétéinou 23 et P ! y

pFitomnosti akceptoru « nje refrakéni index, Qo je kvantovy vytéZek samotného donoru

Quencher . § . Carbory Reactive  Recommended
(Acceptor) (i Amine-Reactive Tl Reactive (NH_-Containing)  FRET Donor
Donar Acceptor ) Ret
0 P o DNP-X, 2 . S Az, Aba(N-Ie),
Fnorescen Tetramethylhodamine 9.6 ) one g DR NP C2 makimide  DNP €2 amine el
IAEDANS' FHTC a9 13 o [ & EDANS, "
ABCTL Bl ANS, AMCA,
DABCYL a8s : DABCYL €2 amine S
IAEDANS 5-{ladoscetanido)fuorescein 49 k) DABCYL, SE maleinde Hilyte Fluor™ 430
Fluorescein Frorsscain 44 ) DasCYL e  DAECY acd;  DABCYLPI™ €2 DABCYLPIs™C2  EDANS, AMCA
Plus'™ DAECY, s mueimide aming HiLyte Fluor™ 430
EDANS DABCYL 1 n Hause.
s g L 490, ecid axw ssocz ax1™ 490 c2 EDANS, AMCA
Trypiophan IAEDANS' n 7 L™ BE i dan, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ 430
Tryptophan Dansyl a4 : aximszo  sos s L™ 520, acid QRL™ 520 C2 QA 5202 FAM. FITC, RN6G.
1530 o 520, 5 malsimide amine Hilyte Fluor™ 48
Teyptaphan Pyrene ) 7
QXL 570, acid QxS0 c2 x50 Cy3, TAMRA, ROX
Dansy Fluorescein e 1 TR y:
QUM SIS o v, sE maleimide amine Hilyte Fluor™ TMR
Naphthalens Dansyl n 3
- o QXL™ 610, acd QL et0c2 o1 610C2 ROX, Texas Red®)
Pyrene Coumarin 9 3 @ATMEI0 5408 v g1, 7 maleimide amine Hil yte Fluor™ TR
8-Phycosrythrin cys 78 3 " QXL 670, acid axLm 60 c2 o sm e —_—
oameny s DL a6 e 45, Hilyte Flvor™ 647
www.anaspec.com www.anaspec.com
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: Sledovani zmén konformace
Aplikace
molekuly
* napf. sledovani zmén struktury proteinu, pfipadné jinych
biopolymert
« sledovani strukturnich a  konformaénich zmén (dvé molekuly «+ nevyhoda: ovlivnéni struktury navazanim fluoroforti
(pfipadné dvé casti molekuly) jsou oznaceny donorem a R4
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vyméné energie
KONFORMACE 1 F1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
« sledujeme: studium struktury proteint, polynukleotidli, DNA, V..
protein-protein interakce, DNA-protein interakce, atd. .
+ analytické aplikace a )
a FRET KONFORMACE 2
ea
Sledovani interakci mezi vlakny o :
DNA Analytické aplikace FRET
« vzdalenost mezi viakny DNA spojenymi vodikovymi mustky je 30-60 A | Kinase Reaction ” At anioosy H Detection |
« na vét3i vzdalenosti: donor obsahuje Ln3* 5
1.2l
o g L
"—N f « inase 2 =
r " EF=1 _TD/TD 3|~ = “%p& gw%*‘?w Low TR-FRET
oo I~ TN e | 2
N TE* I 10 5 e
E Lco, (CHyN o - 5 ® ®
Nkvwz \ g A 5;'(
G & oo L TR S | i .
$ o, T A - R High TR-FRET
o % T ohibitor %P %c%ﬁ L
’I"—CCT * TGG—3" : - Tiscer
I —GGA™ ACC—P “E
InAAS
www.invitrogen.com
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Analytické aplikace FRET

Bound Tracer
{High TR-FRET!

BRET

BRET: Bioluminescence Resonance Energy Transfer

Vyuziti metody FRET je pfi analyze nékdy limitovano potfebou
excitace ,vnéjsim* svételnym zdrojem (,photobleaching®, excitace
jiného fluoroforu)

v pfipadé BRET je zdrojem svétla bioluminiscencni reakce
(nej¢astéji se vyuziva luciferasa z renilla reniformis)

sledovani interakci v Zivych organismech

Homo-FRET

Studium interakce dvou prakticky totoznych fluorofort
Po excitaci muze dojit k pfenosuenergie, ale svétlo
emitované akceptorem bude mit stejnou vinovou délku
jako svétlo vyzarené donorem

Proto se sleduje zda dochazi k polarizaci svétla (vyuziti
fluorescencni anizotropie)

VétSinou se to tyka studia biologickych vzorkd (napf.
protein()

Bimolecular fluorescence
complementation

+ Alternativou k FRET (nebo BRET) je BiFC
* Pro studium interakce proteind nebo jinych

biomolekul

* Dvé biomolekuly jsou oznateny komponentami,

které pfi interakci vytvori fluoreskujici komplex

* Fluoreskujici komplex je vytvofen po cyklizacni

reakci

* NejCastéji se vyuziva YFP
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Chemiluminiscence

+ zdrojem excitace je chemicka reakce
+ Zakladni schéma mozné reakce

A+ B — X* — Produkt + svétlo

* z reakce jedné molekuly ~ jeden foton
* pfi reakci se dale uplatriuji katalyzatory, kovy (a
ionty kovu), vnéjsi prostfedi (zejména
hydrofobicita)
Chemiluminiscence » téméf vzdy se jedna o OXIDACI

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

Excitovany meziprodukt Chemiluminiscencni reakce
AB* — AB + foton * zpravidla oxidacni, exotermickéa reakce s pfebytkem
. . energie, kterou je mozné vyuzit k excitaci molekuly
AB*+D — AB + D* — AB + D + foton (nejlépe bez ,zbytenych* energetickych ztrat)
AB*+C —->AC+B
AB* — A +B (disociace) + emise foton musi byt umoznéna pfi navratu elektront

do zakladniho energetického stavu

a daldi moznosti de-excitace * intenzita chemiluminiscence je dana vztahem:

len = Pcy (-dA/dE)



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3a/Luminol2006.jpg
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Pfiklad chemiluminiscencéni reakce
— oxidace luminolu kyslikem

-—
o
Dianion
Raaction wih 0y produces
unstable perox: &
NH; ©
Leseragates 1.

Tiplet dianion (T}
Excited State

Chemiluminiscencni reakce

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

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

luminiscence

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

Barevna chemiluminiscencni svétla

G O

bis(2,4-dinitrophenyl)ethanedioate (DNPO)

Ar-O-I(IZ-(IEI-O-AH H,0, — ,intermediat* — 2ArOH + CO, + svétlo
oo

Lintermediat‘ + fluorofor — 2 ArOH + fluorofor* — fluorofor + svétio

Barevna chemiluminiscencni svétla

Vhodné fluorofory: rhodamin B (€ervena barva), rhodamin 6G
(oranzova), rubren (Zluta), 9,10 — bis fenylethinyl atracén (zelena),
9,10 - difenylatracén, dalsi...

24



http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Luminol_chemiluminescence_molecular_representation.gif
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Chemiluminiscence v analytické
chemi

1. pfima analyza — chemiluminiscenci €inidlo pfimo
reaguje s analytem

2. nepfima analyza — reakce chemiluminiscenéniho
¢inidla je katalyzovana/inhibovana nebo jinak
ovlivnéna analytem

w7 , ,
Prima analyza
+ analyt je oxidovan pomoci oxidacniho €inidla: KMnO,, peroxid, O,, Ce*,

[Fe(CN)g %, tris (2,2"-bipyridin)ruthenium(lll) komplex, jodistan N-
bromosukcinimid

analytem mohou byt napfiklad fenoly, polyfenoly (quercetin, katechin,
atd.), indoly — alkaloidy (brucin, strychnin, atd.), heterocykly (penicilin,
atd.)

» oxidaéni Einidla v reakcich vedoucich k CL produktim
. " ‘o . KMnO, (MnD,), [Fe(CN),]>, Ce*, H,0,, O,
« Lze vyuzit zesilovacu: polyfosfaty tris(2,2*-bipyridinjruthenium(lll) komplex, jodistan
N-bromsukeinimid

» nejbéinéjii oxidace KinO,
v kyselém prostied - nejéastési H,50,
vyuiti zesilovadis CL
polyfasiaty (stabilizace meziproduktil)
kyselina mravenci
formaldehyd, glitaraldehyd
analyty - fenoly, polyfenaly (quercetin, katechin,
diethylstilbestrol), indoly {alkaloidy - psilacin, brucin
serf terocykly
v, cefalospariny, fenothiaziny)

Oxidace v plynné fazi

Jedna z nejstar$ich znamych chemiluminiscenénich reakci —
Lshofeni* bilého fosforu

Elementarni bily fosfor se na vihkém vzduchu oxiduje a dochazi k
emisi zeleného svétla

Podobnou reakci je oxidace oxidu dusnatého ozénem
Vyuziva se pro stanoveni NO ve vzduchu

Lze stanovovat i NO, (redukce na NO a nasledna oxidace)
LOD mohou byt az 1ppb NO

NO + 0; - NO;* + 0,
NO,* — NO; + hv (600-2800 nm)

Chemiluminiscencni analyza —
priklady stanoveni

Analyza plynd: NO, ozén, po prevedeni i dal$i
dusikaté slouceniny, sira a jeji slou¢eniny

SO, + 2H, — S + 2H,0
S+ 85— S5,
S»¥ — S, + hv (300-425 nm)




Instrumentace pro
chemiluminiscencni analyzu

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

Elektroluminiscence

» material emituje svétlo plsobenim
prochazejiciho proudu, nebo plsobenim
elektrického pole

+ vétSinou se jedna o tzv. radiacni
rekombinaci (zanik paru dira-volny
elektron)

* priklady elektroluminiscenénich material(:

ZnS dopovany Ag, nebo Cu

Elektroluminiscence

-

Triboluminiscence

12/12/2014
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Triboluminiscence

+ pfi Skrabani, drceni, nebo tfeni mize dojit
k pferuSeni asymetrickych vazeb krystalu
(cukr, diamant)

* naboj je po pferuseni asymetrickych
vazeb nerovnomérné rozlozen

* pfi vyrovnani nabojl v krystalu dochazi k
luminiscenci

.

Thermoluminiscence

prirodni krystalické materialy obsahuji poruchy v krystalické mfizce
(napF. obsahuji volné ionty, které narusuji elektrickeé pole krystalu)
jestlize se vytvofi tzv. potencialova dira v elektrickém poli, mGze se
v ni usadit volny elektron (elektronova past)

tento volny elektron muZze byt excitovan (vesmirné zareni,
radioaktivita) a v elektronové pasti muze byt jeho energie
zachovana i stovky, nebo tisice let

termoluminiscenéni datovani: zahfivanim, nebo po ozareni silnym
svétlem ziska elektron v tzv. dlouhodobé elektronové pasti dostatek
energie, aby se uvolnil

uvolnéna energie se méfi

vhodné pro datovani latek, které byly v minulosti ozareny

nutna slozita kalibrace

Luminiscence a struktura latek

Typy pfechodU

hladiny energii molekulovych orbital(i
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Struktura organickych molekul a
luminiscence — zakladni pravidla

i

. luminiscenci vétSinou nepozorujeme u uhlovodikl bez dvojnych
vazeb (0 — o* pfechod)

N

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

w

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

Zakladni pravidla

4. Aromatické systémy s pfechody n—1* zvysuji intensitu fluorescence
(molekuly obsahuji atomy s nevazebnymi elektrony — N, O, S). U
jednoduchych molekul obsahuijicich karbonylovou skupinu (napf.
benzofenony), nebo heteroatomy (pyrimidin, pyrazin) je ¢asto
pozorovana i fosforescence.

5.  Skupiny pfipojené na aromatické jadro ¢asto silné ovliviiuji
fluorescenéni vlastnosti molekuly. Tyto skupiny mohou ménit
polohu nejnizsi vibracni hladiny excitovaného stavu (tyka se to jak
n—Tr*, tak i T—T* pfechodu) — viz. tabulka.

skupina vliv na®, vlivna®,
alkyl nepatrny zvyseni
hydroxo, methoxo zvyseni zvyseni
Karboxylova, keto velké snizeni velké zvySeni
Nitro, nitroso snizeni zvySeni
amino zvyseni zvySeni
sulfhyrylova snizeni -

sulfonova nepatrny -

kyano zvyseni -

X snizeni zvySeni

0-

6. molekuly s planarni a rigidni strukturou maji vy$si kvantovy
vytézek, nez molekuly s velkym stupném volnosti (konjugace
takovych systému je vyssi, interakce se solventem je nizsi
(fluorescein x fenolftalein, rizna fluorescence isomer( téz
molekuly).

(e] o O (o]
COO- COO-

Fluorescein (vyborné
fluorescencni viastnosti)

Fenolftalein (barevny, ale
nefluoreskujici indikator)

10
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Luminiscence a struktura

pfechod T— 1* &im vice je v molekule konjugovanych vazeb, tim

jestlize je na aromatickém jadfe halovy prvek muzeme vy38i ma emitované zareni vinovou délku
pozorovat tzv. efekt tézkého atomu: pfitomnost
téZkého prvku zvySuje pravdépodobnost pfechodu na Vzorec Nazev |A,, Aem [P | Dp

So— T,, coz ma vliv na zvySeni ®p.

Benzén 205 278 |0.11| 0.26

jestlize jsou aromaticka jadra téze molekuly oddélena Nafatién | 286 321 |029] 0.1
alkyovou skupinou je systém slabé&, nebo vibec
konjugovan (mensi kvantovy vytézek, nizsi vinova

délka emise).

Antracén | 365 400 |0.46| <0.01

Naftacén | 390 480 |0.60 -

seN<INe

W
oH

Luminiscence organickych L
molekul: ukazky

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. Pekarkova, Bakalarska prace, 2005

2. www.biotek.com

11
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Chinin

30,65

Derivaty fluoresceinu

\
\ emisni maximum: 446 nm
\ excitaéni maximum: 349 nm
g\ StokesOv posun: 97 nm
'\
X
@ oo oo
200 =80

Absorbance
Fluorescence emission

excitaéni maximum: 494 nm
emisni maximum: 520 nm

350 400 450 500 550 600 650

Wavelength (nm)

Syntéza fluoresceinu

Kondenzaéni reakce ftalanhydridu (pul IZi¢ky) s resorcinolem (pul
17icky)

Aplikace fluorescenéni
spektroskopie v hydrogeologii

12
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Migrace podzemnich vod

sledovani a objasnéni systému
podzemnich fek a potoki v
krasovych oblastech (propadania
vyvéry...)

sledovani toku vody z
kontaminovanych mist (napf.

ulozisté odpadu, skladek, atd.)

Fluorescenéni ,znackovace*
podzemnich vod

fluorescencni ,znackovace" (tracer) jsou obvykle ve vodé rozpustné,
silné fluoreskuijici latky (fluorescein, rhodamin, eosin, erythrosin,
atd.)

jestlize dochazi k velikému zfedéni barviva, Ize pouzit napf.
hydrofobni sbérné patrony

k detekci Ize pouzit jak LIF, tak spektrofluorimetr vybaveny lampou (i
detekce nékolika barviv zaroveri)

Ize sledovat i Casovy prubéh priichodu barviva potokem/fekou. Z
rychlosti prutoku, zfedéni znackovace, vzdalenosti a dalSich faktorti
|ze usuzovat na charakter, délku, pfipadné ¢lenitost podzemniho
systému.

Mapovédni podzemnich vod

intensity (a.u.)

P h— . .
4 5 10 15 20

time (hours)

P Taborsky, analyza, 2007.

,Mapovani“ podzemnich vod

52

13
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Fluorescein na Den svatého
Patrik

i

el
LT i

Derivaty rhodaminu

o (@ cl®

e Mo O s N

LI A
A cof?
4

IF

o N WO

550 600 650 700 750

Vinova délka [nm]

Fluorofory s emisnim maximem v
oblasti kolem 600nm

R=COOH ABSORPCE 555 m (45000)  ABSORPCE 568 mm (58000)
EMISE 668 nm EMISE 585 nm

Luminiscence anorganickych
.Species” v roztoku

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

ionty kovd (zejména f-prvky), nebo jejich
LSpecies” jevi fluorescenci (nékdy také
fosforescenci) v roztoku i bez komplexace

3. ,anorganicka“ luminiscence pochazi z

komplext z nefluoreskujicimi ligandy

14
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ZlepsSeni luminiscecnich vlastnosti
po komlexaci (1)

« kov nijak neovliviiuje fluorescenéni vlastnosti, jen
stabilizuje organické ligandy tak, aby byl upfednostnén
zafivy proces deexcitace

* kov mlze také v nékterych pripadech zhaset luminiscenci

« obou jevl Ize vyuzit pro analytické stanoveni, nejedna se
vsak o pfilis selektivni metodu

~
&4
b L/

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

« lanthanité ionty (napf. Eu®*, Th¥, Gd3*, a dalsi)

« nékteré aktinoidy (napt. UO,*, Th(l))

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

« jedna se o prechody mezi f-f, pfipadné d-f elektronovymi prechody

*pro emisni spektra jsou obvyklé ostré piky, ¢as vyhasinani
luminiscence je extrémné dlouhy (az ms)

Luminiscnce Lanthanoidu(lll)

Nékteré komplexy Ln(lll) maji velmi neobvyklé spektraini vlastnosti:
« dlouhy ¢as vyhasinani luminiscence
« StokesUv posun mlize byt i vice nez 100 nm

« emisni spektrum obsahuje ostré piky

Anténovy efekt (antenna effect)

ENEIZY Transer (Ln3+) %
e} G@E&m
r’_,-r’ pd 24
organic ligand L
lanthanide jon

Lanthanide Transition Wavelength (nm) Lifetime (ms)
Sm 594 00023
Eu 616 011
Gd 310 23
Th 543 0.4
Dy am 0.0024

15
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Koordinace molekuly vody do
vnitfni sféry Ln3*

2 g Ty
WO-H)  1(0-D)
= (N-D)}
sppemtI TN =7

2l 0|
o—

4=1.05X (tp0™ - To20 )

g | ™= — —
q=1.05X (50" —0.7) L m_ ) |
E
4= 111X (Tpo™ - Tozo ™ - Kun) i r—— 3
§ oL - _
w ——
-——
7F,
P T g_

0
7

%: )

o

O/l
HO—{ HO —_—m g ¢

) o

N o Ly

o L

\ \

"

EU(EDTA)-, pH =10.0,4 =3,CN =6

EDTA+ [Eu(H20)9]3+, pH=1.5,q=9,CN=0

Komplexy s nefluoreskujicimi
ligandy (3)

VétSinou jde o tzv. C-T (charge-transfer)
prechody: pfenos naboje mezi ligandem a
iontem kovu, dochazi k pfechodu elektronu z
orbitalu atomu s vyrazné vyssi elektronovou
hustotou do orbitalu jiného atomu s mensi
elektronovou hustotou (bud pfechod M-L,
nebo L-M), tyto pfechody maji vysokou
intenzitu v porovnani s prechody d-d.

Komplexy s nefluoreskujicimi
ligandy

+ jde o pomérneé specifické chelaténi reakce
+ iontem je Casto diamagneticky kov

+ vznik fluoreskujicich komplext je ¢asto
pouzivan v analytické chemii pro svoji
specifitu

16
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Komplexy s nefluoreskujicimi
ligandy — pfiklady

Komplexuijiciinidlo | lont kovu

8-hydroxychinolin Al3*, Be?*, Zn?*, Li+, Mg?* . -

a dalsi "“@“ZN‘Q
Flavonal Zr2+, Sn*+ sangomatr S0
2-(o-hydroxyfenyl) Cd?* b 0

A
benzoaxazol & )Q

1,10 - fenntrolin

R0zné azobarviva AR, Be?*, In3*, Hf(IV), ©
Th(IV), Sc3*, Ca?*, Mg#,
Sn(Iv), Y3*

Benzoin B,0;%, Zn?*

Luminiscence pevnych latek

* luminiscence vétSiny molekul v pevném stavu je
podobna luminiscenci v roztoku

+ vibra¢ni pfechody jsou omezeny, proto neni
luminiscence pevnych vzorku tolik zavisla na
teploté a piky emisniho spektra jsou zpravidla
ostrejsi

 zvlastnim pfikladem ,inorganic condensed
matters® (fosfory)

Anorganické luminiscencni
materialy

.fosfory®

Princip

Anorganicky fosfor obsahuje:
Aktivator (activator)—zpravidla iont kovu, napf. Cr3*, Eud*, Nd*, a dalsi

Aktivator absorbuje energii (napt. UV zafeni), dojde k excitaci a nasledné
luminiscenéni emisi, ionty aktivatoru jsou rozptylené v matici

Matice/matrice (host lattice) — vétSinou prizraéna krystalicka latka, napf. Al,Os,
Y,0,, atd.

Pro luminiscenéni vlastnosti je klicovy
aktivator, matice ovliviiuje hlavné
ucinnost celého procesu (dobry ,host*

1
1
i
neodebird aktivatoru energii) :
1

Zarivy Nezafivy
prechod prechod
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Ca,(PO,);F: Sh3*, Mn2*

Matrice m{iZze obsahovat dva i vice iontl (napt. ,lampovy
fosfor* Ca,(PO,)sF: Sh3*, Mn2*)

Ultrafialové zareni je absorbovano pouze Sb3*a pfijata
energie je pak vyzarena ve formé svétla (emise modrého
svétla) nebo predana na Mn2* (energeticky prenos) a
pak vyzarena ve formé Zlutého svétla. Sb3*tedy funguje
jako zesilova¢ pro Mn2+,

A*

=T
p— AZ*

Sb3* + foton — (Sb3*)*

(Sb3*)* — Sb3* + foton

nebo (Sh3*)* + Mn2* — Sb3* + (Mn2*)*
(Mn2* )* — (Mn2*y* +

YVO,:Eu3*

» Matrice také maze nékdy slouzit jako
.Zesilovac® (sensitizer)

 Ultrafialové zafeni excituje vanadyl (host
lattice), ale energie je pfedana na Eu3*

» Podobnym pfikladem je ZnS:Ag*

Jihlavské podzemi

http://www.youtube.com/watch?v=mQWh80c0kDU
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Excimery a exciplexy Excimery a exciplexy
 excimer (excitovany dimer) se tvofi, -
jestlize spolu reaguji dvé excitované Face to face excimer
Céstice
Pr+P,
A+ *A = F[A = A FAG = AH-TAS
TTT=-10-0.3(-20)
~ =—4 kecal/mole
(monomer)
* jestlize se jedna o dvé razné excitované I
~Species®, tak vznika exciplex CrCa
A+B—"[A-B|
Excimery a exciplexy Kvantové teCky (quantum dots)

agregovany shluk stovek az tisici atomu
jejich vodivostni a spektralni viastnosti jsou
velmi odli§né od chovani samotnych atoma —
tvorba novych degenerovanych orbital(i
polovodiCové nanokrystaly

Jaditelna“ fluorescence

nejcastéji jde o kovové atomy (napf. Cd, Au,
Zn) rozptylené v pfebytku jinych atomd (S,
Se, As, atd.)

+ zafiva deexcitace excimeru (fluorescence)

* nezafiva deexcitace

+ excimer reaguje s jinou molekulou (napf.
Diels-Alderova reakce)
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Struktura kvantovych teCek

O Telurium
QO cadmium

- velikost ¢astice: 3,5 nm

- CdTe — kubicka krystalova
mfizka
- délka vazeb:
Cd-S=0,2nm
Cd-Te = 0,24 nm

- pocet krystalovych jednotek
v jedné nanogastici:
~ 203

- ptiblizna molekulova hmotnost:
8 ~ 200 000 g/mol

Fluorescenéni vlastnosti
kvantovych teCek

podle sloZeni atomU a postupu pfipravy Ize ovlivnit jejich emisni a
excitacni spektra

oo soe
400 « CdSe]
200 +Infs

2 3 4 5 6

Peak Wavelength (nm)
g

Size (nm)

Evaluation of the Suitability of Quantum Dots as Fluorescence Standards, A.
Knight, J. Gaunt, T. Davidson, V. Chechik a S. Windsor, REPORT 2004

Fluorescendéni vlastnosti
kvantovych teCek

« ,laditelnd” fluorescence
« Uzké emisni pasy
« Siroké pasmo absorpce

« $§patna rozpustnost

« pouziti: fluorescenéni
standardy, optické prvky,
znaceni biomolekul...

Pfiprava kvantovych tecek
rozpustnych ve vodé

1.stupeni:

4 NaBH, + 2 Te + 7 H,0 — 2 NaHTe + Na,B,0, + 14 H,

y

CdCl, + NaHTe + HS-CH,-CH,-COOH

2.stupeii:

Furll <

CdTe nanogastice se vytvori
po nékolikahodinovém zahiivani.
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Zdroje svétla

vlastni- za vlastni zdroje oznacujeme takova télesa nebo latky, v
jejichz struktufe dochazi ke vzniku svétla. Za viastni zdroj svétla tedy
mizeme povazovat napf. Slunce, zarovku, plamen atd.

nevlastni- latky, které samy svétlo nevytvareji, ale
pouze odrazi a rozptyluji dopadajici svétlo, se oznacuiji jako nevlastni
zdroje. Mezi nevlastni zdroje Ize zaradit napf. Mésic, mraky, v§echny
osvétlené predméty apod. Tyto zdroje Ize dale roziiSovat jako:
reflektory - odrazece, neprihledné, pro dané zareni
refraktory - "ohybace" / "lamac ré,
stinitka / matnice, polopriihledné difuzéry.

Pfirodni zdroje

K pfirodnim zdrojim patfi napfiklad:

Kosmicka télesa

— Primarni zdroje - Slunce, hvézdy: Skute¢né svétlo vytvareji.

— Sekundarni zdroje - Mésic: Pouze odrazi svétlo z jinych zdroju,
samy nesviti.

Chemickeé reakce - oheri, chemiluminiscence

Biologické zdroje

— Primarni zdroje - bioluminiscence: svétlusky, rizni morsti
zivoCichové, houby

— Sekundarni zdroje - odrazy oci viditelné ve tmé nebo pfi
zablesku: nebo iridescence i obecné

Elektrické vyboje - elektricky proud v plynech (oblouk,
vyboj, blesk)

Tektonické jevy - Zhnouci lava

Zareni ¢erného télesa

Absolutng &erné téleso, Eerné téleso a nebo Eerny zafié je ideaini téleso, kieré pohlcuje

veskeré zafeni viech vinovjch délek, dopadaiici na jeho povich. Absolutné Gemé téleso je sougasné idedini zaic,

ze viech moznych téles o stejné teploté vysila nejvétsi mozné mnozstvi zafivé energie. Celkové

mnoZstvi energie, které se vyzéi z povrchu absolutné Gemého télesa za jednotku Gasu a rozlozeni intenzity
zateni podie vinovjch dél n na jeho teplots. Zareni Slunce se pomémé dobie blizi zareni absolutng
emého télesa s teplotou 5800 Kelvin, relikini zafeni odpovida zafeni absolutné cemého télesa s
teplotou 2,7 K. Tento fyzikalni pojem zaved! Gustav Kirchhoff v roce 1862

Ta
H Classicalheory 5000 K]
Euo
<
b
R
te
i, w000
H
"2
E T
o+ —
e es 1 s 2 2 a
‘Wavelength (um)

spekinam a5, damdi Wiesa 5000 K
Spa] AMD 18 VKL

saskinam AMI.S [na sémi}
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Teplotni zdroje svétla

Inkandescence je jev
vyzarfovani svétla,
zpUsobeného tepelnym
buzenim. V téchto zdrojich
vznika svétlo jako jedna ze
slozek elektromagnetického
zareni vyvolaného vysokou
teplotou povrchu néjakého
télesa.

Patfi sem oher (svicka, lampa),
v némz zafi:

rozzhavené &astice

(nejcastéji uhliku),

slabé i zhavé plyny.

Elektroinkandescence

Vznika prichodem elektrického proudu pevnou vodivou latkou s vysokou
teplotou tani napf. platina, wolfram, atd. Pevna latka se rozzhavi na
pozadovanou teplotu, pfi které dochazi k emisi viditelného zafeni
Klasicka zarovka sviti diky rozzhavenému (obvykle wolframovému)
viaknu, v némz jsou elektrony vazané v atomech vlakna tepelné
excitovany z nizSich orbitalnich hladin na vyssi; fotony zde vznikaji pfi
preskocich elektront mezi hladinami

Spole¢nou viastnosti teplotnich zdroju je:

velmi nizka ucinnost pfemény jiného druhu energie na svétlo (8%)

velky podil energie vyzarené v podobé tepla (hlavni ¢ast — 92%)

spojité rozlozeni svétla ve spektru podle fyzikalni kfivky teplotniho zafice
subjektivné pfijemné vnimani svétla lidskym okem

zavislost barvy svétla na teploté zafice

zavislost ucinnosti zdroje na teploté zafice.

Elektrické zdroje svétla s
nespojitym spektrem

* Na rozdil od teplotnich zdroju zde vznika
svétlo jinymi mechanismy. Obvykle jde o
proud fotonu jednotlivé vyzarenych pfi
navratu elektronll z nestabilnich poloh ve
vysSich hladinach do stabilni polohy v nizsi
hladiné v elektronovém obalu néjakého
atomu. Protoze energie uvolhovana
vracejicimi se eIektronK je kvantovana
velikosti ,skoku® mezi hladinami, maji i
energie foton nespojity pribéh, rozdéleny

do tzv. emisnich spektralnich ¢ar nebo pasu.
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LED
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Na rozdil od zarovky funguji LED a LD na principu_elektroluminiscence polovodicovych
materiali. Zde vznika svétio v disledku preskoki elekironii z vy3Sich energetickych pasi do
nizsich. Rozdil energie mezi dnem vodivostniho_a vrchem valenénio pasu pak odpovida energi
vyzéiené ve formé fotonu. K tomuto jevu obecn@ dochézi u viech diod, ale pouze v nékterych
pripadech dojde ke vzniku svételného zafen, jinak se elektricka energie méni na tepelnou nebo
naopak vznika neviditené ultrafialové zareni

Pi prichodu elektrického proudu diodou v propustném sméru se energie elekironu pri
mezipasové rekombinaci miiZe uvolnit ve formé fotonu o energii W = h - v, kde h je Planckova
konstanta a v je frekvence fotonu. K prechodu mize dojt také prostiednictvim pfimésovich
hladin v zakézaném pasu. Emitované zafeni ma pak o néco mensi energii h-v, resp. vtsi
vinovou délku

Halogenové zarovky

Halogenové Zarovky jsou zdokonalené klasické Zarovky. V prostiedi
bariky jsou halogeny, které pomahaji snizovat odparovani vlakna, a
dosahuje se tak vyssi ucinnosti. Halogenové Zarovky maji svétlo
podobné klasickym Zarovkam.

0O 25-30 % nizsi spotfeba energie oproti normalni zarovce

Rychly start, delSi Zivotnost

=

3
b

L/
s

Zarivky

Zéfivka je tvofena predevsim dlouhou trubici, ktera je napinéna smési rtutovych par a argonu. Na
koncich trubice jsou elektrody, které jsou pokryty bariem. Z katody, ktera je rozzhavena asi na
900 °C emituji elektrony a sméfuji k opaéné nabité anodé. Elektrické pole je urychluje. Diky tomu,
Ze je trubice vakuovana (tlak uvnitf je asi 400 Pa), je draha elektron, nez narazi do néjakého
atomu, dostatecné dlouhé, aby elektron ziskal dostate¢nou energii k vyraZeni dal$iho elektronu z
atomu. Takto dochazi k lavinovité ionizaci a vznika tzv. doutnavy vyboj.

Nékdy energie elektronu nestaci na ionizaci, ale dojde k excitaci — elektron se dostane na vy$si
hladinu a posléze zase sestoupi na zakladni hladinu a nasleduje emise fotonu

Emitované fotony maji vin. délku 254 nm (UV svétio)

Stény zafivky jsou pokryty luminiscenénim materialem, ktery je exctitovan fotony a emitovany jsou
fotony s vy33i vinovou délkou (viditelné zafeni)

vrstva ochranna  plynna
patice tmel trubice luminoforu clonka napli

kolik  &erpaci noZka rtut elektroda
patice trubicka

Zdroj http:/www.earch.cz/
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Zafivky - luminifory

Usporné kompaktni zarivky, tzv.
,usporky*

Funguiji jako zafivky
Uspora 80 % energie, volba barvy svétla

(udajné) delsi vydrz

Pomaly nabéh, obsahuje rtut a lanthanoidy (nutnost recyklace)
Neekologicka vyroba!

Svicka

PouZiti luminiscencni
spektroskopie v analytické
chemii

25
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Pouziti luminiscenéni
spektroskopie v analytické
chemii

Luminiscenéni analyza

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

* pouziti laseru
» odezva na relativné malé zmény v okoli

Luminiscencni stanoveni

nativni luminiscence

tvorba luminiscenénich komplexu
luminiscenéni znacky
luminiscenéni sondy

propojeni s dalSimi metodami

Vnitfni a vnéjsi luminiscence

Ize stanovit bez vyrazného zasahu do
sledovaného systému, zpravidla aromatické
latké

vnéjSi/extrinsic luminiscence — do sledovaného
systému pfidame fluoreskujici €inidlo(barvivo),
jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci
analytu, pfipadné se na n&j navaze

vnitfni/intrinsic (nativni luminiscence) — molekuly
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Nativni luminiscence

Class Compounds®

aromatic amino acids phenylalanine (F)
tyrosine (F)
tryptophan (F, P)

vitamins vitamin A (F)

vitamin B (F)
vitamin B (F)
vitamin Biz (F)

wvitamin E (F)

folic acidl (F)
catecholamines dopamine (F)

norapinaphrine (F)
pharmaceuticals and drugs quinine (F}

salieylic acid (F, P)

morphine (F)

barbiturates (F)

5D (F)

codeine (P)

caffeine (P}

sulfanilamide (P)

pelycyclic aromatic hydrocarbons:
pyrene (F)
benzofa]pyrene (F)

organothiophosphorous pesticides (F)

carbamate insecticides (F)

DDT (P)

environmental pollutants

sloutenina Sex " (NM) sem ™ (NM)
indole group 270-290 330-350

LSD 325 365
quinine 347 448
papaverine 315 347
berberine 3522432 548
caffeine 270 303
purine 265 380
adenosine 272 390
cytosine 267 313
uracil 258 309
3-hydroxocoumarin 316 372
riboflavin 3702440 565
GFP 400a475 510
nicotineamids 470 515
cyanocobalamin 275 305
calciferol 348 420
retinol 325 470

Peptidy, proteiny, AK

cl:oo' ‘I;oor coo-
*+HgH —als—H FH3H —(I:—H *H3H _(I;_H
lcuz CH, ICHZ
c
s
1l |
CH
He o
oH
Tryptophan Tyrosine FPhenylalanine

Stanoveni aminokyselin

LTywosine Cere, Curve.

5000 10000 15000 20000 000

LT tasie (gt

Linew Fegsssin p=s'aeh

2~05905 beZE1 Re0 4995 FR-D 020 eneld5 4

www.biotek.com
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Stanoveni aminokyselin
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Nativni fluorescence protein — vliv

polarity okolniho prostfedi

>
0
sl INDOLE in
= Cyclohexane -
= Ethanol
z Mixtures
w 20°C
g Q05
ul
Q
1]
3
o
S
\ :
2 "5 350 300

WAVELENGTH (nm)

Figure 16.5. Emission spectra of indole in: cyclohexsae, ethanol, and
their mixtures at 20 °C. From Ref. 23.

Stanoveni anorganickych iontd

Komplexujici éinidlo

lont kovu

8-hydroxychinolin

A|3*, Bez+' an+'
Li+, Mg?* a dalsi

Flavonal Zr?*, Sn* “’@":“Q
2-(o-hydroxyfenyl) benzoaxazol | Cd?* s
1,10 - fenntrolin Ln3* A:@
Ruzna azobarviva AlR*, Be?*, In3*, " "’ Sopn

HE(V), Th(V),
SC3+, CaZ+' M92+,
sn(Iv), Y3

Benzoin

B,O;%, Zn?*
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Fluorescencéni znacCky a sondy

+ fluorescencniznacky (fluorescent labels) jsou vnéjsi (extrinsic
fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteintim, peptidum, ligandim, oligonukleotidim a jinym) vazou
kovalentni vazbou

» fluorescencni sondy (fluorescent probes) jsou vné;jsi fluorofory,
které se ke sledované struktufe vazou nekovalentné a ¢asto pfitom
méni své fluorescenéni vlastnosti.

Derivatizace fluoroforem
Vnitrni (nativni) x vnéjsi luminiscence
luminiscenéni znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnitini, nativni,
pfirozené) luminiscence lIze derivatizovat
luminiscenénimi znackami

Omezeni: Ize detekovat i
jednotlivé  molekuly  (,single

molecule detection”) obsahujici " ’ |
silné luminofory, problém je ‘H' W*MWn

jejich navazani na analyt...

Rhodamin B (c =1x1012 mol.?)

Vybér fluorescenénich znacek
kritéria pro vybér:
spektralni vlastnosti (excitace, emise, kvantovy vytézek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalsi)

podminky reakce (pH, koncentrace...)

hydrofobicita

Vybér luminiscenéniho barviva
— spektralni vlastnosti

/\ — thodamin B
» REITC

» / sulforhodamin B
It thodamin 123
- 1 — thodamin 6G

s smo s se 0 60 60 640 60 @0 70
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Vybér luminiscencniho barviva

_ spektralni viastnost Vybeér fluorescencnich barviv

Common 350
Laser 300 nm 400 m

700 nm
Lines lr‘ PE-TR Conj.

Texas Red

457488 514 610 632
" 0nm 630 am

o

\

e

(=]

Ethidium

PE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cytometry Labor ataries

Fluorescenéni znacky — vazebna mista

amino-reaktivni znacky FIuorescen_cnl znac.:ky’— vagebna mista
thiol-reaktivni znacky

! ;J S @ wmme]  sukcinimidyl estery (RNGGSE)

.
o =g
o [Fr]
) . 7
sulfonyl chloridy @& — @ o]
o]
o ] L SRS 8
@ gy isothiokyanaty (FITC, RBITC) { )
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Fluorescencni metody v
imunoanalyze

Imunoanalytické metody:
drive hlavné tvorba precipitatu

dnes znac¢ené hlavné riznym zptisobem znac¢ené
reaktanty (antigeny a protilatky)

radiometricky, enzymaticky,
(luminiscenéné) znacené reaktanty

enzymové metody mohou mit luminiscenéni detekci

Fluorescencéni imunoanalyza (FIA)

* poprvé pouzity 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
chelatl s lanthanitych kationt( (Eus*, Th3*, Sm3*a
dal$ich)

* FIA Ize provadét v homogennim i heterogennim

prostfedi, v kompetitivnim i nekompetitivnim usporadani

D—Ab + <Ab + <Ab-F— Db-<Ab Db—<Ab-F

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostiedi

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 $tépi stanovovany enzym.

ok F

enzym znaceny

substrat

Fluorimetricka EIA

* Enyzmoimunoanalyza v homogennim

(EIA) a heterogennim prostifedi (ELISA)

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

 nesrazeny antigen s enzymem lze stanovit takto:

enzym

Il O — I o

4-metyl-umbelliferyl-D-galaktoSid e beta-D-galaktosa + 4-metyl-umbelliferyl
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* Fluorescence Immuno Assay (FIA)

« Time Resolved Fluorescence Immuno Assay (TR-FIA)

« Elektroluminiscenéni, chemiluminiscence a dal$i

« Enzymatické metody s luminiscenéni detekci

Déleni fluorescenéni Radiometricka vs. fluorescencni
imunoanalytickych metod detekce v imunoanalyze

« dfive byla nejcitlivéjSi metodou RIA, ale s
pfichodem levnych laser( je rozs§itenéjsi
* Fluorescence Polarization Immuno Assay (FPIA) luminiscendéni detekce

+ detekéni limity obou metod jsou
srovnatelné (az 10-12g.I'1), ale
luminiscenéni detekce je bezpecnéjSia
levnéjsi

CHs
(@) X
HzN”'HkN o o
H

L-Alanine 7-amido-4-methylcoumarin: fluorogenni substrat
pro stanoveni Aminopeptidaz
2-Chloro-4-nitrophenyl-B-D-glucopyranoside: fluorogenni substrat
pro stanoveni b -Glucosidase
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Fluorescein dibutyrate: fluorogenni substrat pro stanoveni esteraz a lipaz

CHs
A
0 00
HO-P—-OH
o

4-Methylumbelliferyl phosphate: fluorogenni substrat pro stanoveni fosfatazy

Fluorogenni substraty

Amplex Red Resorufin
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Fluorescencéni sondy

+ vnéjsi fluorofory, které se ke sledovanym
molekulam, iontdm, atd. vazi nekovalentni
vazbou

+ zména fluorescencni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisniho maxima, zména
¢asu vyhasinani)

* Princip: rzny vliv na Franck-Condon(v
excitovany stav

Fluorescencni sondy pro vyuZziti v
analytické chemii, mediciné a biologii

« kromé méfeni emisnich spekter se vyuziva zejména
fluorescenéni mikroskopie, zhaseni (emise i Casu
vyhasinani)

« fluorescenéni indikatory: sondy citlivé na urcitou latku
(vétSinou anion, &i kation)

« sondy pro polaritu prostfedi

* membranové sondy

« fluorescenéni sondy pro nukleové kys.

« dalsi

« www.molecularprobes.com

Indikatory pro anorganické ionty

« disociaéni konstanta — musi byt srovnatelna s mérenou koncentraci
kationu (koncentrace mensi nez desetina nebo vési nez desetinasobek
disociaéni konstanty zpUsobuiji pfili§ malé zmény v pozorovaném
signalu)

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

Ca = Kg (Fin)/ (s 1)

HOOCCH, CH,COOH
NG X

HOOGCH; “CH,C00H

Indikatory pro anorganickeé ionty

pro sondy, které vykazuji spektralni posun
se pouziva:

Ca = Kg (Se(12)/Sp(22)) (R = Ryin)/ (Rinax — R)

kde R = I(1,)/I(A,) je pomér intenzit pro dvé
excitacni vinové délky A; a L,, Riin @ Rypax
jsou poméry pro sondu volnou a plné
obsazenou analytem,
Se(12)/Sp(ho)=erP/ep®g, € - extinkeni
koeficienty, @ - kvantové vytézky sondy

excitované pfi A,.
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Indikatory pro anorganickeé ionty

* nejcastéji indikatory Ca?*, Mg?*, Zn%*, Na*
nebo K*
* indikatory jsou zpravidla chelata¢ni €inidla

* rlizné obchodni nazvy (napf. Fura-2,
Calcium Green, Indo, atd.)

Stanoveni Ca?*

stanoveni Ca2* pomoci fluorexonu (calceinu)
analytické stanoveni Ca?* (i v pfitomnosti Mg2*) —
vymizeni fluoreskujiciho komplexu CaZ*-fluorexon pfi
titraci pomoci EDTA v zasaditém prostredi

CHyNIGH,000R)  CHANICHCOOR),

(ion-free reference
solution) %

Ni2+ [Cu?+ Zn?'|Ov?'|Hg" Pb2+

© 000000 2000D

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

Calceinem znaceny losos...
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Indikatory pH — —
pouziti pH indikatord: kam nemuZeme dat o : T 5 ™
pH elektrodu — napf. buriky, zivé tkang, sann / - e cain
atd. / {

* buné&céné pH se pohybuje mezi6.8 — 7.4 Fluorescein D=0
PK, ~6.4 .

* moznost méfit pH na dvé desetinna mista

Indikatory pH Jifetime® pH indikatory

« ¢as vyhasinani ovlivnén hodnotou pH

Fluoresceiny a karboxyfluoresceiny
LysoSensor Green DND-189

Oregon Green indikatory

LysoSensor Yellow/Blue DND-160

zpUsob méfeni

Ex 490/450

Em 520

Ex 510/450 nebo Ex
490/440

Em 450/510

fluorofor rozsah pH
A Ex 490/540 nebo Em
SNAFL indikatory 7,2-8,2 540/630
SNARF indikatory .0 Em 580/640
HPTS (pyranin) Ex 450/405 1000
BCECF Ex 490/440
100

Counts

« vyhoda: pfi méfeni tau nezalezi na koncentraci indikatoru

60 120 180
Time (ns)
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Sondy pro detekci plynli rozpusténych v
biologickych kapalinach

nejcastéji detekce O,, nebo NO
Jifetime® sondy

nejcastéji na principu oxidace centralniho iontu
obsazZeného v sondé&, nebo dynamickém
zhaseni kyslikem

luficerin, luminol...

Rutheniové sondy

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

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

Sondy pro méfeni polarity prostredi

«+ Casto se méni i kvantovy vytéZek a doba
vyhasinani fluorescence

 Polarita prostfedi ovliviiuje vétsinu fluorofort
(napf. tryptofanu)

« Polarita blizkého okoli fluoroforu mize byt dana
konformaci biomolekuly

Priklad sondy pro studium polarity
prostredi

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

Fluorescetni vlastnosti ANS v rliznych prostfedich

rozpoustédl A,.m™*  kvantovy doba dohasinani
o (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
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Membranové fluorescencni sondy

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

transport a metabolismus lipidll v Zivych burikach
recyklace synaptosomu

pfenos signalu zprostfedkovany lipidy
membranovy potencial

interakce |é¢iv s membranou

transport membranou

mikroviskozita membran a teplotni fazové prechody

Rozdéleni membranovych sond

1. fluorescenéné znacené lipidy

2. malé lipofilni organické fluorofory

Fluorescencné znacené lipidy

* mastna kyselina je oznacena 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 sfingolipida, steroidu, triglyceridd,
lipopolysacharid

Malé lipofilni, nebo amfifilni
organické fluorofory

* malé molekuly, které podavaji informaci o
charakteristikach svého mikrookoli, jako je
polarita, viskozita a usporadani lipidd.

« 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 Fluorescencni sondy pro NK

+ Vizualizace a identifikace RNA a DNA
(nukleové baze jevi jen slabou luminiscenci)

(@) (b) © (@ @

+ 2 o)
OO ; L H A =)
— [ [

- G C—G-C &
Or-en D o o = =t
y A3 iy

° *i [ | | v
=~ Tt Ry

a) Dupl s i i i, arni), b) hairpin-viasenk i ami), c) triplex
(paraleln, i 4rni), d) G-kvadrupl i arni), e) i-motiv ami

Dvousroubovicova DNA (helix, duplex, B-DNA, atd.)

Vazebné moznosti

—
Kstend B ‘,»,4’9 P o Groove Biodg
. N 24 M
o,
A
R |

Base pais (e —

- éra +
Adenine  Thymine atmosféra

iont(l kolem — nabité DNA —van der
Waalsovsky kontakt s léCivem
ve Zlabku

— )

Guanine  Cytosine

Sugar phosphate .
backbone —vmezereni
planarniho aromat. systému

mezi pary bazi

8 aighee) PHEHATI
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Interakce ve zlabcich

« Helix in
£, Major Groove
A

interaguje s a helixy. Helix se orientuje podél
osy zlabku, postranni fetézce tvofi H-vazby s
bazemi, event. kontakty s fosfat. skupinami.

ahadic Maly zlabek
Mo oo interaguje s B skladanymi listy. List lezi podél
osy Zlabky, tvofi H-vazby k dusikim amino
skupin a k fosfatum.

Interkalace

= interakce s DNA — |é€ivo (planarni aromaticka molekula) se vaze
mezi 2 sousedni pary bazi, aniz prerusi W-C pary = deformace cukr
fosfatové patere

interkalatory

daunomyc
(skupina
antracyklinG)

in

aktinomycin D ethidium bromid
(peptidové antibiotikum s
phenoxazonovym aromat.

systémem)

Ethidium bromid interkalovany mezi par adenin-uracil

- ethidium bromid: ve vodé fluoreskuije jen slabé, pfiinterakci s
DNA se intenzita fluorescence zvysi 30x a ¢as vyhasinani se
zvy$iz 1.7 ns na 20 ns.

Priklady sond pro NK

fluorofor D™ (NM) | ey ™ (nM) pouZziti
Akridinova oranz
(DNA) 500 526
FrmT— RNA/DNA; pri
ridinova oranz
(RNA) 460 650
Ethidium bromid | 518 605 neprostupuje; vmezefovani cjo dsD[VA; barven:u mrtvych
bunék; elektroforéza; pritokova cytometrie; ...
Propidium jodid 535 617 neprostupuje; barveni mrtvych bunék
DAPI 358 461 &astetné prostupuje; bundeny cyklus; AT-selektivni; ...
Hoechst 33342 350 461 proslupuﬁ: AT-seIek‘tlvm; selektivni vazba k dsDNA;
bunéény cyklus; ...
PicoGreen 502 523 ultracitliva kvantifikace roztoktl dsDNA
OliGreen 498 518 ultracitliva kvantifikace roztok ssDNA a oligonukleotid(
RiboGreen 500 520 ultracitliva kvantifikace roztokti RNA
ToTO-1 514 533 neprostupuje membranu; vysoka afinita pro nukleové
kyseliny
SYTO85 orange | 567 583 j
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Studium vaznych mist biomolekul

,,cazlcium binding sites* — mista v proteinech, kde se vaze
Ca?*
pfi studiu interakci je mozné nahradit vapenaté ionty Ln3*
(nejcastéji Eus*, nebo Th3*)
Ln3* maji podobné vlastnosti jako Ca?*, ale maji vyborné
luminiscenéni vlastnosti
podobny iontovy polomér
koordinacni ¢islo Ca?* (az 8) je podobné kordina¢nimu
¢islu Ln3* (az 9)
preference koordinace ,tvrdymi donory”
Ln3* vaZze 10° silnéji nez Ca?*
Ic_:n32*+ ligandova vyména je 100x pomalejs$i, nez vyména

a

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

Studium vazebnych mist Ca2*

+ protein thermolysin

* z luminiscenénich spekter
a Casu vyhasinani Ize urcit
polohu Eus* (resp. Ca?*) v
biomolekule

ilsp Asp Tlhr

Mo, | oGl o, | O |

Eu@) el Eug) e Eug) el
/l o . o? | Glu

g Asp!
CRR" ©Hy

Asp OHa

VnéjSi fluorofory: shrnuti

Vnéjsi fluorofory

« znacky (derivatizace, ,labells®, ,tags”) —
kovalentni vazba

+ sondy (indikatory, ,probes") — rlizné typy
nekovalentnich interakci

znacka

- znacka .
-
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Dlvody pro pouziti znac¢ek a sond Znacky
+ zvy$eni citlivosti + znaceni molekul: ,steady state“ luminiscenéni
L. . spektroskopie, asové rozliSena luminiscence,
» ziskani informace o koncentraci analytu, o luminiscenéni detekce ve spojeni se
strukture latky, o funkci molekuly v separacénimi technikami, fluorescenéni
systému... mikroskopie, fluorescencni anizotropie...
+ znaceni peptidd, proteind, protilatek, antigena,
(FRET, FIA, EIA, atd.) enzyma, NK, membran, bunék, tkani, celych
» kombinace znacek a sond (FISH, organismda...
fluorescencni mikroskopie) * pouZiti také ,in vivo*
 vyuziti: chemie, fyzika, biologie, medicina...

R
° 1
RSH NV\ANII_{N]
o NH2
oPA

Ukazka derivatizacniho ¢inidla pro LIF — HPLC (CE)

prevzato z http://www.fluorescence-microscopy.com
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Sondy

* vyuziti: analyticka chemie — detekce
mensich &astic (ionty, malé molekuly),

napf. do bunék)

* rizné detekéni systémy (mikroskopie,
spektroskopie, ,steady state®, Casové
rozliSena, atd.)

* pouZiti ,in vivo“
» membrany opticky aktivnich senzort

Mysi jatra znacena raznymi fluorofory...

prevzato z http://www.fluorescence-microscopy.com

Fluorescencni optické senzory

Fluorescence-based optical
sensors

Axialni, nebo ekvatorialni inkluze

43



Fluorescencni optické senzory

alternativa k optickym senzorim s
chromofory

* pasivni a aktivni optické senzory
* senzory iontd, molekul

* rdzné typy interakeci...

Pasivni senzory

« pasivni senzory excituji a sbiraji svétlo s
roztoku, nebo povrchu, se kterym jsou v
kontaktu

e A -
v Emission B

Dichroic Beamsplitter Single Fiber

R S—
Emission \1+‘_

Double Fiber

Aktivni senzory

« v koncové &asti senzoru je polopropustna, nebo propustna
membrana, za kterou se nachazi fluorofor, ktery mize
reagovat s analytem v roztoku

Emission

« napf. v senzoru se mohou nachazet napf. znacené
protilatky

<4« Fluorescently tagged
+ target molecule

Emission

Recognition

Odvozené techniky

* FRET
 BRET
* FISH
* FIA

- EIA

+ adalsi

12/12/2014
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BRET

* podobné jako u FRET zalezi na vzdalenosti mezi
fluorofory — jestlize je dostatec¢né kratka, probiha
vyména energie (dojde k vyzareni svétla druhym
fluoroforem)

+ u metody BRET je donorem energie luciferazou
katalyzovana oxidace coelenterazinu (z mofského
konika Renilla

+ jestlize je v blizkosti GFP, dojde k pfenosu a
naslednému vyzareni zelného svétla

* mozné i pouZiti jinych molekul, napf. derivatu
coelenterazinu DeepBlueC (Packar Bioscience, USA)

OmapfliumC

DuepSiusc

Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

FISH

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

+ tato metoda je uréena k mapovani gent a
sledovani chromosomalnich abnomalit,
atd.

» pro detekci se vyuziva fluorescenéni
mikroskopie
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FISH

» kratky jednoviaknovy (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 ¢asti
sekvence, ktera koduje zkoumany usek

Typy FISH

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

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

* Whole chromosome probes: soubor vice sond,

které hybridizuji chromosom po celé jeho délce.

Tvorba tzv. spektralniho karyotu

Ukazky FISH
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Bioanalytické metody

* FIA
* EIA

Fluorescence

Excitation 540-560 nm

450 nm

-
o
Substrate o &

Fluorescent
product

Allaline v Phasphate
phosphate &roup

pfevzato z http://www.amershambiosciences.com

Polarizovana fluorescence a
fluorescencni anizotropie
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Polarized
emission
filters
s,:r-w,(' === <+— Depolarized
Pularized ./—»}m‘r = : : emission
excitation| ” () i t
Polarization  light Fast tumbli =
filter R "
v
F
- v Slow
lm;;t}jir‘ug
i Palarized
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. —
m
! (] I3 HIGH mP
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Fluorescenéni anizotropie

je-li roztok fluorofort excitovan linedrné polarizovanym zafenim,
potom budou excitovany pouze ty molekuly, které maji nenulovy
prumét svého absorpéniho prechodového momentu do sméru
polarizace (fotoselekce)

je-li primérna rotacéni relaxacni doba (charakterizujici rotacni difuzi
v roztocich) mnohem del$i nez doba dohasinani fluorescence,
potom také vysledna fluorescence bude polarizovana

bude-li naopak prumérna rotacni relaxacni doba mnohem krat$i nez
doba dohasinani fluorescence, potom anizotropie systému klesne
jesté pred emisi na limitni hodnotu (v izotropnim systému o malé
viskozité az na nulu)

pokud jsou doba dohasinani fluorescence a rychlost molekularni
reorientace srovnatelné, potom bude polarizace fluorescence
modulovana molekularnim pohybem a analyza ¢asové zavislosti
emisni anizotropie bude poskytovat informaci o anizotropii systému,
v némz se fluorofor nachazi

Fluorescencni anizotropie

Mérfeni polarizace fluorescence poskytuje
informace o molekularni orientaci a pohyblivosti
a procesech, které je moduluji, napf.:

fluidita membran
interakce ligand - receptor
proteolyza

interakce protein - DNA
kontrakce svalu

aktivita proteinkinaz

stupefi polarizace p = (1, - 1)/((I; +1.)

anizotropie 1= (- DA+ 21Y)
|” anizotropie
fluorescencev
| membranach
1
analyzator
N
polarizator % nasycenych mastnych kys.

% cholesterolu v membrané
o koncentrace proteini
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Polarizaéni spektra

Polariza¢ni spektra fluorescence
jsou zavislosti stupné polarizace
nebo anizotropie na vinové délce
pfi konstantni vinové délce
excitujiciho nebo emitovaného
zareni.

AR RS A
o B #0
A

NI
E

Imunoanalyza — polarizace
luminiscence

1. The simple binding competition assay:

Measurement

Anisotropy = High

Anisotropy = Low

Less Labeled Tracer is bound

Polarizace luminiscence - aplikace

Vancomycin
(ngimL)

Polarization

[Tracer]
bound (%)

0.234

100

0.223

0.207

0.167

0439

Polarization

0.118

0 20 40 60 80 100
[Vancomycin] (ng/mL)

Vancomycin — kalibraéni kfivka

Fluorescencni korelaéni
spektroskopie

Fluorescenéni korelacni spektroskopie (FCS) je technika
pfi niZ jsou méfeny spontanni fluktuace intenzity
fluorescence v mikroskopickém objemu (kolem 10-15 I)
uréeném fokusovanym excitacnim laserovym paprskem.
Malé, rychle difundujici fluorofory zptsobuji rychlé
fluktuace intenzity fluorescence — oproti konvenéni
fluorimetrii nedochazi ke zpimérovani téchto difuzné
zavislych fluktuaci. Casova zavislost intenzity
fluorescence je potom analyzovana pomoci do¢asné
autokorelacni funkce, ktera obsahuje informaci o
rovnovaznych koncentracich, reakénich kinetikach a
difuznich rychlostech molekul ve vzorku
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Fluorescencni korelacni
spektroskopie - aplikace

+ fragmentace nukleovych kyselin

* hybridizace nukleovych kyselin

« tvorba produkti PCR

* lateralni oddéleni lipidG v dvojvrstvach

+ difize molekul v jadfe a cytoplazmé

* interakce protein-protein

» vazebna rovnovaha pro léCiva a jiné ligandy

+ shlukovani (clustering) membranovych
receptort

Stokeslv posun

SOLUTION

OF QUININE ?

G.G. STOKES
YELLOW-GLASS

OF WINE
EMISSION FILTER
TRANSMITS > 400nm

BLUE -GLASS
IN CHURCH WINDOW
EXCITATION FILTER <400nm

Ramandv a Rayleigho rozptyl

Energy -
Virtual energy
level
AE, = -AE, =
AE, =hv, w=-hvi AE =hv,| | -h(vev) i AE =hv, | |-h(v*v)
L cscndy| asselp | | cosen et B L 2
\ nal sta AE, =hv,
Ground state = 5
Rayleigh Stokes anti-Stokes
scattering scattering scattering

Rayleigho rozptyl

Rayleightiv rozptyl je rozptyl svétla na molekulach plynu pfipadné na jinych
¢asticich podstatné mensich nez vinova délka

pfi Rayleighové rozptylu se frekvence zafeni (vinova délka) neméni

svétlo rozptyluji pfimo molekuly (vzduchu, plynu, atd.) a intenzita rozptyleného svétla
silné zavisi na jeho vinové délce (je nepfimo umérna jeji ctvrté mocniné)

to znamend, Ze modré svétlo s kratkou vinovou délkou se rozptyluje vice nez

svétlo cervené
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,Klasicky televizor” - CRT

Cathod Ray Tube - katodové trubice paprskii
princip fungovéni

vakuova elekironka

elektronové paprsky jsou vystielovany z elektronového déla (u barevného monitoru tii déla - RGB)

© spravné usmemeni svazku paprski se staraji vychylovaci civky

pred dopadem na obrazovku prochazeji paprsky maskou

maska zajisti, Ze paprsky dopadnou na spravné misto v tzv. luminiscencni vrstvé - natéru
sviticich bodu (stinitku)

existuji riizné typy masek i zpisobd naneseni luminoforu - Delta, Inline, Trinitron, Flatron, Quntrix,

QuintrixF a dalsi

Ghlopficka - vzdalenost dvou protilehiych vrehold obrazovky, udéva se v palcich (viditelna uhiopficka je
obvykle mensi)

1 . 19", 21" - Ghlopficky bézné pouzivanych monitord

rozliseni - potet zobrazitelnjch pixeli, udava se jako pocet pixeli na fadku krat podet adka, vétsinou je
pomér $itky a vysky obrazovky 4:3

800 x 600, 1024 x 768, 1280 x 1024, 1600 x 1280 - optimaini rozliseni pro prislusné deélky
Ghlopricky

velikost (rozte€) luminiscencnich bodi - dnes b&zné kolem 0,25 mm
obnovovaci frekvence (Refresh Rate, V-Sync)
udava jak rychle dokaze monitor prekresiit vsechny pixely na vsech fadcich - paprsek putuje po

fadcich zleva doprava a odshora dolii

dolni ergonomicka hranice je 75 Hz, pii niz je celd obrazovka prekreslena 75-krat za sekundu

elektronova dda

&

120°

wychylovyei
avky

Plazmova televize

Mezi sklenéné desky je umisténo velké mnozstvi vzajemné
oddélenych bunék naplnénych plynem. Po privedeni napéti
na elektrody v burice dojde k vyboji a vznikne ultrafialové (okem
neviditelné) zareni, které dopada na vrstvu luminoforu, ktera
vyzafuje svétlo dané barvy. Intenzita (jas) kazdého bodu se
ovlada mnozstvim vyboji za jednotku casu.

LCD

U LCD (Liquid Crystal Display) obrazovky je kazdy pixel tvofen trojici subpixelt.
Zezadu je displej prosvécovan zdrojem bilého svétla (zafivka, vybojka, nebo
LED diody). Pfed kazdy subpixelem je barevny filtr tvofici zakladni barvy RGB.
Viz naptiklad ¢erveny subpixel:

Bile
svétlo

Sklenéna
deska —
Polariza¢ni

filtr
Tekuty krystal Cerveny filtr

#— Sklenéna deska

Polarizaéni filtr
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"Elektronicky papir"

"Elektronicky papir" pouZiva k zobrazovani
mikrokapsule obsahujici erné a bilé kulicky s
elektrickym nabojem. Pfivedenim impulzu napéti
na elektrody se opa&né pély pfitahnou a kulicky
se preskupl. Tak zistanou a2 do dalii zmény.
Na zménu stawu je zapotfebi jen zanedbatelné
mnoZstvi energie a zobrazova¢ nepotfebuje
podsviceni - navic je dobfe ¢itelny i na pfimém
slunci. Zména je ale pii pomala (Fadovs 0.5
s), proto se tyto zobrazovade pouzivaji napfiklad
v elektronickych &teckach knih nebo v digitalnich
hodinkéich, kde nenf potfeba zobrazovat rychlé
2zmény.

Syntéza fluoresceinu
i I el Hn ¢ oH
GOy Sy

Kondenzacni reakce ftalanhydridu (pul IZi¢ky) s resorcinolem (ptl
Izicky)

Fluorescein na Den svatého

Jak vznika polarni zafe?
|

Na Slunci vznikaji vlivem nerovnosti v
magnetickém poli sluneéni skvrny. U téchto skvrn
vznikne jedna masivni protuberance (erupce).
Mrak ¢astic sluneéniho vétru tvofeny protony,
elektrony a alfa ¢asticemi leti vesmirem (rychlosti
fadové 0,1 % rychlosti svétla) a pokud se na své
cesté setka s magnetickym polem Zemé, tak ho
ono pole vétsinu odrazi dal do vesmiru, ale ¢ast
ho zachyti a staci po spirdlach smérem k
magnetickym polim Zemé. Tam sluneéni vitr
interaguje s atmosférou a vznika polarni zare.
Urychlené &astice narazeji do molekul plyni v
atmosfére a excituji je. Po nasledné de-excitaci

Jsou vyzareny fotony (kysl 57,7.nm).
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Dékuji za pozornost...
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