FRET

Forster resonance energy transfer

Fluorescence Resonance Energy Transfer



FRET

FRET je Forster Resonance Energy Transfer

Transfer — Forsteruv rezonanéni energeticky
transféer (Theodor Forster, 1910-1974)

Nekdy nazyvan také Fluorescence Resonance
Energy Transfer (hlavne v chemicke analyze a
biologii, kde je sledovana vysledna luminiscence)

prenos energie mezi dvema fluorofory vzdalenymi
10-100 A



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

2. misto fluorescence je energie pfenesena na druhy fluorofor
(akceptor)

3. Akceptor vyzafi pfijatou energii ve forme svétla
Podminky:
a) vzdalenost mezi molekulami je mensi, nez 100 A

b) emisni spektrum donoru se prekryva se absorpcnim (excitacnim)
spektrem akceptoru

c) molekuly maji stejné orientovany dipolové momenty
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Vyuziti FRET: schéma




Zakladni vztahy

« ucinnost FRET E je definovana:

E=1-1m/m

« kde 1'D a 1D jsou fluorescencni Casy vyhasinani v
pritomnosti a bez pritomnosti akceptoru

E=1-F./F

* F'; aF jsou intensity fluorescence v pritomnosti a bez
pritomnosti akceptoru



Zakladni vztahy

ucinnost (E) zavisi na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem (r)
1
(1+ (r/Rg)")

R, je Forsterova vzdalenost pri ktere je uCinnost prenosu 50%

E =

R =88 x 10" k*n Qg J

R, zavisi na integralu prekryvu emisniho spektra donoru a
absorpcniho spektra akceptoru (J)

k2 je faktor zahrnujici dipdlové orientace, pro volné rotujici molekuly
je vétsinou 2/3

n je refrakcni index, Q,je kvantovy vytézek samotného donoru



FRET

Donor Acceptor R, (A) Ref
Fluorescein Tetramethylrhodamine 49-5H6 13
IAEDANS' FITC 49 13
IAEDANS' 5-(lodoacetamido)fluorescein 49 13
Fluorescein Fluorescein 44 13
EDANS DABCYL 33 In House
Tryptophan IAEDANS' 22 7
Tryptophan Dansyl 21-24 7
Tryptophan Pyrene 28 7
Dansyl Fluorescein 33-41 14
MNaphthalene Dansyl 22 13
Pyrene Coumarin 39 13
B-Phycoerythrin Cy5 79 13

WWW.anaspec.com



FRET

Quencher Ponas . . . . Carboxy-Reactive Recommended
(Acceptor)  (innm)  -mine-Reactive Thiol-Reactive (NH,-Containing)  FRET Donor
DNP-X, acid; - - Abz, Abz{N-Me),
DMP 348 DNP-X. SE DMP €2 maleimide DMF C2 amine MCA, Trp
DABCYL; DABCYL C2 . EDANS, AMCA,
DABCYL 485 DaBCYL, SE maleimide DABCYL C2amine i te Fluor™ 430
DABCYL 486 DABCYL Plus™ acid; DABCYL Plus™ €2 DABCYL Plus™ C2 EDANS, ARMCA,
Plus™ DABCYL Plus™, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ 4320
OXL™ 490 488 QXL™ 490, acid; OXL™ 490 C2 QXL™ 490 C2 EDANS, AMCA,
QL™ 480, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ 430
QXL™ 520, acid; QXL™ 520 C2 QxL™ 520 C2 FAM, FITC, Rh&G
™
QxL™ 520 308, 530 QX1L™ 520, SE maleimide amine Hilyte Fluor™ 488
QXL™ 570, acid; QxL™ 570 C2 QL™ 570 C2 Cy3, TAMRA, ROX,
™
QXL™MS70 538,577 oy mi 570, SE maleimide amine HiLyte Fluor™ TMR
QXL™ &10, acid; QXL™ 610 C2 QXL™ 610 C2 ROX, Texas Red®
™ ' ’ ! '
QXL™ 610 594, 628 QXL™ g10, SE maleimide amine Hilyte Fluor™ TR
T - ™ ™
QXL™ 670 665 QXL™ &70, acid; QXL™ 670 C2 QXL™ 670 C2 Cy5, HiLyte Fluor™ 647

QXL™ 570, SE

maleimide

amine

WWW.anaspec.com



Aplikace

 sledovani strukturnich a konformacnich zmén (dvé molekuly
(pfipadné dvé Ccasti molekuly) jsou oznaCeny donorem a
akceptorem a sledujeme zda dochazi k vyméné energie

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

« analytické aplikace



Sledovani zmén konformace
molekuly

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

KONFORMACE 1

OO®

FRET KONFORMACE 2



Sledovani interakci mezi viakny
DNA

» vzdalenost mezi viakny DNA spojenymi vodikovymi mistky je 30-60 A

* na vétsi vzdalenosti: donor obsahuje Ln3*
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Inhibited Reaction Unihibited Reaction

Analyticke aplikace FRET

Kinase Reaction A UL Detection
and Trace

Low TR-FRET

High TR-FRET

www.invitrogen.com



Analytické aplikace FRET

w
cw 58 %ég%@

Bowmnd Tracer
(High TR-FRET! L FFi' FFi'ET




BRET

BRET: Bioluminescence Resonance Energy Transfer

Vyuziti metody FRET je pfi analyze nékdy limitovano potrebou
excitace ,vnéjsSim"“ svételnym zdrojem (,photobleaching®, excitace
jiného fluoroforu)

v pfipadé BRET je zdrojem svétla bioluminiscencCni reakce
(nejCastéji se vyuziva luciferasa z renilla reniformis)

sledovani interakci v zivych organismech



Homo-FRET

Studium interakce dvou prakticky totoznych fluoroforu

Po excitaci muze dojit k prenosuenergie, ale svétlo
emitovane akceptorem bude mit stejnou vinovou delku
jako svetlo vyzarené donorem

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

VétSinou se to tyka studia biologickych vzorku (napf.
proteinu)



Bimolecular fluorescence
complementation

Alternativou k FRET (nebo BRET) je BIFC

Pro studium interakce proteint nebo jinych
biomolekul

Dve biomolekuly jsou oznaceny komponentami,
ktere pri interakci vytvori fluoreskujici komplex

Fluoreskujici komplex je vytvoren po cyklizacni
reakcli

NejCasteji se vyuziva YFP
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Chemiluminiscence



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3a/Luminol2006.jpg

Chemiluminiscence

zdrojem excitace je chemicka reakce
Zakladni schéma mozné reakce

A+ B — X* - Produkt + svéetlo

z reakce jedné molekuly ~ jeden foton

pri reakci se dale uplatnuji katalyzatory, kovy (a
ionty kovu), vnéjsSi prostredi (zejména
hydrofobicita)

temer vzdy se jedna o OXIDACI

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



Excitovany meziprodukt

AB* — AB + foton

AB*+D — AB + D* — AB + D + foton
AB*+ C —- AC + B

AB* — A + B (disociace)

...a dalsi moznosti de-excitace



Chemiluminiscencni reakce

zpravidla oxidacni, exotermicka reakce s prebytkem
energie, kterou je mozné vyuzit k excitaci molekuly
(nejlépe bez ,zbyteCnych® energetickych ztrat)

emise fotonu musi byt umoznéna pfi navratu elektronu
do zakladniho energetického stavu

intenzita chemiluminiscence je dana vztahem:

lch = P (—dA/dL)



Priklad chemiluminiscencni reakce
— oxidace luminolu kyslikem

OyF = Oy — O

Lummol D1am-::-n Thamon

Reactmn with Oo produces
unstal:nle peroxide

Intersystern
Crc:-ssmg
+ hy -—

(round State dianion (S Singlet dlann:un Triplet dianion (T
Excited State Excited State


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Luminol_chemiluminescence_molecular_representation.gif

Chemiluminiscencni reakce

 reakce luminolu v zasaditem prostredi s kyslikem
(peroxid, vzdusny kyslik) — modfe 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

OoN NO2
OZN@O ﬁ 04@’\]02
9 o)

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

Ar-O-ﬁ-(IZI-O-Ar + H,0, — ,intermediat® — 2ArOH + CO, + svétlo
OO

Jntermediat® + fluorofor — 2 ArOH + fluorofor* — fluorofor + svétlo

23



Barevna chemiluminiscencni svétla

Vhodné fluorofory: rhodamin B (Cervena barva), rhodamin 6G
(oranzova), rubren (zluta), 9,10 — bis fenylethinyl atracén (zelena),
9,10 — difenylatracén, dalsi...

24



Chemiluminiscence v analyticke
chemii

1. prima analyza — chemiluminiscenci Cinidlo primo
reaguje s analytem

2. neprima analyza — reakce chemiluminiscencniho
Cinidla je katalyzovana/inhibovana nebo jinak
ovlivnéna analytem



Prima analyza

analyt je oxidovan pomoci oxida¢niho €inidla: KMnQO,, peroxid, O,, Ce**,
[Fe(CN)q 13, 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.)

> oxidacni ¢inidla v reakcich vedoucich k CL produktim
.. i .o , KMnO, (Mn0O,), [Fe(CN),]*, Ce*, H,0,, O,
Lze vyuzit zesilovacu: polyfosfaty tris(2,2¢-bipyridin)ruthenium(lll) komplex, jodistan
N-bromsukcinimid
» nejbéznéjsi oxidace KMnO,
v kyselém prostredi - nejcastéji H,S0,
vyuziti zesilovacu CL
polyfosfaty (stabilizace meziprodukt()
kyselina mravenci
formaldehyd, glutaraldehyd
analyty - fenoly, polyfenoly (quercetin, katechin,
diethylstilbestrol), indoly (alkaloidy - psilocin, brucin,
strychnin, reserpin), heterocykly
(peniciliny, cefalosporiny, fenothiaziny)



Oxidace v plynne fazi

Jedna z nejstarsich znamych chemiluminiscencnich reakci —
,horeni“ bilého fosforu

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

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

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

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



Chemiluminiscencni analyza —
priklady stanoveni

Analyza plynu: NO, ozoén, po prevedeni i dalSi
dusikateé slouceniny, sira a jeji slouceniny

SO, + 2H, — S + 2H,0
S+ 58S — §,F
S>* — S, + hv (300-425 nm)



Instrumentace pro
chemiluminiscencni analyzu

Ref: H. Sklenéarové, Skola molekulové spektrometrie (2013)
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Elektroluminiscence

« material emituje svétlo pusobenim
prochazejiciho proudu, nebo pusobenim
elektrickéeho pole

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

 priklady elektroluminiscencnich materialu:
ZnS dopovany Ag, nebo Cu



Electroluminescence

Electroluminescence is the result of radiative recombination of electrons & holes in a
material, usually a semiconductor. The excited electrons release their energy
as photons - light. Prior to recombination, electrons and holes may be separated
either by doping the material to form a p-n_junction (in  semiconductor
electroluminescent devices such as light-emitting diodes) or through excitation by
impact of high-energy electrons accelerated by a strong electric field (as with
the phosphors in electroluminescent displays).

It has been recently shown that as a solar cell improves its light-to-electricity
efficiency (improved open-circuit voltage), it will also improve its electricity-to-light
(EL) efficiency


https://en.wikipedia.org/wiki/Radiative_recombination
https://en.wikipedia.org/wiki/Electron
https://en.wikipedia.org/wiki/Electron_hole
https://en.wikipedia.org/wiki/Semiconductor
https://en.wikipedia.org/wiki/Photon
https://en.wikipedia.org/wiki/Doping_(semiconductors)
https://en.wikipedia.org/wiki/P-n_junction
https://en.wikipedia.org/wiki/Light-emitting_diode
https://en.wikipedia.org/wiki/Phosphor
https://en.wikipedia.org/wiki/Electroluminescent_display

Electrogenerated
chemiluminescence (ECL)

is a kind of luminescence produced during electrochemical reactions in solutions. In
electrogenerated chemiluminescence, electrochemically generated intermediates undergo a
highly exergonic reaction to produce an electronically excited state that then emits light upon
relaxation to a lower-level state. This wavelength of the emitted photon of light corresponds to the
energy gap between these two statesECL excitation can be caused by energetic electron transfer
(redox) reactions of electrogenerated species. Such luminescence excitation is a form

of chemiluminescence where one/all reactants are produced electrochemically on the electrodes.

ECL is usually observed during application of potential (several volts) to electrodes of
electrochemical cell that contains solution of luminescent species (polycyclic aromatic
hydrocarbons, metal complexes, Quantum Dots or Nanoparticles 4)) in aprotic organic solvent
(ECL composition). In organic solvents both oxidized and reduced forms of luminescent species
can be produced at different electrodes simultaneously or at a single one by sweeping its potential
between oxidation and reduction. The excitation energy is obtained from recombination of
oxidized and reduced species.

In agueous medium, which is mostly used for analytical applications, simultaneous oxidation and
reduction of luminescent species is difficult to achieve due to electrochemical splitting of water
itself so the ECL reaction with the coreactants is used. In the later case luminescent species are
oxidized at the electrode together with the coreactant which gives a strong reducing agent after
some chemical transformations (the oxidative reduction mechanism).


https://en.wikipedia.org/wiki/Chemiluminescence
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-Nanoparticles-4

ECL proved to be very useful in analytical applications as a highly sensitive and selective method. It combines
analytical advantages of chemiluminescent analysis (absence of background optical signal) with ease of reaction
control by applying electrode potential. As an analytical technique it presents outstanding advantages over other
common analytical methods due to its versatility, simplified optical setup compared with photoluminescence (PL), and
good temporal and spatial control compared with chemiluminescence (CL). Enhanced selectivity of ECL analysis is
reached by variation of electrode potential thus controlling species that are oxidized/reduced at the electrode and
take part in ECL reaction!” (see electrochemical analysis).

It generally uses Ruthenium complexes, especially [Ru (Bpy);]?* (which releases a photon at ~620 nm) regenerating
with TPrA (Tripropylamine) in liquid phase or liquid—solid interface. It can be used as monolayer immobilized on an
electrode surface (made e.g. of nafion, or special thin films made by Langmuir—Blogett technique or self-assembly
technique) or as a coreactant or more commonly as a tag and used in HPLC, Ru tagged antibody based
immunoassays, Ru Tagged DNA probes for PCR etc., NADH or H,0, generation based biosensors, oxalate and
organic amine detection and many other applications and can be detected from picomolar sensitivity to dynamic
range of more than six orders of magnitude. Photon detection is done with photomultiplier tubes (PMT) or

silicon photodiode or gold coated fiber-optic sensors.The importance of ECL techniques detection for bio-related
applications has been well established.lfl ECL is heavily used commercially for many clinical lab applications.[2I10L1]

Electrode



https://en.wikipedia.org/wiki/Photoluminescence
https://en.wikipedia.org/wiki/Chemiluminescence
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-7
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Electrochemical_analysis&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Tris(bipyridine)ruthenium(II)_chloride
https://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Tripropylamine&action=edit&redlink=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Nafion
https://en.wikipedia.org/wiki/High-performance_liquid_chromatography
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
https://en.wikipedia.org/wiki/NADH
https://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen_peroxide
https://en.wikipedia.org/wiki/Photomultiplier_tube
https://en.wikipedia.org/wiki/Photodiode
https://en.wikipedia.org/wiki/Fiber-optic
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-8
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-9
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-10
https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemiluminescence#cite_note-11

Triboluminiscence



Triboluminiscence

* pri Skrabani, drceni, nebo treni muze dojit
K preruseni asymetrickych vazeb krystalu
(cukr, diamant)

* naboj je po preruseni asymetrickych
vazeb nerovnomerne rozlozen

* pfi vyrovnani naboju v krystalu dochazi k
luminiscenci



Thermoluminiscence

prirodni krystalické materialy obsahuji poruchy v krystalické mfizce
(napf. obsahuji volné ionty, které narusuji elektrické pole krystalu)

jestlize se vytvofi tzv. potencialova dira v elektrickém poli, muze se
v ni usadit volny elektron (elektronova past)

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

termoluminiscencni datovani: zahrivanim, nebo po ozareni silnym
svetlem ziska elektron v tzv. dlouhodobe elektronove pasti dostatek
energie, aby se uvolnil

uvolnéna energie se meri

vhodné pro datovani latek, které byly v minulosti ozareny
nutna slozita kalibrace



Thermoluminescence

TL-Thermoluminescence
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Thermoluminescence dating

The amount of luminescence is proportional to the original dose of radiation received
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https://www.youtube.com/watch?v=tW8q JfmcbUhttps://www.youtube.co
m/watch?v=hPtCvReouCM

https://www.youtube.com/watch?v=FDAFZuxMdyE

https://www.youtube.com/watch?v=rV4cwUkKHXdY

https://www.youtube.com/watch?v=titOOpyJP5k

https://www.youtube.com/watch?v=IB g2ddZZYk

https://www.youtube.com/watch?v=LOB|RFOMX1Y

https://www.youtube.com/watch?v=FGzRvYUQ0e30

https://www.youtube.com/watch?v=0BOj|TMkyflA



https://www.youtube.com/watch?v=tW8q_JfmcbU
https://www.youtube.com/watch?v=hPtCvReouCM
https://www.youtube.com/watch?v=FDAFZuxMdyE
https://www.youtube.com/watch?v=rV4cwUkHXdY
https://www.youtube.com/watch?v=tItOOpyJP5k
https://www.youtube.com/watch?v=lB_g2ddZZYk
https://www.youtube.com/watch?v=LQBjRF9mX1Y
https://www.youtube.com/watch?v=FGzRvYU0e3Q
https://www.youtube.com/watch?v=0BOjTMkyfIA

Luminiscence a struktura latek



Typy prechodu

hladiny energii molekulovych orbitalt



Struktura organickych molekul a
luminiscence — zakladni pravidla

1. luminiscenci vétSinou nepozorujeme u uhlovodiku bez dvojnych
vazeb (o0 — o™ prechod)

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

3. vétsina aromatickych uhlovodiku jevi dobrou luminiscenci (TT—1T*
prechod)



Zakladni pravidla

4. Aromatické systémy s prechody n—11* zvysSuiji intensitu fluorescence
(molekuly obsahuji atomy s nevazebnymi elektrony — N, O, S). U
jednoduchych molekul obsahujicich karbonylovou skupinu (napf.

benzofenony), nebo heteroatomy (pyrimidin, pyrazin) je Casto
pozorovana i fosforescence.

5.  Skupiny pripojené na aromatickeé jadro Casto silné ovliviuji
fluorescencni vlastnosti molekuly. Tyto skupiny mohou ménit
polohu nejnizsi vibracni hladiny excitovaného stavu (tyka se to jak
n—T1r*, tak | TT—1* pfechodu) — viz. tabulka.



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

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 O
/

COO- COO-

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



jestlize je na aromatickém jadre halovy prvek muzeme
pozorovat tzv. efekt tézkeho atomu: pritomnost
tezkého prvku zvysuje pravdepodobnost prechodu na
S, — T4, coz ma vliv na zvyseni .

jestlize jsou aromaticka jadra teze molekuly oddelena
alkyovou skupinou je systém slabé, nebo vubec
konjugovan (mensi kvantovy vytézek, nizsi vinova

delka emise).



Luminiscence a struktura

prechod m— 1™ Cim vice je v molekule konjugovanych vazeb, tim
vySSi ma emitované zareni vinovou deélku

Vzorec Nazev |A,, A, | P | DP;

© Benzeén 205 278 (0.11| 0.26
Nafatlén 286 321 (0.29| 0.1
Antracén | 365 400 |0.46| <0.01
Naftacén |390 480 |0.60 -




Luminiscence organickych
molekul: ukazky



*H3H —C—H

Tryptophan

Coo0- COQ-

I

*HgH —C—H
| I
CHy CHy

Se e

OH

Tyrosine

CO0-

*HaH —C—H

CHa
|

-

——

Phenylalanine

Absorpce Fluorescence
Aminokyselina | Vin.délka Abs. Vin.délka | Kvantovy
(nm) koeficient (nm) vytezek
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




Fluorescence

Chinin
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Excitation (nm)



Derivaty fluoresceinu

excitaCni maximum: 494 nm
emisni maximum: 520 nm

Absorbance

Fluorescence emission

350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)



Syntéza fluoresceinu

xr-x\rﬂ

0 OH ‘h.
e u\ ) ZnCl, _ \Jr'”DH
L’Iﬁﬂ =2l g | =
ey -2H,0 ";nj
o a Fluorescein

Kondenzacni reakce ftalanhydridu (pul IZi€ky) s resorcinolem (pul
1ZiCky)



Aplikace fluorescencni
spektroskopie v hydrogeologil




Migrace podzemnich vod

» sledovani a objasnéni systému
podzemnich fek a potokul v
krasovych oblastech (propadani a
VyVery...)

» sledovani toku vody z
kontaminovanych mist (napf.

ulozisté odpadu, skladek, atd.)




Fluorescencni ,znackovace”
podzemnich vod

fluorescencéni ,znaCkovace” (tracer) jsou obvykle ve vodé rozpustné,
silné fluoreskuijici latky (fluorescein, rhodamin, eosin, erythrosin,
atd.)

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

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

|ze sledovat i Casovy prubéh pruchodu barviva potokem/fekou. Z
rychlosti prutoku, zfedéni znaCkovace, vzdalenosti a dalSich faktoru
|ze usuzovat na charakter, délku, pripadne Clenitost podzemniho
systému.



Mapovani podzemnich vod
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,Mapovani*“ podzemnich vod
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Fluorofory s emisnim maximem v
oblasti kolem 600nm

R=C0O0OH ABSORPCE 598 mmm (42000) ABSORPCE 568 rao (98000)
EMISE 665 nm EMISE 595 nm



Luminiscence anorganickych
,species” v roztoku

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

ionty kovu (zejména f-prvky), nebo jejich
,sSpecies” jevi fluorescenci (nekdy take
fosforescenci) v roztoku | bez komplexace

,2anorganicka“ luminiscence pochazi z
komplexu z nefluoreskujicimi ligandy



Zlepseni luminiscecCnich vlastnosti
po komlexaci (1)

 kov nijak neovlivnuje fluorescencni vliastnosti, jen
stabilizuje organicke ligandy tak, aby byl upfednostnén
zarivy proces deexcitace

» kov muze také v nékterych pripadech zhaset luminiscenci

» obou jevu Ize vyuzit pro analytické stanoveni, nejedna se
vsak o prilis selektivni metodu

4L
.:// L/



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

* lanthanité ionty (napf. Eu3*, Tbh3*, Gd3*, a dalsi)

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

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

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

e pro emisni spektra jsou obvyklé ostré piky, Cas vyhasinani
luminiscence je extrémné dlouhy (az ms)



Luminiscnce Lanthanoidu(lll)

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

« emisni spektrum obsahuje ostré piky

Fluorescence

£0.001831




Antenovy efekt (antenna effect)

ENEYEY Hranser I:Ln3+]I "
b 4‘ Aﬂtﬂgz( lurminescence
o N .
orgpanic ligand Ln
Emuthﬂ:rm‘.&' 10H

Lanthanide Transition Wavelength (nm) Lifetime (ms)
Sm “GS;;—}EH-;‘,Z 594 (.0023
Eu "Dy—"F 616 0.11
Gd ﬁP'IrE—LTS-,!Jrz 310 2.3
Tb D, F 543 0.4

Dy 4F9;‘1—’6H15f1 479 0.0024




Koordinace molekuly vody do
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HO

HO

HO

HO

10.0,q=3,CN =6

Eu(EDTA)-, pH

9,CN=0

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



Komplexy s nefluoreskujicimi
ligandy (3)

Vétsinou jde o tzv. C-T (charge-transfer)
prechody:. prenos naboje mezi ligandem a
lontem kovu, dochazi k prechodu elektronu z
orbitalu atomu s vyrazné vyssi elektronovou
hustotou do orbitalu jineho atomu s mensi
elektronovou hustotou (bud prechod M-L,
nebo L-M), tyto prechody maji vysokou
Intenzitu v porovnani s prechody d-d.



Komplexy s nefluoreskujicimi
ligandy

» jde o0 pomerne specifické chelatcni reakce
* jontem je casto diamagneticky kov

* vznik fluoreskujicich komplexu je Casto
pouzivan v analytické chemii pro svoji
specifitu



Komplexy s nefluoreskujicimi

ligandy — priklady

Komplexujici €inidlo

lont kovu

8-hydroxychinolin

AlR*, Be?*, Zn* | Li+, Mg?*
a dalsi

Flavonal Zr2* Sn4t
2-(o-hydroxyfenyl) Cd?+
benzoaxazol

1,10 - fenntrolin Ln3*

RlUzna azobarviva

A3+, Be2*, In3*, Hf(IV),
Th(lV), Sc3*, Ca?*, Mg?#*,
Sn(IV), Y3+

Benzoin

OH HO

L5

alizarin garmet R S0;Ma
(@)

S
o,
//N
H N
50,Na

fluorescent complex
(b}



Luminiscence pevnych latek

* luminiscence vetsiny molekul v pevnem stavu je
podobna luminiscenci v roztoku

 vibraCni prechody jsou omezeny, proto neni
luminiscence pevnych vzorku tolik zavisla na
teplote a piky emisniho spektra jsou zpravidla
ostrejsi

 zvlastnim prikladem ,inorganic condensed
matters” (fosfory)



Anorganicke luminiscencni
materialy

Jfosfory”




Luminescence of localized centers and semiconductors

- . * RSt P P TLY
AT ] 8 =T ; AS ? CB
-D

Exc. Em. Exc. Em. EXC. Em.

.. . +A
A N [ —_t A s Ve

Fig. 1. Schemes illustrating the underlying physical processes of luminescence on isolated cen-
ters (left, middle) and in semiconductors (right).




| ocalized centers

Transitions between ion levels (f-f transitions, charge
transfer, etc.). Excitation and emission can be both localized
to the same center



Princip

Anorganicky fosfor obsahuje:
Aktivator (activator)— zpravidla iont kovu, napf. Cr3*, Eu3*, Nd3*, a dalSi

Aktivator absorbuje energii (napf. UV zareni), dojde k excitaci a nasledné
luminiscencCni emisi, ionty aktivatoru jsou rozptylené v matici

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

|

Pro luminiscencni vlastnosti je kliCovy :
aktivator, matice ovlivhuje hlavné !
ucinnost celého procesu (dobry ,host” :
neodebira aktivatoru energii) !
|

1

Zarivy Nezafivy
prechod prechod



Ca,(PO,),F: Sb3*, Mn2*

Matrice muze obsahovat dva i vice iontu (napf. ,lampovy
fosfor® Ca,(PO,);F: Sb3*, Mn?*)

Ultrafialové zareni je absorbovano pouze Sb3+ a pfijata
energie je pak vyzarena ve forme svétla (emise modrého
svétla) nebo pfedana na Mn?* (energeticky prenos) a
pak vyzarena ve formé zlutého svétla. Sb3* tedy funguje
jako zesilovac¢ pro Mn?*.

A

* >
Sh3* + foton — (Sb3*)* S T A
(Sb3+)* — Sb?* + foton

nebo (Sb3*")* + Mn?* — Sb3* + (Mn?*)*
(Mn®*)* — (Mn2%)* +




YVO,Eu 3

» Matrice také muze nékdy slouzit jako
,Zesilovac” (sensitizer)

 Ultrafialoveé zareni excituje vanadyl (host
lattice), ale energie je pfedana na Eu3*

* Podobnym prikladem je ZnS:Ag*



Solid luminescent materials

Year Kind of discovery Excitation source Type of luminescent material Emission color
~1600 Stone of Bologna sunlight BaSO4 (BaS) yellow

1858 GeibBler’s tube gas-discharge (Hg) uv

1859 Becquerel gas-discharge (Hg) ZnS vellow-white

1895 X-rays (by Rontgen) none (photographic plate)

1896 X-ray intensifier (by Pupin) X-ray CaWOy blue

1896 Fluorescent lamp (by Edison) gas-discharge (Hg) CaWO, blue

1897 Braun’s tube cathode-ray CaWOy blue

1916 Neon discharge lamp (by Claude) gas-discharge (Ne) none red

1925 Black-and-white television cathode-ray ZnS:Ag’; (Zn,Cd)S:Ag” blue; yellow

1937 Neon discharge lamp (by Claude) gas-discharge (Ne) CaWO.; Zn,SiO,Mn** blue; green

1938 Fluorescent lamp gas-discharge (Hg) MgWO,; (Zn,Be),SiO;Mn* blue-green; green-red

1941 Radar screen cathode-ray (Zn,(.’.d]S:Cu’,A]‘L green

1946 Insect lamps gas-discharge (Hg) CaWO, blue

1960 Color television cathode-ray ZnS:Ag*; (Zn,Cd)S:Cu*,Al*"; (Zn,Cd)S:Ag" blue; green; red

1960 Laser (by Maiman) gas-discharge (Hg) A]gO_;:(_“.]"l' red

1972 Computed tomography (by Houndsfield) X-ray Nal:T1* green

1972 Rare-earth phosphors gas-discharge (Hg) S]‘_;(PO4]5(_".]:EU'1'; LaPO,:Ce* Th*": Y,05:Eu* blue; green; red




Examples of the most important
,phosphors”

Emission colour

Application

Cathode Ray Tube

Plasma Display Panel

Fluorescent Lamp

X-ray-Intensifying / Scintillation

blue

green

yellow
red

white

ZnS:Ag",CI

ZnS:Cu*,Au’, A"
ZnS:Cu* AI**

Y->0,S8:Eu’*

BaMgAl,,O,:Eu**

BaAl;>O,o:Mn**
Zn,Si0:Mn**
BaMgAl,,O:Eu** Mn**

Y>05Eu**

BaMgAl,,O,:Eu**
S]’4A] [4(}3521‘31[2?
Sr3(PO4)sCLEu?*

GdMgB;0,,:Ce™  Th*
LaPOgCe* Th*
CeMgAl; 0o Tb**

Y;AlsO;5:Ce™

Y,05:Eu**
(Y,Gd)(P.V)O,:Eu*

Cas(POy4)s(ECI):Sb*" Mn**

Nal: 11"

Ba(F,Br):Eu”* (storage phosphor)
LaBr;:Ce*

Bi;Ge;0y5

Gd,Si0s:Ce?* / Lu,SiOs:Ce*
LuAlOs:Ce™

YTaO Nb**

CsLTI”

Gd,0,8:Th™*




Interband Semiconductor Luminescence

Direct-gap materials
» E

Photons emitted when

electrons at the bottom

of the conduction band recombine

with holes at the top of the valence band.

Conduction
band

electrons
Since momentum of the photon

is negligible compared to that
of the electron, e and h have same k-vector.

hv

Energy of luminescence close
to energy-gap.

Examples: GaAs, GaN, GalnP

v




Luminescence from a semiconductor

Inject electrons

\ Excited states
Relaxation
(23] I

N

Ground states

i
i
I
|
'
I
I
I
i
i
I
I
I

A 4

QO

Inject holes

Rapid relaxation and thermalisation
Applies for electrons and holes.

Recombination of electrons and
holes can result in luminescence.

This often different from absorption.

Radiative and non-radiative processes
compete.



Jihlavske podzemi

http://www.youtube.com/watch?v=mQWh80Oc0OkDU



http://www.youtube.com/watch?v=mQWh8Oc0kDU
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Mistnost s fosforesku




Excimery a exciplexy

» excimer (excitovany dimer) se tvori,
jestlize spolu reaguji dve excitované
castice

* jestlize se jedna o dve ruzné excitovane
,species’, tak vznika exciplex

A+*B -+ *[A B



Excimery a exciplexy

Face to face excimer
-El'@@
P XPp Py+P,
¥ ¥ =
l;‘iG = AH-TAS
S - 10-0.320)
= —4 kcal/mole
hv hv

(excimer) || {monomer)

Y
PP, Py+Py



Excimery a exciplexy

 zariva deexcitace excimeru (fluorescence)

e nezariva deexcitace

* excimer reaguje s jinou molekulou (napr.
Diels-Alderova reakce)



Kvantove tecky (quantum dots)

agregovany shluk stovek az tisicu atomu

jejich vodivostni a spektralni vlastnosti jsou
velmi odlisné od chovani samotnych atomu —
tvorba novych degenerovanych orbitalu

polovodiCcové nanokrystaly
Jaditelna” fluorescence

nejCasteji jde o kovove atomy (napr. Cd, Au,
Zn) rozptylené v prebytku jinych atomu (S,
Se, As, atd.)



Struktura kvantovych tecek

O Tellurium

(O Cadmium

- velikost Castice: 3,5 hm

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

- pocet krystalovych jednotek
v jedné nanocastici:
~ 203

- priblizna molekulova hmotnost:
~ 200 000 g/mol




Fluorescencni vlastnosti
kvantovych tecek

» podle slozeni atomu a postupu pfipravy Ize ovlivnit jejich emisni a
excitacni spektra

1600 -

1400 4

1200 4 .
R *°

1000 A PR

800

600 e e +40

Peak Wavelength (nm)

400 4 + CdSe
+ InAs

200 -

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



Fluorescencni vliastnosti
kvantovych tecek

0.14
012 A

01+

» laditelna“ fluorescence

o o
=]
=]

Intensity (a.u.)
A
(=1}

* Uzké emisni pasy

* Siroké pasmo absorpce

UV iVis Absorbance and Fluorescence

 Spatna rozpustnost

* pouziti: fluorescencni
standardy, optické prvky,
znaceni biomolekul...

Normalised Fluorescence
o o o o o
£ o (=1 -l =]




Priprava kvantovych tecek
rozpustnych ve vode

1.stupen:

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

V

2.stupen: !
-

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

CdTe nanocastice se vytvori
po nékolikahodinovém zahiivani.




Zdroje svetla

vlastni - za vlastni zdroje oznaCujeme takova télesa nebo latky, v
jejichz struktufe dochazi ke vzniku sveétla. Za vlastni zdroj svétla tedy
muUzeme 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 |ze zafadit napf. Mésic, mraky, vSechny
osvétlené predméty apod. Tyto zdroje Ize dale rozliSovat jako:
reflektory - odrazeCe, nepruhledné, pro dané zareni
refraktory - "ohybace" / "lamace", Ciré,
stinitka / matnice, polopruhledné difuzéry.



Prirodni zdroje

K pfirodnim zdrojum patfi napfiklad:
Kosmicka télesa
— Primarni zdroje - Slunce, hvézdy: SkuteCné svétlo vytvareji.
— Sekundarni zdroje - Mésic: Pouze odrazi svétlo z jinych zdroju,
samy nesviti.
Chemické reakce - ohen, chemiluminiscence
Biologické zdroje
— Primarni zdroje - bioluminiscence: svétlusky, razni morsti
zivocichove, houby
— Sekundarni zdroje - odrazy ocCi viditelné ve tmé nebo pfi
zablesku: nebo iridescence i obecné

Elektrické vyboje - elektricky proud v plynech (oblouk,
vyboj, blesk)
Tektonicke jevy - zhnouci lava



areni cerného télesa

Absolutné cerné téleso, ¢erné téleso a nebo €erny zaric je idealni téleso, které pohlcuje

veskereé zareni vSech vinovych délek, dopadajici na jeho povrch. Absolutné Cerné téleso je souCasné idealni zafic,
ze vSech moznych téles o stejné teploté vysila nejvétsi mozné mnozstvi zafivé energie. Celkové

mnozstvi energie, které se vyzafi z povrchu absolutné cerného télesa za jednotku Casu a rozlozeni intenzity
zareni podle vinovych délek zavisi jen na jeho teploté. Zafeni Slunce se pomérné dobfe blizi zafeni absolutné
cerného télesa s teplotou pfiblizné 5800 Kelvind, reliktni zafeni odpovida zafeni absolutné ¢erného télesa s
teplotou 2,7 K. Tento fyzikalni pojem zaved| Gustav Kirchhoff v roce 1862.
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Teplotni zdroje svetla

Inkandescence je jev
vyzarovani svetla,
zpusobeného tepelnym
buzenim. V téchto zdrojich
vznika svetlo jako jedna ze
slozek elektromagnetického
zareni vyvolaného vysokou
teplotou povrchu néjakého
télesa.

Patfi sem ohen (sviCka, lampa),
vV némz zafi:

rozzhavené Castice

(nejCastéji uhliku),

slabé i zhavée plyny.




Elektroinkandescence

Vznika prichodem elektrickeho proudu pevnou vodivou latkou s vysokou
teplotou tani napft. platina, wolfram, atd. Pevna latka se rozzhavi na
pozadovanou teplotu, pfi které dochazi k emisi viditeIného zareni

Klasicka zarovka sviti diky rozzhavenému (obvykle wolframovému)
vlaknu, v némz jsou elektrony vazané v atomech vlakna tepelné
excitovany z nizSich orbitalnich hladin na vyssi; fotony zde vznikaiji pfi
preskocich elektronu mezi hladinami.

Spole€nou vlastnosti 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 u€innosti zdroje na teploté zafice.




Elektricke zdroje svetla s
nespojitym spektrem

* Na rozdil od teplotnich zdroju zde vznika
svetlo jinymi mechanismy. Obvykle jde o
proud fotonu jednotlive vyzarenych pri
navratu elektronu z nestabilnich poloh ve
vyssich hladinach do stabilni polohy v nizsi
hladine v elektronovem obalu ngjakeho
atomu. Protoze energie uvolnovana
vracejicimi se elektrony je kvantovana
velikosti ,skoku® mezi hladinami, maji |
energie fotonu nespojity prubéh, rozdéleny
do tzv. emisnich spektralnich ¢ar nebo pasu.
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Nd:YAG solid-state laser

Highly Partially
reflective reflective
mirror Flashlamp (pump source) mirror

Ll L]

Laser
output

ND: YAG crystal (laser medinum)

Optical resonator




LED
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Na rozdil od Zarovky funguji LED a LD na principu elektroluminiscence polovodi¢ovych
materialu. Zde vznika svétlo v dusledku preskokul elektrond z vysSich energetickych pasu do
nizsich. Rozdil energie mezi dnem vodivostniho a vrchem valenéniho pasu pak odpovida energii
vyzarené ve formé fotonu. K tomuto jevu obecné dochazi u vSech diod, ale pouze v nékterych
pripadech dojde ke vzniku svételného zareni, jinak se elektricka energie méni na tepelnou nebo
naopak vznika neviditelné ultrafialové zareni.

Pfi prachodu elektrického proudu diodou v propustném sméru se energie elektronu pfi
mezipasové rekombinaci muze uvolnit ve formé fotonu o energii W = h - v, kde h je Planckova
konstanta a v je frekvence fotonu. K pfechodu muze dojit také prostfednictvim pfimésovych
hladin v zakazaném pasu. Emitované zafeni ma pak o néco mensi energii h-v', resp. vétsi
vinovou délku



Halogenoveé zarovky

« Halogenové zarovky jsou zdokonalené klasické zarovky. V prostredi
banky jsou halogeny, které pomahaji snizovat odparovani viakna, a
dosahuje se tak vyssi ucinnosti. Halogenové zarovky maji svéetlo
podobné klasickym zarovkam.

* 0 25-30 % nizSi spotfeba energie oproti normalni zarovce

* Rychly start, delsi zivotnost

\
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Zarivky

Zarivka je tvofena predevsim dlouhou trubici, ktera je naplnéna 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 smérfuji k opacné nabité anodé. Elektrické pole je urychluje. Diky tomu,
Ze je trubice vakuovana (tlak uvnitf je asi 400 Pa), je draha elektronl, nez narazi do néjakého
atomu, dostatecCne dlouha, aby elektron ziskal dostateCnou energii k vyrazeni dalSiho 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 vysSi
hladinu a posléze zase sestoupi na zakladni hladinu a nasleduje emise fotonu

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

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




vrstva ochranna plynna
patice tmel trubice luminoforu clonka napln

kolik  Cerpaci nozka rtut elektroda
patice trubicka

Zdroj http://www.earch.cz/



Zarivky - luminifory

Q) h) i)
a — zarivka 865 chladné bila s tfipasmovym luminoforem f — zafivka 940 neutralné bila de luxe
b — zarivka 840 neutralné bila s tfipasmovym luminoforem g — zarivka 930 teple bila de luxe
¢ — zarivka 830 teple bila s tfipasmovym luminoforem h = denni svétlo D65
d — zarivka 827 typu Interna s tfipasmovym luminoforem i —bé2na zarovka
e — zarivka 965 chladné bila (denni) de luxe




y ¥ nu

Usporné kompaktni zarivky, tzv.
sasporky*’

Funguiji jako zafivky

Uspora 80 % energie, volba barvy svétla

(udajné) delsi vydrz

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

Ay



Svicka




Pouziti luminiscencni
spektroskopie v analyticke
chemii



Luminiscencni analyza

Kvantitativni analyza:

F=ko®, 23cl¢
Vysoka citlivost metody:

» pouziti laseru
* odezva na relativne malé zmeny v okoli



Luminiscencni stanoveni

nativni luminiscence

tvorba luminiscencnich komplexu
luminiscencni znacky
luminiscencni sondy

propojeni s dalsimi metodami



Vnitrni a vnejsi luminiscence

 vnitrni/intrinsic (nativni luminiscence) — molekuly
Ize stanovit bez vyrazneho zasahu do
sledovaneho systemu, zpravidla aromaticke
latke

* vnejsi/extrinsic luminiscence — do sledovaného
systemu pridame fluoreskujici Cinidlo(barvivo),
jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci
analytu, pripadne se na nej navaze



Nativni luminiscence

Class

Compounds?

aromatic amino acids

vitamins

catecholamines

pharmaceuticals and drugs

environmental pollutants

pheanylalanine (F)

tyrosing (F)

tryptophan (F, P)

vitamin A (F)

vitamin B; (F)

vitamin Bg (F)

vitamin Biz (F)

vitamin E (F)

folic acid (F)

dopamine (F)

norepinephrine (F)

quinineg (F)

salicylic acid (F, P)

morphine (F)

barbiturates (F)

L5D (F}

codeine (P)

caffeine (F)

sulfanilamide (P}

polyoyclic aromatic hydrocarbons:
pyrene (F)
benzola]pyrena (F)

organothiophosphorous pesticides (F)

carbamate insecticides (F)
DOT (P)




sloucenina rex X (NM) rem > (NM)
indole group 270-290 330-350

LSD 325 365
quinine 347 448
papaverine 315 347
berberine 352 a 432 548
caffeine 270 303
purine 265 380
adenosine 272 390
cytosine 267 313
uracil 258 309
3-hydroxocoumarin 316 372
riboflavin 370 a 440 565
GFP 400 a 475 510
nicotineamids 470 515
cyanocobalamin 275 305
calciferol 348 420
retinol 325 470




Peptidy, proteiny, AK
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Stanoveni aminokyselin
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Stanoveni aminokyselin

FHOS] v Tywosine Flonescenos
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Stanoveni proteinu

PANTIDHD®-OC —T

50000 4

40000

30000

20000

10000

0

B354 Concantration Curve
/////
i LT’.-C‘ /
0 20 Ly &0 800 100
Conc (ug/m)
Lirca Regreasion yw=a*x+ b
35045 p=1171 R-03E5 A*=03370 en-S0 8

www.biotek.com



Nativni fluorescence proteinu — vliv
polarity okolniho prostredi

> 0 1 100% E+OH
10+
:7—) INDOLE in
< Cyclohexane -
'{.‘.‘f Ethanol
o Mixtures
L 20°C
Q 05f
<
L
O
)
L
oc
S
=] 1 |
i 300 350 400

WAVELENGTH (nm)

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



Stanoveni anorganickych iontu

Komplexujici €inidlo

lont kovu

8-hydroxychinolin

Al3t, Be2+, Zn?+,
Li+, Mg?* a dalSi

Flavonal Zr2t Sntt
2-(o-hydroxyfenyl) benzoaxazol | Cd?*
1,10 - fenntrolin Ln3*

RlUzna azobarviva

ARt Be?*, In3*,
Hf(IV), Th(IV),
Sc3*, Ca?*, Mg?*,
Sn(1Vv), Y3+

Benzoin

B,0-%, Zn?*




FluorescencCni znaCky a sondy

» fluorescencni znacky (fluorescent labels) jsou vnéjsi (extrinsic
fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteinim, peptidim, ligandum, oligonukleotidim a jinym) vazou
kovalentni vazbou

» fluorescencni sondy (fluorescent probes) jsou vnéjsi fluorofory,
které se ke sledovane strukture vazou nekovalentné a Casto pfitom
meéni sveé fluorescencni vliastnosti.



Derivatizace fluoroforem

Vnitrni (nativni) X vnéjsi luminiscence
luminiscencéni znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnitrni, nativni,
prirozené) luminiscence lze derivatizovat
luminiscencnimi znackami

180 4

170

Omezeni: Ize detekovat 1 £,
jednotlivé  molekuly (,single =
molecule detection“) obsahujici i~
silné luminofory, problem je = W
jejich navazani na analyt... . B, 0 =

Rhodamin B (c =1x101? mol.I'1)




Vyber fluorescencnich znacek
Kritéria pro vyber:

spektralni vlastnosti (excitace, emise, kvantovy vytezek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalsi)
podminky reakce (pH, koncentrace...)

hydrofobicita



Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni vlastnosti




Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni viastnosti

RBITC

A [nm]




Vyber fluorescencnich barviv

Common 350 457 488 514 610 632
LHSE 1 SO0 nimn 400 mm 00 nm EOD mm 00 nm

Lines lr‘ PE-TR Cony.
‘ Texas Red

Pl

Ethidium

FPE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cytomeiry Laboratories



Fluorescencni znacky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

@ - ;\”j :»C @ --fsoame]  sukcinimidyl estery (Rh6GSE)
H:N—| Biopolymer
sulfonyl chloridy -—ﬁ—c- gr ‘ﬁ ni—] Biopolymer

H,N— Biopolymer

.—H:C:S gﬁ-HH—ﬁ—NH— Biopolymer iSOthiOkyanéty (FITC, RBITC)




Fluorescencni znacky — vazebna mista
thiol-reaktivni znacky

. i
.—*NH’J.L'“"‘I :’-NH"M‘\J"S_ Biopolymer




Fluorescencni metody v
Imunoanalyze

Imunoanalytické metody:
» drive hlavneé tvorba precipitatu

« dnes znaéené hlavné ruznym zpusobem znaéené
reaktanty (antigeny a protilatky)

« radiometricky, enzymaticky,
(luminiscencné) znacené reaktanty

* enzymové metody mohou mit luminiscencni detekci



Fluorescencni imunoanalyza (FIA)

* poprvé pouzity v roce 1964

e cCasto ovlivhéna fluorescenci matrice a samotného

vzorku

* muze byt pouzita i TR-FIA (Time Resolved Fluorescence
Immuno Assay). Tato metoda vyuziva jako znaCek
chelatd s lanthanitych kationtt (Eus*, Th3*, Sm3* a

dalgich)

* FIA |ze provadét v homogennim i heterogennim
prostredi, v kompetitivnim i nekompetitivhim usporadani

—Ab + <Ab + <Ab-F ——

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostredi

Ab-<Ab

h-<Ab-F




Fluorogenni substraty — stanoveni
enzymaticke aktivity

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

ab-ap-o b

enzym znaceny
substrat




Fluorimetricka EIA

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

Existuje nekolik moznosti:
* antigen je znacen enzymem
* antigen znaceny enzymem se srazi s protilatkou

* nesrazeny antigen s enzymem |ze stanovit takto:

enzym
e -l O

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




Déeleni fluorescencni
imunoanalytickych metod

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

Elektroluminiscencni, chemiluminiscence a dalSi

Enzymatické metody s luminiscencni detekci



Radiometricka vs. fluorescencni
detekce v imunoanalyze

 drive byla nejcitlivejsi metodou RIA, ale s
prichodem levnych laseru je rozsSirengjsi
luminiscencni detekce

» detekcni limity obou metod jsou
srovnatelné (az 1012 g.I'1), ale

L aLE Y 4

levnejsi



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



NO,
OH

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



Fluorescein dibutyrate: fluorogenni substrat pro stanoveni esteraz a lipaz



4-Methylumbelliferyl phosphate: fluorogenni substrat pro stanoveni fosfatazy



Fluorogenni substraty
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Pouziti luminiscencni
spektroskopie v analyticke
chemii



Luminiscencni analyza

Kvantitativni analyza:

F=ko®, 23cl¢
Vysoka citlivost metody:

» pouziti laseru
* odezva na relativne malé zmeny v okoli



Luminiscencni stanoveni

nativni luminiscence

tvorba luminiscencnich komplexu
luminiscencni znacky
luminiscencni sondy

propojeni s dalsimi metodami



Vnitrni a vnejsi luminiscence

 vnitrni/intrinsic (nativni luminiscence) — molekuly
Ize stanovit bez vyrazneho zasahu do
sledovaneho systemu, zpravidla aromaticke
latke

* vnejsi/extrinsic luminiscence — do sledovaného
systemu pridame fluoreskujici Cinidlo(barvivo),
jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci
analytu, pripadne se na nej navaze



Nativni luminiscence

Class

Compounds?

aromatic amino acids

vitamins

catecholamines

pharmaceuticals and drugs

environmental pollutants

pheanylalanine (F)

tyrosing (F)

tryptophan (F, P)

vitamin A (F)

vitamin B; (F)

vitamin Bg (F)

vitamin Biz (F)

vitamin E (F)

folic acid (F)

dopamine (F)

norepinephrine (F)

quinineg (F)

salicylic acid (F, P)

morphine (F)

barbiturates (F)

L5D (F}

codeine (P)

caffeine (F)

sulfanilamide (P}

polyoyclic aromatic hydrocarbons:
pyrene (F)
benzola]pyrena (F)

organothiophosphorous pesticides (F)

carbamate insecticides (F)
DOT (P)




sloucenina rex X (NM) rem > (NM)
indole group 270-290 330-350

LSD 325 365
quinine 347 448
papaverine 315 347
berberine 352 a 432 548
caffeine 270 303
purine 265 380
adenosine 272 390
cytosine 267 313
uracil 258 309
3-hydroxocoumarin 316 372
riboflavin 370 a 440 565
GFP 400 a 475 510
nicotineamids 470 515
cyanocobalamin 275 305
calciferol 348 420
retinol 325 470




Peptidy, proteiny, AK
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Stanoveni proteinu
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Nativni fluorescence proteinu — vliv
polarity okolniho prostredi
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Figure 16.5. Emission spectra of indole in cyclohexane, ethanol, and
their mixtures at 20 °C. From Ref. 23.



Stanoveni anorganickych iontu

Komplexujici €inidlo

lont kovu

8-hydroxychinolin

Al3t, Be2+, Zn?+,
Li+, Mg?* a dalSi

Flavonal Zr2t Sntt
2-(o-hydroxyfenyl) benzoaxazol | Cd?*
1,10 - fenntrolin Ln3*

RlUzna azobarviva

ARt Be?*, In3*,
Hf(IV), Th(IV),
Sc3*, Ca?*, Mg?*,
Sn(1Vv), Y3+

Benzoin

B,0-%, Zn?*




FluorescencCni znaCky a sondy

» fluorescencni znacky (fluorescent labels) jsou vnéjsi (extrinsic
fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam
(proteinim, peptidim, ligandum, oligonukleotidim a jinym) vazou
kovalentni vazbou

» fluorescencni sondy (fluorescent probes) jsou vnéjsi fluorofory,
které se ke sledovane strukture vazou nekovalentné a Casto pfitom
meéni sveé fluorescencni vliastnosti.



Derivatizace fluoroforem

Vnitrni (nativni) X vnéjsi luminiscence
luminiscencéni znacky a sondy

Molekuly bez vlastni (vnitrni, nativni,
prirozené) luminiscence lze derivatizovat
luminiscencnimi znackami

180 4

170

Omezeni: Ize detekovat 1 £,
jednotlivé  molekuly (,single =
molecule detection“) obsahujici i~
silné luminofory, problem je = W
jejich navazani na analyt... . B, 0 =

Rhodamin B (c =1x101? mol.I'1)




Vyber fluorescencnich znacek
Kritéria pro vyber:

spektralni vlastnosti (excitace, emise, kvantovy vytezek atd.)
vazebné misto (-NH,, -SH skupina a dalsi)
podminky reakce (pH, koncentrace...)

hydrofobicita



Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni vlastnosti




Vyber luminiscencniho barviva
— spektralni viastnosti

RBITC

A [nm]




Vyber fluorescencnich barviv

Common 350 457 488 514 610 632
LHSE 1 SO0 nimn 400 mm 00 nm EOD mm 00 nm

Lines lr‘ PE-TR Cony.
‘ Texas Red

Pl

Ethidium

FPE

FITC

cis-Parinaric acid

Purdue University Cytomeiry Laboratories



Fluorescencni znacky — vazebna mista
amino-reaktivni znacky

@ - ;\”j :»C @ --fsoame]  sukcinimidyl estery (Rh6GSE)
H:N—| Biopolymer
sulfonyl chloridy -—ﬁ—c- gr ‘ﬁ ni—] Biopolymer

H,N— Biopolymer

.—H:C:S gﬁ-HH—ﬁ—NH— Biopolymer iSOthiOkyanéty (FITC, RBITC)




Fluorescencni znacky — vazebna mista
thiol-reaktivni znacky

. i
.—*NH’J.L'“"‘I :’-NH"M‘\J"S_ Biopolymer




Fluorescencni metody v
Imunoanalyze

Imunoanalytické metody:
» drive hlavneé tvorba precipitatu

« dnes znaéené hlavné ruznym zpusobem znaéené
reaktanty (antigeny a protilatky)

« radiometricky, enzymaticky,
(luminiscencné) znacené reaktanty

* enzymové metody mohou mit luminiscencni detekci



Fluorescencni imunoanalyza (FIA)

* poprvé pouzity v roce 1964

e cCasto ovlivhéna fluorescenci matrice a samotného

vzorku

* muze byt pouzita i TR-FIA (Time Resolved Fluorescence
Immuno Assay). Tato metoda vyuziva jako znaCek
chelatd s lanthanitych kationtt (Eus*, Th3*, Sm3* a

dalgich)

* FIA |ze provadét v homogennim i heterogennim
prostredi, v kompetitivnim i nekompetitivhim usporadani

—Ab + <Ab + <Ab-F ——

ukazka kompetitivni FIA v heterogennim prostredi

Ab-<Ab

h-<Ab-F




Fluorogenni substraty — stanoveni
enzymaticke aktivity

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

ab-ap-o b

enzym znaceny
substrat




Fluorimetricka EIA

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

Existuje nekolik moznosti:
* antigen je znacen enzymem
* antigen znaceny enzymem se srazi s protilatkou

* nesrazeny antigen s enzymem |ze stanovit takto:

enzym
e -l O

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




Déeleni fluorescencni
imunoanalytickych metod

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

Elektroluminiscencni, chemiluminiscence a dalSi

Enzymatické metody s luminiscencni detekci



Radiometricka vs. fluorescencni
detekce v imunoanalyze

 drive byla nejcitlivejsi metodou RIA, ale s
prichodem levnych laseru je rozsSirengjsi
luminiscencni detekce

» detekcni limity obou metod jsou
srovnatelné (az 1012 g.I'1), ale

L aLE Y 4

levnejsi



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



NO,
OH

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



Fluorescein dibutyrate: fluorogenni substrat pro stanoveni esteraz a lipaz



4-Methylumbelliferyl phosphate: fluorogenni substrat pro stanoveni fosfatazy



Fluorogenni substraty
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Fluorescencni sondy
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Fluorescencni sondy

» vngjSi fluorofory, které se ke sledovanym

molekulam, iontum, atd. vazi nekovalentni
vazbou

« zmena fluorescencni vlastnosti (intenzita
emise, posun emisniho maxima, zmena
casu vyhasinani)

 Princip: ruzny vliv na Franck-Condonuv
excitovany stav



Fluorescencni sondy pro vyuziti v
analyticke chemii, medicine a biologi

« kromé mereni emisnich spekter se vyuziva zejmeéna
fluorescencni mikroskopie, zhaseni (emise i Casu
vyhasinani)

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

« sondy pro polaritu prostredi

 membranove sondy

« fluorescencni sondy pro nukleove kys.

o dalsi

« www.molecularprobes.com



Indikatory pro anorganicke ionty

 disociacni konstanta — musi byt srovnatelna s mérenou koncentraci
kationu (koncentrace mensi nez desetina nebo vési nez desetinasobek
disociaCni konstanty zpusobuji pfilis malé zmény v pozorovaném
signalu)

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

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

_CH,COOH

“CH,COOH




Indikatory pro anorganicke ionty

pro sondy, které vykazuji spektralni posun
se pouziva:

Ca = Ky (Sp(22)/Sp(12)) (R = Ripin)/(Riyax — R)

kde R = I(A,)/I(A,) je pomér intenzit pro dvé
excitacni vinove delky A, a A,, R, a R
jsou pomery pro sondu volnou a plné

max

obsazenou analytem, | om
Sc(h,)/Sq(h,)=e-D ey Dy, & - extink&ni A
ici 3 WSS f 017
koeficienty, @ - kvantové vytézky sondy /\ 036 m
excitované pfi A,. o

Flarb. scale)

T

(] T T T
370 470 570 E70
warelength inm)



Indikatory pro anorganicke ionty

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

* ruzné obchodni nazvy (napfr. Fura-2,
Calcium Green, Indo, atd.)



Stanoveni Ca?*

stanoveni Ca?* pomoci fluorexonu (calceinu)

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

CH,N(CH,COOR},  CH,N(CH,COOR},

K = -CH,O0CCH,




(ion-free reference EGTA

solution) =™ |
TPEN [Ca?*|Ba?*

Mn?2+ | Fe2+| Co?+ | Ni2+ |Cu2+ zm\caz Hg?+ | Pb2+

Calcium
Green-5N
Calcium
Green-2

Fluo-4

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



Calceinem znaceny losos...




Indikatory pH

» pouziti pH indikatoru: kam nemuzeme dat
pH elektrodu — napr. bunky, zive tkane,
atd.

* bunecne pH se pohybuje mezi 6.8 — 7.4

* moznost merit pH na dve desetinna mista



Fluorescein /&0
pK, ~6.4



Indikatory pH

fluorofor rozsah pH zpusob méfeni

Ex 490/540 nebo Em

SNAFL indikatory 7,2-8,2 540/630

SNARF indikatory 6,0-8,0 Em 580/640
HPTS (pyranin) 7,0-8,0 Ex 450/405
BCECF 6,5-7,5 Ex 490/440
Fluoresceiny a karboxyfluoresceiny  6,0-7,2 Ex 490/450

LysoSensor Green DND-189 4.5-6,0 Em 520

Ex 510/450 nebo Ex

Oregon Green indikatory 4,2-5,7 490/440

LysoSensor Yellow/Blue DND-160 3,5-6,0 Em 450/510




Jifetime” pH indikatory

* Cas vyhasinani ovlivnén hodnotou pH

 vyhoda: pri méreni tau nezalezi na koncentraci indikatoru

1000 ¢

100 ¢

Counts

pH 7.90 ° 1.01

10%¢

lnd llﬂilllihl ik oot okl o

120 180
Time (ns)



Sondy pro detekci plynu rozpusténych v
biologickych kapalinach

nejcasteji detekce O,, nebo NO
Jifetime” sondy

nejCasteji na principu oxidace centralniho iontu
obsazeneho v sonde, nebo dynamickém
zhaseni kyslikem

luficerin, luminol...



Rutheniove sondy

Ukazka: kyslikoveé sondy pouzivane k detekci
kysliku v kuzi (www.molecularprobes.com)

Tris(4,7-diphenyl-1,10-
phenanthroline)ruthenium(ll) dichloride (abs.

Aoy 495 NM, luminescence A, 613 nm)

maXx max



http://www.molecularprobes.com/

Sondy pro méreni polarity prostredi

. Casto se méni i kvantovy vytéZek a doba
vyhasinani fluorescence

 Polarita prostredi ovliviuje vétSinu fluoroforu
(napr. tryptofanu)

 Polarita blizkého okoli fluoroforu muze byt dana
konformaci biomolekuly



Priklad sondy pro studium polarity
prostredi

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

FluorescecCni vlastnosti ANS v ruznych prostredich

rozpousted| kvantovy doba dohasinani
0 vytézek (ns)

oktanol 0,646 12,3

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




Membranove fluorescencni sondy

membranove struktury obvykle neobsahuji fluorofory
(vetsinou se jedna o nepolarni uhlovodikoveé retezce —
zbytky mastnych kyselin), proto se jejich vlastnosti
zkoumaji pomoci sond

transport a metabolismus lipidu v Zivych buikach
recyklace synaptosomu

prenos signalu zprostredkovany lipidy

membranovy potencial

interakce leCiv s membranou

transport membranou

mikroviskozita membran a teplotni fazove prechody



Rozdeleni membranovych sond

1. fluorescencne znacene lipidy

2. malée lipofilni organicke fluorofory



Fluorescencne znacené lipidy

* mastna kyselina je oznacena vhodnym
fluoroforem (nitrobenzoxadiazol (NBD),
BODIPY, pyrén nebo dansyl)

Jjsou znaceny bud' v oblasti polarnich
hlavicek (dansyl, NBD, BODIPY, fluorescein,
tetrametylrhodamin, Oregon blue, Oregon
green, Texas red a dalSimi), nebo v oblasti
zbytku mastnych kyselin (DPH, NBD, pyrén,
BODIPY)

« znaceni sfingolipidu, steroidu, triglyceridu,
lipopolysacharidu



Male lipofilni, nebo amfifilni
organicke fluorofory

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

* typickym prikladem je nepolarni sonda
DPH (1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien) — je ve
vode nerozpustna, fluoreskuje jen v
nepolarnim prostredi biologickych
membran



Ukazky nepolarnich malych sond

@— (CH= cH)E—Q—r-T{cHE)E
Ol O



Fluorescencni sondy pro NK

* Vizualizace a identifikace RNA a DNA
(nukleove baze jevi jen slabou luminiscenci)

(@) (0) () (d) ©)
. G AlS
¥ C \C
i G—¢C P ) ) ol g
L a2 v v B v &
DS st Ol [N
, c -C
S O sz SE
= 6|6
A T—A=T | c—I|-¢
¢ e —-{f | 7
i_- i G-C G-C 3 \ 1 An TA
I3 I3 15 s Iy 5 - a/

a) Duplex-dvousroubovice (antiparalelni, intermolekularni), b) hairpin-vlasenka (antiparalelni, intramolekularni), c) triplex
(paralelni, intermolekularni), d) G-kvadruplex (antipalarelni, intramolekularni), €) i-motiv (intramolekularni)




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

Base pars [ o

Adenine Thymine

Guanine Cytosine

Sugar phosphate
backbone

U.S. National Librany of Medicine



Vazebné moznosti

External Binding

— atmosféra +
iontd kolem — nabité DNA

7 'f oy Exﬂ/{%i

Groove Binding
Netropsin

O [Ru(phen),PHEHAT] 2+

— van der
Waalsovsky kontakt s [éCivem
ve zlabku

— vmezereni
planarniho aromat. systému
mezi pary bazi



Interakce ve zlabcich

o Helix in
Major Groove
Interaguje s a helixy. Helix se orientuje podél
osy zlabku, postranni retezce tvori H-vazby s
bazemi, event. kontakty s fosfat. skupinami.
3 Sheet in Maly zlabek:
Minorryove iInteraguje s B skladanymi listy. List leZi podél

osy zlabky, tvofi H-vazby k dusikim amino
skupin a k fosfatum.




Interkalace

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

fosfatoveé patere

interkalatory

/Sar\ /Sar\
L-Pro L-I\lde\!al L-Plro L-I\lfleval
0 D-Val 0 D-Val
O OH W CH, N / .
~ HiOH L= Thir L-Thr
seees L 2
CH;0 O Okt 2 0= N "
= NH,
CH4 O
@ 0
o NH: CH, CH,
daunomycin aktinomycin D ethidium bromid
(skupina (peptidove antibiotikum s

antracyklin()

phenoxazonovym aromat.

systémem)



Ethidium bromid interkalovany mezi par adenin-uracil

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


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/8/8c/DNA_intercalation2.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Ethidium_bromide.svg

Propidium iodid

Propidium iodide

- Interkalacni DNA sonda (493/636 nm)
- Neprochazi membranou



DAPI

4',6-diamidin-2-fenylindol

vaze se na AT bohaté oblasti v DNA (pomeéru 1 molekula
DAPI na 3 AT-pary)

schopnost prochazet bunéénou membranou a vazat se do
jadra

po vazbé DAPI na DNA se az 20x zesiluje intenzita
fluorescence

vazba do malého zlabku

exctiacni / emisni - 358 nm / 461 nm

v

vaze se i na RNA (slabsi fluorescence, emise — 500 nm

NH

I

N

Z
Iz

NH,






Hoechst Dyes

- strukturné podobna barviva Hoechst 33258,
a Hoechst 34580

- 350/460 nm (s DNA), bez DNA kolem 510-540 nm

- intenzita je zavisla i na pH
- vazba do malého zlabku dsDNA mezi A-T
- bunésny cyklus (nizka toxicita)

NH
/ R
NH NH z:::

3CI

HyC—NH"

C H _NR

25 26 6

FW=410.512 + R g/mol

Residues

Hoechst 33258 | R= —OH
Hoechst 33342 |R= —CH,CH,
Hoechst 34580 | R= —N(CH,),

CAS Number

Hoechst 33258 | 23491-45-4
Hoechst 33342 | 23491-52-3
Hoechst 34580 | 23555-00-2




Fluorescence emission

PicGreen dyes

Figure 2 - dsDNA specificity Intercalator

3.4A
ds DNA E=mbom

Binding site size =
4bp=13.6A

interact with DNA
minor groove

Electro-static interaction
with negative charged DNA
phoshate group

- ultracitlivé stanoveni DNA

5x104.

T 8 4x104

500 600 700 8 0
Wavelength (nm) 5 i

Fluorescence enhancement of the PicoGreen® Quantitation P10t
Reagent upon binding dsDNA, ssDNA and RNA. ¢

0 200 400 600 800 1000
DNA (ng/mL)



Priklady sond pro NK

fluorofor A, ™ (NM) | A, (nm) pouziti
Aknd(:;l?l\,&a) oranz 500 526
— - - prostupuje; RNA/DNA; prutokova cytometrie
Akridinova oranz 460 650
(RNA)
Ethidium bromid | 518 605 neprostuvpgje; vmezerf)va.nl cOIo dsD[\lA; barvern.mrtvych
bunék; elektroforéza; pratokova cytometrie; ...
Propidium jodid 535 617 neprostupuje; barveni mrtvych bunék
DAPI 358 461 Castecné prostupuje; bunécny cyklus; AT-selektivni; ...
Hoechst 33342 350 461 prostupung; AT—seIek_tlvm; selektivni vazba k dsDNA;
bunécny cyklus; ...
PicoGreen 502 523 ultracitliva kvantifikace roztokt dsDNA
OliGreen 498 518 ultracitliva kvantifikace roztok ssDNA a oligonukleotidu
RiboGreen 500 520 ultracitliva kvantifikace roztokll RNA
TOTO-1 514 533 neprostupme membranu; vysoka afinita pro nukleoveé
kyseliny
SYTO 85 orange | 567 583 prostupuje membranou




Studium vaznych mist biomolekul

,calcium binding sites” — mista v proteinech, kde se vaze
Ca?*

pfi studiu interakci je mozné nahradit vapenaté ionty Ln3*

(nejCastéji Eu3*, nebo Tbh3*)

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

luminiscencni vlastnosti

podobny iontovy polomer

koordinacéni Cislo Ca?* (az 8) je podobné kordinaénimu

Cislu Ln3* (az 9)

preference koordinace ,tvrdymi donory*”

Ln3* vaze 10°silngji nez Ca?*

I(_:n32+ ligandova vymena je 100x pomalejsi, nez vymena
a +

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



Studium vazebnych mist Cas*

e protein thermolysin

« z luminiscencnich spekter
a Casu vyhasinani Ize urdit
polohu Eu3* (resp. Ca?*) v

biomolekule

Az Az

I::l"" N -
Ly ¥, II_ _Il.l.-ul'l -

Hz
Eu(l) u
hs pf | “‘Giu
Asp CiH




Vnejsi fluorofory: shrnuti



Vnejsi fluorofory

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

* sondy (indikatory, ,probes®) — ruzné typy
nekovalentnich interakci

znacka

- znacka I o




Duvody pro pouziti znacek a sond

» zvySeni citlivosti
 ziskani informace o koncentraci analytu, o

strukture latky, o funkci molekuly v
systemu...

(FRET, FIA, EIA, atd.)

» kombinace znacek a sond (FISH,
fluorescencni mikroskopie)



Znacky

znaceni molekul: ,steady state” luminiscencni
spektroskopie, casove rozlisena luminiscence,
luminiscencni detekce ve spojeni se
separacnimi technikami, fluorescencni
mikroskopie, fluorescencCni anizotropie...

znaceni peptidu, proteinu, protilatek, antigenu,
enzymu, NK, membran, bunék, tkani, celych
organismu...

pouziti takeé ,in vivo®
vyuziti: chemie, fyzika, biologie, medicina...



R
"HO
A e Qo
— NH
“HO MH2
OFA

Ukazka derivatizacniho Cinidla pro LIF — HPLC (CE)



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



Mysi jatra zna¢ena riuznymi fluorofory...

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



Sondy

vyuziti: analyticka chemie — detekce
mensSich castic (ionty, malé molekuly),

AL AN 4 N’

napr. do bunék)

ruzné detekCni systemy (mikroskopie,
spektroskopie, ,steady state”, Casove
rozlisena, atd.)

pouziti ,in vivo"
membrany opticky aktivnich senzoru



Axialni, nebo ekvatorialni inkluze



Fluorescencni opticke senzory

Fluorescence-based optical
sensors



Fluorescencni opticke senzory

alternativa k optickym senzorum s
chromofory

pasivni a aktivni optické senzory
senzory iontu, molekul

ruzné typy interakci...



Pasivni senzory

* pasivni senzory excituji a sbiraji svetlo s
roztoku, nebo povrchu, se kterym jsou v
kontaktu

lllilll [ J—
ﬂidr} \ P e i e ,.—{3 W__ ...... ++
v Ermizsion e o Y Fluor

Single Fiber

Dichroic Beamsplitter

+ +



Aktivni senzory

v koncoveé Casti senzoru je polopropustna, nebo propustna
membrana, za kterou se nachazi fluorofor, ktery muze
reagovat s analytem v roztoku

......
.........
......

4 \© ©)

Emiz=sion ﬂ

* napr. v senzoru se mohou nachazet napr. znaCené
protilatky

<4 -« Fluorescently tagged

+ Y target molecule

......
......

Emission

+ + + Recognition



Odvozene techniky

« FRET
« BRET
* FISH
* FIA

* EIA

* adalsi



BRET

podobneé jako u FRET zalezi na vzdalenosti mezi
fluorofory — jestlize je dostateCné kratka, probiha
vymena energie (dojde k vyzareni svétla druhym
fluoroforem)

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

jestlize je v blizkosti GFP, dojde k prenosu a
naslednemu vyzareni zelného svetla

mozne | pouziti jinych molekul, napr. derivatu
coelenterazinu DeepBlueC (Packar Bioscience, USA)






Fluorescence In Situ Hybridization (FISH)

-

neni Fish jako FISH...




FISH

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

 tato metoda je ur€ena k mapovani genu a
sledovani chromosomalnich abnomallit,
atd.

» pro detekci se vyuziva fluorescencni
mikroskopie



FISH

 kratky jednovlaknovy (single stranded)
usek DNA, ktery je komplementarni k
hledane sekvenci, je oznacen
fluorescencni znackou

* v rozpletenych usecich DNA dochazi k
navazani na komplementarni Casti

 dochazi k nalezeni a oznaceni casti
sekvence, ktera koduje zkoumany usek



Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with

S
At
fluorescent dye ~
\ y {
k"
Y
\
\ \
" -y, 1,.."'
\ nature .




Typy FISH

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

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

* Whole chromosome probes: soubor vice sond,
ktere hybridizuji chromosom po celée jeho délce.
Tvorba tzv. spektralninho karyotu
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Bioanalyticke metody

* FIA
* EIA



Fluorescence
540-560 nm

7

Fluorescent
product

Excitation
450 nm

Substrare

h 4
W7 Phosphate

group

Alkaline

prevzato z http://www.amershambiosciences.com



Polarizovana fluorescence a
fluorescencni anizotropie



emission

filters
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Fluorescencni anizotropie

je-li roztok fluoroforl excitovan linearné polarizovanym zarfenim,
potom budou excitovany pouze ty molekuly, které maji nenulovy
pramét svého absorpéniho prechodového momentu do sméru
polarizace (fotoselekce)

je-li prumérna rotacni relaxacni doba (charakterizujici rota¢ni difuzi
v roztocich) mnohem delSi nez doba dohasinani fluorescence,
potom také vysledna fluorescence bude polarizovana

bude-li naopak prumeérna rotacni relaxacni doba mnohem kratsi 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 srovnatelne, potom bude polarizace fluorescence
modulovana molekularnim pohybem a analyza Casove zavislosti
emisni anizotropie bude poskytovat informaci o anizotropii systemu,
v nemz se fluorofor nachazi



Fluorescencni anizotropie

Mereni polarizace fluorescence poskytuje
informace o molekularni orientaci a pohyblivosti
a procesech, ktere je moduluji, napr..

fluidita membran
Interakce ligand - receptor
proteolyza

Interakce protein - DNA
kontrakce svalu

aktivita proteinkinaz



stupen polarizace p = (I, - 1 )/((I, + 1))

anizotropie r=(,-1)/((,+21)
N |“ % anizotropie
fluorescence v
| membranach
/L
analyzator
pOlariZétOI’ ¢ % nasycenych mastnych kys.

¢ % cholesterolu v membrané
¢ koncentrace proteint




Polarizacni spektra

Polarizacni spektra fluorescence
jsou zavislosti stupné polarizace
nebo anizotropie na vinove délce
pfi konstantni vinove délce
excitujiciho nebo emitovaného
zareni.
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Imunoanalyza — polarizace
luminiscence

1. The simple binding competition assay:

Unknown + labeled “tracer” + antibody

Less Labeled Tracer is bound

Measurement

Anisotropy = High

Anisotropy = Low




Polarizace luminiscence - aplikace

0.24 Vancomycin | Polarization [Tracer]
'mL bound (%)
0.22 (ng/ml)
0 0.234 100
R 5 0.223 91
=]
= 0.18 10 0.207 76
o 25 0.167 41
016
o 50 0.139 16
o
a 0.14 100 0.119 0
0.12

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

Vancomycin — kalibracni kfivka



Fluorescencni korelacni
spektroskopie

Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) je technika
pri niz jsou mereny spontanni fluktuace intenzity
fluorescence v mikroskopickém objemu (kolem 10-15 I)
urceném fokusovanym excitacnim laserovym paprskem.
Malé, rychle difundujici fluorofory zpusobuiji rychlé
fluktuace intenzity fluorescence — oproti konvencni
fluorimetrii nedochazi ke zpumerovani téchto difuzne
zavislych fluktuaci. Casova zavislost intenzity
fluorescence je potom analyzovana pomoci doCasné
autokorelacni funkce, ktera obsahuje informaci o
rovnovaznych koncentracich, reakcnich kinetikach a
difuznich rychlostech molekul ve vzorku



Fluorescencni korelacni
spektroskopie - aplikace

fragmentace nukleovych kyselin
hybridizace nukleovych kyselin

tvorba produktt PCR

lateralni oddéleni lipidu v dvojvrstvach
difuze molekul v jadre a cytoplazme
Interakce protein-protein

vazebna rovnovaha pro léCiva a jiné ligandy

shlukovani (clustering) membranovych
receptoru



Aplikace fluorescencni
spektroskopie v hydrogeologil




Migrace podzemnich vod

» sledovani a objasnéni systému
podzemnich fek a potokul v
krasovych oblastech (propadani a
VyVery...)

» sledovani toku vody z
kontaminovanych mist (napf.

ulozisté odpadu, skladek, atd.)




Fluorescencni ,znackovace”
podzemnich vod

fluorescencéni ,znaCkovace” (tracer) jsou obvykle ve vodé rozpustné,
silné fluoreskuijici latky (fluorescein, rhodamin, eosin, erythrosin,
atd.)

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

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

|ze sledovat i Casovy prubéh pruchodu barviva potokem/fekou. Z
rychlosti prutoku, zfedéni znaCkovace, vzdalenosti a dalSich faktoru
|ze usuzovat na charakter, délku, pripadne Clenitost podzemniho
systému.
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Zavislost intenzity fluorescence fluoresceinu na Case ve vzorcich vody
odebranych z potoka v Moravském Krasu - 50g fluoresceinu bylo
rozpusténo v potoce pred propadanim nedaleko jeskyné ByCi skala a
odbérem vody z okolnich potoku byla prokazana propojenost systému
podzemnich vod.
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Ramanuv a Rayleigho rozptyl
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Rayleigho rozpty!

Rayleightiv rozptyl je rozptyl svétla na molekulach plynu pfipadné na jinych
Casticich podstatné mensSich nez vinova délka

pfi Rayleighové rozptylu se frekvence zareni (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 znamena, Ze modré svétlo s kratkou vinovou délkou se rozptyluje vice nez

svétlo Cervené




,Klasicky televizor® - CRT

Cathod Ray Tube - katodova trubice paprsku
princip fungovani
vakuova elektronka
elektronové paprsky jsou vystielovany z elektronového déla (u barevného monitoru tfi déla - RGB)
o spravné usmérnéni svazku paprsku se staraji vychylovaci civky
pfed dopadem na obrazovku prochazeji paprsky maskou
maska zajisti, Zze paprsky dopadnou na spravné misto v tzv. luminiscenéni vrstvé - natéru
sviticich bodu (stinitku)
existuji rizné typy masek i zplisobl naneseni luminoforu - Delta, Inline, Trinitron, Flatron, Quntrix,
QuintrixF a dalSi
uhlopfricka - vzdalenost dvou protilehlych vrcholl obrazovky, udava se v palcich (viditelna uhlopficka je
obvykle mensi)
15", 17", 19", 21" - dhlopficky bézné pouzivanych monitor(
rozliSeni - poCet zobrazitelnych pixell, udava se jako pocet pixelt na Fadku krat pocet fadku, vétSinou je
pomeér Sifky a vySky obrazovky 4:3
800 x 600, 1024 x 768, 1280 x 1024, 1600 x 1280 - optimalni rozliSeni pro pfislusné délky
uhlopficky
velikost (roztec¢) luminiscencnich bodul - dnes bézné kolem 0,25 mm
obnovovaci frekvence (Refresh Rate, V-Sync)
udava jak rychle dokaze monitor prekreslit vSechny pixely na vSech fadcich - paprsek putuje po
fadcich zleva doprava a odshora dolu
dolni ergonomicka hranice je 75 Hz, pfi niZ je cela obrazovka pfekreslena 75-krat za sekundu



CRT




Plazmova televize

Mezi sklenéné desky je umisténo velké mnozstvi vzajemné
oddélenych bunék naplnénych plynem. Po pfivedeni napéti

na elektrody v bunce dojde k vyboiji a vznikne ultrafialové (okem
neviditelné) zareni, které dopada na vrstvu luminoforu, ktera
vyzafuje svétlo dané barvy. Intenzita (jas) kazdého bodu se
ovlada mnozstvim vyboju za jednotku Casu.

Displejové elektrody Poviak 2 axidu mognesia
ielektrika (uwnitF dielektrika)

Vrstva d

| elektricky
_ vyboj

v

. spodni sklenéna
adresovaci elek troda - vrstva



LCD

U LCD (Liquid Crystal Display) obrazovky je kazdy pixel tvofen trojici subpixelu.
Zezadu je displej prosvécovan zdrojem bilého svétla (zafivka, vybojka, nebo
LED diody). Pfed kazdy subpixelem je barevny filtr tvorici zakladni barvy RGB.

Viz napriklad €erveny subpixel:

Blle 5
svétlo
Cervené
, svétlo
Sklenéna o
deska = 7 — Sklenéna deska
Polarizaéni L
filtr — Polarizacni filtr

Tekuty krystal Cerveny filtr



"Elektronicky papir”
- + -
oo T 8Sse

"Elektronicky papir" pouziva k zobrazovani
mikrokapsule obsahuijici ¢erné a bilé kuli¢ky s
elektrickym nabojem. Pfivedenim impulzu napéti
na elektrody se opacné poly pfitahnou a kulicky
se pfeskupi. Tak zGstanou az do dal§i zmény.
Na zménu stavu je zapotfebi jen zanedbatelné
mnozstvi energie a zobrazovac nepotiebuje
podsviceni - navic je dobfe Citelny i na pfimém
slunci. Zména je ale pfilis§ pomala (fadové 0,5
s), proto se tyto zobrazovace pouZzivaji napriklad
v elektronickych ¢te¢kach knih nebo v digitalnich
hodinkach, kde neni potfeba zobrazovat rychlé
zmény.




Syntéza fluoresceinu
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Jak vznika polarni zare?

»

Na Slunci vznikaji vlivem nerovnosti v
magnetickém poli slunecni skvrny. U téchto skvrn
vznikne jedna masivni protuberance (erupce).
Mrak Castic slunecniho vétru tvofeny protony,
elektrony a alfa ¢asticemi leti vesmirem (rychlosti
radove 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 stacCi po spiralach smérem k
magnetickym polum Zemé. Tam slunecni vitr
interaguje s atmosférou a vznika polarni zare.
Urychlené &astice narazeji do molekul plyna v
atmosfére a excituji je. Po nasledné de-excitaci
jsou vyzareny fotony (kyslik — 557,7 nm).







Dekuji za pozornost...




