Fluorescence
Uvod

Fluorescence je fyzikdIlné chemicky déj, ktery je typem luminiscence. Luminiscence se dale déli na
elektroluminiscenci, fotoluminiscenci, radioluminiscenci a chemiluminiscenci. Fluorescence patfi mezi
fotoluminiscencni zéreni, které je vyvoldno bud Gcinkem jiného dopadajiciho zareni, nebo Uc¢inkem dopadajicich
¢astic.

Puvod jevu

PGvod luminiscenéniho zareni je v atomech popripadé v molekuldch latek. Model atomu byl navrzen jiz v roce 1911
anglickym fyzikem Ernestem Rutherfordem. Tento model byl dale upravovan a upresfiovan dalSimi fyziky. Pro
pochopeni fluorescence je postacujici predstava modelu atomu danského fyzika Nielse Bohra, ktery se domnival, ze
elektrony obihaji jen po urcitych drahach - orbitalech. Kazdy orbital predstavuje urcitou hladinu energie potiebnou
pro udrzeni elektronu v obalu. Cim je orbital vzdalené&jsi, tim vice energie na udrzeni je potfeba a naopak tim mensi
energie je potfeba na jeho odtrzeni. K vlastni luminiscenci dochazi prakticky jen pokud se atom nachazi ve
vybuzeném stavu (excitace). Jedna se o stav, kdy dochazi k absorpci energie dopadajiciho zafeni nebo dopadajicich
elektrond. Energie atomu se nasledné zvysuje, jelikoZ obihajici elektrony prechéazeji do vzdalenéjsich orbitall. Na
zakladé kvantového modelu atomu nem@ze mit atom libovolnou energii a jednotlivé energetické stavy tvori
nespojitou fadu, z Cehoz vyplyva, ze atom musi pfijimat energii po kvantech. Vyssi energetické stavy jsou
nestabilni a atom|atomy se po urcité dobé vraceji do svého stabilniho ustdleného stavu. Casovy interval ndvratu do
zédkladniho stavu byva vétSinou velmi kratky. Pfebytecnd energie je vyzadrena v podobé kvanta zérivé energie -
fotonu.

Principy fluorescence

Fluorescence je sekundarni zareni, které je charakterizovano vyzarenim energie ve velmi kratké dobé, rédové 10°
95 az 10 s. Emitované zafeni je vyzareno atomem, ktery energii pohiltil. Jedna se o prechod z prvniho
singletového stavu (S1) do singletové hladiny (So). Fluorescence nese svij ndzev podle mineralu fluoritu neboli
kazivce (CaFz), u kterého byl tento jev poprvé pozorovan. U anorganickych sloucenin je fluorescence pozorovana
zfidka (napfiklad u soli vzacnych zemin, slou¢enin uranylu apod.). Castéji je tedy mozné fluorescenci pozorovat u
organickych latek, z nichz nejcastéji vyuzivanymi jsou slouceniny obsahujici aromatické cykly.

Charakteristiky fluorescence excitacni zafeni

teplo

emitované zafeni

Hlavni charakteristiky fluorescence jsou nasledujici:

= intenzita - pocet fotond prochazejicich v daném sméru jednotkovou
plochou za jednotku ¢asu

= spektralni slozeni - spektralni hustota fotonového toku na
jednotkovy interval vinovych délek nebo frekvenci

= polarizace - smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické

vl ny po uvolnéni tepla
= doba dohasinani - je dana vnitrni dobou zivota excitovaného stavu, excitace
z néhoz doché&zi k emisi; Gzce souvisi s pochody vedoucimi k nezérivé MNEcS anargln
deaktivaci tohoto stavu
= koherencni vlastnosti - vztahy mezi fdzemi svételnych vin Energeticke hladiny elektronu

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence je Umérnd intenzité absorpce nasobené kvantovym vytézkem fluorescence. Jestlize
fluorescenci mérime pod ,magickymi“ Uhly 54°44°8"" nebo 125°15°51"" ke sméru excita¢niho paprsku, potom
neni jeji intenzita ovlivnéna pripadnou anizotropii emise systému. Pri pouziti citlivych fotonasobic¢l pro detekci
fluorescencniho zareni a pfi buzeni intenzivnim svétlem Ize detekovat koncentrace rozpusténych latek az 10-12
mol/l, coz je alespon o 4 fady vySSi citlivost, nez pro absorp¢ni méreni. Protoze kvantovy vytézek fluorescence
roztokd slozitych molekul je obvykle nezdavisly na vinové délce budiciho zareni, je excitacni spektrum fluorescence
zfedénych roztokd presnou replikou jejich absorpéniho spektra a Ize tak spektrofluorimetricky ziskat absorpéni

spektrum fluoreskujici latky pri daleko nizSich koncentracich, nez pri pfimém méreni absorpce na spektrofotometru.
Zavislost intenzity fluorescence na vinové déice

= Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i frekvenci) pfi
konstantni vinové délce budiciho zareni.

= Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu, ¢i frekvenci)
pri konstantni vinové délce emitovaného zareni.
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Kazda latka je charakterizovana dvéma typy spekter - excita¢nim a emisnim spektrem. Excita¢ni spektrum
zachycuje relativni G¢innost riznych vinovych délek excitujicicho zareni. Jedna se tedy o zavislost intenzity
fluorescence na vinové délce excitujiciho zareni mérené pri konstantni vinové délce fluorescence. Emisni spektrum
je pak zavislostni intenzity fluorescence na vinové délce pri konstantni vinové délce excita¢niho zareni. Je-li
molekulou vyzarena veskera absorbovana energie, ma fluorescence stejnou vinovou délku jako absorbované zareni
(tzv. rezonancni fluorescence). Tento jev je mozné sledovat prevazné u nejjednodussich dvouatomovych molekul v
plynné fazi. U slozitéjSich molekul, zvlasté v kapalnych roztocich, dochazi také k nezarivym deaktivacim, jez jsou
spojeny s vnitfni ¢i vnéjsi konverzi. Vnitfni konverze je spojena s pfechodem molekuly do stavu, ktery odpovida jiné
kombinaci energetickych hladin. Tento prechod je nej¢astéji spojen se zménou vibrace molekuly a je ¢asto
pozorovan u alifatickych molekul. U latek s rigidni cyklickou strukturou je tento typ konverze mélo casty.
NejbéznéjSim typem vnitini konverze je vibrani deaktivace, kdy molekula prechazi do nejnizsi vibra¢ni hladiny
daného elektronového stavu. Vnéjsi konverze je vyvoldna prevazné srazkami excitovanych molekul s molekulami
rozpoustédla, kterym je predavana energie. Vnéjsi konverzi je mozno omezit ve prospéch zarivé deexcitace silnym
ochlazenim roztoku. V pripadé nezarivé deexcitace ma emitované zareni vétsi vinovou délku, nez je vinova délka
excita¢niho zareni. Tohoto principu je vyuzivano fluorescen¢ni mikroskopii.

Zakladni spektralni charakteristiky

= Kashovo pravidlo:

Pred emisi fluorescenc¢niho kvanta dochéazi obvykle k relaxaci vibra¢ni energie a vnitfni konverzi, takze

fluorescencni prechod nastavéa z nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu S1.
= Vavilovtliv zakon:

Kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezdvisi na vinové délce budiciho
zéreni. Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence: Emisni spektra jsou nezavisld na vinové délce excitace.

Polarizace fluorescence

Je-li roztok fluorofor(l excitovan linedrné polarizovanym zarenim, potom budou excitovany pouze ty molekuly, které
maji nenulovy préimér svého absorpéniho prechodového momentu do sméru polarizace (fotoselekce). Je-li
prdmérna rotac¢ni relaxa¢ni doba (charakterizujici rota¢ni difézi v roztocich) mnohem delsi nez doba dohasinani
fluorescence, potom také vysledna fluorescence bude polarizovana. Bude-li naopak primérna rotac¢ni relaxacni
doba mnohem kratsi nez doba dohasindni fluorescence, potom anizotropie systému klesne jesté pred emisi na
limitni hodnotu (v izotropnim systému o malé viskozité az na nulu). Pokud jsou doba dohasindni 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.

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

fluidita membrén
interakce ligand-receptor
proteolyza

interakce protein-DNA
kontrakce svall

aktivita proteinkinaz

Zhaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence lIze definovat jako bimolekularni proces, ktery snizuje kvantovy vytézek fluorescence beze
zmény fluorescenéniho emisniho spektra. Mdze byt dlsledkem rlznych procesd. Srazkové (dynamické) zhaseni
nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném stavu deaktivovan (tj. navraci se nezéarivé do zdkladniho stavu) pfi srézce
s molekulou zhasedla. Molekuly nejsou pri tomto procesu chemicky zménény na rozdil od statického zhaseni, kdy
se po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvari nefluorescenni komplex. Samozhaseni je zhaseni fluoroforu jim
samotnym; nastava pri jeho vysokych koncentracich nebo pri vysoké denzité znaceni.

Fluorescencni barviva

Fluorescencni barviva (fluorofory, fluorochromy) jsou chemické slouceniny, které obsahuji ve své molekule reaktivni
skupinu, kterd je schopna reagovat s nukleofilnimi skupinami (NHz, OH, SH). Obecné se fluorofory déli na vnitrni
(vlastni, intrinsic) a vnéjsi (nevlastni, extrinsic).

Vnitrni fluorescence

Vnitrni fluorescence bunék je dana pritomnosti vnitfnich fluorofor(i, mezi které patfi proteiny, redukované formy
NADH a NADPH, vitamin A, cytochromy, peroxiddza, hemoglobin, myoglobin ¢i chlorofyl. Proteiny vyzaruji
fluorescencni zareni v UV oblasti spektra. Hlavnimi fluorofory v proteinech jsou aromatické aminokyseliny
(fenylalanin, tryptofan, tyrosin), jejichZz absorp¢ni i emisni pas lezi mezi 240 a 300nm. Ostatni uvedené latky
vyzaruji ve viditelné oblasti spektra (modra, Zluta ¢i Cervena).

Vneéjsi fluorescence
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Vnéjsi fluorofory jsou pouzivdny mnohem castéji nez vnitrni. Jsou pridavany ke studovanému vzorku a podle typu
vazby jsou déleny na fluorescencni znacky a fluorescencni sondy. Vnéjsi fluorofory se déale déli do dvou skupin
podle kvantového vytézku fluorescence. Fluorescencni barviva pouzivana v klasické fluorescencni cytochemii
(napfriklad flourescencin, akridinova oranz, atd.) jsou latky jejichz kvantovy vytézek fluorescence se neméni po
pridani ke studovanému vzorku. Do druhé skupiny patfi latky (napf. 1,6-difenyl-1,3,5-hexatrien), kde kvantovy
vytézek zavisi na bezprostfednim okoli fluoroforu.

Fluorescencni znacky

Fluorescen¢ni znacky se nejcastéji pouzivaji k fluorescen¢nimu znaceni proteind, ke kterym se vazou kovalentni
vazbou. V nékterych aplikacich je také vyuzivdna vazba biotin-avidin, kdy je studovand molekula (receptor,
polynukleotid, polysacharid atd.) oznacena biotinem a poté je detekovéna fluorescen¢né znacenym avidinem.
NejzndméjSimi fluorescencnimi znackami jsou FITC (fluorescein-5-isothiokyanat) a TRITC (tetramethylrhodamin-5-
isothiokyanat, tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat). FITC je barvivo a absorpénim maximem pfi 495 nm,
maximalni fluorescenci pri vinové délce 519 nm (zeleny fluorofor) a molekulovou hmotnosti 389. Nevyhodou je, ze
jeho citlivost je zna¢né ovlivnéna hodnotou pH. Dalsi nevyhodou vsech derivatl fluoresceinu je jejich pomérné
snadné fotodestrukce. Proto byly pripraveny difluoroderivaty,které jsou stabilnéjsi vici svételnému zareni a navic
maji nizsi disociacni konstantu pKa, coZ pfispiva ke snizeni zavislosti citlivosti fluorescence na pH. Nova skupina
fluorescencnich znacek je oznacovana BODIPY. Tyto fluorofory obsahuji atomy béru. Maji vysoky kvantovy vytézek
fluorescence, pomérné Siroké emisni spektrum a nejsou zavislé na polarité prostredi a pH.

Fluorescencni sondy

Fluorescencni sondy jsou vnéjsi fluorofory, které se vazi ke strukture nekovalentni

vazbou a casto pri tom méni své fluorescencni vlastnosti. Tyto fluorofory jsou HaN

pouzivany ke studiu zmén konformace bilkovin, tloustky membran, membranového HHWH
potencialu apod. Pro FISH jsou nejdilezitéjsi sondy pro nukleové kyseliny. Je zndmo, Q 4 Q

ze nukleové kyseliny nefluoreskuji, nebo jen slabé. K identifikaci a vizualizaci Fe
chromozomu se pouziva tato fluorescenéni fada fluorescencnich sond (napt:
akridinovéa oranz, ethidium bromid, DAPI a dalsi). Nejzndméjsi a také nejpouzivanéjsi
fluorescencni sondou pro vizualizaci veskeré jaderné DNA je posledné zmifovana
DAPI. Chemicky se jedna o 4',6-Diamidino-2-fenylindol. Jeho absorp¢ni maximum je
pri 345 nm, maximalni fluorescence je pri 455 nm (modry fluorofor) a ma
molekulovou hmotnost 277. Dalsim ¢asto pouzivanym fluoroforem je akridinova oranz. Jedna se o fluorescenc¢ni
sondu, jejiz absorp¢ni a emisni padsma se lisi podle substratu, ke kterému je vazana DNA/RNA. Obé jmenované jsou
vétsinou dodavany v podobé chloridovych soli.

Priklad chemického vzorce jedné
z fluorescencnich sond: 4',6-
Diamidino-2-fenylindol

Vyuziti fluorescence

Fluorescence je v mediciné nej¢astéji vyuzivana jako principidlni prvek nékterych laboratornich analytickych metod.
Pristroje, které jsou zaloZzené na méreni fluorescence, se rozdéluji do ¢tyr typU:

1. spektrofluorimetry - méri stfedni signal celého vzorku umisténého obvykle v kyveté nebo v jamce
mikrodesticky

2. fluorescencni mikroskopy - umoznuji pozorovat fluorescenci dvojrozmérnych nebo trojrozmérnych
mikroskopickych objektl. Vyuziti fluorescence v mikroskopii se stalo zdkladem pravé fluorescenéni
mikroskopie, kterd nachazi Siroké uplatnéni zejména v mediciné a v oblasti pfirodnich véd. Pokud kupfikladu
na jednu protildtku navazeme fluorescein (emituje zelené svétlo pfi excitaci modrym svétlem) a na jinou
rhodamin (emituje ¢ervené svétlo pfi excitaci Zluto-zelenym svétlem), pak mizeme porovnavat vzajemné
pozice raznych molekul ve stejné bunce apod.

3. fluorescencni skenery (vCetné Ctecek mikrodesticek) - méri fluorescenci dvojrozmérnych
makroskopickych objektl (elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

4. pratokové cytometry - méfi fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bunék a umoznuji identifikaci a
separaci jejich subpopulaci

Odkazy

7 va s

Souvisejici ¢lanky

= Luminiscence
m Fosforescence
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