Fluorescencni spektroskopie

Zakladni charakteristika

Fluorescence je jev, kdy molekula po excitaci elektromagnetickym zarenim o vhodné vinové délce pri navratu do
zékladniho stavu vyzari energii ve formé fotonu. Je mozné méfit i slaby fluorescencni signdl na pozadi intenzivniho
excitacniho zareni. Toho vyuziva fluorescencni spektroskopie, coz je metoda stéle vice vyuzivana nejen v biofyzikalnim
a biochemickém vyzkumu, ale i v biomediciné.

Fluorescencni spektroskopie vyuzivé zavislosti emisnich vlastnosti fluoroforu na prostredi, prenosu elektronové
excitacni energie mezi donorem a fluoreskujicim akceptorem a polarizované fluorescence. Nabizi pak vysokou
selektivitu sbiraného materidlu a mizeme ziskavat informace o rozmisténi, pohyblivosti a vlastnosti okoli jediného
druhu molekuly pritomného ve slozitych systémech.

Spektroskopie

Spektroskopie se zabyva vznikem a vlastnostmi spekter. Je to metoda zaloZzend na vzajemném plsobeni
elektromagnetického zareni a zkoumané latky, pri kterém dochazi k vymeéné energie (prosvitime-li vzorek zarenim o
znadmé intenzité, zjistime, Ze intenzita proslého svétla je jina - to je pravé zplsobeno interakci zareni se vzorkem).
Zkoumana latka mlze zareni pohlcovat nebo vyzarovat, spektroskopie pak méri emise a absorpce rdznych vinovych
délek viditelného i neviditelného zareni. Je tedy Casto vyuzivana ve fyzikalni a analytické chemii k identifikaci
substanci.

Samotné spektrum je zavislost intenzity elektromagnetického zareni proslého vzorkem (popf. intenzity vyzareného
elektromagnetického zareni) na vinové délce, frekvenci nebo vinoctu.

Spektroskopii Ize rozdélit podle nékolika méritek. Jednim mdzZe byt typ interakce zareni se vzorkem, jinym je pak
pouzitd vinovéa délka a typ zareni.

Spektroskopické metody obecné

= Ramanova spektroskopie je zalozena na méreni spektra elektromagnetického
zareni rozptyleného diky Ramanové jevu. Pracuje s vibracemi molekul a pouziva
rozptyl laserového paprsku pfi interakci s latkou.

= Spektroskopie ve viditelné a UV oblasti (UV/VIS) je klasickd metoda analytické
chemie, dnes uz ne prilis vyuzivana.

= Infracervena spektroskopie se vyuziva k identifikaci a strukturni charakteristice Rozklad svétla
organickych latek. Je zaloZzena na principu absorpce infracerveného zareni pri
prichodu vzorkem.

= Zeslabeny uplny odraz (ATR) je modifikaci infracervené spektroskopie.

= Atomova absorpcni spektroskopie (AAS) je metoda slouzici ke stanoveni obsahu stopovych i vyznamnych
koncentraci jednotlivych prvkd v analyzovaném roztoku.

= Rentgenova fluorescence pouziva k excitaci rentgenové zareni.

Spektroskop

Prvni spektroskop sestrojili r. 1860 Kirchhoff a Bunsen. Jeho zdkladnimi sou¢astmi byly trojboky hranol (tj. disperzni
prvek), kollimator (tj. trubice na jednom konci opatrena stérbinou), analyzator a stupnice.

Spektroskop je pfistroj ur¢eny pro rozklddani viditeIného svétla na jednotlivé slozky a pozorovani spekter. Je zalozeny
na rozkladu svétla hranolem (u hranolového spektroskopu) ¢i mrizkou (u mrizkového spektroskopu). Pouziva se hlavné
na kvalitativni spektrdini analyzu latek.

Takovy spektroskop, ktery zaznamenava spektrum na fotografické desce nebo jinym zdznamovym zafizenim, se
nazyva spektrograf. Pokud umoznuje méreni frekvence spektralnich ¢ar ve spektru (proméreni spektra), jednd se o

spektrometr.

Fluorescence

Zakladni teorie fluorescence

Molekula v zdkladnim stavu m0ze absorbovat elektromagnetické zareni, ¢imz dojde k excitaci atomu (tj. k prechodu
elektronu z orbitalu o nizsi energii do nejblizSiho neobsazeného orbitalu o vy3si energii). Tato excitovana molekula se
pak zbavuje prebytecné energie nékolika zplsoby - zafivymi a nezarivymi. Pro nase Gcely jsou dllezitéjsi deaktivaéni
procesy, pfi nichz dochazi k vyzareni svételného kvanta. Fluorescence je deexcita¢nim procesem a je spinové
povolenym zérivym prechodem, obvykle z rovnovéazné vibra¢ni hladiny stavu S; do nékteré z vibrac¢nich hladin
zakladniho stavu Sg.

Fluorescenci mlizeme pozorovat zejména u organickych latek (u anorganickych je pozorovéna zfidka), nej¢astéji
vyuzivané jsou pak slouceniny obsahujici aromatické cykly (latky schopné fluorescence pak nazyvame fluorofory nebo
fluorescencni barviva).
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Princip fluorescence tedy lze vysvétlit takto:
Fluorescence je vyvolana bud Gcinkem jiného dopadajiciho zareni, nebo
Ucinkem dopadajicich ¢éastic. Emise zareni trvé kratkou dobu a po zhasnuti T 53
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excita¢niho zareni témér okamzité také ona zhasina. Emisni zéreni je
charakterizovano vyzarenim energie ve velmi kratké dobé, radové 109 s az
10°® s. Elektrony v obalech fluorofort jsou schopny absorbovat foton a tim
zvySit svou energii. Po chvili vsak ¢ast této nové energie vyzari opét ve formé
fotonu, ale s nizsi energii. Energie se totiz zbavuji i tzv. nezarivymi prechody, light
kdy se c¢ast energie dostava do nizsich excitovanych stavl (postupné az na
stav S7). Pfi pfechodu ze stavu S; do zédkladniho Sg jsou nezafivé pfechody
pomalejsi a mlze zde jiz také dochéazet k fluorescenci. Diky nezarivym ground state
procesim u prechodd z vyssich excitovanych stavd do nizsich dochazi ke
ztraté energie, proto je frekvence nasledné emitovaného zareni nizsi a jeho
vinova délka tedy bude delsi nez vinova délka zareni excita¢niho. Pro
pochopeni principu fluorescence ndm muze poslouzit Bohrliv model atomu.
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Energeticky prechod

Emisni a excitacni centrum a pravidla fluorescence

Emisni spektrum vyjadruje zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pri [ Y
konstantni vinové délce budiciho zareni. Excita¢ni spektrum vyjadruje .
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pri konstantni vinové délce | N
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= Stokesuv zdkon - vinova délka fluorescenéni emise pfi fotoluminiscenci | /
je vzdy vétsi nebo rovna vinové délce excitacniho zareni (snizeni energie r j
emitovaného zareni a tedy zvétseni jeho vinové délky). . e e
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= Kashovo pravidlo - pred emisi fluorescencniho kvanta dochazi k =

relaxaci vibrac¢ni energie a vnitini konverzi, takze nastava fluorescencni
prechod z nejnizsi vibracni hladiny prvniho excitovaného stavu.

= VavilGv zdkon - kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu
slozitych molekul v roztoku nezavisi na vinové délce budiciho zareni.

Stokeslv posuv

Charakteristiky fluorescence

Hlavnimi charakteristikami jsou:

intenzita - pocet fotonl prochéazejicich v daném sméru jednotkovou plochou za jednotku c¢asu

spektrdlni sloZeni - spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval vinovych délek nebo frekvenci
polarizace - smér kmitadni elektrického vektoru elektromagnetické viny

doba dohasinani - je dédna vnitfni dobou Zivota excitovaného stavu, z néhoz dochazi k emisi; Uzce souvisi s
pochody vedoucimi k nezarivé deaktivaci tohoto stavu

m koherencni viastnosti - vztahy mezi fazemi svételnych vin

Fluofory

Vlastni fluofory

Vlastni (vnitrni) fluofory jsou chemické slouceniny, jejichz pritomnost indikuje
schopnost latky vyzarovat fluorescencni zareni. Vnitfni fluorescence bunék
byvéa podminéna pritomnosti nékterych proteind, zejména takovych, které ve Arowmaticks aminokyseling
svych molekuldch obsahuji aromaticky cyklus. Tyto aminokyseliny (tryptofan,
tyrosin a fenylalanin) vykazuji fluorescenci v UV oblasti spektra. V UV oblasti
déle vykazuji fluorescenci mitochondrie a jadérka (na vinovych délkdch 330-
350 nm). K identifikaci vitaminu A ve tkédnich se vyuziva jeho intenzivni
fluorescenci ve 480 nm. Mezi fluofory vyzarujici elektromagnetické vinéni v
Cervené Casti spektra potom radime barviva jako hemoglobin ¢i chlorofyl, dale
cytochromy, myoglobin, peroxidazu a dalsi. Vnitfni fluorescence proteind lze
vyuzit pfi stanovovani koncentrace latky, nicméné pri vyuziti vnéjsich fluoford Phsmgitantn tyrosin
je stanoveni citlivéjsi, protoze emise proteinl je zavisld na poloze molekuly ' :
aminokyseliny obsahujici aromaticky cyklus. Velmi ¢asto také dochazi ke
vzajemnému zhdaseni fluorescence prenosem energie (viz dale)

, Aromatické aminokyseliny
Nevlastni fluofory

Nevlastni neboli vnéjsi fluofory patfi mezi latky ve spektroskopii Siroce vyuzivané. Podle typu vazby, kterou se poutajf
ke sledované latce rozezndvame fluorescencni sondy a fluorescencni znacky. Fluorescencni znacky
(fluoresceinizothiokyanat, tetrametylrhodaminizothiokyanat aj. jsou ke studované latce vazany kovalentni vazbou,
flourescencni sondy jsou do struktury zkoumané latky zavzaty vazbou nekovalentni. Fluorescencni sondy po navazani
méni ¢asto své fluorescencni vlastnosti, samy o sobé ¢asto vykazuji velmi malé fluorescenéni schopnosti. Pri
spektroskopickém stanovovani latek s vyuzitim sond obsahujicich proteiny, je nutné vzit v potaz také vnitrfni

fluorescenci neznac¢enych proteind dané latky a zvolit znacky ¢i sondy vykazujici vyssi excitac¢ni a emisni vinovou
délku. Fluorescen¢ni sondy délime podle jejich prevazujiciho vyuziti do nékolika skupin. Jsou to:
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Fluorescencni sondy pro nukleové kyseliny
Membranové fluorescencni sondy
Fluorescencni sondy pro membranovy potencial
Fluorescencni sondy pro prenos energie
Fluorescencni sondy pro polaritu prostredi

Déle rozliSujeme fluorescencni indikatory, které je pro jejich spektralni citlivost na urcitou latku mozné vyuzit pfi
stanovovani latek.

Zhaseni fluorescence a fotobleaching
Zhaseni fluorescence

Existuji bimolekularni procesy, které snizuji kvantovy vytézek fluorescence, nicméné fluorescencni spektrum zlstava
zachovano. Tyto déje jsou neopomenutelnou a ve vétsiné pripad nezddanou soucasti spektroskopickych technik
vyuzivajicich jevu fluorescence. Jedna se o tzv. zhaseni fluorescence. RozliSujeme dynamické zhdseni, zapri¢inéné
srazkou excitované molekuly s molekulou zhasedla. Dochdzi pak k nezarivému navratu do zdkladniho stavu.
Dynamického zhaseni se vyuziva napfiklad pfi stanoveni zmén koncentrace iontl CI". Pfi tomto typu zhaseni vSak
nedochdazi ke zméné struktury molekuly, na rozdil od tzv. statického zh&seni, kdy se vytvari nefluorescencni komplex.
Pri vysoké hustoté znaceni ¢i pri vysoké koncentraci mlze dochazet k tvorbé excitovaného dimeru - excimeru. Funkci
zhasecle pak prebird samotnd molekula fluoreskujici latky, tudiz se jedna o samozhaseni.

Fotobleaching

Vlastnosti intenzivniho svétla je rozklad fluoford, coz omezuje a v kone¢ném disledku také rusi jejich schopnost
emitovat fluorescencni zareni. Spektroskopy jsou proto konstruovany tak, aby k tomuto jevu, ktery odborné nazyvame
fotobleaching (vybélovéani), nedochézelo.

Vyuziti

Spektroskopie umoznuje bezkontaktné a nedestruktivné ziskdvat kvantitativni (podle podle intenzity zareni
spektralnich ¢ar) i kvalitativni (podle vinovych délek charakteristickych spektralnich ¢ar) informace o dané latce.
Fluorescencni spektrdini analyza vyuziva toho, ze kazdé latka emituje urcité vinové délky jinak. Pristroje pro méreni
fluorescence jsou ctverého typu.

Spektrofluorimetry
Fluorescencni mikroskopy
Fluorescencni skenery
Priitokové cytometry

Fluorescencni spektroskopie je pro svou citlivost velmi perspektivni postup
vyuzivany v celé radé obor0. Nachazi uplatnéni napfi¢ od potravinarstvi, pres
kriminalistiku, analytickou chemii, farmaceuticky primysl az po medicinu.
Spektrofluorimetrickd detekce je ¢asto vyuzivana v zapojeni k prétokovému
systému, napriklad sekvencni injek¢ni analyzy. Dochazi zde k lepSimu
promichani roztokd, vysledkem je vétsi presnost méreni. Fluorescen¢ni sondy,
znacky a indikatory nalézaji v oblasti fluorescencni spektroskopie také velmi
Siroké vyuziti. Pr predstavu uvadim nékteré z nich.

Spektrofluorimetr

Stanoveni pH uvnitf bunék

Fluorescencni signal indikdtoru SNARF-F5 je velmi citlivy na pH, ¢imz je umoznéno jejich vyuziti pfi méreni pH uvnitr
bunék. Déle indik&tor Fura-2 vykazuje spektralni posuv v pritomnosti Ca2*, je proto vyuzivan pfi testovani zmén
elektrického potencidlu. K témto Gcelim se vyuZziva také indikator PBFI, jez je citlivy na draslik. Pro stanovovani Zivych
bunék je nutné brat v potaz prlchodnost/neprlichodnost indikatoru bunéénou membréanou

Zkoumani zivotnosti bunék

Fluorescencni spektroskopii je mozné vyuzit pri zkoumani Zivotnosti bunék, kdy fluorogenni substraty esterdz
pronikajici do bunky, kde prevadi bunécné esterdzy na fluoreskujici produkt. Na zakladé nitrobunécné retence
fluoreskujicich produktd je také mozné mérit membranovou integritu. Jako priklad téchto sond Ize uvést karboxyeosin
diacetat Ci fluorescein diacetat.

Pro detekci mrtvych bunék se pouzivaji barviva pro nukleové kyseliny. Vyuzivé se zde nepropustnosti téchto barviv
pres membrany zZivych bunék. Jedna se napriklad o propidium-jodid ¢i cyaninova barviva. Ddle je mozné vyuzivat
redoxniho potencialu zivych bunék. Zavedené sondy (napr. resazurin) jsou témito bunkami oxidovany nebo
redukovény, pricemz je zaznamenavana zména fluorescence Déle jsou vyuzivany sondy citlivé na transmembranovy
potencial.

Stanoveni rychlosti proliferace bunék

Fluorescencnim mérenim zmén v obsahu nukleovych kyselin je mozno mérit zmény v obsahu DNA a odvodit tak
rychlost proliferace bunék.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Spektrofluorimetr.jpg
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Nukleov%C3%A9_kyseliny&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Membr%C3%A1nov%C3%BD_potenci%C3%A1l_a_jeho_zm%C4%9Bny
https://www.wikiskripta.eu/w/Fluorescence
https://www.wikiskripta.eu/w/Fluorescen%C4%8Dn%C3%AD_mikroskop
https://www.wikiskripta.eu/w/FACS
https://www.wikiskripta.eu/w/PH
https://www.wikiskripta.eu/w/PH
https://www.wikiskripta.eu/w/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_membr%C3%A1na
https://www.wikiskripta.eu/w/Bu%C5%88ka
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Nukleov%C3%A9_kyseliny&action=edit&redlink=1
https://www.wikiskripta.eu/w/Redoxn%C3%AD_potenci%C3%A1l
https://www.wikiskripta.eu/w/Fluorescence
https://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Nukleov%C3%A9_kyseliny&action=edit&redlink=1

Testovani apoptézy

Sondy pro nukleové kyseliny jsou vyuzivany déle k testovani apoptézy. Casto se v tomto pfipadé vyuzivd méfeni zmén
mitochondrii ¢i peroxidace lipid{, jez jsou v pfipadé programované bunééné smrti spolehlivymi ukazateli.

Studium funkce iontovych kandll a neurotransmiterovych pfenaseéu

Fluorescencni znacky a sondy (napf. fluorescein, Texas Red, znacené protilatky) se déle vyuZivaji ke studiu funkce
iontovych kanall a neurotransmiterovych prenasecd.

Sledovani transdukce nervového signalu

Fluorescencni znacky a sondy se Casto vyuzivaji k pozorovani zmeén koncentrace nitrobuné¢ného vapniku, lipidového
mechanismu ¢i aktivace a inhibice proteinkindz a fosfoproteifosfatdz, ¢imz je v dlsledku umoznéno sledovat transdukci
nervového signalu.

Mimo medicinu Ize spektrofotometrickych metod vyuzit napriklad pro studium latek tvofricich aerosol, pro méreni
velikosti a pohyblivosti nanocastic, kvantitativni a kvalitativni rozbor 1ék a mnoho dalsich.
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