1. Principy fluorescencni spektroskopie

Fluorescen¢ni metody se stale vice pouzivaji nejen v biochemickém a biofyzikalnim
vyzkumu, ale 1 v klinické chemii, genetickych analyzach, monitorovani prostiedi a dalSich
oborech. V biomediciné se jedna ptedevsim o identifikaci a déleni bun¢k v pritokové
cytometrii, zobrazovani bunécnych slozek ve fluorescenéni mikroskopii a analyze obrazu,
studium zmén konformaci a dynamiky bunécnych systémt, aplikace v riznych testech jako je
ELISA a dalsi, kdy fluorescencni metody Casto nahrazuji metody vyuzivajici radionuklidové
zatiCe. Tato prace je zaméfena na moznosti pouziti fluorescencni spektroskopie v 1ékarském
vyzkumu, pfedevSim v oboru neurovéd, kdy se vyuziva 1. zavislosti emisnich vlastnosti
fluoroforu na prostiedi, v némz se nachazi; 2. ptenosu elektronové excitacni energie mezi
donorem a fluoreskujicim akceptorem; 3. polarizované fluorescence. V prvni kapitole je
shrnuta zdkladni teorie fluorescence, v druhé kapitole uvadim stru¢ny ptehled fluoroforti
pouzivanych v biomedicin¢ a tfeti ¢ast je vénovana popisu vybranych experimenti,

1.1. Luminiscence

Definice luminiscence:

1. Luminiscence je piebytek zafeni nad tepelnym vyzatovanim télesa v tom ptipad¢, ma-li
toto prebytecné zaieni konecnou dobu trvani, jez podstatné prevysuje periodu svételnych
kmitd.

2. Luminiscence je emise svétla z néjaké latky a nastava z elektronovych excitovanych
stavil.

Luminiscence se déli na:
1. fluorescenci

2. fosforescenci

3. zpozdénou fluorescenci

Definice fluorescence:

1. Nastane-li emise zafeni z excitované¢ho elektronového stavu jednim €i vice spontannimi
energetickymi piechody jedna se o fluorescenci.

2. Praktické kritérium: fluorescenci pozorujeme béhem buzeni a po jeho vypnuti prakticky
ihned mizi (doba dohasinani je obvykle fadové 10 s).

Definice fosforescence:

1. Uplatiiuje-li se pti emisi zafeni z excitovaného elektronového stavu metastabilni hladina
jedna se o fosforescenci.

2. Praktické kritérium: fosforescence ma delsi dobu dohasinani neZ fluorescence (>>107° s) a
obvykle ji nelze pozorovat v roztocich pii pokojové teplote.

Definice zpoZdéné fluorescence:
Zpozdéna fluorescence je zativy prechod z téhoz singletniho stavu (S;) jako pii
fluorescenci, ale s delsi dobou dohasinani danou Casem, po ktery je molekula
v metastabilnim tripletovém stavu.

Stokesuv zakon:



Vlnové délka luminiscen¢ni emise pii fotoluminiscenci je vétsi nebo rovna vinové délce
excitacniho svétla (Aem > Aex).

Vavilovovy postulaty:

1. Pfi stokesovském buzeni fotoluminiscence, kdy frekvence excitacniho zafeni (vey) je vEtsi
nebo rovna frekvenci priaseciku emisniho a excitacniho pasu, nemtize byt energeticky
vytézek luminiscence vétsi nez 1.

2. Pii antistokesovském buzeni, kdy je vex mensi nez frekvence prisec¢iku emisniho a
excitacniho pasu, energeticky vytézek luminiscence klesa s ristem tohoto rozdilu, a to tim
rychleji, ¢im je niZsi teplota.

VeétSina slozitych organickych molekul nefluoreskuje; intenzivni fluorescenci vykazuji
nekteré aromatické slouceniny (polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly) nazyvané
fluorofory nebo fluorescencni barviva. Typické fluorofory jsou napt.:
¢ chinin (tonik)
fluorescein, rhodamin B (nemrznouci smési, fluorescencni znaceni)
POPOP (scintilatory)
akridinova oranz (DNA)
umbeliferon (ELISA)
antracén, perylén (znecisténi zZivotniho prostiedi oleji)

Charakteristické je teplotni zhaSeni luminiscence, tj. snizovani kvantového vytézku s teplotou.

Na Obr. 1.1 je zjednodusené schéma zatrivych a nezaiivych prechodi mezi elektronové
vibra¢nimi stavy slozité molekuly a tvar absorp¢nich a emisnich spekter (A - vinova délka).
Po absorpci svételného kvanta budiciho zafeni (viz modré Sipky) ptechazi elektrony ze
singletniho stavu Sy do excitovanych singletnich stavli Sy, S,, ... a tripletnich stavii Ty, T, ....
Molekula obvykle ptejde ze rovnovazné vibra¢ni hladiny stavu Sy do nékteré z vibracnich
hladin excitovanych stavil. K deexcitaci molekuly dochazi bud’ zarivymi pirechody
(luminiscence; viz zelené a Cervené Sipky) nebo nezarivymi prechody (vnitini konverze,
mezisystémova konverze, vibracni relaxace; viz ¢erné te€Ckované Sipky). Doba trvani t
jednotlivych procest je pro absorpei Fadové 107" s, pro fluorescenci 10™ s, pro fosforescenci
je mnohem delsi nez 10 s (obvykle milisekundy aZ sekundy), pro vibra¢ni relaxaci 107'%-10°
s, pro vnitini konverzi 10°-107'? s, pro mezisystémovou konverzi 10*-10"% s.



Obr. 1.1 Schéma zarivych a nezarivych prechodit mezi elektronové vibra¢nimi stavy
slozité molekuly (forma Jablonského diagramu).
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Fluorescence je tedy spinové dovoleny zativy piechod, obvykle z rovnovazné vibracni
hladiny stavu S; do nékteré z vibra¢nich hladin zékladniho stavu Sy.

Fosforescence je zativy prechod z vyssiho (T;) do energeticky niz$iho stavu o rozdilné
multiplicité (So).

Zpozdéna fluorescence je zafivy piechod z téhoZ singletniho stavu (S;) jako pii fluorescenci,
ale s delsi dobou dohasinani danou ¢asem, po ktery je molekula v metastabilnim tripletovém
stavu. Doba dohasindni zpozdéné fluorescence je pfiblizné rovna dobé dohasinéni
fosforescence méefené za stejnych podminek. Emisni spektrum zpozdéné fluorescence je
totozné s emisnim spektrem okamzité fluorescence.



1.2. Charakteristiky fluorescence

Hlavni charakteristiky fluorescence jsou:
1. intenzita — pocet fotoni prochazejicich v daném sméru jednotkovou plochou za
jednotku casu
2. spektralni sloZeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy interval
vlnovych délek nebo frekvenci
polarizace — smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny
4. doba dohasinani — je dana vnitini dobou Zivota excitovaného stavu, z n¢hoz dochézi
k emisi; uzce souvisi s pochody vedoucimi k nezafivé deaktivaci tohoto stavu
5. koherencni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin

(98]

Obr. 1.2 Zakladni spektralni charakteristiky.
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Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii, vinoctu,
¢i frekvenci) pti konstantni vinové délce budiciho zafeni.

Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce (nebo energii,
vinoctu, ¢i frekvenci) pti konstantni vinové délce emitovaného zareni.

Kashovo pravidlo:

Pred emisi fluorescen¢niho kvanta dochazi obvykle k relaxaci vibracni energie a vnitini
konverzi, takze fluorescencni pfechod nastava z nejnizsi vibrac¢ni hladiny prvniho
excitovaného stavu S;.

Vaviloviiv zakon:

Kvantovy vytézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych molekul v roztoku nezavisi na
vlnové délce budiciho zareni.

Z toho vyplyva obecna vlastnost fluorescence: Emisni spektra jsou nezavisla na vinové
délce excitace.



Zakon zrcadlové symetrie mezi absorp¢énim a fluorescen¢nim pasem:

Zrcadlova symetrie mezi absorpénim a fluorescencnim pasem (Obr. 1.3) plati pro velké
mnozstvi organickych molekul a je zplisobena tim, ze absorpce i emise z odpovidajicich si
vibra¢nich hladin maji stejnou relativni pravdépodobnost. VétSina absorbujicich 1 emitujicich
molekul se nachazi v rovnovazném vibra¢nim stavu, pfi¢emz vibra¢ni struktura zakladniho i
excitovaného stavu maji stejnou strukturu. Po absorpci pfechazi elektron z rovnovazné
vibra¢ni hladiny stavu Sy na vyssi vibracni hladinu stavu S;, poté dochazi k rychlé vibracni
relaxaci na rovnovaznou vibraéni hladinu excitovaného stavu S; (v ¢ase 107'%-10"° s) a teprve
poté nasleduje zarivy prechod na vyssi vibrac¢ni hladinu stavu Sy a dalsi vibra¢ni relaxace na
rovnovaznou vibra¢ni hladinu stavu Sy. Rozdilu v energiich mezi maximy absorp¢niho a
emisniho pasu se fika Stokestiv posuv. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsou obvykle
disledkem rozdilného geometrického uspotadani atomovych jader v excitovaném stavu oproti
usporadani ve stavu zakladnim.

Obr. 1.3 Zrcadlova symetrie absorpcniho a fluorescencniho pasu.
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V roztocich dochazi vlivem elektrostatickych interakci dipol-dipdl, nebo dipdl-indukovany
dipol mezi molekulami fluoroforu a rozpoustédla k solvataci fluoreskujicich molekul (Obr.
1.4). Protoze molekuly maji v zdkladnim a v excitovaném stavu obecné riizné dipdlové
momenty 1 polarizovatelnosti, dochazi pti méteni fluorescence v roztocich ke zménam v
optickych spektrech vlivem rizné solvatace molekul. Doba potifebna pro molekularni relaxace
je mnohem delsi, nez je rychlost elektronového piechodu, ale obvykle kratsi, nez doba Zivota
excitovaného stavu. K emisi proto dochézi ze stavu, kdy jiz bylo dosazeno rovnovazné
konfigurace. Protoze ¢ast absorbované energie se spotiebuje na relaxaci molekul rozpoustédla
kolem molekuly fluoroforu v excitovaném i zékladnim stavu, je energie emitovaného
fluorescen¢niho zaieni mensi, nez by odpovidalo Cisté elektronovému prechodu.



Obr. 1.4 Solvatace fluoroforu pri absorpci a emisi v roztocich.
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Proces fluorescence je cyklicky. Pokud neni fluorofor nevratné znicen v excitovaném stavu
(jev fotovybélovani, fotobleaching), potom tentyz fluorofor mize byt opakované excitovan a
emitovat fluorescen¢ni zafeni. To je zdklad vysoké citlivosti fluorescencnich technik.

Kvantovy vytézek

Definice kvantového vytézku fluorescence (v ustaleném stavu):

1. Kvantovy vytézek je pomér poctu svételnych kvant emitovanych a absorbovanych
fluoroforem za sekundu.

2. Nepiimo Ize kvantovy vytézek definovat jako pomér pozorované sttedni doby dohasinani
fluorescence (1) a vnitini (radiacni) doby Zivota excitovaného stavu bez zhasecich

mechanismi (1o).

Intenzita fluorescence

Intenzita fluorescence je umérnd intenzité absorpce nasobené kvantovym vytézkem
fluorescence. Jestlize fluorescenci metime pod ,,magickymi* tthly 54°44’8"" nebo
125°15°51"" ke sméru excitacniho paprsku, potom neni jeji intenzita ovlivnéna piipadnou
anizotropii emise systému. Pii pouZiti citlivych fotonasobicii pro detekci fluorescen¢niho
zéfeni a pii buzeni intenzivnim svétlem lze detekovat koncentrace rozpusténych latek az 107"
mol/l, cozZ je alespon o 4 fady vyssi citlivost, nez pro absorpéni méfeni. Protoze kvantovy
vytézek fluorescence roztokl slozitych molekul je obvykle nezévisly na vinové délce



budiciho zafeni, je excitacni spektrum fluorescence ziedénych roztok piesnou replikou jejich
absorpc¢niho spektra a 1ze tak spektrofluorimetricky ziskat absorpcni spektrum fluoreskujici
latky pfi daleko niz§ich koncentracich, nez pfi pfimém méteni absorpce na spektrofotometru.

Efekt vniti‘niho filtru je chyba vznikajici pii méfeni intenzity fluorescence v dusledku
skute¢nosti, ze vrstvy vzorku vzdalenéjsi od roviny dopadu budiciho zafeni na vzorek jsou
excitovany nizsi intenzitou svétla, nebot’ ¢ast budiciho zatfeni je absorbovana povrchovymi
vrstvami. Tato chyba se projevuje jen u silnéji absorbujicich roztokd, ale pii pfesném méteni
kvantovych vytézki je nutno ji vzdy uvazovat a korigovat.

Doba Zivota excitovaného stavu

Doba zivota excitovaného stavu (1) je ur€ena primérnym casem, ktery molekula stravi

v excitovaném stavu pfed navratem do stavu zakladniho. Obecné je doba zivota fluorescence
kolem 10 s. Pfi jednoduchém exponencialnim dohasinani se 63% molekul vrati do
zakladniho stavu v ¢ase t <t a 37% v Case t > 1. Doba Zivota fluoroforu za nepfitomnosti
neradiacnich zhaSecich procest se nazyva vnitini (téZ ptirozend, radiacni) doba zivota (ty).
Vnitini dobu zivota lze v principu spocitat z absorpcniho spektra, extinkéniho koeficientu a
fluorescen¢niho spektra. Za ur¢itych podminek Ize vnitini dobu zivota spocitat také jako
pomér zmétené doby Zivota a kvantového vytézku fluorescence.

Zhaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence lze definovat jako bimolekuldrni proces, ktery snizuje kvantovy
vytézek fluorescence beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Muze byt disledkem
ruznych procest. Srazkové (dynamické) zhaseni nastava, kdyz je fluorofor v excitovaném
stavu deaktivovan (tj. navraci se nezaiivé do zékladniho stavu) pfi srdzce s molekulou
zhasedla. Molekuly nejsou pti tomto procesu chemicky zménény na rozdil od statického
zhaseni, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhasedla vytvari nefluorescenéni komplex.
SamozhasSeni je zhaSeni fluoroforu jim samotnym; nastava pii jeho vysokych koncentracich
nebo pii vysoké denzité znaceni.

Snizeni intenzity fluorescence dynamickym zhasenim je popsano Sternovou-Volmerovou
rovnici:

(11) CD()/(D:‘L'()/’C: 1 +kq1’0 Cq

kde je @y — kvantovy vytézek fluorescence za neptitomnosti zhésedla, @ - totéz za pritomnosti
zhasedla o koncentraci Cg, To — doba dohasinani fluorescence bez zhéasedla, t - doba
dohasindni v pfitomnosti zhaSedla, k, — bimolekuldrni zhaseci konstanta (= bimolekuldrni
rychlostni konstanta urcena diftizi vynasobend ti€innosti zhasent).

Nejcast¢jsim zhasedlem fluorescence i fosforescence je molekularni kyslik (O,). Dale
fluorescenci zhaSeji (v disledku mezisystémové konverze) atomy halogent jako je brom a
jod.

Fotovybélovani (photobleaching) je jev odlisny od zhaSeni fluorescence, nebot’ pfi ném
dochazi k nevratné destrukci excitovaného fluoroforu. Tento jev Casto omezuje moznost
pouziti intenzivnéjSiho buzeni fluorescence.

Excimerova luminiscence
Excimer je excitovany dimer; v piipad¢ dvou riiznych molekul se jedna o exiplex.



Emisni pas excimerové fluorescence je posunut k vétsim vinovym délkdm ve srovnani
s fluorescenci izolovanych molekul. Objevuje se nékdy spolu s koncentraénim zhaSenim.

Polarizovana fluorescence
Je-li roztok fluoroford excitovan linearné polarizovanym zarenim, potom budou excitovany
pouze ty molekuly, které¢ maji nenulovy priimét svého absorpéniho pfechodového momentu
do sméru polarizace (fotoselekce). Je-li primérna rotacni relaxa¢ni doba (charakterizujici
rotacni difuizi v roztocich) mnohem delsi nez doba dohasinani fluorescence, potom také
vysledna fluorescence bude polarizovana. Bude-li naopak primérné rotacni relaxa¢ni doba
mnohem krat$i nez doba dohasinéni fluorescence, potom anizotropie systému klesne jesté
pred emisi na limitni hodnotu (v izotropnim systému o malé viskozité az na nulu). Pokud jsou
doba dohasinani fluorescence a rychlost molekularni reorientace srovnatelné, potom bude
polarizace fluorescence modulovana molekularnim pohybem a analyza ¢asové zavislosti
emisni anizotropie bude poskytovat informaci o anizotropii systému, v némz se fluorofor
nachdzi. Méfeni polarizace fluorescence poskytuje informace o molekularni orientaci a
pohyblivosti a procesech, které je moduluji, napt.:

e fluidita membran
interakce ligand-receptor
proteolyza
interakce protein-DNA
kontrakce svali
aktivita proteinkinaz

Ustalena a ¢asové rozliSena fluorescence

Parametry fluorescence Ize métit bud’ v ustaleném stavu, nebo s casovym rozliSenim jejich
pribéhu. Ustalena fluorescence se méii pii buzeni kontinualnim zafenim a dostavame potom
asovou stiedni hodnotu intenzity &i polarizace fluorescence. Casové rozliSena fluorescence
se méfi pomoci pulzni excitace (délka pulzu je obvykle krat§i nez doba dohasindni
fluorescence vzorku) nebo fazové modulovaného budiciho zafeni a umoznuje analyzovat
Casové zavislosti métenych parametri, pfedev§im anizotropie fluorescence.

1.3. Anizotropie fluorescence

Veliciny charakterizujici polarizaci fluorescence:
1. Stupen polarizace
(1.2) p= (- L)/((n +10)

kde Ijj a I, jsou slozky svételné intenzity rovnobézné nebo kolmé ke sméru polarizace
budiciho zateni.

2. Anizotropie fluorescence
(1.3) r= -/ +210)

3. Depolarizaéni faktor



(1.4) o =1/1
Uvedené veli¢ina 1ze mezi sebou prevadeét:
(1.5) r=2p/3-p)=(1-98)/(1+29)

(1.6) p=31/2+1)=(1-8)/(1+9)

Obr. 1.5 Usporadani pri méreni polarizované fluorescence.
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Z teorie depolarizace fluorescence vyplyva, Ze intenzita fluorescence pozorovand pomoci
analyzatoru, ktery je otocen o uhel a od sméru rovnobézné polarizace je

(1.7) Lo(t) = cos®a Iy (t) + sin’a L1(t)

a pro ¢asovou zavislost anizotropie plati

(1.8) r(t) = (3 cos™y(t) — 1)/5

kde vy je tihel dipdlové reorientace v ¢ase od 0 do t.

Ze vztahu (1.7) vyplyva, ze bude-li analyzator otoc¢en o ,,magicky* tthel 54,74° (=54°44'8""),
potom je

(19) 154,7('[) = I|| (t) + 2 IJ_(t)



V roztocich, kde je doba dohasinani fluorescence srovnatelna s rotacni relaxacni dobou je
nutno méfit celkovou intenzitu fluorescence pomoci analyzatoru oto¢ené¢ho o 54,7°, ¢imz se
ziskaji hodnoty dohasinani fluorescence neovlivnéné molekularnimi rotacemi.

Ze vztahu (1.8) plyne, Ze za nepiitomnosti depolarizace (napft. ve zfedénych zmrzlych
roztocich za nepfitomnosti depolarizacnich mechanismi a za ptedpokladu, ze jsou

prechodové momenty absorpce a emise rovnobézné) je mezni hodnota anizotropie
fluorescence buzené polarizovanym zatfenim déna pouze fotoselekci

(1.10) ro=2/5

a mezni hodnota stupné polarizace

(1.11) po=1/2

Rozptylené svétlo je zcela polarizovano (r = 1).

Mezi hodnotami polarizace fluorescence buzené nepolarizovanym zatrenim (pPnepol) @
polarizovanym zafenim (ppor) plati vztah

(1.12) Pnepol = ppol/(2 - ppol)

Polarizac¢ni spektra
Polarizacni spektra fluorescence jsou zavislosti stupné polarizace nebo anizotropie na vinové
délce pii konstantni vinové délce excitujiciho nebo emitovaného zareni.

Za ptedpokladu, ze pfechodové momenty absorpce a emise nejsou rovnobezné, ale sviraji
uhel B, je mezni hodnota stupné polarizace fluorescence buzené polarizovanym zarenim
snizena dle vztahu

(1.13) po=(3 cos’B - 1)/(cos*p +3)
Zobecnény vztah (1.8) pro Casovou zavislost anizotropie potom je
(1.14) r(t) = (3 cos’p — 1)(3 cos?y(t) — 1)/5

kde je B pevny thel mezi absorpénim a emisnim pfechodovym momentem a y(t) je thel, o
ktery se nato¢i emisni dip6l za dobu od 0 do t.

Me¢étenim stupné polarizace excita¢nich spekter potom umozinuje oddélit prekryvajici se
absorpCni pasy, které odpovidaji riznym elektronovym prechodiim s riznymi thly .
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Perrinovy rovnice (pro sférické ¢astice)
V ptipad¢ kulovité ¢astice, kdy depolarizacni rotace jsou symetrické a izotropni, ma ¢asova
zavislost anizotropie fluorescence fluoroforu exponencialni pribéh

(1.15) r(t) = ro exp(-t/t;)



kde 1, je rotacni korela¢ni ¢as (1. = 1/6D,) zavedeny pomoci rotaé¢ni difizni konstanty D,
pro kterou v pripad¢ sférické Castice plati Stokestiv-Einsteintiv vztah

(1.16) D, =kT/6Vn

kde je V — objem castice, n — viskozita prostiedi, k — Boltzmannova konstanta (=1,380662.10
2 J K™, T — absolutni teplota.

Pti méfeni ustalené fluorescence (buzeni kontinualnim zafenim) métime casovou sttedni
hodnotu anizotropie

(1.17) r=ro (1+H(t/t,)"

kde je ro — mezni hodnota anizotropie, t - doba Zivota fluorescence, T, - rotacni korelacni Cas.
Tato Perrinova rovnice se pouziva v riznych formach, napf. s pouzitim rovnice (1.16)

(1.18) r/r=1+1t1=1+6D1=1+kTt/Vq

Casové rozliSena anizotropie fluorescence

Meéfteni casové rozliSené anizotropie fluorescence pii pulznim buzeni poskytuje mnohem vice
informaci o rotacnich pohybech fluoroforu, nez ustalena fluorescence. Ustalena fluorescence
poskytuje zprimérované hodnoty métenych parametra a pro jejich interpretaci je nutno
provadét fadu méfeni pti riznych teplotach; oproti tomu metodou ¢asove rozlisené polarizace
fluorescence ziskame potiebné udaje jiz z méteni pii konstantni teploté.

Pti pouziti metody ¢asové rozliSené anizotropie fluorescence se méti ¢asove zavislé slozky
intenzity I (t) a [.(t). Celkova intenzita I(t) = I;; (t) + 2 I,(t) pfitom nezéavisi na rotaénim
pohybu fluoroforu a méii se pod ,,magickym* thlem 54,7° (viz vyse).

Casovy priibéh anizotropie fluorescence r(t) je v téchto experimentech (pulzni buzeni) zavisly
pouze na rotatnim pohybu fluoroforu. Lze ziskat informace o velikosti, tvaru a ohebnosti
castice. Pro sférické ¢astice dohasiné anizotropie exponencialné

(1.19) r(t) = ro exp(-t/ty)

kde je ro — hodnota anizotropie v Case nula, 7, - rotacni korelacni ¢as pro tuhou kouli. Pro

asymetrické nebo flexibilni fluorofory je analyza dohasinani anizotropie fluorescence
slozitéjsi a je popsana v literatufe uvedené v sekci Odkazy.

1.4. Prenos excitacni energie

Ptenos elektronové energie se uskuteciiuje mechanismy zativymi nebo nezaiivymi.

K zarivému (trividlnimu) pfenosu energie dochazi, kdyz excitovand molekula donoru
emituje zafeni, které je nasledné reabsorbovano molekulou akceptoru.



K excitaci nezarivym prenosem energie (fluorescenéni rezonanéni pirenos energie, FRET)
dochazi, kdyZ ve smési molekul dochéazi k absorpci pouze molekulami donoru, avSak
konecnym vysledkem jsou excitované molekula akceptoru, které v budici zafeni neabsorbuji.
Pti tomto pienosu energie tedy nedochazi k emisi svétla donorem.

Rezonan¢ni pfenos energie l1ze charakterizovat rychlostni konstantou (kpa), kterd vyjadiuje
pravdépodobnost pienosu; urcujici slozkou je dipol-dipdlovy pienos energie, pro néjz byl
odvozen Forstertiv vzorec (v ptipadé slabé vazby, kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru
neovlivni opticka spektra) napft. v této forme

(1.20) kpa = (1/1p) (Ro/Rpa)’

kde je tp — doba dohasinani fluorescence donoru, Ry — vzdalenost ve které je
pravdépodobnost pienosu energie rovna pravdépodobnosti vnitini deaktivace vzbuzeného
stavu molekuly, Rps — vzdalenost mezi donorem a akceptorem. Rezonan¢ni pfenos energie je
tedy silné zavisly na vzdalenosti donoru a akceptoru.

1.5. Spektrofluorimetrie

Ptistroje zalozené na méfeni fluorescence jsou ¢tverého typu:

1. spektrofluorimetry — méii stiedni signdl celého vzorku umisténého obvykle v kyveté
nebo v jamce mikrodesticky

2. fluorescen¢ni mikroskopy — umoznuji pozorovat fluorescenci dvoj- nebo
trojrozmérnych mikroskopickych objektt

3. fluorescencni skenery (véetné ¢tecek mikrodesti¢ek) — méii fluorescenci
dvojrozmérnych makroskopickych objekta (elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

4. pritokové cytometry — méii fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bun¢k a
umoznuji identifikaci a separaci jejich subpopulaci

Existuji vSak 1 dalsi pfistroje, které jako detekci pouzivaji fluorescenci.

Spektrofluorimetry maji zdroj budiciho zafeni v ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Pro
meéfeni ustalené fluorescence se bézné pouzivaji vysokotlaké vybojky, pfistroje pro méfeni
casové rozliSené fluorescence vyuzivaji jako zdroj budiciho zafeni obvykle pulzni laser.
Budici zafeni prochazi excitatnim monochromatorem a dopada na vzorek (obvykle
temperovana kyveta s roztokem). Nejcastéji ve sméru kolmém k budicimu paprsku se méii
emitované fluorescencni zafeni, které nejprve prochazi emisnim monochromatorem a je
detekovano pomoci fotondsobice. Pouziva se uspofadani s jednim emisnim
monochromatorem (usporadani ,,L“) nebo se dvéma protilehlymi emisnimi monochromatory
(uspofadani ,,T*). Pfi méfeni polarizované fluorescence jsou za excitatni monochromator a
pted emisni monochromator zatazeny polarizatory, které jsou oto¢né kolem osy paprsku jimi
prochdzejiciho.

Pii méfeni emisnich spekter fluorescence je excitaéni monochromator nastaven na pevnou
vlnovou délku budiciho zareni. Pfi métfeni excita¢nich spekter je pevné nastavena vlnova
délka na emisnim monochromatoru. Kromé vinovych délek excitace a emise se bézné
nastavuji jeste Sitky Stérbin obou monochromatort, které ovliviiuji citlivost a spektralni
rozliSeni daného méteni.



Polarizovana fluorescence roztokli se mefi ve sméru kolmém ke sméru budiciho paprsku,
ktery je polarizovan ve svislém sméru. Je pfitom nutno provadét korekei na vliv emisniho
monochromatoru spektrofluorimetru na polarizaci jim prochazejiciho zafeni. Anizotropie
fluorescence se urcuje ze vztahu

(1.21) =" -G LMY +2G 1Y)

kde I/ a 1,V jsou slozky svételné intenzity rovnob&zné nebo kolmé k sméru (vertikalnimu)
polarizace budiciho zafeni a G je korek¢ni faktor, ktery 1ze zméfit pii excitaénim zateni
polarizovaném vodorovn¢ jako pomeér [ M U fluorofort s dlouhou dobou Zivota

v roztocich o malé viskozité je faktor G pfi méfeni excitatniho spektra konstantni.

Pro analyzu nezndmych vzorkl nebo smési fluorofort se pouziva mefeni Gplné fluorescence
(téz excitaéné emisni matice, maticové skenovani). Excitacn¢ emisni matice vnika
spojenim excita¢niho a emisniho spektra smési fluoroforii do trojrozmérného obrazu, kde je
na jedné ose excitacni vinova délka, na druhé ose je emisni vinova délka a na svislé ose je
vynesena intenzita fluorescence.

Synchronni luminiscence miize byt vhodna pro analyzu smési latek; tato metoda je zalozena
na souc¢asném b&hu obou monochromatord, pficemz je nastaven konstantni rozdil vinovych
délek mezi excitatnim a emitovaném zateni (synchronni excitace) — vysledkem je konvoluce
emisniho a excita¢niho spektra.

Metody méieni relaxa¢nich ¢asi

Pro méteni Casové rozliSené fluorescence se pouzivaji jednak pulzni metody, jednak metoda
fazového posuvu. Pulzni metody pouzivaji k excitaci fluoroforu pulzni lasery nebo vybojky a
fluorescence se detekuje ve znamych ¢asovych usecich od kratkodobé excitace. Metoda
fazového posuvu pouziva k buzeni fluorescence modulované svétlo a méii se fazovy posuv
fluorescence viici excitatnimu zatreni. Pro méfeni v dohasinani pikosekundovém oboru se
pouzivaji dalsi specidlni metody, zde neuvadéné.

Fluorescenéni korela¢ni spektroskopie (FCS)
Fluorescen¢ni korelacni spektroskopie (FCS) je technika pfi niz jsou méfeny spontanni
fluktuace intenzity fluorescence v mikroskopickém objemu (kolem 107" 1) uréeném
fokusovanym excitacnim laserovym paprskem. Mal¢, rychle difundujici fluorofory zptisobuji
rychlé fluktuace intenzity fluorescence — oproti konvencéni fluorimetrii nedochazi ke
zpimérovani téchto difuzné zavislych fluktuaci. Casova zavislost intenzity fluorescence je
potom analyzovana pomoci docasné autokorelacni funkce, ktera obsahuje informaci o
rovnovaznych koncentracich, reak¢nich kinetikach a difiznich rychlostech molekul ve
vzorku. Mezi aplikace fluorescen¢ni korelaéni spektroskopie patfi:

e fragmentace nukleovych kyselin
hybridizace nukleovych kyselin
tvorba produktii PCR
lateralni odd¢leni lipidi v dvojvrstvach
difaze molekul v jadie a cytoplazmé
interakce protein-protein
vazebna rovnovaha pro 1é¢iva a jiné ligandy
shlukovani (clustering) membranovych receptorii



