vorescence

Cotoje? Jak to funguje ?

®Fluorescence je sekundarni zateni, které je
charakterizovano vyzarenim energie ve velmi kratke dobé,
radové 109saz10°s.
®Mechanismus vzniku fluorescence je dan schopnosti
latky pohlcovat excitacni elektromagneticke zareni a
schopnosti nashromazdénou energii nasledné vyzafit v
podobé charakteristického emisniho zareni.
® Typické ptiklady excitaéniho zafeni je viditelné svétlo,
ultrafialove svétlo, Rontgenovy paprsky nebo radiace; v
N posledné jmenovaném pripadé mluvime o tzv.
radioluminiscenci.
® Castéji nez u anorganickych latek Ize fluorescenci
pozorovat u organickych latek, z nichz nejvice vyuzivanymi
jsou slouceniny obsahujici aromaticke cykly.

®Fyzikalné-chemicky déj—typ luminiscence
®Déli se na elektroluminiscenci,
fotoluminiscenci, radioluminiscenci a
chemiluminiscenci.

®Fluorescence patti mezi fotoluminiscenéni
zateni, které je vyvolano bud Ucinkem jineho
dopadajiciho zareni nebo Ucinkem dopadajicich
castic.

Na cem fluorescence zalezi ? . _
Fluorescencni barviva

®intenzita - pocet foton0 prochazejicich vdaném sméru jednotkovou plochou
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7a jednotku asu Fluorescencni barviva (fluorofory, fluorochromy) jsou chemicke

slouceniny, které obsahuji ve sve molekule reaktivni skupinu, ktera je
schopna reagovat s nukleofilnimi skupinami (NH,, OH, SH).

.spektrélnl' slozeni — spektralni hustota fotonového toku na jednotkovy ° g _ , ,
Pomoci techto barviv se zkouma struktura substratu

interval vinovych délek nebo frekvenci

® Obecné se fluorofory déli na:
a) vnitrni (vlastni, intrinsic)
b) vnéjsi (nevlastni, extrinsic)

.polarizace — smér kmitani elektrickeho vektoru elektromagnetické viny
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doba dohasinani - je dana vnitfni dobou Zivota excitovaného stavu, z néhoz
dochazi k emisi
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®koherenéni vlastnosti — vztahy mezi fazemi svételnych vin
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a) vnitrni fluorescence
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K cemu se vyuziva: .
Vnitrni fluorescence bunék je dana pritomnosti vnitrnich
° I , , , fluoroford, mezi které patfi proteiny vitamin A, cytochromy,
Fluorescence se v medicine vyuziva v laboratornich analytickych metodach. peroxidaza, hemoglobin, myoglobin & chlorofyl.
®K tomu se pouzivaji pFistroje, které jsou na méteni fluorescence zalozené . ® Proteiny vyzaiuji fluorescenéni za¥eni v UV oblasti spektra.
Hlavnimi fluorofory v proteinech jsou aromatickeé aminokyseliny,
®Délen pistrojo: SRR Y ;
P JU: jejichz absorpcni i emisni pas lezi mezi 240 a 30o0nm.
1. spektrofluorimetry ® Ostatni uvedené latky vyzatuji ve viditelné oblasti spektra
Méri stfedni signal celeho vzorku umisténého obvykle v kyveté nebo v jamce mikrodesticky. (modrg, zluta ci Cervena).

2. fluorescencni mikroskopy

UmozZnuji pozorovat fluorescenci dvojrozmérnych nebo trojrozmérnych mikroskopickych objektd.

Pokud kuprikladu na jednu protilatku navazeme fluorescein (emituje zelené svétlo pri excitaci

modrym svétlem) a na jinou rhodamin (emituje Cervené svétlo pri excitaci zluto-zelenym svétlem), ) LA

pak mdzeme porovnavat vzajemné pozice rdznych molekul ve stejné burice apod. b Vne.ISI fluorescence
3. fluorescencni skener

Méfi fluorescenci dvojrozmérnych makroskopickych objekt0 (elektroforetické gely, bloty, 'Vnéjél'fluoroforyjsou pouzivany Castéji nez vnitrni. Pridavaji se
chromatogramy). ke studovanému vzorku.

4. prutokoveé cytometry .~
Mé&Fi fluorescenci velkého mnoZstvi jednotlivych bunék a umoziiuji identifikaci a separaci jejich Delenipodle tpriva’zby:
subpopulaci. 1. fluorescencni sondy

Jsou pouzivany ke studiu zmén konformace bilkovin, tloustky
membran, membranového potencialu apod. Fluorescencni
sondy se pouzivaji pro ucely FISH (= fluorescencni in situ
hybridizaci), coz je cytogeneticka metoda, ktera umoznuje
obarveni chromozomd. K jejich identifikaci a vizualizaci se
pouziva napr: akridinova oranz, ethidium bromid, DAPI a
dalsi. Nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi fluorescencni sondou
pro vizualizaci veskere jaderne DNA je DAPI.

2. fluorescencni znacky
Nejcastéji se pouzivaji k fluorescencnimu znaceni proteind.
Nejznaméjsimi fluorescencnimi znackami jsou FITC a TRITC.
Nevyhodou FITC je, ze jeho citlivost je znacné ovlivnéna
hodnotou pH. Nova skupina fluorescencnich znacek se

e ’ nazyva BODIPY. Tyto znacky nejsou zavislé na polarité
Zpracovaly- Eliska Cervinkova, prostfedi a pH.
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