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Fluorescetni Uréeni nap. vazebné konstanty z posunu spektra je v

parametr, ktery se principu také mozne, ale vyzaduje znalost kvantovéeho
méni v zavislosti na 4+ Vytézku volné i navazané formy nebo kalibraci
zkoumané vlastnosti  pomoci modelového systému
systému ! L, vt
1  Optimalni pouziti  Priklady
Intenzita : i Mérené velkiny jsou Stanoveni vazebné
L meérné mnozstvi konstanty pro interakci
fluoroforu dvou molekul

Sledovani kinetiky
chemickych reakci

Excitaini spektrum-” Charakteristiky pH i |
isni - 2 2 — Anovy potencia
Emisni ktr systemu, které mem_ ranow,/ pPo
SN SPe /qrrf nezavisi na polarita okoli
mnozstvi

4

e fluoroforu

Pokud se‘/posunuje spektrum, je vzdy mozné naléatelndélku, na které dochazi
ke znené intenzity, néreni ale byva nachydjsi k artefakim. Pomoci nize
kalibrace v isobestickém (excitace) nebo isoemisnim (grse.



y B konstantnich vinovych

délkach excitace | emise

Titracni experimenty

" Fluorescetini sonda TNP-ATP je
U -ATP citlivd na polaritu svého okoli - po
8 : - navazani do hydrofobni vazebné
’ kapsy v molekule proteinu se jeji
6 - kvantovy vy€zek zvysi
= 4- 2 | (Pl +IEL, +K, ] -4[PLE};
| experiment - v
5 No protein | Pfitomnosti ATP jsou &ktera
vazebna mista obsazena a fgense
; do nich navazat TNP-ATP
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Méreni intenzity pi konstantnich
vinovych délkach excitace | emise
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Sledovani kratSicagsi vyzaduje narénéjSi vybaveni pro nastartovani experimentu



Reakce katalyzovana enzymem luciferazou
luciferin + ATP— luciferin adenylat + PP
luciferin adenylat + ©— oxyluciferin + AMP + CQ + hv

Firefly

HO . COOH Luciferase -0 a o~ Stanoveni ATP
ﬁw>_<::r + ATP+ 0, T UN>_<NST + AMP + PP + CDE"’ Light nebo Q
Beelle Luciferin Dxyluciferin

Jednodussi aparatura
(neni poteba zdroj
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Stopping
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Malé mnozstvi dvou roztdkje
pred neérenim pomoci
stlaceneho vzduchu visknuto
do komirky, kde dojde k jejich
rychlému promichangimz je
nastartovana tena reakce.



Narist chlorofylové fluorescence
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Excitacni a emisni

Zavislost intenzity na vinové délce excitaq

spektrum(obvykle stejné jako absaipi spektrum)
Zavislost na vinove deélce emisg | spektrum
Synchronni spektrum

| spektrum (3D, EEM)

Charakteristiky spektra — A, .(Vmad: FWHM

Vinové délkyA ¢i vinocty v ?
Pactet fotoni detekovanych na vinove delkgvinoctu v) je,

umerny Sice detekovaného spektralniho pasu (bandpass)

AN (neboAv)
FAARAA=F, (VE)Ave

Av. musi byt kladné a je tedy definovano jakdgld 1/(A+AAL).

Potom dostavame
F\ARDAAFAAL)=F,(Vp)
ProtozeAA<<A., miZzeme psat

[F)\()\ FAE=F, (V) ]

Pii méreni spekter za
pouziti ntizkového
monochromatoru je
konstantniAA, proradu
teoretickych vypéotu je
vhodrgjsi Skala vineétu,
neba’v ~ E

SIGNAL
SYNCHRONN
LUMINISCENCE

(Rem -Aexc =8 A= 3Ag)

A

Lakowicz — Principles of Fluorescence
Spectroscopy, 2.ed., Kluwer/Plenum, 1999



Excitacni a emisni spektra

Sledovani metabolizace SA na
DHSA jaternimi bukami
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Urceni acidobazicke rovnovaznée konstanty, @posuti spektra
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Stanoveni kvantoveho \&#ku

IF()\ex’ )\em) - IO (1'1080\6)() © I) QY P(}\em) n()\em) = IO 80\e><) cl QY P(}\em) r](}\em)

Pro ugeni kvantového vgtku musime progfit celé emisni spektrum
Jelikoz nedetekujeme vSechny fotomy, (nusime provés rdem o znamem Q

| A n°
2

S nS

QY =QYs

| ... integralni intenzita
A ... absorbance
n ... index lomu rozpoustla

QY <1, pro fosforescenci QY <<'1
Mé&reni pomoci srovnani se standardem
(integrace fes celé emisni spektrum !)
nebo pomoci weni @ispevku nezéivych
prechodi v mikrokalorimetru.

DET

Intenzita z bodového zdroje v
prostedi o indexu lomu n
pozorovana v progdi o indexu
lomu n, je modifikovana faktorem

(n/ny)>.
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Ponter intenzit fluorescence na dvou vInovychE
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3D spektra

Kompletni informace o fluorescé&mich charakteristikach latky
M¢éreni jecasov nar@ne a byva provasho s nizSim rozliSenim
Snazsi identifikacedSiho mnozstvi pedk
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Artefakty ve steady-state spektrech

Excitace kontinualnim stlem
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Je teba provéd kce na emisni spektruojez@r excit&nim spektru),
na spektralni citlivost detektoru, popouzity filtr (v emisnim spektru), na signal

pozadi (neistoty, Ramafv rozptyl)
1. FLUOROPHORE CONCENTRATION TOO HIGH
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Lakowicz — Principles of Fluorescence Spectroscopy.2uwer/Plenum, 1999 4



Zobrazovani

Moznost zobrazovat objekty vdiitcich od nm po tisice km

zobrazovani

Treumer F et al., Br J Ophthalmol 2010;94:48-53

Zobrazeni cévnihietiSte na sitnici pomoci fluoresceinuMéteni pH pomoci poirového
mereni



Zobrazovani

Monitorovani fluorescence
chlorofylu v planktonu v
Arabském mofi

(modra - vysoka intenzita
fluorescence planktonu ve
stresovych podminkach)

A o fluorescence

www.ioccg.org/gallery/terra/asia.html

fotosyntéza



Shrnuti

Steady-state buzeni kontinualnim stlem

Intenzita @i pevnych vinovych délkach excitace a emise -ditf@xperimenty,
Kinetika

Spektralni zavislosti - excikai, emisni, synchronni, kompletni (3D, EEM)
spektrum

Artefakty ve steady-state spektrech (Rayléighozptyl a jeho druha harmonicka
Ramairiv rozptyl, signal pozadi)

Zobrazovani (selektivni zvyragmi, funkeni zobr.)




