
10. Fluorofory



Výb� r fluoroforu
Citlivost k m�� enému parametru

- velikost zm� ny fluorescen� ního 
parametru
- rozsah pou�itelnosti (nap�. p� i 
m�� ení pH je dán pKA, p� i m�� ení 
vazby KD, ...)
- selektivita (nap�. sondy pro Ca2+

mohou vázat i Mg2+, ...)

Spektrální vlastnosti
- minimální interference dalších 
látek (pozadí)
- mo�nosti p�ístroje (dostupné 
vlnové délky excitace, spektrální 
rozsah detektoru, � asové 
charakteristiky)
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Fluorescence nukleových kyselin
P�irozená fluorescence bází nukleových 
kyselin je velmi slabá (QY ~ 10-4-10-5)
Bylo pozorováno, �e kvantový výt� �ek 
dramaticky roste v p�ítomnosti nano� ástic
st�íbra.

Analogy bazí
2-aminopurin adenin

isoxanthopterin guanin

Vzorek mezi 
k�emennými sklí� ky

se st� íbrem

bez st� íbra



Fluorescence protein�
Aminokyseliny – Trp, Tyr, Phe

fenylalanin

tyrosin

tryptofan
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Tryptofan
- emituje fluorescenci
- nemusíme protein zna� it
- m� �eme ho spektráln �  separovat od ostatních 
aminokyselin
- víme, kde je na molekule lokalizován
- vyskytuje se pom� rn�  z�ídka
- v� tšinou má rozumný kvantový výt� �ek
- je citlivý ke zm� nám ve svém okolí

Trp ve vodném roztoku, pH 7: QY = 0,14
Trp v proteinu: QY = 0,02 – 0,30
Emise Trp m� �e být zhášena solventem i okolními aminokyselinami (p�enos protonu � i 
elektronu v excitovaném stavu:

Tyr, Cys, cistine, kladn�  nabitý His – siln�
neutrální Glu, Asp – st�edn�
Lys, Gln, Asn, neutrální His – slab�

V proteinech také hlavní �et� zec � i Ser, Thr, Met, Arg a negativn�  nabitý Glu, Asp.



Citlivost na expozici do solventu

Trp ve vod�  - 2-exponenciální dohasínání
Trp v proteinu - 1 i více exponenciální dohasínání

Teorie rotamer�

Kinetika dohasínání fluorescence
Lakowicz – Principles of Fluorescence Spectroscopy, 2.ed., Kluwer/Plenum, 1999



Porfyriny
Chlorofyl

Cytochromy



Kofaktory enzym�
NAD(P)H (340/460) 
(NAD(P) bez emise)

FAD, FMN (450/525) 
(FADH, FMNH bez emise)

Sledování kinetiky 
redoxních reakcí

P�i vazb�  na protein m� �e 
docházet k výrazným zm� nám 
intenzity fluorescence (nár� st i 
pokles)

NADH

CTBP+
NADH



Alkaloidy
P�írodní látky produkované rostlinami, vyu�ívané v lidovém lé� itelství

� � ������ ����	
 ������ � � �� ���� ����	�� ����� � �

� ������ � ������ ����

Spektrální zm� ny p�i interakci s aminokyselinami

Zm� ny v kinetice dohasínání fluorescence p�i 
interakci s DNA

SG+

SG++DNA



Fluorescen� ní proteiny
GFP z Aequorea victoria



Spektrální varianty GFP
Bodové mutace zp� sobují zm� ny 
excita� ních i emisních spektrer
Mutace S65T – EGFP (enhanced
GFP)
EGFP je základem pro další 
barevné varianty

http://www.liv.ac.uk/physiology/ncs/catalogue/Cloning/Excitation_and_Emission_Spectra_of_GFP_variants.htm



Spektrální varianty GFP

Sledování asociace � i konforma� ních zm� n protein�  
pomocí zna� ení r� znými spektrálními variantami GFP a 
m�� ením FRET.

Zjiš� ování kolokalizace r� zných protein� .

http://www.med.umich.edu/cdb/people/sivaraj.html
http://microscopy.berkeley.edu/courses/TL
M/fluor_techniques/fret.html



DsRed

DsRed1– fluorescence timer – zelená fluorescence se m� ní 
na � ervenou (cca 20 hodin)
DsRed2, DsRed-Express– urychlená maturace

http://www.ebiotrade.com/buyf/productsf/clontech/reef.htm



Fluorescen� ní zna� ky a sondy
Fluorescen� ní zna� ky a sondy (extrinsic fluorophors)

Zna� ky – kovalentní vazba na zkoumanou molekulu
Sondy – bez kovalentní vazby, citlivost na pH, membránový 

potenciál, ionty, polaritu prost�edí, dynamiku a 
uspo�ádání membrán.

Senzory



P�íklady fluorescen� ních sond
Detekce pH

SNARF®-5F 5-(and-6)-
carboxylic acid

PBFI (detekce K+)SBFI (detekce Na+)

Detekce iont�



Membránový potenciál

Response mechanisms of membrane potential–sensitive probes. Fast-response probes
undergo electric field–driven changes of intramolecular charge distribution that
produce corresponding changes in the spectral profile or intensity of their fluorescence 
(represented by color changes in the illustration). Slow-response probes are lipophilic
anions (in this illustration) or cations that are translocated across membranes by an
electrophoretic mechanism. Fluorescence changes associated with transmembrane
redistribution (represented by color changes in the illustration) result from sensitivity 
of the probe to intracellular and extracellular environments. Thus, potentiometric
response speeds directly reflect the time constants of the underlying processes — fast
intramolecular redistribution of electrons versus relatively slow transmembrane
movement of entire molecules. http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/1484.html

3,3'-dihexyl-
oxacarbocyanine iodide
(DiOC6(3))



Membránové 
sondy

Pozice a orientace vybraných 
fluorescen� ních membránových sond v 
lipidové dvojvrstv� : A) DPH (D202), 
B) NBD-C6-HPC (N3786), C) bis-
pyrene-PC (B3782), D) DiI (D282), E)
cis-parinaric acid (P36005), F)
BODIPY 500/510 C4, C9 (B3824), G)
N-Rh-PE (L1392), H) DiA (D3883) 
andI) C12-fluorescein (D109). 

http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0912.html



Sondy pro nukleové kyseliny

Ethidium bromide Hoechst 33258

Interkala� ní sondy Vazba do malého �lábku

DAPI
Propidium iodide

Vazba do velkého �lábku

Zna� ení konc�



Zna� ení protein�
Zna� ení -NH2 skupin (nej� ast� ji lysin)

fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)

Zna� ení -SH skupin (cystein)

Alexa Fluor® 488 C5-maleimide



Fluorogenní sondy
Samotné mají velmi nízký kvantový výt� �ek fluorescence, p�i interakci s analytem
(nap�. po odštípnutí n� jaké � ásti enzymem) se QY výrazn�  zvýší.

Sonda pro sledování aktivity nitroreduktáz
http://www.fmhs.auckland.ac.nz/sms/acsrc/TTT/repvector.aspx

http://www.biotek.com/resources/articles/calcium-concentration-changes.html

Vyu�ití acetoxymetylester� p� i zna� ení bun� k



„Long-lifetime“ sondy
V� tšina organických molekul má t < 20 ns
Pyren (~ 100 ns)
Lanthanidy (Eu3+, Tb3+) ~ 1 ms
P�i detekci s v� tším zpo�d� ním za excita� ním pulsem je minimální
signál pozadí� velmi vysoká citlivost (aM koncentrace)
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 Excitace
 Fluorofor s dlouhou dobou �ivota
 Fluorescen� ní ne� istoty

Hradlovaná detekce



Kvantové te� ky
Polovodi� ové fluorofory, CdS, CdSe, InP, 
InAs, PbSe
Výhody:
Vysoký extink� ní koeficient (m� �e být > 106

M-1cm-1)
Nedochází k vyb� lování
Úzké emisní spektrum
Poloha emisního spektra souvisí s velikostí 
� ástic
Dlouhá doba �ivota fluorescence (desítky ns)

Nevýhody:
Velké � ástice (n� kolik nm)
Vhodné je mít monodisperzní� ástice 
(� . stejné velikosti)
Chemicky inertní p� i navazování 
funk� ních skupin m� �e fluorescence 
zmizet

http://www.grin.com/en/doc/266199/raman-encoded-
nanoparticles-for-biomolecular-detection-and-cancer-
diagnostics

http://nanoguru.wordpress.com/2011/02/03/getting-down-to-
quanta-how-quantum-dots-are-changing-medical-imaging/
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Shrnutí
Výb� r fluoroforu - podle citlivosti ke sledovanému parametru, specificity a 
spektrálních vlastností
Princip senzor�  - p� i interakci s analytem se m� ní n� která z fluorescen� ních 
charakteristik, nap�. intenzita fluorescence, zm� na tvaru � i polohy spektra 
(pom� rové m�� ení), zm� na kinetiky dohasínání fluorescence, zm� na anizotropie
Fluorescence nukleových kyselin - slabá
Fluorescence protein�  - Trp, p�íp. Tyr
Další molekuly v �ivých organismech - porfyriny, kofaktory enzym� , alkaloidy, ...
Fluorescen� ní proteiny - jejich vyu�ití v bun�� né biologii
Fluorescen� ní sondy - bez kovalentní vazby
Fluorescen� ní zna� ky - kovalentn�  navázané na zkoumanou molekulu
Fluorogenní sondy - výrazné zvýšení kvantového výt� �ku p�i interakci s analytem
Sondy s dlouhou dobou �ivota
Kvantové te� ky


