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Velikosti objektu v prirodé

e Dité ~1m (10 m)

e Prst ~2cm (1@m)

e Vlas ~0.1mm (1@ m) &= Rozliseni oka

* Buiika ~20um  (10°m) aronmm

e Mitochondrie ~ Ium (10°m)  Roziigeni optického
e Membrana  ~7 nm (10m) EI‘JE%?E;%A)

e C—Cvazba ~0.15nm (1Om)

Pro sledovani objeit< 250 nm (nafy molekul) nam jiz zrak nestaa
musime tedy pouzit jiné metody.



Limity optické mikroskopie

RozliSeni dvou
sousednich bodu
(Rayleighovo kritérium)

d= 061A/NA

Rayleigh Criteria: Overlap by 1,
then dip in middle is 26% below
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IRMPD spectrum of the Cr+(aniline) complex, along witllaulated IR absorption spectra of the two
iIsomeric structures.The DFT frequencies are scaled diywanfactor of 0.955. Oomens et al., J. Am. Chem.
Soc., 126 (3), 724 -725, 2004



Energie svetla

X

Fig. 1.1. One electromagnetic light wave with electric field vector E in the vz plane (yz
polarization) and magnetic field vector H in the xz plane
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Spektralni omezeni
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Interakce svétla s hmotou

Rozptyl a odraz

Absorpce
Emise




Absorpce

1o(A) I(X)é
0 X

Rhodamine B

AlA)= —IogM =¢(A)cl [ M&feni absorbance je velmi
o) jednoduché a proto je to daptji

uzivana metoda pro stanoveni

\_ koncentrace latek )




Vid éni - spektralni Vidime odrazené
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Molekuly absorbujici v UV/VIS casti spektra
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Reakce jednobunécnych organismu na

svetlo
Fotokineze — pohyb zavisi na inteRz\tla, nezavisle na tom, odkud
prichazi
Fotofobni reakce — nahlaifgchodnda) zna pohybu
Fototaxe — orientovany pohyb ve &m nebo proti s&ru, ze ktereho
prichazi s¥tlo (bakterieRhodospirillum centenum se pohybuje od

s\wétla pri oswtleni pod 650 nm, ale ke & pri oswtleni nad 650
nm).

Akéni spektra pohybu bakterie
Phormidium uncinatum

A — fotokineze

B — fotofobie

C - fototaxe
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Zmena barvy

http://www.novori.com/jewelry-education/fluorescence.jpg

http://woelen.scheikunde.net/science/chem/ex
ps/fluorescence/fluorescence.jpg




Aplikace v bézném zivote

Pro¢ zvyrazriuje zvyrazriovac ?
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Fluorescence
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excitovany stav
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Fluorescencni spektroskopie

extrémne citliva
velmi pestra

| Ring bound I"‘;t;’
molekuly, které mohou s || w I‘
vyzarovat fluorescenci jsou = Wbl e
relativhé vzacne

9
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-
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a proto je muzeme vyuzit
| pro analyzu velmi
slozitych systemu

Figure 2. Fluorescent probe represents a molecular reporter in the biologic sample.
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Variabilita

Intenzita nezavisi jen na vinové délce absorpce...

[ TYR
\ PHE
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... ale i na vinové délce emise

a muzeme pouzit jeste
spoustu dalsich triku ...
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Zakladni charakteristiky
luminiscence

1) Intenzita emisé€zavislost na vinové délce absorpce i emise - spektrum
kvantovy vygzek)

2) Stredni doba zivota excitovaného stavu

3) Polarizace emitovanych fotbn

4) Zmeny intenzity véase

N )
Dulezite je, zda-li iirena
veli¢ina zavisiél nezavisi
na koncentraci fluoroforu

g J




Vazba ATP na protein
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1.6 uM K605 +
19 mM ATP

Free probe

Kubala et al., Physiol
Res. 2004;53(1):109-13
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Zmeny v kinetice dohasinani fluorescence
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Zhaseni fluorescence

Pokud se fluorofor béhem doby, kdy je v excitovaném stavu, srazi s molekulou
zhaSedla, vrati se do zakladniho stavu bez vyzafeni fotonu.

F

FO =1+ K [Q]

Stern-Volmerova zhasSeci konstanta zavisi na pristupnosti fluoroforu.
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Figure 16.11. Effect of tryptophan environment on the emission spectra of proteins: (1) apoazurin Pfl, (2) ribonuclease Ty, (3) staphylococcal
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Zhaseni fluorescence
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Forsteriv rezonancni prenos energie
(FRET)

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
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Pokud se v blizkosti fluoroforu (donoru) nachazi malaKakceptor), jejiz
absorgni spektrum seipkryva s emisnim spektrem donorujze dojit k
rezonakinimu (nezéivemu !) @enosu exciténi energie
D+A - D*+A - D+A* - D+A
Protoze se jedna o dipol-dipdlovou interakci, zavégiiost FRET nat, coz
umoziuje nereni inter- nebo intramolekularnich vzdalenosti v kiades




mitochondrialni procesujici Fosfoglyceratkinaza
peptidaza (Lillo et al., 1997)

(Janata et al. 2004)

first unfolded state



Méreni rychlosti DNA polymerazy

Silny FRET

Slaby FRET



Mikrobiologie

Detekce Streptococcus agalactiae na aesculinovém krevnim agaru

denni svétlo UV zéarivka



Aplikace na urovni organizmu

Sifeni choroby rostlinou

- http://www.plantsci.cam.ac.uk/Baulcombe/images/leaf.jpg

fotosyntéza



Aplikace v planetarnim meritku

Monitorovani chlorofylovée
fluorescence planktonu v
Arabském mofi
(modra - vysoka intenzita
fluorescence planktonu v
nepriznivych zivotnich
podminkach)
vAg
< )
A v Q

fluorescence
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Aplikace v planetarnlm meritku
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Fluorescencni mikroskopie
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Fluorescencni mikroskopie

http://www.meade.com/dsi/images/molecular_probes.jpg

Fluorescen¢ni mikroskopie
endotelialnich bunék za
pouziti tfi fluorescencnich
znacek. Cervené jsou
oznaceny mitochondrie,
zelené F-actin cytoskeletu a
modfe jadro.



Lidsky chromozom 8
(FITC) je obarven
zlutozeler, ostatni
chromozomyerverg
(propidium iodide)




Fluorescedini proteiny
GFP zAequorea victoria
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Fluorescence GFP In vivo

GFP in a mouse

neuron

http://www.thedesignmatrix.com/content/life-secrets-revealed-by-a-
molecular-green-lantern/




Funkcni fluorescencni mikroskopie
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! Eura-2 detection of Ca2* in HeLa cells

www.pco.de/data/CalciumOverlay_GalleryXL.jpg




Vapnikove viny

Darlim MPEG Encoder demio

Sifeni intercelularnich Ca_2*vin z
astrocyt U do endoteliadlnich bun__ék
Spusténi intercelularni Ca2* viny je
zpusobeno mechanickou stimulaci
(Sipka) gliove bunky, ktera se Sifi mezi
gliovymi bunkami a do sousednich
endotelialnich bunék. Bila ¢ara
oznacuje hranici mezi endotelialnimi a
gliovymi bunkami. Leybaert et al.,
(1998), Glia, 24, 398 - 407. Interval
mezi obrazky = 0,3 s.

http://users.umassmed.edu/michael.sanderson/mjslab/MOVIE.HTM



Zaver
»Fluorescenéni spektroskopie je pouzitelna

na Skale od molekul az po velké systémy

»Muze byt vyuzita jak pro prostou vizualizaci
tak pro funkcni charakterizaci

»Nejveétsimi vyhodami jsou extremni citlivost,
neinvazivnost a Siroka skala pouzitelnych
technik



