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ANOTACE 

Tato práce se věnuje fluorescenci, biomolekulám a jejich značení. Fluorescence je popsána 

v kontextu s luminiscencí. Jsou zmíněny její typy a uveden rozdíl mezi nimi. Dále jsou 

diskutovány vnitřní a vnější luminofory – se zaměřením na fluorofory a jejich výskytem 

a využitím. V druhé části jsou popsány biomolekuly a jejich značení, podrobně se práce věnuje 

nukleovým kyselinám a bílkovinám. Je popsáno imunoanalytické značení biomolekul. Třetí 

část se věnuje fluorescenčním sondám a značkám. Jsou uvedena jejich využití a vlastnosti.  

 

KLÍČOVÁ SLOVA 

Fluorescence, biomolekula, značení, sonda, imunoanalytické metody 

 

TITLE 

Fluorescent Labeling Of Biomolecules 

 

ANNOTATION 

This work focuses on fluorescence, biomolecules, and their labeling. Fluorescence is described 

in the context of luminescence, and the different types of fluorescence are mentioned, along 

with their differences. Furthermore, internal and external luminophores are discussed, with 

a focus on fluorophores and their occurrence and applications. The second part of the work 

describes biomolecules and their labeling, with a detailed focus on nucleic acids and proteins. 

The immunoanalytical labeling of biomolecules is described. The third part focuses 

on fluorescent probes and tags, including their utilization and properties. 
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ÚVOD 

Tato práce se zabývá využitím jevu fluorescence za účelem značení biomolekul. 

Fluorescence je jedním z typů luminiscence. Luminiscence je jev, který se vyskytuje přirozeně 

v přírodě. Práce popisuje vnitřní a vnější luminofory. Pro luminiscenci je charakteristické 

vyzařování světla po vybuzení elektronů určitou formou energie. Luminiscence vyvolaná 

elektromagnetickým zářením je fotofosforescence, která se podle trvání záření dále 

kategorizuje – jednou z těchto kategorií je právě fluorescence. 

Vzhledem k tématu se práce zabývá některými biomolekulami v relevantním rozsahu. 

Zmíněna je struktura a funkce nukleových kyselin a bílkovin – tyto dva typy biomolekul jsou 

totiž převážně diagnostikovány. Další část práce se věnuje imunoanalytickým metodám 

diagnostiky. Je popsán začátek imunoanalytických metod s radioaktivními značkami a následný 

přechod ke značení enzymy, nanočásticemi a fluorescenčnímu značení. 

Fluorescenční značení biomolekul se dělí na značení sondami nebo značkami – podle 

vzniklé vazby. Jako fluorescenční sondy jsou popsány akridinová oranž, ethidium bromid 

a 4',6-diamidin-2-fenylindol (DAPI). Fluorescenční značky popsané v této práci jsou 

fluorescein-5-isothiokyanát (FITC) a tetramethylrhodamin-5-isothiokyanát (TRITC), 

dipyrromethenbordifluoridy (BODIPY) a cyaniny. Značení biomolekul je užitečné pro jejich 

detekci, diagnostiku nebo léčbu některých onemocnění. Fluorescenční značení má oproti jiným 

druhům značení výhody. Má nedestruktivní povahu a vysokou citlivost, lze použít malý objem 

fluorescenčního materiálu o nízké koncentraci. 
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1. Luminiscence 

Luminiscencí se rozumí emise světla, která je způsobena návratem excitovaného 

elektronu do původního nízkoenergetického stavu. Toto záření představuje vyzařování fotonů. 

Vzhledem k tomu, že se jedná o přebytek záření nad rovnovážným tepelným vyzařováním 

tělesa, se luminiscence označuje také jako studené světlo. Vyzařované světlo je většinou o větší 

vlnové délce, než je vlnová délka budícího světla, což popisuje tzv. Stokesův zákon, a je 

konečné. Elektron se nejčastěji do excitovaného stavu dostane působením energie na látku 

– vyjma energie tepelné [1]. 

Rozlišuje se luminiscence podle vzniku luminiscence v různých látkách a podle typu 

nebo vlastností energie, která luminiscenci vyvolala. Luminiscence se podle jejího vzniku dělí 

na vnitřní a vnější, přičemž při vnitřní luminiscenci lze molekuly stanovit bez výrazného zásahu 

do systému, který sledujeme. Vnější luminiscence je popisována u systémů, ke kterým 

pro analýzu musí být přidáno luminiscenční barvivo, které se na molekuly naváže a výsledná 

luminiscence je závislá na koncentraci daného analytu [1]. Podrobnější popis vnitřních 

a vnějších luminoforů se zaměřením na fluorofory následuje v navazujících podkapitolách. 

Druhé dělení je podle energie působící na systém za vzniku luminiscence. Rozlišujeme 

tak několik druhů luminiscence. Vzniká-li světlo při chemických reakcích, jde 

o chemiluminiscenci nebo bioluminiscenci, což je schopnost organismů produkovat světlo. 

Radioluminiscence je vyvolaná α-, β-, γ-zářením, rentgenové záření vyvolá 

rentgenoluminiscenci. Pokud vyvolá luminiscenci elektrická energie, jedná se 

o elektroluminiscenci. Působí-li na těleso elektromagnetické záření, jedná se 

o fotofosforescenci. Fotofosforescence se dále dělí na fluorescenci, fosforescenci a zpožděnou 

fluorescenci. Liší se od sebe dobou trvání sekundárního záření po odstavení zdroje dodávajícího 

energii – primárního záření. Fluorescence má nejkratší čas sekundárního záření z výše 

uvedených druhů fotofosforescence [2]. 

Další podkapitoly pojednávají o vnitřních a vnějších luminoforech a dále uvádějí 

fluorescenci v kontextu různých druhů luminiscencí. 
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1.1.1. Vnitřní luminofory 

Vnitřní luminofory jsou luminofory, které se v daném prostředí vyskytují přirozeně. 

V přírodě jsou tyto luminofory relativně běžným jevem. Schopnost luminiscence je 

pozorovatelná u různých druhů hub, hmyzu, rostlin a u některých mořských živočichů nebo 

rostlin [3, 4, 5] nebo u molekul v lidském těle [6, 7, 8, 9]. Na obrázku č. 1 jsou některé 

organismy zobrazeny. 

K nejznámějším organickým látkám způsobujícím bioluminiscenci patří luciferin. 

Luciferin se nachází v různých organismech – např. v korýších, rybách, medúzách, houbách, 

planktonu a v tělech světlušek. Bioluminiscence má vždy své evoluční opodstatnění (například 

světlušky svícením dávají najevo, že jsou připravené k páření) [5]. Dokonce i v lidském těle 

jsou přítomny luminofory schopné vnitřní fluorescence, jsou to redukované formy 

nikotinamidadenindinukleotid (NADH) a nikotinamidadenindinukleotidfosfát (NADPH) 

a flavinadenindinukleotid (FAD+) [6], vitamín A [7], hemoglobin [8], myoglobin [9]. 

Obrázek 1 Organismy schopné luminiscence, zleva: pařezník obecný (Panellus stipticus), světluška 

větší (Lampyris noctiluca), krystalová medúza (Aequorea victoria), převzato z: [10], [11], [12]. 

Přírodní úkazy luminiscence a jejich výzkum inspiroval i mnohá praktická využití 

ve vědě (např. luminiscenční plankton se využívá pro studování proudění ve světových 

oceánech) [4].  

Hlavní význam pro biologický výzkum je případ medúz, kdy byla jejich schopnost 

světélkovat zkoumána a jejich gen pro tvorbu luminoforů byl využit k diagnostickým účelům. 

Na základě dalšího výzkumu genů byly syntetizovány další luminofory. Využití přírodně se 

vyskytujících luminoforů bylo použito např. v případě medúzy Aequorea victoria. Ta je 

schopná bioluminiscence způsobené nezářivým přenosem energie. Luminiscence je umožněna 

proteinem aequorinem světélkujícím modře. Pro účely výzkumu se aequorin používá jako 

indikátor vápenatých iontů. Tato medúza je také schopná fluorescence díky zelenému 

fluorescenčnímu proteinu (GFP). Pokud jsou použity oba proteiny společně, dochází ke zvýšení 
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intenzity emisního spektra a emisní maximum dosahuje vyšší vlnové délky než u samotného 

GFP. Tyto proteiny se využívají při diagnostice buněčných struktur in vitro i in vivo [3]. 

1.1.2. Vnější luminofory 

Vnější luminofory se v daném prostředí přirozeně nevyskytují. Získávají se 

ale z přírodních zdrojů (světlušky, medúzy) nebo se syntetizují. Využívají se v zobrazovacích 

metodách a případně k jiným účelům [3, 5]. V běžném životě je možné potkat např. eskulin. 

Tento fluorofor je přirozeně obsažen v kůře jírovce maďala. Je to fluorofor, který se používá 

v pracích prostředcích k bělení. Eskulin po ozáření UV světlem fluoreskuje modře. 

Využití však vnější luminofory nacházejí i při výzkumu. Známým příkladem 

z posledních let je screening nemoci za použití zeleného fluorescenčního proteinu z medúz 

(Aequorea victoria) k boji proti AIDS. Ve výzkumu se vložil zelený fluorescenční protein 

společně s genem z makaka rhesus do neoplozených vajíček kočky pomocí in vitro fertilizace. 

Gen z makaka rhesus byl použit, protože blokuje virus kočičí imunodeficience. Po oplození 

vajíčka narozené kočky svítily zeleně (viz obrázek č. 2), což značilo přijetí genu makaka rhesus, 

a tím potlačení viru způsobujícího kočičí AIDS [13].  

 

Obrázek 2 Příklad kočky, která po narození svítila zeleně z důvodu vložení GFP do neoplozeného 

vajíčka, převzato a upraveno z [13]. 

Většina využití luminoforů ve vědě je tvořena vnějšími luminofory – zejména 

fluorofory, kterým se věnuje tato práce a následující kapitoly. 
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1.1. Fluorescence 

Fluorescence je jedním z typů luminiscence, kterou lze obecně popsat jako děj 

při kterém vzniká světlo. Fluorescence je chemicko-fyzikální děj určitých látek, jejichž 

elektrony jsou excitovány po ozáření světlem určité vlnové délky. Tento vyšší energetický stav 

je pro molekulu „nepřirozený“ a proto se snaží navrátit do klidového stavu s nižší energií. 

Pro návrat do nízkoenergetického stavu excitovaný elektronu vyzáří přebytečnou energii 

ve formě světelného záření o specifické vlnové délce. Toto záření lze detekovat a nazývá se 

fluorescence [14]. Některé látky se díky této vlastnosti začaly mimo jiné hojně využívat 

k detekci nebo vizualizaci struktur buněk nebo procesů v nich. Výhodou metod založených 

na barvivech s fluorescenční složkou je mimořádná citlivost a selektivita detekce. Následuje 

detailní charakteristika tohoto děje. 

Fluorescence je sekundární záření látky po ozáření primárním zářením, kterým je záření 

elektromagnetické. Při absorpci elektromagnetického záření se elektrony v molekulách díky 

velké přijaté energii dostávají do excitovaného stavu a mění se i jejich vibrační energie [15]. 

Nejprve se elektrony zastaví na energeticky nejvyšší možné konfiguraci vybuzeného 

stavu. Poté elektrony přejdou na metastabilní vibrační hladinu nezářivým přechodem. 

Metastabilní hladině odpovídá spinové kvantové číslo S1. Postupně pak elektron přechází přes 

méně energeticky náročné konfigurace zpět do původního – nejméně energeticky náročného 

stavu – vibrační hladiny S0, přičemž vyzařuje sekundární záření viz obrázek č. 3 [16]. 

 

 

Obrázek 3 Diagram dle Jablonského, převzato z [17]. 
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Elektrony látky schopné fluoreskovat, můžou dosáhnout různých excitovaných stavů 

nebo energetických hladin. Záleží na vlnové délce primárního záření, které absorbují. Podle 

zbarvení, tedy podle tvaru fluorescenčního spektra svítivé látky lze kvalitativní analýzou zjistit, 

jaká fluoreskující látka je ve vzorku přítomna. Podle intenzity záření kvantitativní analýzou 

zjišťujeme její množství [18]. Po odstavení primárního záření je pozorovatelný dosvit, který je 

v případě fluorescence velmi krátký a trvá 10-8–10-5 sekund. Dosvit je doba, po kterou se 

molekula nachází v excitovaném stavu [15]. 

Nejčastěji se fluorescence objevuje u látek organických. Nejvýznamnějšími látkami 

na detekci jsou pro své intenzivní sekundární záření látky s aromatickým kruhem. Tyto látky 

schopné fluorescence se nazývají fluorescenční barviva nebo fluorofory [15]. Prvním známým 

fluoroforem byl chinin a objev jeho fluorescence byl podnětem k sestavení prvních 

spektrofluorometrů, které se objevily v 50. letech 20. století. Dále se chinin zkoumal za druhé 

světové války jako lék proti malárii. Na základě těchto výzkumů se vyvíjely další 

spektroflourometry [19]. 

Fluorofory mají široké využití. S některými se lze dokonce setkat v každodenním životě 

(například stopové množství fluoresceinu a rhodaminu je součástí nemrznoucích směsí). 

Pro indikaci znečištění životního prostředí ropou se využívají fluorofory polycyklických 

aromatických vodíků – antracenu nebo perylenu. Dalším příkladem fluoroforu používaném 

v průmyslu je organická sloučenina 1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl) benzen (POPOP). Akridinová 

oranž je fluorofor, který našel své využití jako barvivo v medicínské diagnostice. Kumariny 

jsou často používány jako fluorogenní sondy v enzymových testech (příkladem takového testu 

je imunosorbentní test ELISA – enzyme-linked immuno sorbent assay). V těchto testech je 

nejčastěji používán umbelliferyl fosfát, který je nefluorescenční a chemickou úpravou 

transformován na 7-hydroxykumarát (umbeliferuon), který se vyznačuje vysokou 

fluorescencí [19].  
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Významné dříve uvedené fluorofory jsou zobrazeny na obrázku č. 4. Barvy názvů 

jednotlivých molekul jsou na obrázku č. 4 ve stejné barvě, ve které molekuly fluoreskují.  

Obrázek 4 Struktury typických fluoreskujících látek, převzato a upraveno z [19]. 

1.2. Excitační a emisní spektra 

Při provádění fluorescenční analýzy jsou rozlišována dvě spektra – excitační a emisní. 

Každá molekula má svoje charakteristická spektra. Excitační spektrum vyjadřuje závislost 

intenzity fluorescence (měřené při konstantní vlnové délce) na vlnové délce excitujícího záření. 

V rámci excitačního spektra jsou některé vlnové délky účinnější než jiné. Tyto vlnové délky, 

nazývané „excitační maxima“, jsou nejúčinnější pro danou látku a způsobují nejsilnější 

fluorescenci [16, 20]. Rozsah vlnových délek excitačního spektra fluoroforu odráží rozsah 

možných excitovaných stavů, kterých může fluorofor dosáhnout. Pro každý fluorofor tedy 

existuje specifická vlnová délka – excitační maximum, která nejúčinněji vyvolává 

fluorescenci [16]. 

Excitovaná molekula fluoroforu vyzařuje světlo s nižší energií než světlo, které bylo 

molekulou absorbováno. Proto se od sebe vždy liší barevným spektrem světla, které fluorofor 

při excitaci absorbuje a spektrem, které emituje [20]. 

Emisní spektrum je závislostí intenzity fluorescence na vlnové délce při konstantní 

vlnové délce excitujícího záření. Pokud molekula vyzáří veškerou absorbovanou energii, má 

fluorescence stejnou vlnovou délku jako absorbované záření (tzv. rezonanční fluorescence).  

Běžně dochází k částečnému vyčerpání absorbované energie během vibrační relaxace, 

což je nezářivý přechod, při kterém se molekula vrací do základního vibračního stavu a dochází 

ke ztrátě vibrační energie. Emisní záření, které následuje, má obvykle vyšší vlnovou délku než 
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absorbované světlo. Emisní spektrum molekuly často představuje zrcadlový obraz absorpčního 

spektra a může být excitováno zářením o vlnové délce uvnitř absorpčního pásma [16]. 

1.2.1. Stokesův a Anistokesův posun 

Stokesův posun popisuje rozdíl mezi excitační a emisní vlnovou délkou, kdy emisní 

záření má menší energii a zároveň delší vlnou délku než záření excitační.  

Stokesův posun lze vyjádřit pomocí frekvence budících fotonů νa a frekvence 

emitovaných fotonů νe ve tvaru 

 ℎ  ν𝑎  ≥  ℎ ν𝑒 

kde h je Planckova konstanta (h = 6,626 070 15 ∙ 10-34 J∙s). 

Vztah je tedy také možné zapsat následovně 

𝐸𝑎  ≥  𝐸𝑒 

Energie fotonů excitačního záření je větší nebo rovna energii fotonů emitovaného 

záření. Rozdíl energií je přeměněn na kinetickou energii částic tvořící luminiscenční záření. 

 ℎ 𝜈𝑎 − ℎ 𝜈𝑒 = 𝐸𝐿 

Stokesův posun tak popisuje zákon zachování energie [1]. 

Jen v ojedinělých případech místo Stokesova posunu dochází k tzv. Antistokesově 

posunu. V tomto případě je vlnová délka emisního záření kratší než délka záření excitačního. 

Této jedinečné schopnosti je využíváno pro bioaplikace, protože zdroj světla o delší vlnové 

délce, která je obvykle blízká infračervenému světlu, má větší průnik a umožňuje delší pracovní 

vzdálenost pro aplikace in vivo. Tato speciální schopnost konverze vlnové délky pochází 

z využití dodané energie z tepla nebo jiného excitačního fotonu [21]. 

V typickém luminiscenčním procesu, tedy při Stokesově posunu, luminiscenční 

centrum absorbuje jeden excitační foton s energií hν1 nebo s vlnovou délkou λ1 a přejde 

do excitovaného stavu 1. Po rychlém nezářivém relaxačním procesu přejde do excitovaného 

stavu 2 se ztrátou části energie, pak následuje emisní přechod z excitovaného stavu 2 zpět 

do základního stavu. Při této fázi dojde k emisi fotonů s energií hν2 nebo vlnovou délkou λ2. 

Vzhledem k zákonu zachování energie musí být energie emitovaného fotonu menší než 

excitovaného [21]. 

Rozdíl mezi těmito jevy je znázorněn na obrázku č. 5.  



19 

 

 

Obrázek 5 Ilustrační obrázek Stokesova (vlevo) a Antistokesova posunu (vpravo), převzato a upraveno 

z [21]. 

1.3. Fluorescenční rezonanční transfer 

Fluorescenční rezonanční transfer nebo Försterův rezonanční přenos energie (FRET) je 

nesvítivý přenos energie mezi dvojicí molekul citlivých na světlo [22]. Dvojicí molekul je 

excitovaná molekula donorového fluoroforu v blízkosti akceptorové molekuly fluoroforu. 

Většinou se pro zobrazování založeném na FRET používají bílkoviny a nanomateriály schopné 

fluorescence. Díky použití dvou různých molekul fluoroforů lze při jejich výběru zajistit 

vysokou specifičnost a citlivost [23]. 

Aby FRET fungoval, musí se překrývat emisní spektrum donoru s excitačním spektrem 

akceptoru [22]. Dále musejí mít donor s akceptorem vhodnou orientaci sami k sobě, protože 

FRET nepřenáší energii prostřednictvím fotonů, ale pomocí dipól-dipólové interakce [24]. 

Další podmínkou je, že donor-akceptorový pár musí být ve vzdálenosti, kdy se molekuly 

navzájem ovlivňují. Tato vzdálenost bývá do 10 nm [22]. Podmínky pro vznik FRET jsou 

shrnuty v obrázku č. 6. 
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Obrázek 6 Podmínky vzniku FRET, převzato a upraveno z [24]. 

Na obrázku č. 6 je písmenem „A“ označen akceptor, písmenem „D“ donor. „Ex“ a „Em“ 

označují intenzitu excitačního a emisního spektra v závislosti na vlnové délce. V grafu a je šedě 

vyznačen překryv emisního spektra donoru a excitačního spektra akceptoru – vzniká FRET. 

V grafu b se tato spektra nepřekrývají a FRET nemůže vzniknout. Graf g ukazuje možnost 

vzniku FRET tří fluoroforů, kde se z akceptoru 1 zároveň stane donor pro akceptor 2. Šedá 

oblast je překryvem spekter donoru a akceptoru 1 a světle zelená oblast je překryvem spekter 

akceptoru 1 a akceptoru 2. V grafu h je případ vzniku FRET s jedním fluoroforem, kdy se 

excitační spektrum překrývá s emisním spektrem (šedá oblast). 

Dále je na obrázku č. 6 pod písmeny e a f zobrazena podmínka vzájemné orientace 

molekul donoru a akceptoru a pod písmeny c a d je zobrazena podmínka vzdálenosti mezi 

donorem a akceptorem. 
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Vzdálenost donoru od akceptoru ovlivňuje FRET – a tím intenzitu fluorescence. Této 

vlastnosti se využívá při detekci a kvantifikaci biomolekul. Biomolekula, na kterou se fluorofor 

naváže, změní vzdálenost od druhého fluoroforu, čímž se změní účinnost FRET. Biosenzory 

založené na FRET jsou využívány při intramolekulárních interakcích. FRET umožňuje citlivé 

sledování biologických procesů a molekul v reálném čase pomocí detekce změn 

fluorescence [23]. 

Nevýhody při využití FRET jsou v tom, že mohou poskytovat falešnou pozitivitu. 

K takovým případům dochází, pokud jsou molekuly ve zkoumaném prostředí strukturou 

příbuzné fluoroforům. Pak dochází ke zkřížené reaktivitě. Dále můžou FRET negativně ovlivnit 

interakce mezi molekulami (elektrostatické, hydrofobní, aj.). Dále aplikace FRET často 

vyžadují světlo o vysoké intenzitě, které může být fototoxické pro živé buňky a tkáně [23]. 

FRET se tradičně vyhodnocuje pomocí mikroskopie, v posledních letech se do popředí 

dostává vyhodnocení průtokovou cytometrií. Průtoková cytometrie se ve spojení s FRET 

využívá při detekci protein-proteinových interakcí v živých buňkách a ke zjištění funkčnosti 

nebo farmakologické léčby. Dá se využít na buňky vyšších organismů i na prvoky, bakterie 

a viry [24]. 

Konkrétně byla tato metoda využití FRET například použita pro detekci aktivity 

katepsinu B in vitro a in vivo. Donorem byly nanočástice s lanthanoidy. Tyto speciálně 

vyrobené částice dokáží měnit světlo blízké infračervenému světlu (NIR) na vícebarevné 

ultrafialové (UV) světlo. Akceptorem energie byl pentamethinový cyanin (Cy5). Na povrch 

donorových nanočástic byl kovalentně navázán peptidový substrát modifikovaný Cy5 

s katepsinem B. To vedlo k FRET donorovými nanočásticemi (excitace: 980 nm; emise: 

541/655 nm) a Cy5 (excitace: 645 nm) [25]. 
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2. Biomolekuly a jejich značení 

Tato práce se věnuje značení biomolekul fluorescenčními barvivy. Následující kapitola 

se proto detailněji věnuje relevantním biomolekulám a jejich charakteristikám. Všechny živé 

organismy se skládají ze čtyř hlavních organických molekul – bílkovin, nukleových kyselin, 

sacharidů a lipidů. Tyto molekuly – biomolekuly jsou stavebními kameny buněčných struktur, 

enzymů, hormonů a dalších biologicky aktivních látek. Biomolekuly plní řadu klíčových 

funkcí, jako je ukládání a přenos energie, řízení metabolismu, uchování a přenos genetické 

informace, strukturální podpora a regulace buněčných procesů [26]. 

V biomolekulách se nejčastěji objevují tyto prvky – vodík, kyslík, uhlík, dusík a síra. 

Některé biomolekuly obsahují ještě další prvky, ale ty jsou zastoupeny jen v malých 

koncentracích. Biomolekuly se od sebe liší nejen zastoupením různých prvků, ale i velikostí 

a funkcí [27]. 

Níže jsou popsány biomolekuly, díky kterým jsou předávány signály a informace 

k důležitým pochodům v lidském těle. Následující kapitoly se detailněji věnují nukleovým 

kyselinám a bílkovinám, protože jsou převážně předmětem diagnostiky. Dále je popsáno jejich 

značení pro diagnostiku. 

2.1. Nukleové kyseliny 

V jádře každé buňky jsou uloženy instrukce, které poskytují veškeré informace potřebné 

k růstu a životu organismu. Tyto instrukce mají podobu deoxyribonukleové kyseliny (DNA), 

v níž je zakódována genetická informace. DNA se nachází v jádře buněk v komplexu 

s proteiny. Tento komplex tvoří tzv. chromozom. Každý chromozom obsahuje řadu genů 

a každý gen poskytuje informaci pro stavbu určitého proteinu. V roce 1953 James Watson 

a Francis Crick objevili dvoušroubovicovou strukturu DNA [28]. Od té doby se biologie 

posunula na molekulární úroveň a pozornost dostala zejména replikace DNA. Následující 

kapitoly se proto věnují struktuře a funkci nukleových kyselin. 

2.1.1. Struktura nukleových kyselin 

RNA a DNA jsou nukleovými kyselinami skládajícími se z vlákna nukleotidů navzájem 

spojených kovalentními vazbami. RNA je obvykle jednovláknová šroubovice. DNA je ze dvou 

polynukleotidových řetězců, které tvoří dvoušroubovici, většinou pravotočivou. RNA se dále 

od DNA liší přítomností hydroxylové skupiny na každé molekule pentózy a místo nukleové 

báze thyminu je používán uracil [29, 30]. 

Jednotlivá vlákna jsou složená z nukleotidů. Tento pojem zahrnuje tři jednotky: cukr 

– ribózu (u DNA deoxyribózu), fosfátovou skupinu a dusíkatou bázi. V molekulách se dusíkaté 
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báze vyskytují ve čtyřech různých formách. Tyto báze jsou rozděleny na purinové (adenin, 

guanin) a pyrimidinové (cytosin, uracil, thymin) [31]. Tato primární struktura obou nukleových 

molekul je znázorněná na obrázku č. 7. 

V nukleotidech zaujímá cukerná složka centrální pozici. Z jedné strany ji obklopuje 

fosfátová skupina a z druhé dusíkatá báze. Vlákno nukleové kyseliny tvoří polymery se 

střídavou sekvencí cukrů a fosfátů, které jsou propojeny kovalentními fosfodiesterovými 

vazbami. V pozici 1´ je na pentózu navázaná dusíkatá báze, v pozici 3´ i 5´ je navázán zbytek 

kyseliny fosforečné [28]. 

Dusíkaté báze, které jsou navázány na pentóze, směřují dovnitř šroubovice. V případě 

DNA se díky protilehlým antiparalelním vláknům (jedno vlákno směřuje 5′ → 3′, druhé 

3′ → 5′) báze propojují vodíkovými můstky na základě komplementarity bází. Při párování 

thyminu (nebo uracilu v případě RNA) s adeninem vznikají dvě vazby tvořené vodíkovými 

můstky. Mezi cytosinem a guaninem se vytváří tři vodíkové můstky. Díky vazbám vodíkovými 

můstky mezi bázemi na základě jejich komplementarity je vytvořena trojrozměrné struktura 

DNA [33]. 

Obrázek 7 Primární struktura nukleových kyselin (DNA a RNA), převzato z [34]. 

Šroubovice DNA je v jádru eukaryotické buňky zhuštěna pomocí oktameru histonů 

(bazických proteinů), které obmotává. Histonový komplex s ovinutou DNA tvoří 

tzv. nukleozom, který je zapečetěn histonem H1, aby nebylo možné DNA od histonů zase 
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oddělit. Dále je molekula DNA svinuta, až vytvoří solenoid, což už je chromatinové vlákno. 

Takto je DNA uložena v chromatidě [35]. 

2.1.2. Funkce nukleových kyselin a DNA 

Funkcí nukleových kyselin je uchovávat genetickou informaci. Geny uložené v DNA 

poskytují informaci pro stavbu bílkovin a tyto bílkoviny se podílejí na většině životně 

důležitých úkolů – od výstavby různých buněčných struktur po přeměnu energie nebo 

molekulární signalizaci aj. [28].  

DNA se před dělením buňky replikuje, a proto každá buňka v organismu obsahuje 

genetickou informaci. Když jsou potřeba v těle bílkoviny, příslušné geny se přepisují 

do ribonukleové kyseliny (RNA). Tento proces se nazývá transkripce. RNA je nejprve 

zpracována tak, že jsou odstraněny nekódující části (introny) a zachovány kódující části 

(exony). Tento sestřih je označován jako splicing. Poté je RNA transportována z jádra 

a na základě kódu v RNA jsou vytvořeny bílkoviny (translace) [36]. 

Tento pohled na tok informací od DNA k proteinu se v molekulární biologii označuje 

jako ústřední dogma molekulární biologie. Ústřední dogma zajišťuje udržení a expresi každého 

genu [37] a jeho schéma je znázorněno na obrázku č. 8. 

 

Obrázek 8 Ústřední dogma molekulární biologie, vlastní zpracování podle [32]. 

2.2. Bílkoviny 

Bílkoviny jsou makromolekulami o vysoké relativní molekulové hmotnosti vyšší 

než 10 000 [38], jsou složené z více než sta nerozvětvených řetězců L-aminokyselin, které jsou 

navzájem spojeny peptidovými vazbami. Polypeptidové řetězce se sestavují v ribozomech 

ze sekvenční předlohy RNA [39]. 

Pokud jsou bílkoviny složeny jen z aminokyselin, pak to jsou tzv. jednoduché bílkoviny. 

Nebo na aminokyselinách mohou být navázány i neaminokyselinové struktury jakými jsou 

např. sacharidy, lipidy, kovy, a takové bílkoviny se nazývají konjugované [38]. 
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2.2.1. Struktura bílkovin 

Každá bílkovina je jednoznačně identifikována podle sekvence aminokyselin. Tato 

sekvence je dána podle sekvence genu, z něhož se bílkovina vyrábí. Bílkoviny jsou tvořeny 

na základě genetického kódu. Struktury bílkovin se rozdělují do čtyř základních úrovní 

– primární, sekundární, terciární a kvartérní viz obrázek č. 9 [40].  

 

Obrázek 9 Strukturní uspořádání bílkovin, převzato a upraveno z [40]. 

Primární struktura se vztahuje k pořadí jednotlivých aminokyselin v polypeptidovém 

řetězci. Sekundární struktura je složitější, protože se jedná o prostorové uspořádání 

aminokyselin s vodíkovými můstky zajišťujícími stabilitu molekuly. Existují dvě základní 

formy sekundární struktury – α-helix a β-skládaný list. α-helix je označení pro řetězec 

aminokyselin stočený do pravotočivé šroubovice [32]. Sekundární struktura α-helix je přítomna 

hlavně u bílkovin se stavebními a kontraktilními funkcemi [41]. 

Struktura β-skládaného listu se vyznačuje rovnoběžně a antiparalelně uspořádanými 

řetězci [41]. β-skládaný list se vyskytuje u amyloidů – bílkovinných agregátů, které jsou 

nedílnou součástí buněčných procesů a zároveň některé z nich hrají roli při vzniku významných 

lidských neurodegenerativních onemocněních [42]. 

V terciární struktuře jsou kromě vodíkových můstků ještě další intramolekulární 

vazebné interakce – van der Waalsovy síly a disulfidické můstky [41]. Bílkoviny s terciární 

strukturou mohou být fibrilární nebo globulární. U proteinů ze dvou a více polypeptidových  
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řetězců vzniká kvartérní struktura, která vypovídá o prostorovém uspořádání molekuly [43]. 

Zde se uplatňují extramolekulární vazebné interakce, které spojují jednotlivé řetězce. Kvartérní 

strukturu má např. hemoglobin [41].  

2.2.2. Funkce bílkovin 

Bez bílkovin by nedocházelo k životně důležitým procesům. Bílkoviny jsou potřebné 

k nejzákladnějším pochodům v jednotlivých buňkách i mezi nimi. Od vzniku, přes samotný 

vývoj až po udržení živého organismu, se vše řídí správným fungováním a správnou funkcí 

bílkovin. Např. metabolické dráhy, jakými jsou syntéza mastných kyselin a citrátový cyklus, 

obě jsou nezbytné pro téměř každý organismus a neobejdou se bez bílkovin – enzymů [39]. 

Existují řady dalších procesů, jako je například přenos signálu, což zajišťují hormony, 

neuromodulátory a imunoglobuliny nebo regulace exprese, kde je vysoký stupeň specifičnosti 

a účinnosti bílkovin a jejich interakce jsou nepostradatelné pro správnou biologickou 

funkci [44]. 

Bílkoviny mohou působit jako specifické rozpoznávací místo (protilátky, antigeny). 

Díky složení krve (fibrinogen, fibrin, trombin, tkáňový faktor) zajišťují ochranou funkci. Jiné 

bílkoviny jsou součástí svalové tkáně (myosin, aktin, tropomyosin). Dále mají bílkoviny 

několik dalších funkcí, jakými jsou stavební a podpůrné funkce, ty zajišťují kolageny, elastiny, 

keratiny. Některé bílkoviny (hemoglobin, myoglobin, albumin) mají transportní funkci. Feritin, 

kasein mají funkci skladovací [45]. 

2.3. Imunologické značení biomolekul 

Ke sledování biomolekul (bílkovin, protilátek, peptidů a aminokyselin) je potřeba 

značení pomocí reportérů a senzorů. Podle jejich druhu se rozlišují typy značení. Využívají se 

izotopové značky u radioaktivních metod, enzymové značky u kolorimetrických metod. Dále 

se využívají elektrochemické senzory, fotochromní sloučeniny a fluorescenční značky 

a sondy [46]. Tato část práce se věnuje různým druhům imunologického značení biomolekul 

a následující kapitola je věnována samotnému fluorescenčnímu značení biomolekul. 

Základem všech imunologických metod je specifická interakce antigenu s protilátkou 

za vzniku imunokomplexu [47, 48]. Díky tomu lze bílkoviny – antigeny 

a protilátky detekovat [49]. Imunoanalýza se dělá za účelem kvalitativního i kvantitativního 

stanovení [48]. 

První imunoanalýzou byla radioimunoanalýza (RIA), která je založená 

na radioaktivním značení. Berson a Yalow ji vyvinuli k detekci endogenního plazmatického 

inzulínu a v roce 1977 byla za tento vývoj udělena Yalowovi Nobelova cena za medicínu. 
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Imunoanalytické metody si získaly pozornost po celém světě. Díky své relativní jednoduchosti 

a vysoké specifitě reakce se používají dodnes. Během let došlo k několika modifikacím RIA. 

Kvůli bezpečnosti při práci se radioaktivní látky začaly postupně nahrazovat enzymy 

(ELISA) [48] a fluorofory – fluorescenční imunoanalýza (FIA) [48, 49, 50]. 

Imunoanalýza je prováděna u diagnostik nemocí, ve farmakologickém průmyslu 

a nachází využití i v dalších oborech, kde lze provést reakci za vzniku imunokomplexu [48]. 

V následujících podkapitolách jsou uvedeny bližší informace o různých metodách 

značení biomolekul. 

2.3.1. Radioaktivní značení biomolekul 

Značení radioaktivními značkami bylo vyvinuto v 60. letech 20. století. Po objevu 

tohoto značení se začalo velmi často využívat v imunoanalytických metodách. Postupně se 

od radioaktivních látek v imunoanalýze začalo ustupovat, kvůli jejich neblahému vlivu 

na zdraví [48]. Radioaktivní látky se nyní ke značení biomolekul nepoužívají jen při RIA, 

ale i při jiných reakcích, které nejsou založeny na vzniku imunokomplexu. Radioaktivní značky 

se využívají v nukleární medicíně k terapii [50, 51]. 

K lékařskému použití je např. několik izotopů jodu (124I, 125I, 131I). Izotopy se liší délkou 

poločasu rozpadu a sílou záření. Radioizotopy jodu se používají jako radiofarmaka a zároveň 

jako diagnostické prostředky, protože dokážou značit biomolekuly [51]. 

Radioaktivní značení lze použít i nepřímo. Př: kvantové tečky ze zlata, železa 

nebo organických materiálů, které jsou schopné vyvolat fluorescenci za daných okolností, jsou 

před zavedením značeny radioizotopy. Díky tomu lze detekovat oba signály – fluorescenci 

i radioaktivní záření. Toho se nověji využívá pro radioaktivní sledování biodistribuce 

nanočástic [50].  

Pro samotnou scintigrafii se používají 99mTc, 64Cu a 111In, ty jsou ale kvůli jejich relativně 

krátkému poločasu rozpadu, viz tabulka 1, oproti dlouhé clearance kvantových teček nevhodné. 

Proto je použit 125I, jehož poločas rozpadu je 59,4 dne. Jeho dlouhý poločas rozpadu je užitečný 

pro studium dlouhodobých biologických procesů [50]. 

Tabulka 1 Poločasy rozpadu jednotlivých radioizotopů [50]. 

Radioizotopy Poločas rozpadu 

99mTc 6 h 

64Cu 12,7 h 

111In 2,83 dne 

125I 59,4 dne 
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Ve studii provedené Menghuan Tang et al, hodnotili distribuci kvantových teček 

radiojodací pomocí Bolton-Hunterova činidla [90]. Při jodaci je totiž možné využít vodný 

roztok jodu nebo Bolton-Hunterovo činidlo (N-succinimidyl 3-(4-hydroxyfenyl)propionát), 

které je účinnější v případech, kdy na biomolekule nejsou tyrozinové zbytky [52]. Distribuce 

radioaktivně značených kvantových teček in vivo byla hodnocena pomocí fluorescenčního 

zobrazování v NIR oblasti a jednofotonovou emisní výpočetní tomografií [50]. 

2.3.2. Značení enzymy 

Imunoanalytickými metodami založenými na značení pomocí enzymů je ELISA, někdy 

označovaná jako enzyme immunoassay (EIA) a chemiluminiscenční analýza [53]. V případě 

ELISA jsou těmito enzymy křenová nebo sójová peroxidáza [47,53] nebo alkalická 

fosfatáza [48]. Enzym je kovalentní vazbou navázán na antigenu nebo protilátku [47] pomocí 

glutaraldehydu [48]. V případě chemiluminiscence se používá luminol s peroxidem vodíku 

jako oxidační činidlo a křenová peroxidáza jako katalyzátor [54]. 

Navázané enzymy katalyzují přeměnu substrátu na barevný produkt, který lze detekovat 

spektrofotometricky nebo pomocí chemiluminiscenčního detektoru [47]. Výhodami této 

metody jsou vysoká specifita zajištěná specifickou interakcí antigenu s protilátkou, 

jednoduchost provedení, praktičnost a cenová dostupnost. Nevýhodou je komplikovaná 

příprava vhodných protilátek [49]. 

2.3.1. Značení pomocí nanomateriálů 

Nanomateriály byly vyvinuty k použití v medicíně, hlavně pro diagnostiku založenou 

na imunoanalýze. Díky různým fyzikálním a chemickým vlastnostem je tento obor velmi 

široký. Nejznámějšími nanomateriály jsou koloidní zlato, stříbro, kvantové tečky a magnetické 

nanočástice – např. oxid železitý [55]. 

Magnetické částice, zejména nanočástice, se díky svým fyzikálním a chemickým 

vlastnostem využívají ke tvorbě rozpoznávacích a vazebných míst v biomolekulách [56]. 

Využívá se k vyhledávání biomolekul, jakými jsou např. protilátky (často monoklonální), jiné 

bílkoviny a peptidy na povrchu buňky [57] a toxinů [58]. Značení pomocí magnetických částic 

je relativně variabilní. Detekce jednotlivých druhů biomolekul se liší v pracovním postupu. 

Cílové antigeny jsou spojeny s magnetickými částicemi díky afinitě [57]. Selektivita tohoto 

typu značení je zajištěna a ovlivněna velikostí vazebného místa, povrchovou energií a nábojem 

částic. Další roli při selektivitě hraje hydrofobnost a hydrofilnost nanočástic [56]. 
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Diagnostika pomocí magnetických částic je citlivá, a proto je využívána v pokročilých 

klinických metodách, kdy na detekci už nestačí běžné imunoanalytické metody [59]. Detekce 

probíhá pomocí elektrobiochemických senzorů [58] nebo pomocí metody ELISA [57].  
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3. Fluorescenční značení biomolekul 

Základní strukturou i funkční jednotkou organismů je buňka. Detekce nebo kvantifikace 

buněk je velmi důležitým prvkem medicínských procesů. Značení buněčných struktur je 

využíváno nejen pro diagnostické účely [60], ale je důležité i pro léčbu bakteriálních [61] 

a virových infekcí [62]; uplatňuje se také v teranostice – při detekci a léčbě nádorů [61, 63]. 

Značení buněčných struktur se také uplatňuje pro monitorování terapeutických účinků 

léčby [64] a obecně při zkoumání různých procesů probíhajících v buňkách [63]. Nově se 

pro tyto účely používají molekulární fluorescenční sondy, které jsou specifické, 

jednoduché [61], ekonomicky šetrné a jednoduché na přípravu. Dalšími výhodami 

molekulárních fluoroforů je jejich neinvazivnost, vysoká specifičnost a malý počet vedlejších 

účinků [60]. 

Vzhledem k důležitosti bezpečnosti, účinnosti a kontroly v biomedicínských aplikacích 

je ideální, když jsou používané biozobrazovací systémy co nejjednodušší na přípravu. 

Pro zajištění bezpečnosti je před zavedením sondy do těla důležité prozkoumat cytotoxicitu 

fluorescenčních sond, aby bylo možné používat je v klinických aplikacích. Konkrétně je 

důležité studovat chování fluorescenčních sond a značení v lidském těle, včetně distribuce, 

potenciální degradace, clearance a biokompatibility in vivo, aby byla zajištěna jejich účinnost. 

Z ekonomického i praktického hlediska je klíčové, aby byly sondy a značení reprodukovatelné 

a snadno škálovatelné [64]. 

Značení biomolekul se obvykle provádí pomocí reaktivního derivátu fluoroforu, který 

se váže na funkční skupinu v cílové biomolekule [65]. Fluorofory jsou navrženy tak, aby se 

mohly kovalentně nebo nekovalentně vázat na biomolekuly. Vždy je tedy část molekuly 

fluoroforu reaktivní, aby se mohla vázat s funkční skupinou molekuly. V nejčastějších 

případech se fluorofor v biomolekulách váže s aminokyselinami. Nejpoužívanější metodou 

založenou na tomto principu je tzv. aminové značení. Při této metodě vzniká kovalentní vazba 

mezi fluoroforem a biomolekulou. Reakce probíhá buď acylací nebo alkylací na vazbách C-H 

nebo N-H za vzniku stabilní amidové nebo aminové vazby. Většina reakcí, které jsou založeny 

na tomto principu, je velmi rychlá a probíhají při pH v rozmezí 7-8. Na obrázku č. 10 v části A) 

je naznačena reakce mezi aminoskupinou biomolekuly a NHS-esterovou 

(N-hydroxysukcinimidovo-esterovou) částí, což je reaktivní skupina molekuly fluoroforu. 

Biomolekula je na obrázku označena zeleně s řetězcem R´, fluorofor modře s řetězcem R. Dále 

je na obrázku č. 10 v části B) naznačena reakce mezi reaktivní hydroxylovou skupinou 

biomolekuly s izokyanátem fluoroforu. Vzniklý produkt není stabilní ve vodném prostředí 
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a hydrolyzuje. Proto lze tyto reakce s pozitivním výsledkem provádět jen v prostředí 

organických rozpouštědel. Tato reakce se označuje jako hydroxylové značení [65]. 

 

Obrázek 10 A) aminové značení; B) hydroxylové značení; převzato a upraveno z [65]. 

Protože bílkoviny se skládají z jednotlivých aminokyselin, jsou výše uvedené reakce 

nespecifické. Proto se tyto reakce většinou používají ke značení proteinů a jiných biomolekul 

s aminovými skupinami mimo živý systém [65]. 

Dalšími možnostmi, jak značit biomolekuly, je např. značení enzymy a jinými 

organickými látkami, nukleovými kyselinami a anorganickými látkami. Při určitých aplikacích 

mohou dosahovat zmíněné druhy značení vysokou specifitu. Tyto metody lze použít ke značení 

nejen in vitro, ale i in vivo [65]. 

Mezi molekulou fluoroforu a biomolekulou mohou vzniknout kovalentní nebo 

nekovalentní vazby. Nekovalentní interakce mezi molekulami mohou být hydrofobní, iontové, 

elektrostatické a vodíkové. Nevýhodou nekovalentní vazby je menší stabilita vazby 

než u kovalentní vazby. Výhodou nekovalentní vazby je to, že reakce probíhají rychleji 

a ve fyziologickém rozmezí pH. Dále je také výhoda v tom, že při navázání sondy nedochází 

k velkému ovlivňování funkční aktivity molekuly [66, 67]. 

Při navázání vzniká mezi fluoroforem a biomolekulou vazba. Podle typu vazby 

fluoroforu navázaného na biomolekulu se fluorescenční značení dělí na sondy a značky [68], 

kterým se věnují následující kapitoly.  
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3.1. Fluorescenční sondy 

Fluorescenční sondy se nejčastěji používají ke studiu změn konformace bílkovin, 

tloušťky membrán, membránového potenciálu, vizualizaci DNA ve forenzních aplikacích. 

Vazba, která vzniká při použití fluorescenční sondy, je nekovalentní [68]. Dále jsou 

fluorescenční sondy používány pro účely fluorescenční in situ hybridizace (FISH). FISH je 

cytogenetická metoda, díky níž lze obarvit části chromozomů k jejich identifikaci a vizualizaci. 

Pro tyto účely se používá např: akridinová oranž [67], ethidium bromid [43, 67], DAPI. DAPI 

je jedna z nejznámějších a nejpoužívanějších fluorescenčních sond pro vizualizaci veškeré 

jaderné DNA [68]. Uvedeným sondám se více věnují následující podkapitoly a tabulka 2 

shrnuje jejich vlastnosti. 

Tabulka 2 Základní informace o vybraných fluorescenčních sondách. 

Fluorescenční 

sonda 

Excitační 

maximum [nm] 

Emisní 

maximum [nm] 
Barva emise 

Označuje 

struktury 

Akridinová oranž 490 520 zelená DNA, RNA 

Ethidium bromid 480 610 oranžová DNA, RNA 

DAPI 340 453-461 modrá DNA, RNA 

3.1.1. Akridinová oranž 

Emisní maxima akridinové oranže jsou při vlnové délce 525 nm za vzniku zelené barvy 

vyzářeného světla a při vlnové délce 650 nm, kdy vzniká světlo červené barvy [69]. 

Akridinová oranž se používá pro kovalentní značení RNA nebo DNA. Dále lze metodu 

použít nejen in vitro, ale i in vivo ke studiu živých buněk a buněčných organel [70]. Akridinová 

oranž se také stala výzkumnou fluorescenční sondou s předpokladem využití u protinádorové 

léčby. Proteiny RAS, které jsou hlavními produkty protoonkogenů, byly označeny téměř za 

neléčitelné [71]. Zkoumáním KRAS, což je membránová GTPáza, na kterou jsou proteiny RAS 

vázány [72], bylo in silico zjištěno, že vyvinutá sonda s akridinovou oranží se váže s vysokou 

afinitou a stabilizuje KRAS. Při výzkumu bylo cíleno na G4 struktury KRAS za účelem 

zablokování transkripce a exprese genu. Studie in vivo s HeLa (nesmrtelná buněčná linie 

lidských epiteliálních nádorových buněk, podle Henrietty Lacksové) buňkami ukázaly, 

že účinné ligandy ve studii in silico jsou proti nim vysoce cytotoxické. Studie ukazuje 

potenciální využití ligandů na základě akridinové oranži [71].  
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Akridinová oranž je od roku 2018 také používána při diagnostice parazitémie malárie. 

Princip této diagnostické metody stojí na interakci akridinové oranže s krevními filmy, které 

obarvuje. Díky akridinové oranži je vyhodnocení malárie rychlé a lze zpracovat více vzorků 

než s barvením dle Giemsy – dnes už zastaralým [73]. 

3.1.2. Ethidium bromid 

Ethidium bromid má vlnovou délku excitačního maxima 480 nm ve vodném roztoku 

a emisní maximum dosahuje vlnové délky 610 nm. Při emisi je možné pozorovat oranžové 

světlo. Pokud se měří excitačí a emisní maxima ethidium bromidu spojeného s DNA, posouvají 

se obě hodnoty – excitační maximum na 520 nm, emisní maximum na 596 nm. Při emisi je 

možné pozorovat záření žluté barvy. Tyto změny hodnot ukazují silnou vazebnou interakci 

mezi oběma interagujícími látkami [74]. 

Ethidium bromid je interkalační činidlo běžně používané jako fluorescenční sonda 

nukleových kyselin v různých oborech přírodních věd [75]. Ethidium bromid se vmezeřuje 

do roviny mezi páry bází DNA a díky tomu působí jako silný inhibitor DNA polymerázy [74]. 

Tato vlastnost zapříčiňuje, že je mutagenní a karcinogenní látkou. Proto je využíván jen 

v neinvazivních metodách [75]. Jedním z příkladů, kdy byl ethidium bromid používán 

pro neinvazivní a velmi rychlou detekci, bylo při screeningu a diagnostice rakoviny ústní 

v raném stádiu. Metoda byla provedena z DNA získané ze slin [76]. 

Dále byl ethidium bromid použit kvůli své toxicitě in vitro u zjišťování způsobu 

přepínání podávání léčiv z endogenního na exogenní nebo naopak (v závislosti na situaci). 

Ethidium bromid zde zastupoval léčivo, díky své interkalační vazbě s DNA a dobře 

prozkoumanému fotofyzikálnímu chování [74]. 

3.1.3. DAPI 

DAPI dokáže proniknout neporušenou buněčnou membránou a navázat se na minoritní 

drážky dvouřetězcové DNA (jedna molekula DAPI je schopná obsadit tři páry AT bází) [77]. 

DAPI tak vytvoří s DNA vysoce fluorescenční komplex [78]. Proto je sonda DAPI používána 

při cíleném zobrazování jader [77] ve fluorescenčních zobrazovacích metodách [78].  
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DAPI tvoří komplexy i s jinými biomolekulami než jen s DNA, např. RNA, tubulinem, 

hovězím sérovým albuminem (BSA), enzymy, β-cyklodextrinem. Na základě typu vazby 

ve vytvořeném komplexu DAPI-biomolekula je různá intenzita fluorescence nebo posun 

fluorescenčního píku. Při vazbě DAPI-dvouřetězcovou DNA je intenzita fluorescence zvýšená 

přibližně 20krát, při vazbě DAPI-protein se intenzita fluorescence zvýší přibližně 10krát oproti 

intenzitě fluorescence samotného barviva DAPI. Samotné barvivo DAPI má excitační 

maximum 340 nm, emisní maximum 453-461 nm [78]. Po excitaci vyzařuje modrou 

barvu [77]. 

Podle vytvořeného komplexu DAPI-biomolekula se liší excitační a emisní maxima. 

Komplex DAPI-DNA má excitační maximum 360 nm, emisní maximum v rozpětí 455-463 nm. 

Při vazbě DAPI-RNA jsou maxima 360 nm pro emisi a 468 nm pro excitaci. Komplex DAPI-

tubulin 360 a 452-460 nm. Vazba DAPI-BSA poskytuje emisní maximum při vlnové délce 

380 nm a excitační maximum při 455 nm [78]. 

3.2. Fluorescenční značky 

Následující kapitola se věnuje některým z významných fluorescenčních značek a jejich 

využití. Fluorescenční značky se nejčastěji používají k fluorescenčnímu značení proteinů, 

ke kterým se vážou kovalentní vazbou [79, 80]. Nejznámějšími fluorescenčními značkami jsou 

FITC a TRITC [79]. Citlivost FITC je ovlivněna pH, a proto je použití této fluorescenční 

značky v některých případech nevýhodou [81]. Nově se proto používá skupina fluorescenčních 

značek, která není závislá na hodnotě pH a polaritě prostředí – je to skupina BODIPY [82].  

Další značkou často využívanou v medicíně je skupina cyaninů, z nichž nejznámějšími 

jsou derivát pentamethinový cyanin (Cy5) [83, 84] a indocyaninová zeleň (ICG) [85, 86]. 

Souhrn nejpoužívanějších značek je v tabulce 3. 

Tabulka 3  Základní informace o vybraných fluorescenčních značkách. 

Fluorescenční 

značka 

Excitační 

maximum [nm] 

Emisní 

maximum [nm] 
Barva emise Navázané struktury 

FITC 480 520 zelená bílkoviny 

TRITC 550 580 žlutá 

bílkoviny (protilátky; 

zapouzdřené, 

konjugované buňky) 

BODIPY 290 545 zelená bílkoviny 

Cy5 645 670 červená lipofilní buňky 

ICG 750–800 830 infračervené záření bílkoviny 
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3.2.1. FITC a TRITC 

Fluorescein a rhodamin, společně ještě s eozinem, jsou podskupinami [80] 

organických [87] barviv xanténů. Proto mají zmíněná barviva podobné vlastnosti. Samotný 

fluorescein a rhodamin se pro účely zobrazovacích technik používají jen ojediněle. Častěji se 

kvůli stabilitě a možnosti specifického navázání na požadovanou strukturu používají jejich 

sloučeniny např. s polymery, oligonukleotidy, biomolekulami [80]. 

FITC je organické fluorescenční barvivo s afinitou k amino, thiolovým, imidazolovým, 

tyrosinylovým a karbonylovým skupinám na bílkovinách [77]. Vlnová délka excitačního 

maxima je při 480 nm, emisního maxima je při 520 nm, kdy je možné pozorovat zelené 

světlo [88]. 

TRITC je hydrofobní fluorescenční barvivo. Používá se ke značení bílkovin (často 

protilátek) a ke značení zapouzdřených nebo konjugovaných buněk [89]. Dále se využívá 

k detekci kationtů kovů a reaktivních forem kyslíku [80]. Vlnová délka excitačního maxima je 

při 550 nm, emisního maxima při 580 nm, za pozorování žlutého světla [90]. 

3.2.2. BODIPY 

Sloučeniny BODIPY jsou posledních několik let studovány jako potenciální 

fluorescenční značky díky svým vlastnostem, jako jsou silné emisní a excitační pásy, vysoký 

fluorescenční kvantový výtěžek [91], dobrá rozpustnost a malý Stokesův posun 

(10-20 nm) [92]. BODIPY jsou také stabilnější a mají univerzálnější použití než jiné 

fluorescenční značky např. fluorescein, cyaniny [91] a rhodamin [81, 82]. Používají se nejen 

ke značení v biologických systémech jako značky a markery (především bílkovin), využívají 

se i jako laserová barviva, dále v solárních článcích a ve fotokatalyzátorech [91]. 

BODIPY se také sledují pro schopnost produkce 1O2 a reaktivních forem kyslíku 

z molekulárního kyslíku. Vzniklý 1O2 a reaktivní formy kyslíku mohou oxidovat biomolekuly, 

což vede ke smrti nádorových buněk. Produkce 1O2 je však nízká, proto se k BODIPY navazují 

další sloučeniny, které produkci 1O2 podpoří. Další výhodou navázání jiné skupiny je posunutí 

emisního maxima k NIR. Tyto sloučeniny jsou zatím stále vyvíjeny [91]. 

Excitační a emisní maxima BODIPY jsou 290 nm a 545 nm. Při emisi dochází 

k vyzáření zeleného světla [92]. 
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3.2.3. Cyaniny 

Cyaninová barviva mají díky své přizpůsobivé struktuře možnost dosáhnout 

u excitačního a emisního maxima vlnových délek NIR oblasti [66]. Proto se deriváty cyaninu, 

schopné tohoto jevu, často používají u medicínských diagnostik. Nejčastěji využívanými 

deriváty k tomuto účelu jsou pentamethinový cyanin (Cy5) [83, 84] a indocyaninová zeleň 

(ICG) [85, 86]. 

Cy5 je značka pro značení lipofilních buněk (často lipofilních neuronů a buněk 

s alkylovými ocásky (12 uhlíků) připojenými k lipofilním neuronům) [77], používá se také 

k diagnostickým účelům u rakoviny [83, 84]. Jeho excitační maximum je při vlnové délce 

645 nm a emisní maximum při 670 nm. Vzniká červená barva záření [25].  

Fluorescenční značka Cy5 byla společně se značkou FITC a sondou DAPI použita 

ve výzkumu nanopipet. V tomto výzkumu byly fluorescenčně zviditelňovány živé buňky HeLa 

(viz obr. 11). 

Obrázek 11 Buňky HeLa značené Cy5, FITC, DAPI; převzato z [77]. 
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Fluorescenční značka Cy5 byla společně se značkou FITC a sondou DAPI použita 

ve výzkumu nanopipet. V tomto výzkumu byly fluorescenčně zviditelňovány živé buňky HeLa. 

Na obrázku č. 11 v části a je možné pozorovat cytoplazma obarvená Cy5 a jádro buňky 

obarvené DAPI. V části b je použito stejné barvivo pro jádro, cytoplazma je ale zviditelněná 

FITC.  Šipka číslo 1 představuje cytoplazmatickou membránu, šipka č. 2 jádro buňky a šipka 

č. 3 hrot nanopipety. Měření intenzity fluorescence probíhalo za různých potenciálů. Intenzita 

fluorescence se s rostoucím potenciálem zvyšovala, což bylo také potvrzeno z histogramů 

(obrázek č. 8 části c, e) zobrazujících průměrné intenzity fluorescence v rámci buněčných 

oblastí [77]. 

ICG je ve vodě rozpustné fluorescenční barvivo. ICG se podává intravenózně. 

V intravaskulárním prostoru se lipofilní složka ICG váže na hydrofobní části plazmatických 

bílkovin, především na albumin [85]. Díky vazbě na bílkoviny se zamezí vylučování barviva 

a toxicitě. Proto je ICG relativně netoxickým barvivem [86]. V játrech je barvivo 

metabolizováno na jodid a následně odvedeno do žluči. ICG je excitováno laserem s vlnovou 

délkou mezi 750 a 800 nm a jeho emisní maximum je při 830 nm [85]. Excitační i emisní 

spektrum je v NIR oblasti, což umožňuje průnik až 15 mm do tkání a zabraňuje 

autofluorescenci z endogenních tkání [86]. Díky tomu je zajištěna vysoká citlivost a vysoký 

kontrast při zobrazování. ICG je levné a snadno dostupné barvivo a díky tomu je hojně 

využíváno v lékařství, zejména v chirurgii [85]. ICG se používá pro zobrazování 

neurovaskulárního systému, očních struktur a lymfatických uzlin [86], v chirurgii 

pak při běžných onkologických operacích (rakovina hypofýzy, plic, prsu, jater, žaludku 

a tlustého střeva). ICG má potenciál nejen pro diagnostiku a screening nádorů, studuje se její 

využití pro léčbu nádorů [85]. 
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ZÁVĚR 

Byla vypracována rešerše na téma Fluorescenční značení biomolekul. Informace 

pro vytvoření literární rešerše byly vyhledávány převážně v elektronických vědeckých 

databázích – Web of science, Scopus a NCBI Pubmed.  

Práce se věnuje fluorescenci, která je typem luminiscence. Luminiscence je popsána 

v 1. kapitole práce, viz kapitola 1. Dále je uvedena fluorescence v kontextu luminoforů (látek 

schopných luminiscence) a také v kontextu dalších typů luminiscence. Luminiscence je 

v přírodě běžným jevem. V kapitole 1.1.1. a 1.1.2. jsou popsány luminofory, které se nachází 

běžně v přírodě a zároveň je uvedeno, jak jsou využívány. V podkapitole 1.1. je definován 

pojem fluorescence. Fluorescence je vyvolána elektromagnetickým zářením. Více viz 

kapitola 1.1. 

Podle excitačního a emisního spektra lze rozlišit jednotlivé fluorofory. Pro každý 

fluorofor jsou charakteristická excitační a emisní maxima. Excitační a emisní maxima jsou 

popsána v kapitole 1.2. Dále je uveden Stokesův a Antistokesův posun, který je definován 

excitačním a emisním spektrem. Excitačních a emisních spekter využívá nezářivý přenos 

energie – fluorescenční rezonanční transfer, popsaný v kapitole 1.3. viz např. obrázek č. 6. 

Druhá část páce je věnována biomolekulám. Biomolekuly jsou organické molekuly. Plní 

řadu důležitých funkcí v těle. K podrobnější charakteristice byly vybrány dva druhy biomolekul 

– nukleové kyseliny (kapitola 2.1.) a bílkoviny (kapitola 2.2), protože se diagnostikují a jsou 

k diagnostice používány převážně ony. Dále je popsáno imunoanalytické značení biomolekul. 

Podkapitola 2.3. popisuje začátky značení biomolekul a postupný přechod k jiným druhům 

značení, např. znační enzymy, magnetickými nanočásticemi a koloidním zlatem. 

O samotném fluorescenčním značením biomolekul pojednává kapitola 3. Fluorescenční 

značení je oblíbené kvůli malému narušení buněčných struktur, citlivosti a specifičnosti. 

Značení buněčných struktur je využíváno k diagnostickým účelům a zároveň je využíváno 

i k léčbě bakteriálních a virových infekcí více viz kapitola 3. Fluorescenční značení našlo své 

místo i v teranostice, kdy se nádory nejen detekují, ale dochází i k jejich léčbě. Dále se 

pak značení využívá ke sledování terapeutického účinku a sledování pochodů v jednotlivých 

buňkách. 

Fluorescenční sondy a značky se liší vazbou mezi biomolekulou a fluoroforem. 

Fluorescenční sondy jsou méně invazivní než značky (výjimkou je mutagenní ethidium 

bromid), protože s biomolekulou tvoří nekovalentní vazbu. V kapitole 3.1. jsou uvedeny 

nejběžněji využívané fluorescenční sondy – akridinová oranž (kapitola 3.1.1.), ethidium bromid 



39 

 

(kapitola 3.1.2.) a DAPI (kapitola 3.1.3.). Fluorescenční sondy se nejčastěji používají ke studiu 

změn konformace bílkovin, tloušťky membrán, membránového potenciálu a vizualizaci DNA 

ve forenzních aplikacích. Základní charakteristiky fluorescenčních sond jsou shrnuty 

v tabulce 2.  

Fluorescenční značky jsou popsány v kapitole 3.2. Nejčastěji se používají ke značení 

bílkovin, váží se k nim kovalentní vazbou. Základní charakteristika jednotlivých 

fluorescenčních značek je shrnuta v tabulce 3. Podrobněji je popsáno značení FITC a TRITC 

(kapitola 3.2.1.), BODIPY (kapitola 3.2.2.) a cyaniny (kapitola 3.2.3.). U všech sond a značek 

jsou zároveň uvedené jejich excitační a emisní maxima a barva emise. 
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