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Program prednasky:

e svetlo

e definice a princip fluorescence

e fluorochromy
— znacky
— sondy



L Viditelné” svétlo

* elektromagnetické vinéni o vinové délce 400 - 700 nm
e elementarni castice = foton - predstavuje kvantum
elektromagnetické energie (svétla)

e dualni povaha - vinova i ¢asticova (dle metody studia)
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LSViditelné“ svetlo

vinova délka (A) — délka jednoho kmitu (400-700 nm)
frekvence (f) — pocet kmitd za sekundu (4-8*10% s1[Hz])

plati vztahy:

Vztah mezi vinovou délkou a frekvenci:

c=A*f f=c/A A=c/f rychlost svetla -

konstantni

Energie fotonu: Planckova konstanta

E:h*f Ezh*C/}L h=6,626*10'34J*S




L Viditelné” svétlo
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Electromagnetic Radiation
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http://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/electromagnetic/

vinova délka ~ barva svetla
Spectrum of “White” Light
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LUMINISCENCE

jev pri kterém vysila latka do prostoru svétlo

déleni dle indukce

D

chemiluminiscence : vyvolano chemickou reakci ’
napr. oxidace luciferinu luciferazou u svétlusky,
tlejici drevo — vaclavka, ECL detekcni Cinidlo pro western blotting

Secondary Ab-HRP Oxidized

Peracid
ﬁ product
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form
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Iummol
+
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Fotoluminiscence

zareni je vyvolano jinym zarenim
a) fluorescence
b) fosforescence

fluorochrom = fluorofor
|latka schopna fluorescence

Absorption

excitacni zareni
luminiscenci vyvolava

emisni zareni
vysilané latkou

Emission




Podstata fluorescence
Excitace a emise

Electron Excitation and Emission



https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/fluorescence/exciteemit
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Prubeh fluorescence

1. excitace elektronu fotony ze zakladni energetické
hladiny do excitovaného stavu
trvani 101> s

2. excitovany stav
pokles na nejnizsi hladinu excitace (relaxace)
ztrata energie ve forme tepla
trvani 104 - 10 s

3. emise svetla => fluorescence
trvani 107 — 10° s = doba dohasinani



Photobleaching

recyklace photobleaching
Unbleached Image Photobleached Image

Excitation Destruction

Absorption Emission

Absorption

Ground state Ground state

Fluorescein Fluorescein

Choose A Specimen: Time Elapsed: 0 seconds

Actin Filaments (FITC) v I '

" Shutter ]| ® Pause

Color Channels:

(o Red J[® Green J @ Biue |

Before Photobleaching 13 sec


https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/fluorescence/photobleaching/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/fluorescence/photobleaching/

Princip fluorescence
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Podstata fluorescence a fosforescence
Jablonského diagram

Jablonski Energy Diagram
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Jablonski Energy Diagram
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excitovany singletovy stav

- elektrony obsazuji vyssi
energetické hladiny

-porusuje se parovani elektront
na jednotlivych hladinach

- spin se pfi excitaci nemeéni

zakladni singletovy stav

-vSechny elektrony jsou sparovany
-maji opacny spin

-velikost +1/2, -1/2

n
)

tripletovy stav (zakazany)
-méne pravdepodobny
-elektrony maiji stejny spin

W
-

. JE

fluorescence

fosforescence

So |8

Spin je kvantova vlastnost elementarnich castic - vnitrni moment hybnosti
Castice. Spiny castic prispivaji k celkovému momentu hybnosti soustavy.



Stokesuv posun

VInova délka excitujiciho svétla je mensi nez emitovaného (A< A,,,)
Energie excitujiciho svétla je vétsi nez emitovaného (E_>E )

V ramci relaxace v excitovanych stavech dochazi ke ztraté energie
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Figure 1.6. Experimental schematic for detection of the Stokes shift.
On the Change of Refrangibility of Light. By G. G.

Stokes, M.A., FR.S., Fellow of Pembroke College,

and Lucasian Professor of Mathematics in the

University of Cambridge. Phil. Trans. Roval
Society of London (1852) pp. 463-562.

Received May 11, — Read May 27, 1852. Si I G . G . Sto ke S



Vlastnosti fluorochromu - absorbc¢ni a emisni spektrum

e Absorbcni (excitacni ) spektrum
zavislost intenzity fluorescence na excitacni vinové délce (méreno

pri konstatni emisni vinové délce)

* Emisni spektrum
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pri konstantni

vinové délce excitace

Absorption and Emission Spectra with Overlap Profile

Absorption Emission Spectral
Spectrum Spectrum Overlap

Overlap
Figure 1
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e obé spektra maji své maxima

e excitaChi maximum

* emisni maximum

e vzdalenost mezi nimi — Stokesuv posun

Excitation maximum Emission maximum

Wavelength of light (nm)




Emisni spektrum urcitého fluorochromu

* je nezavislé na vinové délce excitace

* emise z nejnizsSiho excitovaného stavu (S,)

* meni se pouze intenzita fluorescence

* intenzita emisniho spektra odpovida amplitudé excitace

Excitation Emission
spectrum  gx 1 EM 1 Spectrum

Fluorescence emission
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Figure 2. Excitation of a fluorophore at three different wavelengths

(EX 1, EX 2, EX 3) does not change the emission profile but does produce
variations in fluorescence emission intensity (EM 1, EM 2, EM 3) that
correspond to the amplitude of the excitation spectrum.
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Symetrie mezi absorpcnim a emisnim spektrem

e struktura vibracnich hladin zakladniho i excitovanych stavu je
stejna

e absorpce (excitace) a emise do odpovidajicich hladin nastava
se stejnou pravdepodobnosti

e absorpcni a emisni spektra zrcadlove symetricka
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Excitacni a emisni spektrum



https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/Using-filters-to-capture-your-signal.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/Using-filters-to-capture-your-signal.html
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-center/molecular-probes-school-of-fluorescence/imaging-basics/fundamentals-of-fluorescence-microscopy/Using-filters-to-capture-your-signal.html

Vlastnosti fluorochromu - Molarni extink¢ni koeficient
(molarni absorptivita)

* vyjadruje miru schopnosti latky absorbovat svéetlo
Lambert-Beeruv zakon

A=-logl/l,=logl,/=€-c-|

e A -—absorbance (bez jednotek)

* | /1,—transmitance (T, propustnost)

e &—molarni extinkéni koeficient (I-molt-cm)
¢ —molarni koncentrace (mol-I)

e |—draha(cm)



Vlastnosti fluorochromu - Kvantovy vytézek fluorescence
(Qantum Yield = QY)

QY = pocet emitovanych fotonu
pocCet absorbovanych fotonu

* vyjadruje miru schopnosti excitacniho vinéni vyvolat
fluorescenci

* maximalné =1 (teoreticky; energetické ztraty)



Standardy pro urceni kvantoveho
vytézku fluorescence

Teld [0.Y. I ; . I .
[e.v.] R L | Conditions for .Y. Measurement Excitation [nim]

PBE=
PBES
ethanal
0.1 b ks C 495
POPOP g7 Z: 2 ane 300
Cwinine Sulfate a3 01 m
Rhodamine 101 ’ Ethanol
Rhodzmine

Rhodamine B

Tryptophan




fluorochrom = fluorofor

|latka schopna fluorescence

* Casto obsahuje polycyklické nenasycené slouceniny a atomy
(s vice elektrony — napr. P, S)

e Cim vice benzenovych jader, tim vice roste absopcni
maximum

benzen naftalen antracen tetracen pentacen
262 nm 272 nm 375nm 475nm 580nm

2000 Coee®




Fluorescence latek a skupiny fluoroforu

Vlastni (vnitrni) fluorescence latek

Prirozené se vyskytujici fluorofory/fluorochromy
aminokyseliny, kofaktory enzymu, chlorofyl, ,pfirodni“ fluorescencéni
proteiny (green fluorescent protein,...)

Nevlastni (vnéjsi) fluorescence latek

* Prima vazba fluorochromu na molekuly nebo bunécné struktury
* pouziti

-> oznaceni DNA, bunécné steny, plazmaticky membrany, organel...
-> detekce mitochondrialni aktivity - respiracniho vzplanuti,
koncentrace H* (pH indikatory), membranovy potencial..

* Neprima vazba fluorochromu

* pouziti

navazani na imunoglobulin (protilatku) nebo usek nukleové kyseliny,
phalloidin, annexin V... -> nasledné oznaceni bunécné struktury



Prirozene se v iici - aminokyselin

g b
n..l:,

|
HO-—@—(;HE -CH
|

COOH

Tryptophan Tyrosine

hlavni zdroj fluorescence proteint v UV spektru
-indolova skupina Trp

Trp v sekvencich jen 1%
metabolicky narocna syntéza

Table 2: fluorescent properties of some amino acids

Excitation Emission

Lifetime
amino acid Molar
(Nanoseconds) [Wavelength Wavelength | Quantum yield
absorptivity

Tryptophan 2.6 280 5,600 348 0.20

FLUORESCENCE INTENSITY

Tyrosine 3.6 274 1,400 303 0.14
Phenylalanine 6.4 257 200 282 0.04 350 400
WAVELENGTH (nm)




Prirozené se vyskytujici fluorofory - kofaktory

Nikotinamid adenin Flavin adenin
dinukleotid (NADH) dinukleotid (FAD)



Prirozené se vyskytujici fluorofory - kofaktory

ADP
Ribcla/

Reduction | N |
H

O < O
Oxidation

1.0
* NAD* neni fluorescencni
* fluorochrom = redukovany
nikotinamidovy ring 0.5
il
| 00 500 600

0
3 400
1.0

H  NH H H NH,

w
O
=
w
O
7
w
74
o
S
-
TS

=

o
z
=
—
o
o
o
N
0
<

NAD + H +2e~ —> NADH

400 500
WAVELENGTH (nm)




Prirozené se vyskytuijici fluorofory — chlorofyl

e porfyrinové jadro + Mg
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Prirozené se vyskytuijici fluorofory — chlorofyl

vyuziti:

* hodnoceni vyskytu fytoplanktonu ve vodé
e studium fotosyntézy

* fyziologicky stav rostlin — stres (pokles fl.)



Nevlastni (vnéjsi) fluorescence

Neprima vazba fluorochromu —

znacky jsou vazany k molekulam (proteiny, peptidy,
oligonukleotidy..) kovalentni vazbou

proteiny — vazba na aminové (NH,-), thiolové (SH-) skupiny
nebo histidinové retézce

pozadavky

e vysoka intenzita fluorescence

* stabilita pri ozarovani

* minimalni vliv na biologické vlastnosti vzorku



* historicky nejpouzivanéjsi fluorescencni znacky
e prevazné na protilatky

e ve formé derivatd

e vysoky kvantovy vytézek 0,3-0,8
 photobleaching

ex.—541nm, em.—572nm




Fluorescein isothiocyanate (FITC)
ex. -495 nm,em. -521 nm

 a
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Cy znacky (Cyanine dyes)

e zastupci Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5, Cy5.5, Cy7

e Castecne nasycené heterocykly + dalsi aromaticka jadra
* ex.aem.spektra podobnd klasickym fluoroforim

e kratSi Stokesuv posun (~30nm)

* fotostabilni

e vyssi kvantovy vytézek

Structure and Spectral Profiles of Cyanine Fluorochromes
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Alexa Fluor Synthetic Fluorochromes

Alexa Fluor Dyes (Molecular Probes) g By , Alexpfluor ;ozoco?;

e sulfonovany derivat rhodaminu P 3 e :o:o:;o: '
« vy$si kvantovy vytézek ~ svitivost 4 CCIS S5 Y X

* zesilena fotostabilita (I photobleaching) I ' § | expmuor

* pH stabilita

e dlouhodobé stabilni
e vyuziti — zivé bunky, tkanoveé rezy, fixované preparaty
e velky vybér rozsahu ex. a em. maxim

 od UV po near-infrared oblast

e oznaceni podle vinové délky zdroje excitaCniho zareni
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Fotostabilita fluorochromu

* kazdy fluorofor podléha vysviceni v prubéhu souvislého
osvetleni

e ve FM silna intenzita dopadajiciho zareni

* nejstabilnéjsi —znacky Alexa Fluor

* neniznam princip predpovedi stability dle struktury

Alexa Fluor 488
B Oregon Green 514
& Bodipy FL
O Oregon Green
® Fluorescein

10 20 30 40 50
TIME (s)
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Quantum dots

* fluorofory (znacky) = po absorbci fotonl emituji

svetlo o vétsi vinové délce
e anorganické nanokrystaly
* velikost 10-20nm (GFP 4,2 x 2,4 nm)

slozeni:

jadro: nékolik 100x-1000x molekul
polovodicového materialu (Cd, Se, Te)
obal: polovodic (ZnS), stabilizuje jadro,
zlepsuje optické a fyzikalni vlastnosti
plast: amfifilni polymer, umoznuje vazbu
dalSich molekul

vnéjsi plast: polyethylene glycol (PEG) —

snizuje nespecifickou vazbu

Quantum Dot Anatomy

Zinc
Sulfide
Capsule

Polymer
Coating

Biological
Conjugate
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Quantum dots

Vlastnosti:

 vinova délka emise zavisi na velikosti Castice

* umoznuji vicebarevnou detekci jednim excitacnim zdrojem

* moznost konjugace s primarnimi i sekundarnimi protilatkami nebo
streptavidinem

Quantum Dot Spectral Profiles

* vice molekul IgG na jednu castici 100 e

[+
o

* vysSi jas nez klasické fluorofory

D
o

* nasobné vyssi stabilita

&

* velky Stokesuv shift
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Quantum dots

 vazba na protilatku — srovnani s , klasickym® konjugatem

——— Antibody

Organic dye—labeled
Antibody-QD conjugate antibody
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