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astni fluorescence

uorescencni metody ve vedach o zivé prirode

Ctirad Hofr



Da se vnitrni fluorescence proteinu
pouzit k urceni koncentrace?

Absorbance Fluorescence

— TP
— TYT
- Phe

Intenzita Fluorescence

220 240 260 280 300 320 250 300 350 400
A (nm) A (nm)

« Jenom ve velmi omezené mire a pouze u nekterych
proteinu (zavislost emise tryptofanu na poloze ve
strukture proteinu, vzajemné zhaseni fluorescence AK
prenosem energie)

 Pri pouziti vnejsiho znaceni je stanoveni koncentrace
10 mnohem presnejsi
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Nevlastni fluorofory

Vnejsi, neboli nevlastni fluorofory se pouzivaji
mnohem vice nez vnitrni.

fluorescenc€ni znacky - pridavaji se ke
studovanému vzorku a vazou se na nej
Kovalentne. Vazou se na proteiny a nukleove
Kyseliny pres aminové, sulfhydrylové nebo
nistidinoveé bocni retézce a thiolové skupiny.
fluorescencni sondy - vazou se na studovany
vzorek nekovalentne a po vazbe meni svoje
fluorescencni vlastnosti (napr. intenzitu, polohu
em. maxima)
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Absorpce biologickeho materialu
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Biologicky material absorbuje relativné nejméné v intervalu (500,600) nm

IS &4

Takeé proto se pouzivaji sondy a znacky, které maji excitaci a emisi v tomto intervalu

Hlavné ale, aby mohly byt znacené biomolekuly studovany i za pritomnosti neznaCenych
proteinu, musi mit znacky a sondy vétsi excitacni a emisni vinovou délku nez vnitini
fluorofory (aromatické AK) tj. 400-600 nm
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Fluorescencni znacky

Vhodna znacka pro kovalentni vazbu na
biomolekulu by mela mit nasledujici
parametry:

- vysoka intenzita fluorescence
- stabllita i pri souvislem ozarovani

- minimalni vliv na biologické chovani
studované molekuly
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Svitivost znacky (Brightness)

je dana soucinem kvantoveého vytezku a
molarniho extinkcniho koeficientu ¢

Bs=0Q¢
Dobry parametr pro ucinnost s jakou
znacka premenuje excitacni svetlo na
fluorescenci

Po kovalentni vazbé k biomolekule casto
dochazi k vyrazné zmene ve svitivosti

Pro praxi je vhodne mit znaCku se

svitivosti  BCc>5000
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Priklady svitivosti n
fluoroforu

evlastnich

Kvantovy Svitivost
Fluorofor e (cm1M1) S y
vytezek (Q) (Bs)
®
Oregon Green 87 000 0.9 78 300
488
BODIPY FL 91 000 0.9 81 900
Fluorescein
(FAM) 79 000 0.9 71 100
JOE 71 000 0.6 42 600
TAMRA 103 000 0.2 20 600
Rhodamine
Red-X (ROX) 82 000 0.7 57 400
Texas Red
Aloxa 594 139 000 0.9 125 100

http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html



http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html

Priklady fluorescencnich znacek

NH-C - CH21

DNS-CI _ FITC
(CHa)oN o 0 ﬁ(CHa)z N(CHy), cl
N
[ - “zc=CH-c (::E/\o
coo ] X
s=Cc=N
TRITC Acrylodan

dansyl chlorid (DNS-CI; 5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl chlorid)
fluorescein-5-izothiokyanat (FITC)

5-jodoacetamidofluorescein (5-1AF)

tetrametylrhodamin-5(a 6)-izothiokyanat (TRITC)
4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol ( ; 4-chloro-7-nitrobenzofurazan)
6-akryloyl-2-dimetylaminonaftalén (Acrylodan)



Dansyl chlorid

Absorpce proteinU
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« Jedna z prvnich a z toho divodu také v literatufe nejvice zastoupenych fluorescencnich znacek
« Casto se pouziva ke znagéeni proteind je vyhodny zejména pfi méfeni anizotropie
* Velmi vhodna doba dohasinani fluorescence T ~ 10 ns
« Je excitovan pfi 350 nm, kde proteiny témér neabsorbuji
 Emisni spektrum je velmi citlivé na polaritu roztoku a ma maximum vétsinou kolem 520 nm
%0 Reaguje s volnymi aminoskupinami protein(
10
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Fluorescein a rhodaminy

'D
oy FITC

+
CH3CHa ) N o N(CHaCH3
<ee

FLUORESCENCE EMISSION

¥ uic)
S0,Cl

Texas Red

sulfonyl chloride

500

600

700

Patfi k nejrozSifenéjsim fluorescencnim
znaCkam
Abs.max. Em. max.

fluorescein (490nm) (520)
rhodaminy (500-600 nm) (530-620)

Citlivé na polaritu solventu a na pH
vysoka hodnota ¢ ~ 80 000 M-tcm?
Vysoky kvantovy vytézek Q ~ 0.3-0.9

Doba dohasinani fluorescence ~ 4 ns

je syntetizovano velké mnozstvi derivatl, které

se pouzivaji ke znaceni proteinu a DNA pres

NH, skupinu nebo SH skupinu
Intenzita fluorescence je zavisla na pH

Maji sklon k fotovybélovani

11
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FLUORESCENCE EMISSION

1]
.~ . GHpCHFC—OH

BODIPY=R6G

0
1]
CHzCH;—C—OH

BODIPY- 581/591

]
] 1
OCHEC—NH(CHzls— C—0H

BODIPY- Texas Red

1 23 4 56 7

500 600 700

BODIPY

Nastupce fluoresceinovych a rhodaminovych
znacek

Odvozeny od fluoroforu, ktery obsahuje Bor
Emisni maxima 510-675 nm

Extrémné vysoky kvantovy vytézek Q~ 1!
Nejsou citlivé na polaritu solventu a pH

Emisni spektrum je Uzke a emise je tak
soustredena na uzky rozsah vinovych délek a
muZze byt rozliSeno vice riznych znacek ve
SMESi

Nevyhodou je maly Stokesuv posuv, jehoz
dusledkem je pomérné mala hodnota Forsterovy
vzdalenosti pfi rezonanCnim prenosu energie
(Ry=57 A)

Diky vyznamnému prekryvu emisniho a
absorpcniho spektra dochazi k samozhaseni pfi

vysokeé koncentraci znacCeni (kdyz jsou molekuly
fluoroforu blize nez R)

Nejsou vhodné pro FRET aplikace 12
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Velmi popularni

Cislo znamena délku Fetézce
konjugovanych vazeb mezi
dvoijici aromatickych jader
Vhodné pro oblast od 550 nm
dale

Relativné maly Stokesuv posuv
Pouzivaji se pro FRET studie

Cybs

Cy3 Acceptor

Donor

Bdcitation

460 500 550 B0 650

Wavelength (nm)

P TSl

http://www.cytographica.com/animations/Cy3Cy5FRET. html 13



http://www.cytographica.com/animations/Cy3Cy5FRET.html

Alexa Fluor

1. Alexa Fluor 350 G. Alexa Fluor 514 11, Alexa Fluor 594
2. Alexa Fluor 405 Alaxa Fluor 532 12. Alexa Fluor 610
Alexa Fluor 430 4. Alaxa Fluor 548 13, Alexa Fluor 833
4. Alexa Fluor 488 9, Alexa Fluor 555 14, Alexa Fluor 635
Alexa Fluor 500 10. Alexa Fluor 568 15. Alexa Fluor 647

16. Alexa Fluor GG0
17, Alexa Fluor 680

Alexa Fluor 700
18, Alexa Fluar 750

21 4 36 TOB Wi\ 15 617

Fluorescence emission

— T m— T —
400 450 500 550 G600 G50 700
Wavelength (nm)
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* Vysoky kvantovy
vytézek -> vysoka
svitivost

o ZlepSena
rozpustnost ve
vode

e Mala zavislost
fluorescence na
pH

e Fotostabilni!



FLUORESCENCE (% of initial)
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Fotostabilita fluoroforu

© Alexa Fluor 488
® Oregon Green 514
A Bodipy FL

0 Oregon Green
® Fluorescein

10

20 30
TIME (s)

40 50

60

Po urcitém Casu dojde u
kazdého fluoroforu

k fotovybéleni
Nejdulezitéjsi je
fotostabilita pfi mikroskopii,
kde se pouzivaji vysoké
iIntenzity excitacniho svetla

Nejvyssi fotostabilitu
ukazuji sondy skupiny
Alexa

Zatim nebyla zjistena
zadna spojitost mezi
strukturou fluoroforu a
jejich fotostabilitou

15
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Fluorescence

Fluorescence

VIiv miry znaceni na intenzitu
fluorescence

Alexa Fluor 594

Texas Red-X

i
.

0 2 4 6 8 10

Fluorophores /protein (mol :mol)

U klasického fluoresceinu a
rhodaminu pfi vysoké hustoté
znaceni (molekuly fluoroforu jsou
ve vzdalenosti kolem R;) €asto
dochazi k samozhaseni

V pfipadé Alexa fluoroforu ke
zhaseni v takové mire
nedochazi a to je duvodem vetsi
iIntenzity emise v pripade vyssi
hustoty znaceni

16



Real-time PCR

detekce amplifikace DNA  zos10

Emitor Zhasedlo ‘
o © . @

F primer
| |
TR RN RRRECARAR T |I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|I|m|
TR ST
R
L o rimer 3.Pfi kazdém amplifikaénim cyklu ods$tépuje polymeraza
1.Znacena sonda se hybrldlZUJe S komplenﬁ)emarnl Emitor jehOZ zareni je detekovano

sekvenci. Zareni Emitoru je zhaseno a neni

pozorovano.
O
O « L T —

| I

LT TR LR EEEEEEEEEEREEEEEERRT

2.Pii polymerizaci dochazi k nahrazeni sondy novym fetézcem.4-Polymerizace je dokoncCena. Intenzita

10 emitovaného zareni je pfimo umeérna mnozstvi
amplifikované DNA. 17



Fluorescencni znacky pro RT-PCR

o Které z danych
| znacek je
é 495/525nm ; RESEARSm nethOdnéjél’ pOUZIIt?

JOE or J

FAM or F 2,7'-dimethoxy -4’,5"-
dichloro - 6 - carboxy -

-car i i
= boxyfluorescein fluorescein

é 555/ 580nm R 575/602 nm
TAMRA or T ROX or R
N,N,N,N- tetramethyl- 6 - 5-carboxy-X-—
carboxyrhodamine rhodamine

10
18
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Fluorescencni sondy

 Fluorescencni sondy jsou nevlastni
fluorofory, které se ke sledované strukture
vazou nekovalentne a casto pritom meni
své fluorescencni vlastnosti.

Fluorescencni sondy jsou samy v roztoku
zpravidla velmi malo fluorescencni. Po
vazbe na proteiny nebo DNA se vsak

I A" & 4

jejich fluorescence velmi vyrazne zvysi.

19
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Sondy citlivé na polaritu prostredi

Typickymi sondami pro dynamickou polaritu jsou 1-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a 2-p-
toluidinonaftalén-6-sulfonéat (TNS). V tabulce jsou uvedeny fluorescencni parametry ANS v riznych
rozpoustédlech, odkud vyplyva, Ze s rostouci polaritou rozpoustédla se emisni maximum fluorescence
ANS posouva do Cervené oblasti a souCasné klesa kvantovy vytéZek a doba dohasinani. Pfi vazbé ANS
k apomyoglobinu se ANS vaze do nepolarniho vazebného mista pro hem, emisni maximum se posunuje
na 454 nm a kvantovy vytéZek fluorescence vzrasta na 0,98. Timto zptsobem Ize studovat strukturu a
stupen polarnosti riznych vazebnych mist na proteinech v€etné pfipadného vytésnovani fluorescencnich
sond z této vazby nebo zmény vyvolané napf. aktivaci enzymu apod. ANS bylo pouzito napf. pro studium
polarity vazebného mista pro hem v apomyoglobinu a apohemoglobinu, nebo konformacnich zmén ve
svalech a v nervovych zakoncenich béhem akéniho potencialu. TNS bylo vyuzito napf. pro studium
konformacnich zmén po aktivaci chymotrypsinogenu a zmén konformace nervové membrany.

rozpoustédio | A,,m& kvantovy | doba dohasinani
- (m) vytézek (ns)
= oktanol 464 0,646 12,3
c_g propanol 466 0,476 10,2
N metanol 476 0,216 6,05
v voda 515 0,004 0,55

Parametry fluorescence sondy l-anilinonaftalén-8-sulfonatu (ANS) pfi razné polarité
rozpoustédla

20
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INTENSITY

FLUORESCENCE

Zmeéena fluorescence seroveho
albuminu v pritomnosti ANS

100

~J
w

W
o
T

o
w

o
T

1 1 1 1 1 1 1
300 400 500 600
WAVELENGTH (nm)

* Prizvysovani pomeru
molekul ANS:SA
dochazi k posunu
emisniho maxima
Z 350 nm na 480 nm

 To se projevi zvysenim
intenzity zareni,
které vidime okem pri
excitaci 280 nm

21



DNA sondy

* Interkalatory EB, AO, TOTO se vazou

L) L vmezerenim mezi pary bazi
= NenzcHs ”(CHZ,S_NH e w: = Hoechst, DAPI se vazou do malého
zlabku DNA

* EB zvysuje intenzitu fluorescence po
vazbe 30x _
a t se prodluzuje z 2 na 20 ns

. e x » DAPI zvySuje intenzitu fluorescence
e NMe *@1@ nejvic v blizkosti AT paru
| " Soaew, o TOTO (Thiazole Homodimer) zvySuje
Hoechst 33342 intenzitu fluorescence po vazbé 1100x

350/460 nm e Sondy s velkou afinitou jak EB

homodimer (vaze se 10 000x pevnéji

" o D nez monomer EB) a kladné nabity

_"n‘“ 2 ~c TQTO zustavaji navazané na DNA i
- f‘f@ Hc@fj b&hem elektroforézy a pouZivaji se k

DAPI RempyH-chpchycr i (e, vizualizaci DNA na gelu a umoziuji
3557461 nm Chy we zvysit citlivost az 500x ve srovnani s

klasickym barvenim EB

« Jak je mozno snizit spotfebu sondy?

Ethidium Homodimer
528/617nm

/C 3 H3C

22
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Benzpyrene

Interkalace

23
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Syber Green

e Selektivhé se vaze na ds
DNA do malého zlabku

 Detekce od 1 ng/mL

o Vyuziti pfi RT PCR ke
kvantifikaci namnozené
DNA

& &

>

O O O

24
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Srovnani sond pro kvantifikaci dsDNA

. . Kvantovy _Zvyée.ni
Citlivost | Extinction . Intenzity
Sonda pro Coefficient vytelzoevk PO fluorescence
dsDNA (cm1M1) V:ZDIE\IRa po vazbé na
> dsDNA
. 25
PicoGreen og/mL 70,000 0.53 ~2000x
Hoechst 1-10
33258 ng/mL 40,000 0.59 100x
Ethidium | 1-10 | ¢ 54, <0.3 ~30x
bromid ng/mL

ExtinkCni koeficienty byly zjiStény pro volné sondy ve vodném roztoku
http://www.promega.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html

25
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Proteinove sondy

Zvysuji intenzitu fluorescence po vazbe na
protein

Nejcitlivejsi fluorescencni sondy pro
barveni proteinu v gelu jsou ze skupiny
organokovovych sloucenin SYPRO

SYPRO Red, Orange, Tangerine, Rose
Vysoka citlivost ~ ng/mL
Pred pouzitim je nutna kysela fixace

26
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Sypro sondy

 Primarne pouzivaneé
pfi barveni proteinu
na gelu

o Vyuziti v
Kriminalistice

27
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Soucasné barveni DNA a proteinu
na gelu

 DNA byla
barvena
Syber
Green

 Protein
SYPRO
Ruby

28
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Indikatory iontu

FluorescenCni mérfeni zmén nitrobunécnych iontu je mozné diky sondam,
které meni své spektralni vlastnosti po vazbé daného iontu. NejCastéji se méri
Ca?*, kterému je vénovana fada knih. Indikatory jsou obvykle derivaty
chelatort Ca?*, Mg?*, Na* nebo K* jako je EGTA, APTRA a BAPTA, které maiji
vhodnou afinitu pro studovany iont. Pri vybéru vhodného indikatoru bereme

v Uvahu:

formu indikatoru (sul, acetoxymetyl ester, dextranovy konjugat), ktera
ovliviiuje zpusob, jakym se dostava do buriky (mikroinjekce, elektroporace,
infuze z patch-pipety, pasivni difuze) a nitrobunécnou distribuci

zpusob méreni — nékteré indikatory vykazuji po vazbé iontu spektralni posuv
absorpce nebo emise (méfi pomér intenzit pfi rdznych vinovych délkach
excitace nebo emise), jiné zménu intenzity fluorescence

disociaéni konstantu — musi byt srovnatelna s mérenou koncentraci kationu
(koncentrace mensi nez desetina nebo vesi nez desetinasobek disociacni
konstanty zpusobuiji pfilis malé zmény v pozorovaném signalu)

29
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Indikace Ca?* v nervovych bunkach
za pouziti Fluoro-3

30



NORMALIZED

Quantum dots

e Zakladem je polovodiCovy
material

« cCastice o velikosti radové nm

* Maji Uzké symetricke
spektrum

* Nedochazi k fotovybélovani!

e Emisni vinova delka je dana

FLUORESCENCE

InAs InP CdSe . . .
Si0=2dnm S 30=46 ko2 inm prumerem a materialem
ﬂ& castice
. 1.-' . , ]
e  Siroky rozsah emise od UV
N do IR
1771 1033 729 564 460

WAVELENGTH |( nm)

31
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Vazba biomolekul na Qdots

Blﬂuffinlty Bifunctional linkage Electrostatic.Attraction
molecules
203 0> Qi
Peptides
CDI'E Hydrophobic Attraction Proteins
CdSe ) ) oon
Shell on o o D
L\"\-\_ COOH
Nanobeads
Silanization -
OSWSIi-O—-SIiW biomolecule E '. .' '.—CHZ-CO'NH'

Polymer coat

Jadro je tvoreno polovodicem CdS pro UV, CdSe pro Vis a CdTe
pro IR

Velikosti je srovnatelné s rozmérem GFP
Jadro je pokryto plastém (shell), ktery umoznuje spojeni jadra
s vnéjSi hydrofilni vrstvou (Polymer coat)

Vnéjsi hydrofilni vrstva udava rozpustnost a umoziuje vazbu
biologickych molekul

32
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Vlastnosti QDots

Sitka emisniho spektra je 20-30 nm, coZ je asi
1/3 hodnoty ,klasickych* fluoroforu

Kvantovy vytezek 0.35-0.5
Absorbuji pri kazde vinoveé délce (polovodic)

Mohou emitovat pfi ruzné vinové délce za stejného
budiciho zareni!

Ultrafotostabilni 100-krat odolnéjsSi proti
fotovybélovani nez ,klasické” organicke fluorofory

Doba dohasinani ~ 100 ns
Vysoky € ~ 10 000 000 M-tcm

33
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Srovnani velikosti QDot

o,
L b AT AN
FlasH-Tetracysteine complex el T

L
Cy3
DTPA-Cs124-Eu . o i
~ & T8y
Alexadasﬂi (:7) 1 .;
% T ‘E b _-I e
-4.;";-. :‘ :..

34



Aplikovatelnost fluorescencniho
znaceni

 Rozdil mezi

idskym a opicim

Karyotypem

 Fluorescencni
znaceni pomaha
odpovedet na
zakladni védecké
otazky

35
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 Haugland R.P.: Handbook of Fluorescent
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e FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
http://www1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podékovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky

laskaveé poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
10
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