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Da se vnitrni fluorescence proteinu pouzit k
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« Jenom ve velmi omezené mife a pouze u nékterych proteinu (zavislost emise tryptofanu na
poloze ve strukture proteinu, vzajemne zhaseni fluorescence AK prenosem energie).
* Pri pouziti vnéjsiho znaceni je stanoveni koncentrace mnohem presnéjsi.
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Nevlastni fluorofory

v

* Vngjsi, neboli nevlastni fluorofory se pouzivaji mnohem vice nez vnitrni.
* Fluorescencni znacky - pridavaji se ke studovanému vzorku a vazou se na ngj
kovalentné. Vazou se na proteiny a nukleové kyseliny pfes aminové, sulfhydrylové nebo

histidinové bocCni fetézce a thioloveé skupiny.

* Fluorescencni sondy - vazou se na studovany vzorek nekovalentné a po vazbé meni svoje
fluorescencni vlastnosti (napf. intenzitu, polohu em. maxima).

4 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Absorpce biologického materialu
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 Biologicky material absorbuje relativné nejméneé v intervalu (500,600) nm.
* Nejnizsi prirozené fluorescencni pozadi je v tomto intervalu.
» Take proto se pouzivaji sondy a znacCky, které maji excitaci a emisi v tomto intervalu.
» Hlavné ale, aby mohly byt znaCené biomolekuly studovany i za pritomnosti neznacenych
proteind, musi mit znacky a sondy vétSi excitacni a emisni vinovou délku nez vnitrni
5 fluorofory (aromatické AK) tj. 400-600 nm. Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR






Fluorescencni znacky

* Vhodna znacCka pro kovalentni vazbu na biomolekulu by méla mit nasledujici parametry:

« vysoka intenzita fluorescence

 stabilita i pri souvislém ozarovani

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

* je dana souc€inem kvantového vytézku a molarniho extinkCniho koeficientu e.

Bs=0Qc¢
» Dobry parametr pro ucCinnost s jakou znacka premeénuje excitacni sveétlo na fluorescenci.

* Po kovalentni vazbé k biomolekule Casto dochazi k vyrazné zmene ve svitivosti.

* Pro praxi je vhodné mit znaCku se svitivosti Bs > 5000
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Priklady svitivosti nevlastnich fluoroforu

Fluorofor e (cm1M1) Kvantovy vytezek (Q) Svitivost (Bs)
Fluorescein (FAM) 79 000 0.9 /71 100
BODIPY FL 91 000 0.9 81 900
Oregon Green® 488 87 000 0.9 /8 300
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 139 000 0.9 125 100

Alexa Fluor 594
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Priklady fluorescencnich znacek
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FITE

DNS-CI dansyl chlorid
(5-dimetylaminonaftalén-1-sulfonyl
chlorid)
5-1AF 5-jodoacetamidofluorescein
FITC fluorescein-5-izothiokyanat
TRITC tetrametylrhodamin-5(a 6)-
izothiokyanat
Acrylodan 6-akryloyl-2-
dimetylaminonaftalén
4-chloro-7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol (4-chloro-7-
nitrobenzofurazan)
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Dansyl chlorid
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« Jedna z prvnich a z toho duvodu takeé v literature nejvice zastoupenych fluorescencnich znacek.
- Casto se pouziva ke zna&eni proteinl je vyhodny zejména pfi méfeni anizotropie.
* Velmi vhodna doba dohasinani fluorescence T ~ 10 ns.

 Je excitovan pfi 350 nm, kde proteiny témeér neabsorbuiji.
» Emisni spektrum je velmi citlivé na polaritu roztoku a ma maximum vétSinou kolem 520 nm.
* Reaguje s volnymi aminoskupinami proteinu.
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Fluorescein a rhodaminy

) [ﬁ coon  Patfi k nejrozSifenéjsim fluorescencnim znackam.
S i'm.:mzcua Abs.max. Em. max.
fluorescein 490 nm 520 nm
f TS thodaminy  500-600 nm  530-620 nm
) .« Citlivé na polaritu solventu a na pH.
. « Vysoka hodnota ¢ ~ 80 000 M-lcm-L.
Joco e « Vysoky kvantovy vytéZzek Q ~ 0.3-0.9.
(e, e « Doba dohasinani fluorescence ~ 4 ns.

* je syntetizovano velké mnozstvi derivatu, které se pouzivaji ke
znaceni proteint a DNA pres NH, skupinu nebo SH skupinu.

* Intenzita fluorescence je zavisla na pH.

» Maji sklon k fotovybélovani.

FLUORESCENCE EMISSION
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BODIPY

\\\

o, « Nastupce fluoresceinovych a rhodaminovych znacek.
* Odvozeny od fluoroforu, ktery obsahuje Bor.
* Emisni maxima 510-675 nm.
- « Extrémné vysoky kvantovy vytéZzek Q~ 1!

* Nejsou citlivée na polaritu solventu a pH.

« Emisni spektrum je uzké a emise je tak soustredéna na uzky rozsah

| vinovych délek a muze byt rozliSeno vice riznych znacek ve smési.

screlwicrgs-L-on * Nevyhodou je maly Stokesuv posuv, jehoz dusledkem je pomérné

BODIPY- Texas Red mala hodnota Forsterovy vzdalenosti pfi rezonanénim prfenosu
energie (R,=57 A).

* Diky vyznamnému prekryvu emisniho a absorpcniho spektra dochazi
k samozhaseni pri vysoké koncentraci znaCeni — kdyz jsou molekuly
fluoroforu blize nez R,,.

* Nejsou vhodné pro FRET aplikace.

BODIPY-R6G

BODIPY- 581/591

1 23 4 56 7

FLUORESCENCE EMISSION
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Vliv pridani halogenidu na fluorescenci
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Cy znacky

Il H
I-CHy=C=N

 Cyaniny jsou velmi popularni.
J i 3 - Cislo znamena délku fetézce konjugovanych vazeb
mezi dvojici aromatickych jader.
Cy-3 lodo Acetamide . B
sEE/50M  QYE0.07 * Vhodné pro oblast od 550 nm dale.

¢ i o PP U Relativné maly Stokesuv posuv.
S L, 2

* Pouzivaji se pro FRET studie.
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Alexa Fluor

1. Alexa Fluor 350 G. Alexa Fluor 514 11. Alexa Flugr 584 16. Alexa Fluor 660

2. Alexa Fluor 405 Alexa Fluor 532 12, Alexa Fluor 10 17. Alexa Fluor 680
Alexa Fluor 430 4. Alexa Fluor 546 13, Alexa Fluor 533 Alexa Fluor 700
4, Mlexa Fluor 488 9. Alexa Fluor 555 14, Alexa Fluor 636 19. Alexa Fluor 750 i . i .
Alexa Fluor 500 10. Alexa Fluor 568 15, Alexa Fluor 647 ° Vysoky kvantovy Vytezek N Vysoka SV|t|VOSt.
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Fotostabilita fluoroforu

* Po urcCitem Casu dojde u kazdeho fluoroforu

—
o
o

k fotovybéleni.

o
o

* Nejdulezitéjsi je fotostabilita pfi mikroskopii, kde se

(o))
o

pouzivaji vysoke intenzity excitacniho svetla.

© Alexa Fluor 488
® Oregon Green 514
A Bodipy FL

0 Oregon Green
® Fluorescein

* NejvysSi fotostabilitu ukazuji sondy skupiny Alexa.

N
o
1

FLUORESCENCE (% of initial)
&~
o

0 1 ! = L L « Zatim nebyla zjistena zadna spojitost mezi
0 10 20 30 40 50 60 .
strukturou fluoroforu a jejich fotostabilitou.
TIME (s)
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Vliv miry znaceni na intenzitu fluorescence

Alexa Fluor 594
Q
e » U klasickeho fluoresceinu a rhodaminu pfi vysoké hustoté
O . V4 .
o znaceni (molekuly fluoroforu jsou ve vzdalenosti kolem R))
o
2 /oﬁ’j,‘f’f\";:d X tasto dochéazi k samozhaseni.

0 1 2 3 4 5 6 .vpipadé Alexa fluoroford ke zhaseni v takové mire
nedochazi a to je duvodem vetSi intenzity emise v pfipadé
vySSi hustoty znaceni.
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Real-time PCR - detekce amplifikace DNA siosio

Emitor Zhasedlo

F primer |

R primer

1.Znacena sonda se hybridizuje s komplementéarni sekvenci.
Zareni Emitoru je zhaseno a neni pozorovano.

LTV AT

2.P¥i syntéze DNA dochazi k nahrazeni sondy novym fetézcem.

A

<Ly

3.Pfi kazdém amplifikacnim cyklu od$tépuje polymeraza
Emitor, jehoz zareni je detekovano.

_ N

(T

QUL TR

4.Polymerizace je dokonCena. Intenzita emitovaného
zareni je pfimo umérna mnozstvi amplifikované DNA.
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Fluorescencni znacky pro RT-PCR

R 4957525 nm

FAM or F

5 - carboxyfluorescein

| 555/580nm
R

TAMRA or T

N,N,N.N- tetramethyl- 6 -
carboxyrhodamine

|
R

525/555 nm
JOE or J

2,7’ -dimethoxy - 4°,5"-

dichloro - 6 -carboxy -

fluorescein

R 575/602 nm

ROX or R

5—-carboxy-X-—
rhodamine

» Které z danych znacek je

nejvhodnégjsi pouzit?
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Fluorescencni sondy

* Fluorescencni sondy jsou nevlastni fluorofory, které se ke sledované strukture vazou
nekovalentné a Casto pfitom meni své fluorescencni vlastnosti.
* Fluorescencni sondy jsou samy v roztoku zpravidla velmi malo fluorescencni.

* Po vazbé na proteiny nebo DNA se fluorescence sond vyrazne zvysi.
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Sondy citlivé na polaritu prostredi

» Typické sondy pro dynamickou polaritu 1-anilinonaftalén-8-sulfonat (ANS) a 2-p-toluidinonaftalén-6-sulfonat (TNS).

* Fluorescencni parametry - V tabulce jsou uvedeny fluorescencéni parametry ANS v rliznych 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

« Vazba ANS k apomyoglobinu — ANS se vaze do nepolarniho vazebného mista pro hem, emisni maximum se posunuje na
454 nm a kvantovy vytézek fluorescence vzrista na 0,98.

« Studium struktury a stupné polarnosti riznych vazebnych mist na proteinech véetné pfipadného vytésniovani
fluorescencnich sond z této vazby nebo zmény vyvolané napf. aktivaci enzymu apod.

* Pouziti ANS a TNS bylo pouzito napf. pro studium polarity vazebného mista pro hem v apomyoglobinu a apohemoglobinu,
nebo konformacnich zmén ve svalech a v nervovych zakoncCenich béhem akcniho potencialu. TNS bylo vyuzito napf. pro
studium konformacnich zmén po aktivaci chymotrypsinogenu a zmén konformace nervové membrany.

rozpoustédlo | A, M kvantovy doba dohasinani
(m) vytézek (ns)
oktanol 464 0,646 12,3
propanol 466 0,476 10,2
metanol 476 0,216 6,05
voda 515 0,004 0,55

Parametry fluorescence sondy l-anilinonaftalén-8-sulfonatu (ANS) pfi rizné polarité rozpoustédia
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Zmena fluorescence sérovéeho albuminu

v pritomnosti ANS

 Pfi zvySovani poméru molekul ANS:SA
dochazi k posunu emisniho maxima
z 350 nm na 480 nm.

» To se projevi zvySenim intenzity zareni,
100f 3 | které vidime okem pri excitaci 280 nm.

FLUORESCENCE INTENSITY

WAVELENGTH (nm)
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DNA sondy

« Interkalatory EB, AO, TOTO se vazou vmezefenim mezi pary bazi.
e O I S @ S O o @ S
-N+ "N+ +N=
\ \ / - . vy.
@ CHaCH3 O <cu2>3-§n-<cn?_)2-§H-(cH2)3 @  Hoechst, DAPI se vazou do malého zlabku DNA.
H H

» EB zvySuje intenzitu fluorescence po vazbé 30x

th. . * v .
Ethidium Homodimer a t se prodluzuje z 2 na 20 ns.

528/617nm

« DAPI zvySuje intenzitu fluorescence nejvic

=i
cHau\@N )
X | v blizkosti AT paru.
MezNNMez uJ\@P

TOTO (Thiazole Homodimer) zvySuje intenzitu fluorescence po vazbé

£

Acridine Orange

460/650 nm RNA 350/460 nm
« Sondy s velkou afinitou jak EB homodimer (vaze se 10 000x pevnéji nez
+ CH3 HaC monomer EB) a kladné nabity TOTO zustavaji navazané na DNA i béhem
N N . v s . : : e e
HN @ /SJ\C,H H\cj};Q elektroforézy a pouzivaji se k vizualizaci DNA na gelu a umoznuji zvysit
NH e “ sy . ’ ’
HaN=C N @ " EUD citlivost az 500x ve srovnani s klasickym barvenim EB.
C—NH2 |
SO . A
+
LAF ‘C”z’a"f‘c“zc"zc”z'ft (CHz),  Jak je mozno snizit spotfebu sondy pfi elektroforéze DNA?
355/461 nm CHg HaC
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Interkalace

Benzpyrene TOTO  °
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Syber Green

« Selektivhé se vaze na ds DNA do maleho zlabku.
* Detekce od 1 ng/mL.
 Vyuziti pfi RT PCR ke kvantifikaci namnozené DNA.

& &

>

O O O
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Srovnani sond pro kvantifikaci dsDNA

Sonda Citlivost ggtelfr;fgilgr?t Kvantovy vytézek Zvyseni intenzity fluorescence
pro dsDNA (cm1 M) po vazbé na dsDNA po vazbé na dsDNA
PicoGreen 25 pg/mL 70,000 0.53 ~2000x
Hoechst 33258 | 1-10 ng/mL 40,000 0.59 ~100x
Ethidium bromid | 1-10 ng/mL 5,000 <0.3 ~30x

 Extink¢ni koeficienty byly zjiStény pro volné sondy ve vodném roztoku.

http://www.promeaga.com/geneticidproc/ussymp8proc/21.html
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Proteinoveée sondy

« ZvySuji intenzitu fluorescence po vazbé na protein.

 NejcitlivéjSi 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.
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Sypro sondy

* Primarné pouzivané pfi barveni proteint na gelu.

* Vyuziti v kriminalistice.
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Soucasné barveni DNA a proteinu na gelu

 DNA byla barvena Syber Green.

* Protein SYPRO Ruby.
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Indikatory iontu

* Fluorescencni méreni zmén nitrobunécénych iontu je mozné diky sondam, které méni své
spektralni vlastnosti po vazbé daného iontu. NejCastéji se méri Ca?*, kterému je vénovana
fada knih. Indikatory jsou obvykle derivaty chelatori Ca?*, Mg?*, Na* nebo K* jako je EGTA,
APTRA a BAPTA, které maji vhodnou afinitu pro studovany iont. Pri vyberu vhodného
indikatoru bereme v Uvahu:

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

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

 disocia€éni konstantu — musi byt srovnatelna s mérenou koncentraci kationu (koncentrace
mensSi nez desetina nebo vési nez desetinasobek disociacni konstanty zpusobuiji pfilis malé
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Indikace Ca?* v nervovych bunkach za pouziti

Fluoro-3

« Pyramidovy neuron z krysiho hipokampu byl
nejprve vystaven Alzheimerove amyloidnimu
peptidu a poté excitaCni aminokyseline
glutamatu. Zobrazovani konfokalni laserovou
skenovaci mikroskopii s pouzitim
intracelularniho indikatoru Ca?* fluo-3 ukazuje,
ze amyloidni peptid destabilizuje kalciovou
homeostazu neuronu a zvysuje jeho
zranitelnost vUuci excitotoxicité.

» Excitotoxicita je patologicky proces, pfi kterém
jsou nervove bunky poskozovany a zabijeny
glutamatem a podobnymi latkami. Snimek od
Mark P. Mattson, Sanders-Brown Center on

£ Aging, University of Kentucky.

http://www.probes.com/servlets/photohigh?fileid=g001482&company=probes
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Aplikace urceni pH
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C
Photo, 11 day 242 @
. °E' R*=0.983 .. E 600
= = 1.0 2 < .
' £ ? E
- o S 400 .
[ 24 el
g 0.8 e g
2 et 5
go.s “_'o— E200 :
o & e -4
=
i 0.4
6.0 6.5 7.0
pH
22 days ' e o
3
Wi
E F
7.4
Fluorescence
i intensity
(4]
L7172
7.0
7 11 16 22 25
Days
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Quantum dots

6 nm 4 nm

lznm 94nm S3nm - 3-4am ~2om « Zakladem je polovodiCovy material.

Q@000

e Castice o velikosti radové nm.

« Maji uzké symetrické spektrum.

* Nedochazi k fotovybélovani!

InAs InP CdSe

w 6.0«2.8nm 30<-1.5 1.64—21nm . , p , . s o w .z
a8l =« - « « Emisni vinova délka je dana prumerem a materialem
W w
52 Sastice.
< w
=3
S 2
Z

» Siroky rozsah emise od UV do IR.

1771 1033 729 564 460
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Vazba biomolekul na Qdots
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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 plastem (shell), ktery umoznuje spojeni jadra s vnéjsi hydrofilni vrstvou
(Polymer coat).

* VVnéjSi hydrofilni vrstva udava rozpustnost a umoznuje vazbu biologickych molekul.
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Vlastnosti QDots

- Sitka emisniho spektra je 20-30 nm, coZ je asi 1/3 hodnoty ,klasickych® fluoroford.

« Kvantovy vytézek 0.35-0.5.

» Absorbuji pri kazdé vinové délce (polovodic).

* Mohou emitovat pfi rzné vinové délce za stejného budiciho zareni!

 Ultrafotostabilni 100-krat odoIngjsi proti fotovybélovani nez ,klasické® organické fluorofory.
* Doba dohasinani ~ 100 ns.

* Vysoky ¢ ~ 10 000 000 M-tcm-.
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Srovnani velikosti QDot
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Aplikovatelnost fluorescencniho znaceni

* Rozdil mezi lidskym a opiCim karyotypem.

* FluorescencCni znaCeni pomaha odpovedet
na zakladni védecke otazky.
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Datum praktickeho cviceni a zkousky

Potvrzeni terminu cviceni erminy zkousky
Ut 16.- Ct 18.1. 2024 P4 19.1.2024 v 9:00
Ut 23.- Ct 25.1. 2024 P& 26.1.2024 v 9:00

C02 mistnost 1.21
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Literatura

» Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third Edition, Springer + Business
Media, New York, 2006

» Haugland R.P.: Handbook of Fluorescent Probes and Research Products. Ninth Edition,
Molecular Probes, 2002

« Figar Z.: FLUORESCENCN| SPEKTROSKOPIE
V NEUROVEDACH
http://www1.1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky laskaveé
poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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