Fluorescencni metody

= Sirokeé pouziti v oblasti vyzkumu i praktické aplikace

= bioanalyticke metody
— klinicka chemie (fluorogenni substraty p  Fi stanoveni enzym )
— imunochemické metody (ELISA, FIA fluoresce  €éni imunoanalyza)
— genetické analyzy a DNA bio €ipy
— monitorovani prost redi (fluorecen €ni proby)

= piomedicina
— identifikaci a separace bun &k v pr itokové cytometrii

— zobrazeni bun éénych komponent ve fluorescen €ni mikroskopii a
analyze obrazu

— konformace a dynamika bun é&c¢&nych systém u



Fluorescence - -
Intenzita IO fluorescence
_ . (kolmo na excita €ni
zdroj sv etla paprsek)
¢ I

fluorescence = fotoluminiscence, f D
emise sv ételného kvanta p Fi navratu lp >> |
elektronu z vySSi energetickeé hladiny, detektor
kam byl vybuzen fotoexcitaci SR

fluorescence F se udava p fi ur €ité vinoveé délce
— emisni x excita €éni spektra

— relativni vyjad Feni, alternativn & jako | ;= kd &l
intenzita sv ételného toku na jednotkovou
plochu ("count")

dalSi charakteristiky: kvantovy vyt  ézek @, stfedni doba zivota T,
polarizace P (smeér kmitani el. vektoru emg. viny)

fluorescence prakticky ihned (10 -2s) po skon €eni excitace ustane
fosforescence trva delSi dobu, p  Fi excitaci vznika metastabilni stav

energetické p fechody - Jablonskéeho diagram : (vznik a zanik
excitovanych stav )




Fluorescence
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= Kashovo pravidlo:

— pred emisi dochazi k relaxaci vibra €ni energie a vnit Fni konverzi, takze
fluorescen €ni prechod nastava z nejnizsi vibra ¢€ni hladiny prvniho
excitovaného stavu S

= Vavilov uv zakon:

— kvantovy vyt ézek a doba trvani excitovaného stavu slozitych moleku | v
roztoku nezavisi na vinové délce budiciho za Feni
— o0becna vlastnost fluorescence: emisni spektra jsou nezavisla na vinove

délce excitace
= Zcadlova symetrie mezi absorp €nim a fluorescen €énim pasem:

— absorpce i emise z odpovidajicich si vibra  énich hladin maji stejnou
relativni pravd épodobnost. V étSina absorbujicich i emitujicich molekul se
nachazi v rovhovazném vibra ¢énim stavu, p fi€éemz vibra €ni struktura
zakladniho i excitovaného stavu maji stejnou struktur u

— po absorpci p fechazi elektron z rovnovazné vibra ¢€ni hladiny stavu S ; na
vysSi vibra €éni hladinu stavu S ,, poté dochazi k rychlé relaxaci nastavu S
(v €ase 10-12-10-13 s) a teprve poté nasleduje za Fivy p fechod na vysSi
vibra €ni hladinu stavu S  a dalSi vibra €ni relaxace na rovnovaznou
vibra €ni hladinu stavu S

— vyjimky jsou d usledkem rozdilného geometrického uspo  radani
atomovych jader v excitovaném a zakladnim stavu

= Stokes uv posuv
— rozdil v energiich mezi maximy absorp  €éniho a emisniho pasu



Sledovani a mereni fluorescence

= spektrofluorimetry — méfri stfedni signal celého vzorku v kyvet € nebo
v jamce mikrodesti €ky

= fluorescen €ni mikroskopy — umoz Auji pozorovat fluorescenci dvoj-
nebo trojrozm érnych mikroskopickych objektu

= fluorescen €ni skenery (i"€tecky" mikrodesti ¢ek) — meéri fluorescenci
2D makroskopickych objekt U (elektroforetické gely, bloty,
chromatogramy)

= prutokové cytometry — méfri fluorescenci velkého mnozstvi
jednotlivych bun ék a umoz nuji identifikaci a separaci jejich
subpopulaci

= mérenirelaxa ¢nich ¢asu (pulzni, nebo fazovy posun - frekven ¢€né
modulované sv étlo)

» fluorescen €ni korela éni spektroskopie (FCS)

— fluktuace intenzity F v mikroobjemu (10 1> ) ur éeném fokusovanym
laserovym excita €nim paprskem

— rychle difunduijici fluorofory - fluktuace fluorescen ce (nedochazi ke
zprumeérovani), jeji ¢asova zavislost se analyzuje pomoci autokorela  €ni
funkce (informace o kinetice, difuzi, koncentraci mo lekul ve vzorku)



Rozdéleni fluoroforu
= vlastni (vnit fni, intrinsic) - p Firozeny vyskyt
— proteiny (Trp, Tyr, Phe), NADH, FAD, FMN, chorofyl
— fykobiliproteiny, green fluorescent protein (GFP)
= nevlastni (vn &jSi, extrinsic) - p Fidavaji se ke vzork um,
které samy nemaji fluorescen ¢€ni vliastnosti

Y v d

= fluoresce ¢ni znacky (vazi se kovalentn é)

= fluoresce €ni sondy (vazi se nekovalentn é)

— fluorofory, jejichz kvantovy vyt  ézek, pripadn é i spektralni
vlastnosti se vyrazn € meni po navazani na bilkoviny, nukleové
kyseliny, membrany aj.

— studium zm én konformace, membranového potencialu, polarity a
viskozity prost redi

= fluorescen €éni indikatory (chemické sondy)

— spektralni vlastnosti nebo intenzita fluorescence j sou citlivé na
pritomnost dalSich latek - zjiSt éni koncentrace



Fluorescecni znacky

= klasicke: organicka barviva, fluorescentni bilkovin Y,
chelaty lanthanid u

— dob fe rozpustné ve vod &, snadné pouziti, mnoho existujicich
protokol U a aktivovanych forem

— ale Siroké spektralni pasy, nachylné na fotorozklad

= moderni - polovodi €ové kvantové te €ky, anorganické
nano ¢astice dopované lanthanidy, nano castice latexu a
kFremicitan u s navazanymi fluorofory
— diky pokroku v oblasti materialovychv  éd



Fluorescein

nej€astéji pouzivany fluorofor
— vyhody: vysoka absorbce,

velké @, nizka cena

— exc. lze pFi 488 nm Ar laserem
(kofokal. mikrosk., cytometrie)

fluorescein-5-isothiokyanat
— FITC, 494/ 520, s -NH,, skupinou !

dava thiomo €ovinove uskupeni
— reaguje rychleji, stabiln &jSi produkt
na -SH skupiny: 5-jodoacetamidofluorescein
(5-1AF) a fluorescein-5-maleimid

na aldehydové ¢&i oxoskupiny:
— fluorescein-5-thiosemikarbazid, da hydrazonovou vazbu

— pouzitelny nap F. pro zna €eni cytosin iv DNA ¢i RNA
po jejich aktivaci hydrogensi  Fi€itanem

na sacharidove zbytky:

NHS-fluorescein

— fluorescein-dichlorotriazin ( DTAF), i na jiné biomolekul s volnymi

alifatickymi hydroxyly, také na tubulin




Problémy s fluoresceinem

nachylny na fotorozklad - signal vydrzi pouze par minut

pPH zavislost fluorescence - vyrazn é klesa signal pro pH
pod 7

existence isomer U - muze komplikovat geometrii vazby k
protein um, nasledn é elucéni €asy v chromatografii,
migraci v gelech

mené vhodny pro "ultracitlivée" aplikace



Rhodaminy

sulforhodamin 101
(Texas Red)

rhodamin 6G rhodamin 110 TRITC N

= strukturn & podobné fluoresceinu, ktery dopl  Auji
— misto atom U kysliku jsou na postranni cykly vazany dusikové ato my
— mohou nést r tzné substituenty a tim je dostupna Siroka Skala vari ant
= emise probiha p Fi delSich vinovych délkach ve srovnani s
fluoresceinem
— pouzitelné pro techniky s dvojim zna €enim
— VvySSi fotostabilita a dobra excitovatelnost sv ~ etlem rtu tovych vybojek



sulfornodamin B, jinak Lissamin rhodamin B

— obsahuje na dolnim aromatickém jad fe dveé sulfoskupiny v polohach 3
(vpravo naho fe) a 5 (dole) (Imperial Chemical Industries)

sulfornodamin 101, Texas Red (Molecular Probes)
— emitujici nad 600 nm

tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat (  TRITC) resp. (TMR)

Vv v D &4

— od tetramethylrhodaminu, nejb  €znéjSi zna €kovaci €inidlo z této skupiny,
(544 1 570), &,,=10°>Mcm™?

— reakce s aminoskupinou probiha analogicky jako u FI TC

— karboxytetramethylrhodamin (  TAMRA) dalSi alternativa
NHS-rhodamin (5-karboxymethylrhodamin sukcinimidylester) (544 / 576)
karboxy-X-rhodamin ( ROX) - zna€eni oligonukleotid u, sekvenovani
Lissamin Rhodamin B sulfonylchlorid (556 / 576)

— ma v 5-pozici reaktivni skupinu -SO ,CI - s -NH,, vznika sulfonamid

— podobn é existuje sulfonylchlorid i od Texas Red derivatu

na derivatizaci SH: tetramethylrhodamin-5-jodacetam id (540 / 567)

pro reakci s aldehydy Lissamin rhodamin B sulfonylh ydrazin
— ma v 5 poloze skupinu —SO ,-NH-NH,) (560 / 585)
— sulfonylhydrazin Texas Red emituje p  Fi delSi vinové délce (580 / 604)



Rhodaminy - zhodnoceni

= fluorescence v €ervené oblasti
= vySSi stabilita nez fluorescein
= excitovat (p ri 520 nm) Ize rtu tovou vybojkou



Alexa Fluor SOH  SOH SOH  SOH

rhodaminovy nebo
kumarinovy skelet

dopln ény o sulfoskupiny
vySSi rozpustnost

cela odstup novana radu Alexa 488 Alexa 532
slou €enin s posunujicimi COOH COOH

Se exc. a emis. maximy

napojeni na zna €¢ené biomolekuly probiha v dolni  €asti molekuly p res
karboxyl v poloze 5 aktivovany nap F. NHS skupinou

— jsou p Fitomny i isomery se skupinou posunutou do polohy 6

1. Alexa Fluor 405 —]
12 3456789 1011121314 15 1617 18 19 2. Alexa Fluor 350 —

4 \ . 3. Alexa Fluor 500
l ! 4. Alexa Fluor 488 —|
| ' 5. Alexa Fluor 430
' 6. Alexa Fluor 514 —

7. Alexa Fluor 532
8. Alexa Fluor 555 —
400 450 500 550 600 650 800 850  16.Alexa Fluor 660 —
17. Alexa Fluor 680 —

Wavelength (nm) 18. Alexa Fluor 700 -

19. Alexa Fluor 750 —

9. Alexa Fluor 546 -
10. Alexa Fluor 568 —
11. Alexa Fluor 594 —
12. Alexa Fluor 610 —
13. Alexa Fluor 633 —
14. Alexa Fluor 635 —
15. Alexa Fluor 647 —

Fluorescence emission




imunolokalizace ribulosabisfosfat
karboxylasy v 2.0 um rezu listu
kuku rice (C4, separovany fotosynt.
slozky mezi mezofil a svazky cévni)
— anti rubisco Ab, Alexa Fluor 488 kozi
Ab anti krali €i IgG
— autofluorescence chlorofylu
(€erven &, v mezofylovych plastidech)
— lignin (matn é zeleny) v xylemu
svazku

— kutin (jasn é zeleny) v kutikule vn &
epidermis

periferni neurosystém embrya
Drosophily:
— mADb 22c¢10 anti mikrotubuly, Alexa
Fluor 488 krali ¢i Ab anti-mysSi IgG

— délici se bu nky - Ab anti histon-H3,
Alexa Fluor 594 kozi Ab anti krali
IgG

— jadra DAPI (modra fluorescence)
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AMCA-HPDP

kumarin = 2H-1-benzopyran-2-on je p Firodni latka

7-amino-4-methylkumarinoveé derivaty, zejména
7-amino-4-methylkumarin-3-octova kyselina (  AMCA) (345 / 450)

— pro -NH, AMCA-NHS
— pro -SH AMCA-HPDP
— pro aldehydy AMCA-hydrazid

7-diethylamino-3-[(4’-(jodacetyl)amino)-fenyl]-

-4-methylkumarin (DCIA)

— velmi intenzivni fluorescence (382 / 472)

— na sv étle nestabilni

4-methyl-7-hydroxykumarin
excitac emise

T T T T T T
300 350 400 450 500 550

(nm) A




BODIPY

Q o

F B
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N
o C.S © ©
BODIPY FL C; SE BODIPY 530/550 C3

= 4 4-difluoro-4-bor-3a,4a-diaza-s-indacen

— nema ionizovatelné skupiny - méalo ovlivn  én pH

— vysokeé absorbance a vysoke kvantové vyt  eézky fluorescence

— mensSi komplikaci jsou malé Stokesovy posuny pod 20 nm

= modifikace v krajnich polohach postrannich cyklopen tadien U

— derivaty s posunutymi spektralnimi charakteristikam i

— pro -NH, existuje BODIPY FL C3 SE s postranni NHS skupinou (502 / 510)
— komplikaci je vzajemné zhaSeni, pokud je stupe n substituce vyssi

— dostupné derivaty s jodacetamidovou a hydrazidovou s kupinou

= derivaty BODIPY 530/550 C3-X - maxima k vySSim vinov  ym délkam
— pritomnosti objemnych aromatickych postrannich substi tuent G

— reaktivni skupinou X m 0ze byt NHS nebo hydrazid

= bromderivat Br BODIPYpro substituce sulfhydrylovych skupin

Br-BODIPY




Cascade blue

= od sulfonovaného pyranu

— vlastnostmi vhodn é dopl Auje
fluorescein p Fi multizna €eni

— vyborna rozpustnost ve vod é

SO,H

SO.H

R—NH,
0
R rovlkN/R
H

R—OH
o _N__o
~ \[( “R
0
Q(J)\ ;= -NH(CH,),NH,
0
'/ z -NH(CH,).NH,
-NH-NH,

— dobré kvantové vyt ézky (kolem 50%)
— mala urove n vzajemného zhaseni p Fi vySSich substitu €énich pom érech
— matefFska slou €enina ma na hornim jad Fe vpravo pouze methoxyskupinu.

= pro zna €eni aminoskupin - acetylazidovy derivat (375+400/ 4
— pFi vysSich teplotach — kolem 80 € v DMF probiha p

uskupeni na isokyanatovou formu a odst

— isokyanat reaguje s volnymi hydroxyly, vznika urethan

— dalSi formy maji v postranni

10)
resmyk azidového

épi se molekula dusiku

ové uskupeni

¢asti hydrazinovy, ethylendiaminovy nebo
kadaverinovy (pentamethylendiaminovy) zbytek




Lucifer yellow

zakladni slou ¢eninuz =H

derivaty 4-aminonaftalimid-
-3,6 disulfonatu

z
I

Ox_N.__0O
Z=
SO,H i ! SO,H
NH

2

HN O

i

napojeni se realizuje p fes
horni imidovy atom dusiku
— jodacetamidovy derivat (na —SH)

— hydrazidova skupina (Lucifer Yellow CH, na aldehydy)

— optické parametry (427 / 530)
predevsim v cytochemii




= velmi popularni zejména v oblasti DNA
bio €ip i vyuzivajicich cDNA fragmenty Y N
jako imobilizované proby i R
= zakladem je indokarbocyaninovy skelet

— je sulfonovan, ob é aromatické €asti jsou spojeny uhlikatym m  tUstkem
s konjugovanym systémem dvojnych vazeb (methin)

= je k dispozici odstup nRovana rada fluorofor U (Amersham Biosci.)

Cyaninove fluorofory o
N A

HSO, SO,H HSO, SO,H
N N+ N

N+

P . P .,

z

kontrola Cy3 p Fekryvovy signal (oba kanaly)




Cyaniny - zhodnoceni

= delka polyenového spojovaciho retézce

— monomethinové slou ¢€eniny - thiazol orange (TO), oxazolle yellow
(YO) nebo jejich dimery (TOTO, YOYO) - fluoreskujip o vazbé na
nukleové kyseliny (fluorescen €ni sondy)

— polymethinové slou ¢€eniny - Cy3, Cy5, ...
— délka spoj. retézce, resp. po €et vinylenovych -CH=CH- skupin
pusobi bathochromni posun o cca 100 nm - fluorofory em itujici az
v NIR oblasti
= vyhody NIR fluorescence
— neni zde uz autofluorescence biologickych slozek - v ySSi citlivosti
— méné nakladna instrumentace, excitace p i delSich vinovych
délkach
= problemy
— Uzké excita €ni pasy, fotorozklad, mensSi intenzita v NIR



Atto

vysoka absorbce a vyt ézek, fotostabilita
modifikace oligonukleotid

nékolik typ 4 struktur na bazi kumarinu,

rhodaminu, ...

(Atto-Tec)

u

Alvaihance

III-I
|

I

exc.

Fluoresoenes

Wavelemgth (i)

Willebrand faktor - Atto 550 zna €. Ab (zelené), kadherin - Atto

655 zan€. Ab (€erven é) a jadra DAPI (mod Fe)

Fluorescent Absorption | Emission Extinc!:ion
Dye max. max. coeft'lﬂle_nt
[nm] [nm] [em M
390 479 24.000
436 484 45.000
453 508 75.000
Atto 495 495 527 80.000
Atto 488 501 523 90.000
- 516 538 110.000
Atto 532 532 554 115.000
Atto 550 554 579 120.000
Atto 565 563 592 120.000
Atto 590 594 624 120.000
601 627 120.000
619 643 120.000
629 657 130.000
644 669 150.000
663 684 125.000




Fluorogenni substraty hydrolas

Cl)H
O=P—0
OH R—O @ @)
Ly
N
FDP
derivaty resorufinu

derivaty fluoresceinu, nap .
fluoresceindifosfat pro ALP

rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-argininamid)
(BZAR), pro serinove proteinasy, (496 /
520) cca 100x citliv éjSi nez slou €eniny
zalozené na AMC

jiny p fiklad - rhodamin 110, bis-( N-CBZ-L-
fenylalanyl-L-arginin amid) ( Z-FR-R110)
pro cysteinoveé proteinasy katepsin B a L




Fluorogenni enzymoveé substraty

I
OH | >
= - H,PO, _
MUP
CHS CH3

4-methylumbelliferylfosfat ( MUP), po hydrolyse fosfatasou vznika
4-methyl-7-hydroxykumarin ( methylumbelliferol ), modra fluorescence,
(360 / 450)

derivaty 7-amino-4-methylumbelliferolu (  Z-X-AMC
Z-X-NH O 2O/ nebo Z-X-MCA), AMC produkt (342 / 441), nap F.

| 7-amino-4-methylkumarin  N-CBZ-L-fenylalanyl-L-

7 argininamid ( Z-FR-AMC) pro stanoveni serinovych

proteinas a plasminu, kalikreinu, katepsinu), nebo /-
CH, amino-4-methylkumarin, N-CBZ-L-aspartyl-L-
glutamyl-L-valyl-L-asparagylamid
(Z-DEVD-AMC) pro kaspasu 3

alternativn e derivaty 7-amino-4-trifluoromethylkumarinu, nap F. Z-DEVD-AFC

N-CBZ- je N-benzyloxykarbonyl-



Lanthanidove
komplexy

DTTA

o LT

O

Hk

/\/N\/\ /ﬁ(OH
O

OH

= Eus*a Sm3* ve form é chelat ovych komplex U

— atraktivni fluorescen ¢€ni znac¢ky vhodné pro ¢€asov e rozliSenou
fluorescenci (, time-resolved fluorescence “, TRF)

L (p-isothiokyanatobenzyl)-
diethylen-triamin-N 1,N2 N3,N3-tetraoctova kyselina ( DTTA)
= ktera se m Uze vazat na aminoskupiny za vzniku thiomo ¢ovinového

= pro "p Fichyceni"k biomolekulam slouzi N

uskupeni.

= takto p Fipravené komplexotvorné misto pak vaze iont lanthan idu a
ziska se intenzivn é fluoreskujici zna €ka s relativn é dlouhou dobou

zareni po excitaci

— pfFi pulzni excitaci se vy €ka, az vymizi ¢€i vyhasne nespecificka
fluorescence pozadi, p ripadn é rozptylené za reni, a az pak se po kratke

prodlev & zméri fluorescence zna €ky
— lze pouzit i dalsi lanthanidy, nap
— proces pod nazvem DELFIA zavedla finska firma Wallac

F. terbium a dysprosium

Oy




Dalsi chelatove struktury

E

CO0" coOo~

wa

Co0"~ COO0°

CH,
N
;NH
N ﬁ N=
L% :
N CO2
\__co, Th+
" —C0O2
g
o}

terpyridin

chelat s anténou




o7 o7 o Excitation
TRF mereni Stokes’ shift for europium
= chelaty lanthanid §
(Eu, Sm, Dy) -
— dlouhd Zivotnost g
excitovaného stavu g
— velké Stokesovy posuny §
350 400 450 500
Wavelenglh(nm)
— — T —Dy* —Eu™ — Sm™
Excitation
Decay time ——»

H_ Counting _,,5
time

Fluorescence

0 400 800 1000
Time (us)




Kvantove tecky
moderni fluoreskujici polovodi  ¢ové nanokrystaly
QD, "quantum dots" jsou mensSi nez 10 nm a svym kvan  tovym
chovanim se nachazi mezi polovodi éi a izolovanymi atomy
polovodi Ce - valen €ni a vodivostni energ. hladiny odd élény o E,

— excitace - elektron p Fejde do vodivostni hladiny a zanecha za sebou
kladn & nabitou diru ve valen €ni hladin é

— prostorova separace tohoto paru ("exciton") odpovid a Bohrovu pr ameéru
a je typicky 1 az 10 nm

QD maji obdobnou velikost .
— excitony jsou v nich ohrani  ¢éeny
podobn é jako chovani €astice —
V uzav reném prostoru
- ety e DT L e
g % LUMO
— opticke vlastnosti zavisi na velikosti /% -
s 77 ?k
bulk uantum isolated
metal semiconductor ) dot molecule




Quantum dot
synthesis

lasuapuod

” ~ o 0x°
Kvantove tecky (QD) < T N
— o S\ i édﬂ ~ /_Sp o)
o)\\ 0 neicas ) c 23+\)\\o'
S\,Cd2+ d,“
o | » Core-CdTe caZ’s O
unikatni fluorescen é&ni T Bt
vlastnosti - stabilitav U€i o A
, J 2 Cd 0
fotorozkladu, velké o~ Py 7
Stokesovy posuny L QF
O O

refluxing solution
of the QD precursors

CdTe jadro obalené CdS,
rozpustnost diky vazb é thioglykolové kys. (TGA)
prekurzory - Te, CdCl ,, TGA a NaBH,

— NaHTe pfripraven redukci Te pomoci NaHB

— nastfik roztoku NaHTe do sm ési CdCl, a TGA v inertni
atmosfé re

— refluxace na vzduchu (minuty az hodiny)
pii zahFivani roste pr tmér QD, emisni maximum se
posouva k delSim vin. délkam
vétSi QD maji lepSi stabilitu
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Quantum dot resp. fluorescein fluorescence and background
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QD: absorbc¢ni / emisni spektra
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Fotoluminiscence u QD

= vznika radia €éni rekombinaci exciton U
spektralni vlastnosti jsou ,laditelné*®
zmeénou velikosti ¢€astic

— napft. u CdSe nanokrystal 0 Ize emisi
nastavit od 450 do 650 nm

— mensi QD jsou ,mod fejSi*
(hypsochromni efekt)

Emission Range

- 400 Nnm

— 500 nm

— 700 Nnm

— 800 nm

— 900 nm

InP

= pro konjugaci s biomolekulami se nanasi reaktivni vrs

— tri-n-oktylfosfinoxid (TOPO) nebo hexadecylamin
— silaniza €ni €inidla vytva rejici silikatovy obal
— thioly, thiokyseliny, glutathion, ...

tvy




Vyhody QD

oproti klasickym fluorofor  Gm zahrnuiji:

VYSOKY jas (20x vy3si proti jingm typ  am, dany velkym kvantovym
vyt ézkem a vysokym extink €énim koeficientem)

uzké emisni pasy pod 30 nm , velké Stokesovy posuny -
castice obsahujicich r Gzné barevné QD v r tznych pom érech, €imz
vznika chemicky , ¢arovy kéd“ umoz nujici identifikaci v komplexnich
smeésich

velmi stabilni a nepodléhaji fotodegradaci -  &asto se chrani
proti fotooxidaci plast ém z polymer a nebo jinych polovodi ¢u (napf.
CdSe povle éeny ZnS nebo silikatem )

Siroké absorb €ni pasy - rtzné barevné QD Ize excitovat stejnym

zdrojem sv étla a jednoduSe tak vyhodnocovat sou €asné ruzné
znaceni odliSnymi barvami p Fi multiplexnich stanovenich



QDs mohou byt toxickeé
= (CdSe a CdTe snadno p fipravitelné ve vod e, nej¢astejSi pro
bioaplikace
— vysoky kvantovy vyt eézek (~50%), klesne po biokonjugaci (~20%)
= “klasicke” materialy - CdTe, CdSe, HgTe, PbS ...jsout oxické
= nové moznosti — Si, ZnS dopovany Mn, InP, InP / ZnS, Ag ,S, Ag,Se, C
dots

= uhlikové QDs (c-dots,
véetné dopovanych Si)
= vznikaji p Fi rozkladu organickych
slou €enin uhliku
— saze, parafinovy vosk

— emisni spektra zavisi na velikosti
a excita €ni vinové délce

Normalized Intensity

‘-—J

pa—

® -’ ‘-_—’ '
o . . -

450 500 550 L . .
' | 300 400 500 600 700

Wavelength (nm




Nanocastice
s fluorofory

optické kodovani na zéaklad é
multiplexovani vin. délek

polymer, uvnit F smésiruzné
fluoreskujicich QD - charakt.
spektrum

moznost identifikace cilovych
biomolekul ve sm ésich p Fi uziti
kombinatorickych postup U

Fluorescence intensity
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Bar coding (opticky ,,carovy“ kod)

------

.......

......

......

......

Fournier-Bidoz S, Jennings TL, Klostranec JM, Winnie Fung,
Rhee A, Li D, Chan WCW

Facile and Rapid One-Step Mass Preparation of Quantum-
Dot Barcodes

(2008) Angew Chem Int Ed 47, 5577-5581




Multiplexni imunostanoveni

= ruzné QD jako zna €ky, stanoveni n ékolika analyt U
(marker ) vedle sebe v jediné procedu e

YYyvY ¥

40000
© mix 1000 ng/mL data
’:"r ~—— 510 nm QD fit &

: I 555 nm QD fit 05,
S 30000 590 nm QD fit &R
8 —— 610 nm QD fit
ol —— composite fit
@ 20000
-

E
-
2 10000 }
=
Q.
0
Goldman ER,Clapp AR, Anderson GP, Uyeda HT, Mauro JM, Medintz IL, 450 500 550 600 650

Mattoussi H Multiplexed Toxin Analysis Using Four Colors of Quantum wavelenath (nm)
Dot Fluororeagents (2004) Analytical Chemistry 76, 684-688




Kapilarni fluorescencni imunostanoveni
excitace

= kodovani — typ biorekogni €niho elementu (co se m éfi)
= spole éna sekundarni zna ¢ka (kolik toho je p Fitomno ve vzorku)



Anti-Stokes fluorescence

= organic fluorophores — excitation with shorter wavele ngth, emission
at a longer wavelength, intensity of emission is di rectly proportional
to the excitation

= however, a longer wavelength can be changed to ash  orter one —
energy of few photons is summarised and a higher ene rgy photon
becomes emited; intensity depends on the square of excitation —
non-linear processes

= two(m ult)-photon luminescence
— several photons interacting with a single molecule

— e.g. 2-photon confocal microscopy — lower excited vol ume, better resolution
= second harmonic generation
— increased energy of photons passing through suitabl e crystalic materials

— double frequency at the output, narrow emission pea ks, coherence
— nanocrystals of KNbO3, LINbO3, BaTiO3, ZnO

= upconvertion®



Upconverting NPs (UCNP)

gradual absorbtion of several photons

lower excitation intensity compared to
multiphoton techniques
— observed for materials doped with Ti, Ni, Mo, actin  oids

quite high for NPs based on NaYF , doped with
lanthanoids (eg. Yb 3* and Er3*, or Yb3*and Tm 3*)

980 nm
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Upconverting spektrum 12 nm NaYF4 NPs dopovanych
Yb3+, Er3+ a Gd3+, excitace NIR laser 980 nm




Mechanism of upconversion

= ESA (excited-state absorption)
— Ions gradually absorb several photons
— transfer to the target band, emission starts

beta phase of NaYF, doped with

= ETU (energy transfer upconversion)
Yb3* (20%, sensitiser) and Er3*, (2%, emitter)

— ions with a higher extinction cqef,

(sensitizers) become excited
absorbtion of photon and trandfer

multi-phonon
relaxation

<..» energy transfer

energy to nearby ions (emitter$) " sliston sonion
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ESA ETU 20 | p e i
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Assays with UCNP - LRET

= detection of human IgG
= NaYF4:Yb:Er

= overlap of Au absorbtion with
green emission (energy
transfer)

= homogeneous competition

red

green
green

G

980 nm

green

red

Y rabbit anti-goat 1IgG § human IgG

’ NaYF:Yb,Er

nano gold Y goat anti-human IgG
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Bioimaging with UCNP (... in NIR)

= tissues are rather transparent
for NIR light (700 .. 900 nm)

— out of water and hemoglobin

= single molecule (bioobject)
1 1 1 HeY, Zh Y,SuY, Lu, Ji Z,P F,XuT,SuS,H Q, Fan C, Lee S-T
VI S U a.l ISatI O n Weater—dig;egrsed Lrl1ear—li-ll'lfrar;irlgmittir?gnguantﬁm dolils of uLIjt?;sgmall s?;es fc:nt‘3 i?'l vitro

and in vivo imaging (2011) Angewandte Chemie - International Edition 50 (25), 5695-5698

Dahan, M., Lévi, S.,
Luccardini, C., Rostaing, P.,
Riveau, B., Triller, A.
Diffusion Dynamics of
Glycine Receptors Revealed
by Single-Quantum Dot
Tracking (2003) Science,
302 (5644), pp. 442-445




Fykobiliproteiny
= intenzivn é fluoreskujici proteiny z fotosyntetického aparatu e ukaryot,
modrozelenych a €ervenych sinic, ras a cyanobakterii
= nativni nefluoreskuji, ale excita €ni energii p fedavaji na chlorofyly

= purifikované fluoreskuji s vyt  ézky kolem 100%
— obsahuji n ékolik bilinovych chromofor G (nap¥. B-fykoerithrin 34)
— to v souhrnu poskytuje vysoké extink  €ni koeficienty pro celou molekulu

Nazev Zdroj Slozeni | M, Pocet | Aex / Aern | € (20° M*
(kDa) | bilin & | (nm) cm’)

B-fykoerythrin Porphyridium cruentum (aB)sy 240 34 |546/575 2,4
R-fykoerythrin Gastroclonium coulteri (aB)sy 240 34 |566/574 2,0
C-fykocyanin Anabaeba variabilis (aB)2 72 4 614 /643 0,58
allofykocyanin Anabaeba variabilis (ap)s 110 6 650 / 660 0,70
CryptoFluor Crimson | cryptomonad algae 40,2 585 / 658
CryptoFluor Gold cryptomonad algae 30,8 566 / 600

— fluorescen ¢€ni vyt @Zky se blizi 30 fluorescein Um nebo 100 rhodamin Gm
— fluorescence neni extern é zhasena

— dostupnost mnoha konjuga €nich mist

— v prodeji jako konjugaty se streptavidinem nebo bioti nem



Zeleny fluorescecni protein

= "green fluorescent protein ", GFP - z bioluminiscentni meduzky
(Aequrea victoria, jellyfish), 26 kDa

= chromofor - p-hydroxybenzyliden-imidazolidinon, vnika cyklizaci a
oxidaci aa zbytk G Ser-Tyr-Gly:

Tyre6 O  qlye7 o)
/(D/\/N\N/\'| < cyclization W oxidation (O,) N \
—_— —_—
N_d ©0 HO HO N - TR0, ho NS Y-
H .. O . 9]
s Ser65 1 |
1 H OH H OH

H OH

= mutagenezi ziskany vylepSené varianty - Siroké pouzi  ti pro zna ¢eni
— divoky typ, sm és fenolu a fenolatu
— fenolatovy anion
— fenol
— fenolatovy anion s p Fidruzenym pi-elektronovym systémem
— indol (Trp misto Tyr)
— imidazol (His misto Tyr)
— fenyl (Phe misto Tyr)



Pouziti GFP
= biologickad zna ¢ka pro sledovani a kvantifikaci
exprimovanych bilkovin
= studium protein-protein interakci
= interni bun écny "biosensor" pro sledovani signal u

= rekombinantni techniky - spojeni GFP se sekvenci jin €&
bilkoviny - chiméry - sledovani lokalizace a pohybu
bilkovin v bu nAkach

= zelené mysi a podobne ...




Fluorescencni polarizace (FP)

zalozena na velikosti rota ¢€niho pohybu molekul
v protikladu jsou doba zivota
excitace se provadi polarizovanym

T, a rychlost pohybu 6, fluoroforu

sveétlem, tj. excituji sepouze

fluorofory vhodn € orjentovane o

vugci rovin é svétla é)%@%&)
okud bude zivotnost Qo

. TA<<O rot g Ree!

exc. stavu mnohem
kratSi, nez rotace,
tak si excitované mole-
kuly zachovaji orientagi Qb‘
a bude emitovano
polarizovaneé za reni

pokud bude zivotnost

exc. stavu dlouhd, porusi
se orientace molekul a

nastane depolarizace polarizovane

depolarizovane
emitované za reni




FP a mobilita molekul (1 _ 1) :(E_E](uzj
P 3

P, ... FP v nep Fitomnosti rota €ni difuse

alternativni vyjad feni rotace pomoci ,7\/ ,7|\/|
viskosity a molekularniho objemu  V, @ = = r (\7 + h)
Ize dale zavest molekulovou hmotnost KT RT

spec. objem bilkoviny v a hydrataci h
(typ. 0.2 g vody na 1 g proteinu)

v praxi jsou diky hydrataci a nesférickému tvaru ko relaéni €asy 0 asi
2X vetSi nez odvozené pro kouli v suchém stavu (nap  F. HSA, M= 65
kDa, h=1,9 vychazi 6 kolem 50 ns)



Polarizator

= sveétlo po pr uchodu polarizatorem osciluje pouze v jedné
rovin é

= dichroické systemy - adsorbuji jednu z obou rovin
polarizace (film z orientovaného PVA dopovaného
jodem), malo efektivni v UV oblasti

= krystaly kalcitu vykazujici dvojitou refrakci - rozpty luji
ruzné obé roviny polarizace (Nicol a Glan polarizéatory,
Wollaston uv hranol)



Mereni FP

_ y 4
excitace

zdroj
svétla
Zmeri se horizontalni a
v?[tiké}lnl’ slozky emitovaného polarizatory
zareni | —| vzorek
lari P=—"
polarizace se ] emise
vypo Ete podle vztahu: v h
byva od -0.25 po 0.5
alternativn & se pouziva . | -1 detektor
anisotropie r: -
| +21,
o
obé veli éiny jsou zam énitelné (vnit Fné souvisi): P= oty
jako tracer funguji konjugaty malych molekul (pepti dy, Ié €iva,

pesticidy, ...), které jsou pomoci vhodného m  ustku (linker) spojeny
s fluoroforem (fluorescein, rhodamin)



FRET Forster energy resonance transfer

= prenos energie za fivymi nebo neza fivymi mechanismy mezidv éma
chromofory

— zarivy (trivialni) p fenos - excitovana molekula donoru emituje za  feni, které
je absorbovano molekulou akceptoru

— nezarivy p fenos energie (FRET) - ve sm ési molekul dochazi k absorpci
pouze molekulami donoru, avSak kone énym vysledkem je excitovana
molekula akceptoru (chromofor, budici z&  Feni sdm neabsorbuje)

— nedochazi k emisi sv étla donorem

s

neradia éni =
pfechody v

Distance and Energy Transfer Efficiency

-

absorbce Férster Distance

donoru o 75
. 0
""":’I: emise |
rezonan éni = akceptoru

[+
o

———————— <+— 50 Percent
Transfer
Efficiency

prenos

S

donor akceptor

N
o

o

Energy Transfer Efficiency (Percent)

0 = 4 6 8 10
Distance (r, in Nanometers)




Efektivita FRET SR S

6
) "
= dana pom érem vzdalenosti r meziD a A o

a Forsterova polom éru r,, nebo alternativn € pom éry doby Tt nebo
intenzity F fluorescence donoru bez ( T, F) av pfitomnosti ( T ,F)
akceptoru, zavisi dale na:

— vzdalenosti mezi donorem a akceptorem
— speltralni p rekryv emisniho pasu donoru a absob  €éniho pasu akceptoru
— vzajemné relativni orientaci dip6l G donoru a akceptoru

= pravd épodobnost rezonan ¢€niho p Fenosu energie ur cuje kp,

— urcujici slozkou je dipol-dipdlovy p  Fenos energie 6

— Forster av vzorec (v p Fipadé slabé vazby, k = i L
kdy vzajemné interakce donoru a akceptoru o
neovlivni opticka spektra) c

— T, — doba dohasinani fluorescence donoru, r,— vzdalenost, ve které je
pravd épodobnost p fenosu energie rovna pravd eépodobnosti vnit Fni
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly,  rp, — vzdalenost mezi donorem
a akceptorem



FRET usporadani donor - fluorescen ¢€ni skupina (fluorofor)

‘ akceptor - zhasejici skupina (quencher)

%‘excitace
hydrolysa vhodné skupiny

4‘ ve spojovacim m ustku oddaleni - neni
“eenns” \ | pFenos energie
|
—

nezafrivy p fenos energie —|—‘ —

na blizkou skupinu akceptoru I - _‘
ZADNA FLUORESCENCE HﬁﬁNASTUP
FLUORESCENCE

+ LR »
R 5

*
LT

“molecular komplementarni DNA
beacon” (target)



FRET - vhodné skupiny

fluorofory (donory, R zna €i napojeni
na dalSi ¢ast molekuly)

R (CHy,N O N(CH,), o

) O O 0 zhasSe ce (akceptory)
(CH3)2NON .

@)

o)
DABSYL




Vicenasobné znaceni - detekce mutaci

Targets
MUT-G MUT-A MUT-T

FAM
(G)
AL350
(M
TMR
(€)
CY5
(A)

Filters




FISH fluorescence in situ hybridization

Acceptor
molecular
beacon

Donor
molecular
beacon

Quencher ” Quencher

FRET  Acceptor dye
Donor Dye —

||||IIIIIIIII[IIIIIIQ’[IIIII||||ll|l|||11|

mRNA target

dual molecular beacon - vySsSi specifita- ob € proby musi hybridizovat
s cilovymi misty, technika "adjacent probes"



Real time PCR

= zviditeln éni prubéhu
pomoci MB
— 95 °C denaturace
— 65 °C annealing,

prisednuti primer U a

MB = fluorescence
— 72 °C prodlouzeni
vlaken
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— 10,000
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1000 | 100
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1
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0l == _\_‘ A _ﬁ_o threshold

10 20 30 40 50 60

Thermal Cycles
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FRET: in vivo interakce biomolekul

separovane biomolekuly
BFP SFP |
excitace (va_zsirglse
pFi 380 nm pr nm
BFP GFP
BFP GFP
excitace nastup emise
-ﬁ é




FRET: in vivo interakce biomolekul

o

donor  akceptor

interakce ligand a receptor flze liposom U




FRET imaging v mikroskopii

Acceptor
Emission

lokalizace a vzdalenosti
biomolekul v bu nce

Fluorescence Tungsten
Resonance Halogen
Ene Transfer Lamphouse

RET)
Microscope
Configuration Arc-Discharge

Lamphouse

Cooled Gen lll
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CCD Camera ye—4
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Nipkow Confocal Tissue Culture
Scan Head Microscope
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Gene-PIN ¢

CCTGCATCCGCTAGATTAG
C Gg

A
G GACGTAGGCGATCTAAT
A
-

oligonukleotid - "inteligentni" DNA proba obsahujici sekvenci
komplementarni k cilové sekvenci v analyzovaném vzo  rku

na jednom konci ma fadu G, na druhém konci Ffadu C a navic skupinu
fluoroforu

v roztoku tedy vytvo Fi vlasenkovou strukturu, v niz se fluorofor
priblizi ke guaninovym zbytk um, které funguji jako zhasSe ¢

v pFitomnosti cilové sekvence se vlasenka otev  fe a objevi se
fluorescence

vyhody: jednoduchost, rychlost, citlivost (10 Taz 1012 M)



Elektrochemiluminescence (ECL)

chemiluminescence jako vysledek elektrochemické rea kce, ze
stabilniho prekurzoru na povrchu elektrody vytvo ren vysoce
reaktivni prvek, ktery reaguje za tvorby sv  ételného zablesku

chemiluminiscentni reakce, ktera vede k emisi foton u z rutheniového
komplexu, je iniciovana elektricky, spiSe nez chemi  cky

realizace ECL na povrchu elektrody umoz nuje p Fesnou prostorovou
kontrolu procesu, v €etné zapnuti a vypnuti (ON / OFF), PMT detektor
je prostorov é velmi blizko

hlavni vysledek je intenzita sv ételného toku, podruznou informaci je
zavislost proudové odezvy elektrody

vhodné i pro velmi nestabilni latky (generovani in Situ)
moznost recyklovani - zesilovaci U  €inek

ECL Ize provesti s luminolem

komplexy ruthenia s bipyridinem, [Ru(bpy)  ;]?*

technologie se vyuziva v imunoanalyzatorech firmy R oche



LIGHT Systéem Bioveris (Roche)

620 nm

emise sv étla

Ve Chemi-
S pFedani chem.
energie
---------- Rufbpy)s®* ~TPA- - - — -~ - - - - TpA
Elektro-
elektrochemicka
N
Electrode / iniciace
Ru(bpy);%(1) = BV-TAG" TPA = Tripropylamine

ruthenium a TPA jsou oxidovany po aplikacinap  éti na elektrodu

radikal TPA -+ ztr4ci proton, redukuje Ru 3* na Ru?*, které z
excitovaného stavu p fechazi do zakladniho za vyza feni fotonu

Ru se nespot febovava — recykluje se — zesilovaci mechanismus
— zvySeni citlivosti stanoveni



BioVeris tag

0]
stabilni neizotopicka zna ¢éka BV-Tag-NHS
rizné formy pro biomolekuly:

— BV-Tag-NHS-ester aminy (bilkoviny)

— BV-Tag-fosforamid fosfoskupiny (nukleové kyseliny)

— BV-Tag-maleimid thioly

— BV-Tag-hydrazid sacharidy

— BV-Tag-amin karboxyly

podobny je systém ELECSYS

obvykle kombinovano se zachytem pomoci magnetického nosi ée




