Ustalena fluorescence

(Steady State Fluorescence)

Pokrocilé biofyzikalni metody v experimentalni biologii
Ctirad Hofr

o
E,.- Oddelen: funkcnl genomky a proieomlky

J,rtk

11.10. 2007 1



Usfa\ena d CasOove rozhsena

« Ustalena fluorescence (Steady State) se meri pri
buzeni kontinualnim zarenim a dostavame potom
casovou stredni hodnotu intenzity Ci polarizace
fluorescence.

. Casové rozlisena fluorescence se méfi pomoci
pulzni excitace (délka pulzu je obvykle kratSi nez
doba dohasinani fluorescence vzorku) nebo fazove
modulovaného budiciho zareni a umoznuje
analyzovat Casoveé zavislosti mérenych parametrd,

) predevsim anizotropie fluorescence.



Vliv prostredi na absorpcni a emisni spektra

V roztocich dochazi vlivem elektrostatickych interakci dip6l-dipdl,
nebo dipdl-indukovany dipol mezi molekulami fluoroforu a
rozpoustédla k solvataci fluoreskujicich molekul. Protoze
molekuly maji v zakladnim a v excitovaném stavu obecné ruzné
dipolové momenty i polarizovatelnosti, dochazi pfi méreni
fluorescence v roztocich ke zménam v optickych spektrech
vlivem ruzné solvatace molekul. Doba potfebna pro
molekularni relaxace (10-1%) je mnohem delSi, nez je rychlost
elektronového prechodu - absorpce (10-1%s) , ale obvykle kratsi,
nez doba Zivota excitovaného stavu (10-8s) . K emisi proto
dochazi ze stavu, kdy jiz bylo dosazeno rovnovazné konfigurace.
Protoze Cast absorbované energie se spotrebuje na relaxaci
molekul rozpoustédla kolem molekuly fluoroforu v excitovaném i
zakladnim stavu, je energie emitovaneho fluorescencniho zareni
mensi, nez by odpovidalo Cisté elektronovému prechodu.

Z. Fisar: http://www1.1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm




Elektricky dipOl

L/\IK—\J

 Je tvoren dvojici naboju o opacné polarité ve
vzdalenosti |
» Dipolovy moment x#=( . |

vektor smerujici od zaporneho naboje ke
kladnému naboji

Jednotkou je Debye; 1D = 3.3 x 1030 C.m




Molekulové dipoly

* Molekula je dipolem, kdyz se rozlozeni kladneho
a zaporneho naboje neprekryva. V pripade, kdy
neni molekula zrcadlove symetricka je rozlozeni
naboje nepravidelné a molekula je dipolem.

* Molekula, ktera ma dipolovy moment je
polarizovana.

* Molekuly (zpravidla zrcadlove symetrické —
CO,), ktere nejsou dipoly se jimi mohou stat,
kdyz se molekula nachazi v elektrickem poli —
vznika indukovany dipol.
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Interakce diec’)lt‘]

* Polarizované molekuly uprednostnuiji
usporadani s minimalni energii dipolu
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Atkins and de Paula : Physical Chemistry, 2002



Polarizovatelnost molekul
————————————————————————

« Schopnost molekul vytvorit indukovany dipol
vlivem elektrického pole

* Velikost indukovaneho dipdlu je primo umerna
intenzité elektrickeho pole E

* Indukovany dipol u*
w=akE
o je polarizovatelnost molekul

Cim v&tsi je polarizovatelnost molekuly, tim v&tsi
vliv elektrickeho pole na molekulu.



mena aipolu pri interakcl

http://www.theochem.ruhr-uni-bochum.de/~axel.kohlmeyer/cpmd-vmd/part3.html



InterakCni energie dvou dipdlu

* Interakce mezi dvema dipoly #1 a 12

=

M A, (1-3cos” 6)

3

V =

Arre,r

Pro dipol-dipolovou interakci je potencialni energie V zavisla na
vzajemne orientaci.
Minimalni energie je pfi 6 = 0°
pritazlive interakce (opacné naboje jsou u sebe) 6 < 54.7 °
Maximalni energie je pfi 6 = 180°
odpudivé interakce (stejné naboje jsou u sebe) 6 > 54.7 °

* Nulova potencialni energie je pfi ,magickém“ Ghlu 6 = 54.7° 10



Interakce dieél-indukovanz dieél

Polarni molekula s dipolovym
momentem pu1 maze indukovat
dipélovy moment v polarizovatelné
molekule

Indukovany dipdl interaguje s
permanentnim dipolem prvni
molekuly a dochazi k vzajemnému
pritahovani

Indukovany dip6l (modré Sipky)
nasleduje zmény v orientaci
permanentniho dipolu (zluté Sipky)

O
d

(b)

V — lulzaZ

6
&

Atkins and de Paula : Physical Chemistry, 2002
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Solvatace fluoroforu pri absorpci

a emisi v roztocich.

Q 0 V roztocich dochazi vlivem elektrostatickych

O 0 interakci dipol-dipdl, nebo dipdl-indukovany dipdl
mezi molekulami fluoroforu a rozpoustédla k

0 4 Q solvataci fluoreskujicich molekul. Protoze

molekuly maji v zakladnim a v excitovaném stavu
obecné rizné dipélové momenty i
absorpce fluorescence

>

polarizovatelnosti, dochazi prfi méreni
fluorescence v roztocich ke zménam v optickych
spektrech vlivem rizné solvatace molekul. Doba

O potfebna pro molekularni relaxace (10-1%s) je

Q mnohem delSi, nez je rychlost elektronového
prechodu - absorpce (10-'5s) , ale obvykle kratsi,

0 nez doba zivota excitovaného stavu (10-8s) . K

0 Q emisi proto dochazi ze stavu, kdy jiz bylo
— : : - dosazeno rovnovazné konfigurace. Protoze Cast
1 —rovnovazna konfigurace v zakladnim stavu absorbované energie se spotfebuje na relaxaci
2 —nerovnovaing konfigurace v excitovanem stavu lekul stadla kol lekulv fl f
(Franckiv-Condoniy stav) mog u ro’zp(?us’ edla ’O em mo.e uly U.OFO oruv
3 — rovnovaina konfigurace v excitovaném stavu excitovaném i zakladnim stavu, je energie
4 — nerovnovazna konfigurace v zakladnim stawvu emitovaného fluorescencéniho zareni mensi, nez
(Franckuv-Condonuy stav] by odpovidalo g&isté elektronovému prechodu.
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Faktory ovlivaujicl emisni

Polarita a viskozita prostredi (rozpoustedia)
Rychlost relaxace molekul rozpoustedla
Konformacni zmeéeny flourescencni sondy
Nemennost lokalniho prostredi molekuly
Vnitfni prenos naboje (uvnitr molekuly)
Protonovy prenos a reakce excitovanych stavu
Interakce sonda — sonda

Zmeny v rychlostech zarivych a nezarivych
procesu

13



Vv Qolaritx rozgouétédla

I N nternal conversion an . s ’
S l vorationa] reption Dip6lovy moment molekuly v
s L] 1 4 L] A4 N’ 4
excitovanem stavu pg je vetsi nez v

N e Xime zakladnim stavu pg
More polar (1077s) . . ..
sotvent Po excitaci se molekuly rozpoustéedia
T e bt orientuji (relaxuji) okolo pg, coz
b ST snizuje energii excitovaneho stavu

Cim vé&tsi je polarita rozpoustédla, tim vétsi je vliv
orientace dipolu a tim vétSi energie se spotfebuje na jejich
orientaci a zbude pak mensi energie na emitovane svetlo,
tj. tim vetsi je jeho vinova délka.

4
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‘nferakce excnfovane”o

Fluorophore-Solvent Excited State Interactions

F k-Cond Vibrational .
lrza:lcr::?ted %?atg“ Relaxation Figure 1

1 (107°° Sec) Sicol
Solvent Morﬁo rﬁ:s
Relaxatlon Re-Aligned
[1{1 Sec]

Fluorephore

Excited State
Fluorophore
and Eolurent
Dipoles Unaligned

Solvent
Molecule
Dipole
Ground State (S)) , Orientation
Solvent Dipoles and
Aligned with | Relative
Fluomphore Dipole Magnitude

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/jablonski/solventeffects/index.html

Nejcitlivejsi na polaritu rozpoustedla jsou fluorofory, které jsou
samy polarni.

4 Nepolarni fluorofory jsou méné citlivée. .



Zaws\osf aIpO‘OVGHO momenfu

Zména dipélového momentu je
vétsSi u delSich fluoroforu

Aminonaftalenové derivaty s
fenylovou skupinou vykazuji vétsi
citlivost na rozpoustédlo a vetsi
dipolové momenty v excitovanem
stavu pravdéepodobne diky vétsi
separaci naboje podél delSiho
aromatického systému.

Zmeéna dipéloveho momentu po excitaci je vetsSi u delsich molekul.
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Rozdil vliivu polarity rozpoustedia

__ha absorpeni a emisni spekirum

2-acetylantracen
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Absorpéni spektrum 2-acetylantracenu v Cistém hexanu (0), Zvysovani molarni koncentrace metanolu v
200mM roztoku metanolu v hexanu (1) a Cistém metanolu (2). hexanu v rozsahu 0-340 mM (0 -> 6)

Se zvysujici se polaritou rozpoustedla se méni
fluorescencni spektrum mnohem vice nez
absorpcni spektrum.
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Sondy na sledovani polarity okoli

« Pfidani polarnich skupin k fluoroforu zvysuje jeho citlivost na polaritu
rozpoustedla

- Pridani polarnéjSich skupin také zvySuje Stokesuv posun

Derivaty DOP (2,5-difenyloxazolu) a jejich emisni spektra
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e E—
ProcC je emisnini spektrum citlivejsi na

Bolaritu Erostfedl' nez absoreéni seektrum?

Protoze absorpce je rychlejSi nez emise a ta je zase
pomalejSi nez relaxace molekul

Casova posloupnost:

Absorpce (10-15s) -> relaxace okoli (10-1%s) ->emise (10-s)
Absorbce nemuze zachytit zmény v lokalnim prostredi
molekuly, protoze probehne rychleji nez k nim dojde.
Pred absorpci a po ni je okoli molekuly stejné.

Naproti tomu pri emisi uz je molekula fluoroforu

obklopena relaxovanym (zmenenym) prostredim.
19



Zaws‘osf ” ﬂ

N(CH3),

S0,Cl

DNS-Cl

Podle zvySuijici se
polarity:

H — hexan

CH- cyklohexan
T- toluen

EA — etylacetat
Bu — n-butanol

emisniho spektra na

... polarite rozpoustedla

NORMALIZED ABSORPTION

polarita

Absorption

Fluorescence

1
500 600
WAVELENGTH (nm)

700

NORMALIZED EMISSION
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Prakticka ukazka

 Prodan (N,N-Dimethyl-6-propionyl-2-naphthylamine)
CH, C - Cyklohexanol Q

N G — Glycerol " OH

D - dimetylformamid -~ -CH
I
)

E - Etanol CH,CH,OH °"
V - Voda
Bu - n- Butanol CH,CH,CH,CH,OH

ejaejod

21



Zmena emISHII iO SpeRfra PO vazBe
o..molekul ...

Citlivosti fluorescencénich sond na okolni prostredi se
vyuziva pri sledovani vazby a urCovani absolutniho
mnozstvi biologickych molekul.

Kvantovy vytézek se Casto zvySuje pfi vazbé fluoroforu
na proteiny nebo DNA. Toho se vyuziva pri sledovani
vazby.

ANS na HSA
Prodan na protein
DAPI na DNA
EtBr na DNA

22



Zvyseni intenzity fluorescence ANS

EO vazbé na Iidskx’ sérovz albumin

ANS (1-anilinonaftalén-8-sulfonat sodny):

« MW = 321,33

 rozpoustédlo pro zasobni roztok: dimetylformamid (DMF)

» rozpoustédlo pro spektroskopicka méfeni: metanol (MeOH)

* dlouhovinné absorpcni maximum v metanolu: A =372 nm

(molarni extinkcni koeficient: 7800 cm-1M-1)

+ fluorescencni emisni maximum v metanolu: Ay may = 480 Nm

» kvantovy vytézek fluorescence je zavisly na okolnim prostifedi a

je zvlasté citlivy na pritomnost vody; emise je zavisla na

rozpoustédle

» podrobny popis vlastnosti ANS Ize nalézt v praci [Slavik J.:

Anilinonaphthalene sulfonate as a probe of membrane

composition and function. Biochim. Biophys. Acta 694, 1-25
(1982)]

exmax

23



CO SE sfane, kayz S€ navaze
%
Posune se maximum vinové délky z 520 nm
na 460 a presto, ze se zvysi intenzita emise,
nepozorujeme Ji, protoze oko ma nizsi citlivost
na svetlo s A=460 nm.

Postupnou vazbu PRODANu na BSA Ize Iépe
sledovat jako ubytek emise volného fluoroforu

Samotny PRODAN
— PRODAN + BSA
--------- Citlivost oka

\\
460 nm 520 nm 24




Vazba DAP| na DNA

INTENSITY

200 300 400 500 600
WAVELENGTH (nm)

« DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole )

« EX.355nm/Em. 461 nm

» Vazba do malého zlabku

* Nejvetsi narust intenzity pri vazbe v blizkosti AT bohatych oblasti

25



Vlastnosti sondy ethidium bromidu:

Vazba EtBr na DNA

MW = 394,31
dobre rozpustny ve vodé

ve vodeé fluoreskuje malo, po navazani k DNA se fluorescence zvySuje
asi 30 krat

doba dohasinani fluorescence ve vodé je asi 1,7 ns, po vazbé k
dvouretézcové DNA se zvysSuje na 20 ns

vazba k DNA se uskutecCnuje interkalaci (vmezefovanim) rovinného
aromatického kruhu mezi pary bazi dvouretézcove DNA

absorpcni maximum v DNA: A =523 nm

exmax

fluorescencni emisni maximum v DNA: A = 604 nm

emmax

26



dlSI mecnanismy spektrainino

&

&

54 )
3 \:‘.nlvent relaxation (107%%s)
1 L y 1 l l
| 1 | l |
_y-"‘) Hydrogen Charge Solvent Probe - Conformational Knr
hv, Bonding Shift Polarity Probe Changes
Interactions
hv s hvg e hvg l‘*uhu; s hve

environment
* Vodikové mustky v rozpoustédle Carkované Sipky znamenaji,
* Vnitfni pfenos naboje (uvnitf molekuly) Ze prfechody mohou byt zafivé
« Rychlost relaxace molekul rozpoustédia nebo nezarive
* Interakce sonda — sonda
« Konformacni zmény flourescen¢ni sondy

« Zmény v rychlostech zarivych a nezarivych
procesu

27



VIliv teploty na emisni spektrum

Snizeni teploty zpravidla zpusobuje
zvysovani viskozity rozpoustedla a tim se
Zvysuje take Cas potrebny k orientaci
molekul rozpoustedl|a

LI A v 4

vraci do zakladniho stavu s relaxovanymi
okolnimi molekulami rozpoustedla — tim
mene se energie spotrebovava a tim je
posun mensi

28
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Zavislost emisniho spektra na teplote

FLUORESCENCE INTENSITY

1.0

0.5

b4

NATA in

L% . Propylene Glycol

L -68°C
' --- -30°C
- +40°C

1 1 1 S oo

30

1
340 380 420
WAVELENGTH (nm)

Snizeni teploty prodluzuje Cas potfebny k relaxaci rozpoustedla.

Snizeni teploty ma podobny vliv jako sniZzeni polarity rozpoustédla 29



Interakce sonda-sonda

_...excimerova fluorescence

Molekuly fluoroforu mohou se sebou vzajemne
vytvaret excitovany komplex excimer.
Excimer je zkracene eXcCitovany dimer.

V pripadé dvou ruznych molekul se jedna o exiplex.
Pro vytvoreni excimeru je nutne, aby byly molekuly
v kontaktu.

Emisni pas excimerove fluorescence je posunut

k vetSim vinovym délkam ve srovnani s fluorescenci
izolovanych molekul.

30



pOUZIEI excimeru pri aefekm

Intensity

&)

I

hJ

=

[ ] A\ 4

0= " NHH 1]
0 ‘ = u
A
Fo0-P-0~Neof
o
Insertion
;:’ M-.?La':n:r: ‘::
A (M) N~
/‘/W'Il/d Type /)
Mix & Read * [WT) *
& &

400 500 600

Wavelength (nm)

r

*Oligonukleotid s pripojenymi
pyrenovymi zbytky na miste jedné baze

*Kdyz se vaze na WT nemutovanou
DNA, jeden pyrenovy zbytek se
interkaluje, druhy je vné
dvousroubovice

*Kdyz se vaze na DNA s mutaci, ktera
obsahuje jednu bazi navic, dojde k
vytvoreni excimeru.

*Excimerova emise ukazuje, ze se
jedna o insercniho mutanta

31



Zhaseni fluorescence

Zhaseni fluorescence Ize definovat jako bimolekularni
proces, ktery snizuje kvantovy vytézek fluorescence (tzn.
intenzitu fluorescence) beze zmény fluorescencniho emisniho
spektra. Muze byt dusledkem ruznych procesu.

Srazkoveé (dynamické) zhaseni nastava, kdyz je fluorofor v
excitovaném stavu deaktivovan (tj. navraci se nezarive do
zakladniho stavu) pri srazce s molekulou zhasedla. Molekuly
nejsou pri tomto procesu chemicky zmeneny na rozdil od

statickeho zhaseni, kdy se po kontaktu fluoroforu a zhasedla
vytvari nefluorescencni komplex.

Samozhaseni je zhaseni fluoroforu jim samotnym; nastava
pri jeho vysokych koncentracich nebo pri vysoké denzite

znhaceni.
32



Dynamicke zhaseni

Snizeni intenzity fluorescence dynamickym zhasenim je popsano
Sternovou-Volmerovou rovnici:

Fo/lF = no/r=1+ Kk, 7, Cg4

kde je F, — kvantovy vytézek fluorescence za nepfitomnosti
zhasedla,

F - totéz za pritomnosti zhasSedla o koncentraci C_, t, — doba
dohasinani fluorescence bez zhasedla, t - doba dohasinani v
pritomnosti zhasedla, k, — bimolekularni zhaseci konstanta (=
bimolekularni rychlostni konstanta urCena difuzi vynasobena
ucinnosti zhaseni).

Hodnota kq udava koncentraci zhasedla, pfi které se snizi intenzita
fluorescence na polovinu.

NejCastéjsim zhasedlem fluorescence i fosforescence je molekularni
kyslik (O,). Dale fluorescenci zhaseji (v dusledku mezisystémové
konverze) atomy halogenu jako je brém a jod. Casto pouzivanym
zhasedlem je také akrylamid. 33



Staticke zhaseni

« Vytvari se komplex fluoroforu a zhasedla, ktery jiz nefluoreskuje
* Plati pro nej také Sternova-Volmerova rovnice:

FolF = lt=1+ K, 75 C,

Kde K, je asociacni konstanta fluoroforu a zhasedla

Typickymi statickymi zhasedly jsou:
Baze nukleovych kyselin
Nikotinamid
Tezke kovy
Guanin

34
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Dynamické zhaseni

Collisional Quenching

’_T (F¥)

e e
© G
| Q

Higher

Fo /F and 7o/T

D Ll 1 L1 1 -

[Q]

-_- rf-.-\t\emperatur'e

Fo/F

Statické zhaseni

Static Quenching

F s Q == KF-IQJ'*
/li"“'fél No emission
hv K ¥
F+Q F-Q

Higher
temperature

Oba druhy zhaseni
ukazuji stejnou
zavislost na
koncentraci zhasedla.
Pri statickém zhaseni
se pouze ,zneviditelni’
cast fluoroforu, které
vytvori komplexy.
Nemeéni se doba
dohasinani
fluorescence .

Pri dynamickéem
zhaseni se doba
dohasinani meéni

1
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Zavislost aynamlc:Eel ho a

Dynamické zhaseni Statické zhaseni

Higher

N : r’fv\ternperature :
E’ B L Higher
- - l{ | Slope=K )temegrature
5t @
'S B B ’_.r"
S = - /-
W 4 1|£Z T

O 1 1 1 1 1 1 1 1 D 1 1 1 1 1 1 1 1

[Q] (@)

* Dynamické zhaseni se s « Statické zhaseni se s rostouci
rostouci teplotou zvysSuje. teplotou snizuje, protoze dochazi
Zvysuje se pohyblivost molekul snadnéji k disociaci slabé
zhasedla, ktere takto za stejny vazanych komplexu flouroforu a
cas ,uhasi“ vice molekul zhasedla.

fluoroforu.



UyUZIEI z”asenl pri |0Ra\|za0|

Intensity

et sl

! .:.:' f & Lo ||-ll i
o A
LS LA
Ll

—

Intensity
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V membrané

 Jestlize je fluorofor P1 zanoren v
membrang, je pro zhasedlo Q
nedostupny a ke zhaseni témer
nedochazi.

Vystaven na povrchu , s
y P S rostouci koncentraci zhasedla se

Intensity

‘ntensity

intenzita fluorescence témeér nemeéni.

Na povrchu

 Jesiltize je fluorofor P2 na povrchu,
dochazi k ucinnému zhaseni.

S rostouci koncentraci zhasedla
intenzita fluorescence velmi vyraznée
klesa.
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Podekovani

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