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Ustalena a ¢asove rozlisena
fluorescence

« 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
modulovaneho budiciho zareni a umoznuje

analyzovat casové zavislosti merenych parametrt‘]é



ProC¢ merit casove rozlisenou
fluorescenci?

« Udava nam informaci o poklesu intenzity
fluorescence v Case

* Mereni je relativni, Casto nezalezi na
skutecne hodnote intenzity

e Je zavisla na vlastnostech okoli

» Dava informace o dynamice — rotaci
molekul



Casovy prubéh fluorescence

* Nejjednodussi je exponencialni pokles
pro sferické Castice -+
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Cas dohasinani fluorescence t

* 1 je stredni doba mezi excitaci molekuly
(tj.absorpci fotonu) a emisi svetla pri navratu
molekuly do zakladniho stavu

log I(t)
Jaka je intenzita 12
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Doba dohasinani t = 2 ns, potom 0.2- 0.001
v tomto ¢ase t = t ma fluorescence o-
37% z intenzity nez jakou méla ¢ase 0 2 t




Proc merit dobu dohasinani
fluorescence T ?

Absolutni méreni — doba dohasinani nezavisi na
koncentraci vzorku

Doba dohasinani je zavisla na okolnim prostredi
a muze byt pouzita k ur€eni jeho polarity, pH,
teploty, koncentrace iontu, pfitomnosti zhasedla

Pridava dalsi rozmer pri fluorescencnim
mapovani — zvysuje jeho selektivitu

Umoznuje merit rotacni korelacni Cas molekul —
rotacni pohyblivost



Hlavni zpusoby meéreni casove
zavislosti fluorescence

* Pulzni metoda (time-domain) zdrojem

excitacniho zareni je kratky pulz = —— ;EU
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 Metoda fazove modulovaného budiciho
zareni (frequency domain)
zdrojem excitacniho zareni je sinusove
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Pulzni metoda

Vzorek je excitovan kratkym pulzem
s trvanim mnohem kratSim nez doba

dohasinani 7
Zavislost intenzity fluorescence na Case

(dohasinani) je pouzita pro vypocet doby
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Pocitani fotonu: Time-Correlated
Single Photon Counting TSCP

Pri kazdem pulzu excitacniho svetla
muZze byt zaznamenan jeden
emitovany foton.

Typickeé usporadani je, ze jeden
foton pripada na 100 excitacnich
pulzy.

Meri se Cas mezi excitacnim
pulzem a zaznamenanym fotonem.

Vytvari se histogram, ktery
znazornuje casovou distribuci
fotonu

Pro vyhodnoceni krivky dohasinani
je potreba mit soubor alespon 4000
5 fotonu

Detector
signal:

Photon
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Casové znadeni fotonu
(Time Tagged Time-Resolved )
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laser pulse laser pulse
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fluorescence photon fluorescence photon
((
Py
}TCSPC time
¥ I #
start-stop-time 1 start-stop-time 2 (Ps)
t-event 1 t-event 2 Time Tag
. : > (ns)
real-time

« Zapisuje se nejen Cas vyzareni fotonu po jednotlivem
pulzu (start-stop-time; ps),
ale také Cas od zacCatku experimentu (real-time; ns)

Podle firemni literatury PicoQuant http://www.picoquant.com/dl _notes/TechNote TTTR.pdf
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Zdroje pro TCSPC

Laserove diody
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Rychly detektor (MCP PMT)

VA 4D &4

« Je nejdulezitéjsi pfi sledovani
Casoveé zavislosti fluorescence

* V soucasnosti jsou nejrychlejsi
mikrokanalové deskové

fotonasobiCe (MicroChannel Plate
PhotoMultiplier Tube)

« Maji rychlou odezvu, elektron s
putuje v detektoru méné nez 1 ns. b
Ve srovnani s klasickym aods P T?‘#'An‘ﬁde

Photo
fotonasobiCem je odezva 10 krat

Electron
rychlejsi. =
Cathode

Electrical Field :
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Detektor - fotonasobic

Fokusacni elektroda

Bodéni okno fotoelektron
24 mm?
Vakuum
foton 104 Pa
Fotokatoda Nasobice
elektronu
(dynody)
l
! ~__—— Anode
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Light Detectors: Photomultiplier Tube (R928 Side-on) Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon



Princip pristroje s TCSPC
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Prakticke urceni t
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pocCet fotonu

PHOTON COUNTS
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Princip skladani
(konvoluce) signalu

Intenzita je funkci Casu:
I(t)=a exp (-t/7)

Intenzita zdroje svétla
je také funkcicasu

L(t)

Konvoluce fluorescence :
F(t)= I(t) ®L(t)
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Casoveé rozliSena fluorescence
fluoresceinu

* Fluorescein ve vodé

pri pH 9.0 0 400 800 1200
« Excitace 450 nm 104 F—— : : : . :
* Pulzni LED s opakovaci — i
frekvenci 20 MHz < ok |1 Fluorescein
S . I‘== pH 9
IRF Instrument Response Function > 102 | Sy Ximii7
. , . s . | = : .
signal zdroje a odezva pfistroje g o L%
IRF je kfivka odpovidajici nejkratsimu 5 10! 7//,.,
moznemu Casu dohasinani, = )
ktery Ize na daném prlstrOJl mefi 100 : ' : : ,
IRF 3 O
: 0
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TIME (ns)



Vice fluoroforu v systemu:
multiexponencialni dohasinani

ly = g/ +a, e_%z...+04\| g/
|, = exp(t/7)

a, pomeérné zastoupeni fluoroforu
1, doba dohasinani daného fluoroforu

Celkova intenzita je dana souctem (konvoluci)
prispévku od kazdého fluoroforu

Pri analyze je nutno pouzit dekonvoluce —
rozklad signalu na prispévky jednotlivych
fluoroforu

INTENSITY

DEVIATIONS

10%

105

10*
10°
102

10!

F Mixture p=-T+In in
Ethanol, 20°C
i Aex=292nm
[ - Aem=330Nnm
[ : Recovered
= 7,=0.90ns
[ 4 7,=3.39ns
P DD T T
2T Xi= 95
1 | | 1 1 | 1 1
iT
1
(0] 6 12 18
TIME (ns)



Rozliseni skladani signalt dvou
fluoroforu (dekonvoluce)

Pfi uréovani pfrispévku od
jednotlivych fluorofort
nekdy neni mozno presne
urcCit a a t, protoze ke
stejnému prolozeni
muUzZeme pouzit jejich
ruzné kombinace

RuUzné dvojice o, ar,
mohou dat velmi podobny
tvar kfivky dohasinani
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Casoveé rozliSena fluorescence
lidskéeho séroveho albuminu HSA

S 1
- y L

Fluoroforem je tryptofan

V proteinu je tryptofan jenom
jeden, presto je Casova zavislost
dohasinani vicexponencialni.

Je to dano ruznymi konformacemi
proteinu v roztoku

Tryptofan se nachazi ve vice
ruznych lokalnich prostfedich

Two-exponential fit residuals. Chisq 1.36

3
a
o
]

Three-exponential fit residuals. Chisg 1.04

a7
a
a
47
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1.

Metoda fazove modulovaneho
budiciho zareni

Vzorek je excitovan sinusove modulovanym svetlem s
vysokym frekvencCnim rozsahem srovnatelnym s
prevracenou hodnotou doby dohasinani

Kdyz dojde k excitaci vzorku modulovanym zarenim,
emitované zareni fluorescence odpovida modulacni
frekvenci budiciho absorbovaného zareni

Emise je Casove zpozdena ve srovnani s budicim
zafenim, coz se projevi fazovym posunem. Fazovy posun
je pou2|t kK vypocCtu doby dohasinani fluorescence T

MODULATED
EXCITATION —f—+-+ -+ —1—

'54 7
Phast

BOMHz
EMISSION f\ ——————

e )" megh 21
TIME




UrCeni doby dohasinani metodou fazove

2
excitacni zareni :
. . emise fluorescence Modulace excitace
2 | fazovy posun b/a
17 A (vySka peaku/stfedni intenzita)

Modulace emise
B/A

Intenzita

Relativhi modulace m

a A
2 ' —t 1 =
0 21 (360°)/T 4r (720°)/2T 6 (1080°)/3T d
stupné/Cas
Urceni ¢asu dohasinani UrCeni Casu dohasinani
z fazového posunu @ z modulace m
1
m= 2 2
tan ® = wr, \/1+ T

22



e Princip méreni

L e pomoci fazove
) "
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Prakticky priklad vypoctu

_ L AN PR _somz
< a. A -B/A
5ns ¥ /a
TIME
® = 68° m= 0.4
o 1
tan @ = WTy, \/1+a)22_2
_ _fan@ o i[i_
o 0 m C() m2
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Zavislost parametru ziskanych
metodou fazove modulace na t
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log Il(t)

Casoveé rozlidena fluorescence
fluoroforu v rozdilném prostredi

» Protein se dvema
fluorofory - tryptofany

ly = g/n +a, g/

* Flourofory maji ve
stejném prostredi stejnou
hodnotu t

« Po pfidani zhasedla se
snizi doba fluorescence u
fluoroforu na povrchu t,

* Vysledkem je ,prohnuta”
kfivka
«  Ukolem dekonvoluce je

n
m

or MODULATION (%)
0
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| I | 1 ] o W T [ B WA 11t pak uréit Tl, Tz a pomérné
0 2 4 6 g8 10 2 5 10 20 50 100 200 500 1000 v v °
TIME (ns) FREGUENCY  (MHz) pfispévky fluoroforu oo,
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Zmena rotacniho korelacniho casu
pri multimerizaci proteinu

 Casové zavislosti
polarizované
fluorescence lze
pouzit pri sledovani
zmeny dynamiky
systemu molekul

e Sledovani
multimerizace
fosfofruktokinazy

| | | |
0 10 20 30 40
Cas (ns)
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Fluorescence LifeTime Imaging Microcsopy
FLIM

» Sledovani ¢asove zavislosti fluorescence v 2D prostoru

« Umoznuje rozlisit prostredi ve kterém se fluorofory
nachazeji

« Umoznuje sledovat zhaseni flouroforu, at' uz vlivem
prostredi, zhasedla nebo interakce s jinymi molekulami
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Pouziti FLIM pri sledovani
interakce proteinu
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H. Wallrabe and A. Periasamy, Imaging protein molecules using FRET and FLIM microscopy, Current Opinion in Biotechnology, Volume 16, Issue 1, Analytical biotechnology, 2005, Pages 19-27.
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Priklad detailniho zobrazeni FLIM

W g T gt Tt 7 i 2 JH | -0
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Zavislost doby dohasinani fluorescence NADH je dvou-
exponencialni s hodnotou 0.4 ns pro volnou a 3 ns pro
navazanou molekulu NADH
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Vyuziti Casove rozlisene fluorescence pri
proteomicke analyze

] Intenzita Casové rozliseni
Gel barveny

Sypro-Ruby

Intenzita je doplnéna o pseudobarevné Casove rozliseni, aby mohly byt oba
parametry zviditelnény soucasné

Casové rozlideni fluorescence mize pomoci pfi analyze proteinti v pfekryvajicich
se pésech Upraveno podle materiald Materiali Photonic Research Systems Ltd. www.prsbio.com
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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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