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1. Prenos excitacni energie

Prenos elektronové energie se uskutecnuje mechanismy
zarivymi nebo nezarivymi.

K zarivému (trivialnimu) pfenosu energie dochazi,

kdyz excitovana molekula donoru emituje zareni,

které je nasledné reabsorbovano molekulou akceptoru.
Dochazi k vymeéné fotonu

K excitaci nezarivym prenosem energie (fluorescencni
rezonancni prenos energie, FRET) dochazi, kdyz ve smesi
molekul dochazi k absorpci pouze molekulami donoru, avsak
kone¢nym vysledkem jsou excitované molekuly akceptoru, které
budici zareni neabsorbuji. Pri tomto prenosu energie nedochazi
K emisi svétla donorem.

Nedochazi k vymeéné fotonu!



K cemu Ize pouzit rezonancni
prenos energie?

o Konformacni zmeny « Stdpeni proteinu/DNA
 Vazba ligandu a receptoru ¢ Fuze membran

Biomolecular Fluorescence Resonance Energy Transfer Applications

Conformational
Changes

Ligand-Receptor -
ntera-::tln:rnps Figure 11 Fusion of Lipid Vesicles



Komentovany uvod -fluorofor



https://youtu.be/SGFlr1jFNBM?t=42




Absorpce a emise energie molekulou
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Zarivé a nezarive prechody mezi

A4 r u

elektronove vibracnimi stavy molekuly
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Spektrum je pravdepodobnost...

Spektrum = pravdepodobnost prechodu



Vznik excitacniho spektra

Excitation Range

Dye solution

S

ExcitaCni spektrum znazornuje pravdepodobnost, zZe pfi dané vinoveé
délce dojde k excitaci fluoroforu dopadajicim svétiem.



Vznik emisniho spektra

Emission Range

Dye solution

550 nm light

Only excited fluorophores
are shown

Emisni spektrum,urCuje pravdépodobnost, ze dojde k emisi fluorescence o
dané vinové délce = barve. Zavisi na fluoroforu a je jeho charakteristikou.  1q



Rezonancni prenos energie

« Analogi

o

Mmi

e V pripage morekur aocnazr K prenosu

energie diky dipdl-dipolovym interakcim
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http://www.youtube.com/watch?v=VJ4EAutEjaU




Dipolove momenty prechodu

== Absorpce
=== Emise

Dip6élovy moment prechodu je kvantové mechanicka zalezitost.

Neni skuteCnym dipélovym momentem. Je dan okamzitym stavem
elektronového obalu molekuly. Velikost dipélového momentu prfechodu udava
schopnost daného stavu molekuly absorbovat nebo emitovat svétlo. Smeér
dipolového momentu pfechodu udava smer, ve kterém je svétlo molekulou
nejlepe absorbovano nebo emitovano.

Molekuly pfednostné absorbuji zareni, jehoz elektricka slozka kmita ve stejné
roviné jako je absorpéni dipoélovy moment prechodu elektronu do vyssi
energetické hladiny.

Molekuly pfednostné emituji zareni ve stejné roviné jako je emisni dipolovy
moment prechodu elektronu do nizSi energetické hladiny.
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Interakce dipolovych momentu
prechodu Donoru a Akceptoru

Donor Akceptor
~ Absorpce donoru - Absorpce akceptoru
=== Emise donoru === - mise akceptoru

Fluorescence

13



FRET - nezarivy prenos energie

Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram ° V pﬁ'tomnosti Vhodného
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Fluorescencni rezonancni prenos
energie (FRET)

Rezonancni prenos energie lze charakterizovat rychlostni
konstantou (kp,), ktera vyjadruje pravdépodobnost prenosu,

urcujici slozkou je dipol-dipolovy prenos energie, pro nejz byl odvozen
Forsteruv vzorec (v pfipadé slabé vazby, kdy vzajemné interakce donoru
a akceptoru neovlivni opticka spektra) v této formé

kylr)= —[ ] TRANSFER RATE

6

1 (R,

() I

kDA o

Tp — doba dohasinani fluorescence donoru, R, — vzdalenost ve ktere je
pravdépodobnost prenosu energie polowcnl tJ rovna pravdepodobnosti vnitrni
deaktivace vzbuzeného stavu molekuly, r — vzdalenost mezi donorem a
akceptorem.

Rezonancni prenos energie je silné zavisly na vzdalenosti donoru
a akceptoru. 15



Interakce dipdl-indukovany dipol

Polarni molekula s dipélovym
momentem pu1 muze indukovat
dipolovy moment v polarizovatelné

molekule

Indukovany dipdl interaguje

S permanentnim dipoélem prvni
molekuly a dochazi k vzajemnemu
pritahovani

Indukovany dipdl (modré Sipky) 9
nasleduje zmény v orientaci ,Ll 94
permanentniho dipolu (zluté Sipky) V — 1 26

E N

1A



8

Ud&innost pfenosu E

Je dana pomérnym mnozstvim fotonu, které jsou
absorbovany donorem a nasledne vyzareny
akceptorem

4 )

E — fDA(r) - _ Ry |lp—1_Foa
Tp  +Kpa(r) RS +r° Fo

\__ J

Meri se urCcenim relativni intenzity fluorescence
donoru za nepritomnosti (F5) a za pritomnosti
akceptoru (Fpu)

Rychle klesa se 6 mocninou vzdalenosti!
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Popis hybridizace molekul DNA za pouziti FRE

* P¥i hybridizaci
DNA se
dostavaji
D a A do tésné
blizkosti

o Zmena spektra
ukazuje na
FRET a je

0 | | | dukazem

500 550 600 650 gﬁﬂdizace
Emise A [nm]

normal. intenzita
fluorescence




R, FOrsterova vzdalenost

R, je vzdalenost donoru a akceptoru, pri které je ucCinnost prenosu E
50%

Velikost R, je obvykle 2 — 6 nm, coz je srovnatelné s velikosti
biologickych molekul

1.0

1 [Reg 6
2| —] = RAT
ky(F) TD[ - ] TRANSFER RATE

0.5

Zavislost u€innosti pfenosu E na vzdalenosti r je nejvyraznéjsi (nejrychleji se
meéni) v pfipadé, ze vzdalenost donoru a akceptoru je blizka R,

R, udava, do jaké stfedni vzdalenosti muze dany par donor-akceptor
komunikovat — je to charakteristika paru fluorofort
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Zavislost ucinnosti prenosu na r

R6
E = 0
Ry +1°
r=0.1xR, E = 0.999999
r=0.5X R, E = 0.984615
r=2.0 xR, E = 0.015384
r=4.0 X R, E = 0.000244

Rozsah vhodny pro mereni: 0.5 - 2 R,
20



Na cem zavisi R,?

R, =0.211(x*nQ, d(A)}°  (vA)

Na orientaci dipolovych momentu pfechodu pro emisi donoru a
absorbci akceptoru (pro faktor k2 se pouziva pramérna hodnota 2/3)

Na optickych vlastnostech prostredi (index lomu vody n,,,= 1.33)
Na kvantovém vytézku donoru Q

Na mife prekryvu J (A) emisniho spektra donoru a absorpcCniho
spektra akceptoru

' Abs |

Fluorescence
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Zavislost orientacniho faktoru k2 na orientaci
dipolovych momentu prechodu

=

-]

x2=4 x2=1 x2=0

x2=(cos 8;-3cos 8p cos@A)2

x2=(sin9D sin@pcos® -2 cosfp cosQA12

Pro nahodné usporadani
dipdlovych momentu prechodu

K2 =2/3
V praxi se tato hodnota bézne
pouziva

V pripade, ze jsou dipolové momenty
pfechodu kolmé «?= 0
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Zavislost R, na spektralnim prekryvu
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Table 13.1. Calculated R, Values for RET from Structural lsomers of Dansyl-Labeled Phosphatidylethanolamine {DPE)}
to Eosin-Labeled Phosphatidylethanolamine (EPE) and from 2,6-DPE to 2,5-DPE

Donor Acceptor a, J (M- cm?) M em? (i) R, (A
1,5-DPEP EPE: (37 236 101 236 x 10 48.7
2.5-DPE EPE .76 1.54 x 10 13 1.54 x j0 51.2
2,6-DPE EPE .71 331 x 1014 331 % 104 39.1
2,6-DPE 2,5-DPE 0.71 1.3 x 10715 1.3 x 103 228

Prenos je vétsi pri vétsim prekryvu spekter a tim je také delSi R,,.

8 Zavislost je ale velmi pozvolna a nezavisi linearné ale podle Sesté odmocniny.
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Mereni vzdalenosti pomoci FRET

— Trp ( Donor)

==~ Dansyl (Acceptor]
KN\ =
A\

/

4000

E(M xem™)

2000 \.V /775 \ / . 405

20% H, 0+80%MeOH

LAX 1
300 400 500

WAVELENGTH (nm)

VNAYDAD a4

struktury, rozklada bilé a Cervené krvinky, zpusobuje odumirani
buriky) pfi Ié€bé se vyuziva jeho protizanétlivych ucinku

Melitin je slozen z 26 AK Tryptofan v poloze 19 byl donorem,
Dansyl na N konci byl akceptorem

Po samostatné spektralni charakterizaci melitinu s Trp jako donoru
a Dansyl jako akceptoru byla urcena hodnota R,=2.36 nm.

Z miry zhaseni je mozno urcit vzdalenost Trp a Dansylu

FLUORESCENCE INTENSITY
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UrCeni vzdalenosti Trp od N konce
melitinu za pouziti FRET

1.0

> Melittin I:
9 - — = Dansyl Melittin E . 1 DA
Z — 1 — =24
z 20% H,0 + 80% MeOH F
& 0.5F ) D
Z /
LJ / ) FDA 6
9 / ‘. \=—=055,E=0.45 R
L / s Ao =
o / \ Z N\ E S O
O / N ;- \ —
3 / B s N 6 6
L ol Ds - R, +7r

0 | | | 1 | | | | O

30 360 420 480 540

WAVELENGTH (nm)

* Na zakladé ubytku intenzity fluorescence za pritomnosti
akceptoru je mozno urcit ucinnost prenosu a odtud
vzdalenost donoru (Trp) od akceptoru (na N konci)

e =244 nm
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Vyhody FRET

« Uginnost pfenosu energie nezavisi na

prostredi mezi donorem a akceptorem

 Mereni pomeru intenzit umoznuje pouziti

FRET analyz nezavisle na koncentraci

* Pro vetsinu aplikaci neni nutno znat R,
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FRET umoznuje rozlisit mezi vice variantami usporadani

r

N

flexibilnich proteinu

“Picket-Fence” Conformation

apoA-I protein reguluje metabolismus cholesterolu.

apo A-l se vaze do lipidové membrany

byla navrZzena dvé mozna usporadani proteind v

membrané

kvuli flexibilité lipidd neni mozno pouzit strukturni metody

jeden z fetézcl apoA-| proteind byl naznacen
fluoresceinem (Donor) a druhy tetrametylrodaminem

(Akceptor)

FLUORESCENCE INTENSITY

Fluorescein and
1.0F Rhodamine - labeled
[ Apo A-1 in HDL

0.8 - Donor alone

0.6
D-A pair
0.4

0.2 Acceptor

alone
0 L 1 5 . =
500 550 600 650
WAVELENGTH (nm)

Nejdrive bylo zméfeno emisni spektrum samotného
donoru na jednom fetézci ApoA-I

Po pridani druhého fetézce s akceptorem byl
sledovan ubytek intenzity fluorescence donoru
Dochazelo k vyraznému rezonancnimu pienosu
energie

To dokazalo relativné malou vzdalenost mezi
donorem a akceptorem

Bylo potvrzeno pasové usporadani ApoA-I|

http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/1a402727a
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http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/la402727a

Acceptor:

Stépeni ribozymem

hexachlorofluorescein

H3 8l
3 > 7F +Sldha) Acceptor F
own 6 0 '
v 2
E e Sh
- 02 H4 g E [. —
L u 200 !.tIJO 560 800
5 N TIME (s)
=3
A_'_:/_ @ =
RZ :on = tdor.k \
) A¢  Po vazbé ribozymu na substrat
* dochazi k priblizeni Casti A a B,

COZ se projevi zvySenim FRET
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Detekce pritomnosti c-fos mRNA

 c-fos mRNA je
transkripcnim faktorem,
ktery ovliviiuje bunécny
cyklus a diferenciaci

 FRET sondy byly pouzity
pro zjisteni pritomnosti c-fos
MRNA v bunécné kulture

* Byla prokazana pritomnost
c-fos mMRNA u aktivovanych
bunek (vlevo)

5’ c-fos mRNA 3’

%

Bodipy 493

r

5!

4

CyS

ll hybridization

5f

i

3:‘
5!‘

Donor Acceptor
—_

FRET
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FRET mezi CFP a YFP

at a Forster radius (R0) of ~ 50 A,
YFP is excited by the emission
energy from CFF

44z
- 516

£ - \\ {/\V/F}‘(\‘ f{\\ Legend
; |
CFP ) PN\ YFP B Frcronconce exctation s
P | T AN
£\ P AN oreseent proten (68
, [ fUNN
. Py [ NN
i f X [/ AN -
- S A T
_ _ L~ - L A e—
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Zhaseni FRET fotovybéelovanim

Photobleach the YFP acceptor
with an intense exposure to
516 nm light

B v - \\ {/\V/'}‘(\\ f{\\ Legend

= ; |

® CFP N PN\ YFP D o o o

= - { A N\ emission spectra of cya
I\ S e €5

< [ fUNN
Py [ NN

= f X [/ AN -

: - SN RNy
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YFP-ApoE3-CFP

YFP-ApoE4-CFP

Skladani proteinu in vivo

Excitation Excitation

i Emission " * ApoE4 je spojen s Alzheimerovou
. < , s> . ¥
R — g nemoci a vaze se na nervoveé bunky

Emission
490 nm_,

- r*

4
3}0 nm

 ApoE3 ma podobnou sekvenci AK, ale
na nervove bunky se nevaze

* Bylo navrzeno, ze vazebna schopnost
k nervovym bunkam souvisi s riznym
usporfadanim domén ApoE proteinu

 Pro ovéreni byly v nervovych bunkach
transfekovany ApoE konstrukty

 FRET analyza ukazala, ze ApoE4
v konformaci se spojenymi doménami
se vaze na nervove bunky, zatimco
ApoE3 nema své domeny ve vzajemne
blizkosti a na nervové burnky se nevaze
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* Detekce estrogenu

440 nm

FRET senzory

Flexible 2
Linker™a

0 min 4 min 8 min 12 min 16 min 20 min

Emission ratio CFP/YFP O3 T 1.8 1(480)/1(535)
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Sledovani fosforilace proteinu

Sledovani zpracovani inzulinu

Flexible linker Phosphorylation

(GNNGGNNNGGS) recognition domain

Substrate domain
440 nm
\ 7

480 nm Tyr

Phosphatase Protein Kinase

535 nm

300s 600s

DODD

10 pm
Emission ratio 480 /535
100 nM insulin 0.3 I 1.1

Receptorem inzulinu je tyrozinkinaza,
ktera fosforyluje tyrozin v rozpoznavané
sekvenci, ktera je nasledné vazana SH2
doménou dalSiho proteinu.

Tato vazba zpusobuje pfiblizeni CFP a
YFP a indukuje FRET.

Proteinovy konstrukt byl exprimovan

v bunkach.

Po vystaveni bunék 100nM inzulinu
doslo k postupnému zvyseni prenosu
energie.

Fluorescence
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Jak dlouho trva fluorescence?

Nahodné dohasinani zpét do zakladniho stavu:

kazda molekula emituje 1 foton

0.8

0.6

I(t)

0.4

0.2

Populace molekul excitovanych
zableskem (pulsem)

N

AN

500

time, ps

1000
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Casovy prubéh fluorescence

* Nejjednodussi je exponencialni pokles

pro sférické Castice | | _y
— T
0=l €
1.2
.
0.8
LIRS
ly o4
0.2]

—r 1 1 1T
-2 0 2 4 6 8 10 12
time (ns)
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Fluorescence LifeTime Imaging Microcsopy
FLIM

» Sledovani Casove zavislosti fluorescence v 2D prostoru

 Umoznuje rozlisit prostredi ve kterém se fluorofory
nachazeji

 Umoznuje sledovat zhaseni flourofort, at uz vlivem
prostredi, zhasedla nebo interakce s jinymi molekulami

38



Priklad detailniho zobrazeni FLIM

als Binning j’T (1= 201)  Thieshold j’i_ Pnsition:ﬂﬁﬁ :‘W ¥ In=T30046

100000-
= 1

10000t

1000-

100+

T
moay 05 10 1y 20 25 30 3 40 45 B0 55 B0 RS 7D

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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FLIM-FRET
Kombinace FRET a Ccasove rozlisene mikroskopie

E_ _ Tpa

A2 A3

f ! KratsSi Cas
= | .-:'i o0 i i TnNnANnTt
g [ g = it dohasinani
k=] [ @ e
5 | 2 _ 2 -
5 [ § : i donoru pri
3 | i 4 i = 5.: pe i l':;*."' .« ' ; =
B = "TRER T M FRET.
M0 0NN d0an . 206 . 300 0o 00 rele : w =
Lifetime (ps) X * e = ¥
B3
" I-, 7 Ve
| Normalni —
% | i = 3w t=2.52ns ,
2 | H [=2" 4 v
£ ._ s delSi Cas
E \ ; A :'_j it 2 r 4 r s
g j |, N - dohasinani pri
i I‘\:H_ I_\_:\\‘:;J-_' " man \.1 o0 Er il:.l.l . = - ’ ) fOtOVybe | e n I
I 3
iy \. . ¥
Lifetime (ps) akce ptoru
H. Wallrabe and A. Periasamy, Imaging protein molecules using FRET and FLIM microscopy, F R ET
Current Opinion in Biotechnology, Volume 16, Issue 1, Analytical biotechnology, 2005, Pages

19-27.

FRET-FLIM microscopy has been used to characterize intranuclear dimer formation for
the transcription factor C/EBPa in living pituitary GHFT1-5 cells.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166904001673

Interakce nebo kolokalizace?

Example FRET-FLIM  Colocalisation or Interaction?

B B+A B+C

B = donor (FITC)
A = acceptor (Cy3)
C = acceptor (Cy3)

intensity

. T
1700 2400

D
£
<
No FRET FRET C coloc. to B,
but not interact,
no FRETI

Conclusion:
A interacts with B (shift blue to red)

I Biol Chem. 2005 May 25; Lleo A, Waldron E, von Armim CA, Herl L, Tangred:i MM, Peltan'ID, Strickland DK,
Koo EH, Hyman BT, Pietrzik CU, Berezovska O.
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Membranova fuze

+*
(CH3CH2),N 0 NICHaCHg,
L

@ S03

Jednotlivé membrany
obsahuji donor nebo
akceptor

v pripade splynuti
membran pozorujeme
FRET
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Application of FRET microscopy

Lel, G and MacDonald, R.C., Biophys J. 2003

FRET was applied for visualization of lipid bilayer vesicle fusion:

Intermediates Captured by High-Speed Microfluorescence Spectroscopy



Literatura

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

e FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE

V NEUROVEDACH
http://www21.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

Podekovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence pro ucely této prednasky
laskave poskytnul Prof. J. R. Lakowitz

Animace FRET v plném rozliseni laskavé poskytnul
Dr. Joseph T. E. Roland
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