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Potrait of Lotte 18 years in 5 minutes
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Potrait of Vince 20 years in 20 seconds

[
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Prehled

» Definice ¢asové rozlisené (CR) fluorescence
» Typy mé&ieni CR fluorescence

» Praktické aplikace CR fluorescence
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Ustalena a casove rozlisena fluorescence

- Casové rozliSena fluorescence se méfi pomoci pulzni excitace
(delka pulzu je obvykle kratsi nez doba dohasinani fluorescence
vzorku) nebo fazove modulovaneého budiciho zareni a umoznuje
analyzovat Casové zavislosti merenych parametru.

» Ustalena fluorescence (Steady State) se méri pri buzeni

kontinualnim zarenim a dostavame potom casovou stredni
hodnotu intenzity Ci polarizace fluorescence.
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Proc merit casove rozlisenou fluorescenci?

* Udava nam informaci o poklesu intenzity fluorescence v Case
* Méereni je relativni, nezalezi na skuteCne hodnote intenzity
 Je zavisla na vlastnostech okoli

* Dava informace o dynamice — rotaci molekul
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Jak dlouho trva fluorescence?

Nahodné dohasinani zpet do zakladniho stavu:
kazda molekula emituje 1 foton
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Casovy pribéh fluorescence

* Nejjednodussi je exponencialni pokles pro sférické Castice
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Cas dohasinani fluorescence 1

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

Jaka je intenzita fluorescence v Case T po absorpci fotonu?

I(t) = I e_t/’f

* Doba dohasinanit =2 ns, potom
v tomto Case t =t ma fluorescence
37% z puvodni intenzity v Case 0
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Proc meéerit dobu dohasinani

fluorescence T ?

 Absolutni méreni — doba dohasinani nezavisi na koncentraci
vzorku

* Doba dohasinani je zavisla na okolnim prostredi a muze byt
pouzita k urCeni jeho polarity, pH, teploty, koncentrace iontu,
pritomnosti zhasedla

* Pridava dalSi rozmeér pri fluorescencnim mapovani — zvysuje jeho
selektivitu

* Umoznuje merit rotacni korelacni cas molekul — rotacni
pohyblivost
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Hlavni zpusoby méreni casové zavislosti

fluorescence

* Pulzni metoda (time-domain) zdrojem excitacniho zareni je
kratky pulz

* Metoda fazové modulovaného budiciho zareni (frequency
domain) zdrojem excitacniho zareni je sinusové modulovaneé
svetlo
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Pulzni metoda

*VVzorek je excitovan kratkym pulzem
s trvanim mnohem kratSim nez doba dohasinani t

« Zavislost intenzity fluorescence na Case (dohasinani) je pouzita
pro vypocet doby dohasinani t

Iz
PL_Jiseq {
Excitation 7 %

Emission oLl 1 1

O 4 8
TIME (ns)
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Pocitani fotonu: Time-Correlated Single Photon

Counting TCSPC

* Pfi kazdém pulzu excitacniho svétla muze
byt zaznamenan jeden emitovany foton.

 Typicke usporadani je, ze jeden foton
pripada na 100 excitacnich pulzu.

* Meri se Cas mezi excitacnim pulzem a
zaznamenanym fotonem.

 Vytvari se histogram, ktery znazornuje
casovou distribuci fotonu.

* Pro vyhodnoceni krivky dohasinani je
potfeba mit soubor alespon 4000 fotonu.

Detector Time (ns)
signal:
Photon 1
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Zdroje pro TCSPC

Laseroveé diody
Sitka pulzu FWHM = 70 ps

(full width at half of maximum; plna Sifka v poloviné maxima)
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LED (Light Emitting Diode)

FWHM = 1,4 ns (plna Sifka v poloviné maxima)
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Detektor - fotonasobic

Fokusachni elektroda

Fotoelektron
Boc¢ni okno 24 mm?2 -
Vakuum 104 Pa
Foton i ~
Fotokatoda / Z , . .
> Nasobice elektrond (dynody)
! ___—Anoda
w
W Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon
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Rychly detektor (MCP PMT)

zavislosti fluorescence.

*\/ soucasnosti jsou nejrychlejsi mikrokanalové
deskoveé fotonasobice - MicroChannel Plate
PhotoMultiplier Tube.

* Maji rychlou odezvu, elektron putuje
v detektoru méne nez 1 ns.
Ve srovnani s klasickym fotonasobiCem je
odezva 10 krat rychlejsi.

Cathode

Anode
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Electrons
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Anode

Photo
Electron
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Princip pristroje s TCSPC
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Praktickeé urceni t

Emission

TIME (ns)

I(t) — IO e_t/’l,'

I(T) — IO 8_1 — IO g 037
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Princip skladani — konvoluce signalu

Dohasinani po pulzu &
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Casoveé rozlisena fluorescence fluoresceinu

* Fluorescein v roztoku pH 9.0 CHANNEL

0] 400 800 1200

» Excitace 450 nm 10¢
 Pulzni LED s opakovaci frekvenci 20 MHz

Fluorescein
pH 9
S, x‘;; =1.17

INTENSITY (counts)

IRF Instrument Response Function signal
zdroje a odezva pristroje

|RF TIME (ns)

IRF je krivka odpovidajici nejkratsSimu
moznému casu dohasinani, ktery Ize na
daném pristroji merit
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Zaznam skutecného mereni

Decay

| | | | | | | | | | | | | | | | |
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Channels

Modra krivka je IRF, Cervena namerena data a zelena fit jednokomponentnim modelem.
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Vice fluoroforu v systému: multiexponencialni

dohasinani

06
—t/ —t/ —t/ i E Mixture p-T+In Jn
I(t) =g € 71 4 a, e T2, .. +aN e TN 105F Ethanol, 20°C
: Aex=292nm
I(t) = a; exXp (— t/Ti) 104;_ ' Aem=330nm
% 10°F
* o, pomeérne zastoupeni fluoroforu = F LY Ky
10 E 0 h s

1. doba dohasinani daného fluoroforu

 Celkova intenzita je dana soucCtem

(konvoluci) pfispévku od kazdéeho fluoroforu %

* Pri analyze je nutno pouzit dekonvoluce — :
rozklad signalu na prispevky jednotlivych TIME (ns)
fluoroforu
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RozliSeni skladani signalu dvou fluoroforu

(dekonvoluce)

* Pfi urCovani prispévku od jednotlivych e N ——— L
fluoroforu nékdy neni mozno presné urcit 1025006804511 7500erp( Ve 7)

o a 1, protoZe ke stejnému prolozeni o oo

mizZeme pouzit jejich rizné kombinace ¢ ¢ :

o} 5100 :

L 4000 §

»Rlzné dvojice a, a 1, mohou dat velmi 3 o 2

podobny tvar krivky dohasinani = 2000 . =
OO 10 20 30 40 5(.'}1

TIME (ns)
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RozliSeni skladani signalt dvou fluoroforu

(dekonvoluce)

¥
i)
: %
Trp Yy
t=3ns 33"
8=50ps o

HSA

: t=8ns
Fluoroforem je tryptofan. 8=40ns hl " " I

V proteinu je tryptofan jenom jeden, presto je Casova zavislost

Two-exponential fit residuals. Chisq 1.36

Three-exponential fit residuals. Chisg 1.04

dohasinani vicexponencialni.
Je to dano ruznymi konformacemi proteinu v roztoku. [ . | l '

Poskytnuto HORIBA Jobin Yvon

Tryptofan se nachazi ve vice ruznych lokalnich prostredich.
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Co delat, kdyz jsou tam fluorofory dva
kazdy v jinem prostredi?
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Dynamickeé zhaseni

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

F/F=1/r=1 +kq 7, Cq

kde je F, — intenzita fluorescence nebo kvantovy vytézek fluorescence za nepfitomnosti

zhasedla,

F - totez za pritomnosti zhasedla o koncentraci C,, 1, — doba dohasinani fluorescence bez

zhasedla, t - doba dohasinani za pritomnosti zhasedla, k, — bimolekularni zhaseci konstanta

(= bimolekularni rychlostni konstanta urCena difuzi vynasobena ucinnosti zhaseni).

Hodnota k, udava koncentraci zhasedla, pri 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.
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Statické zhaseni

Vytvari se komplex fluoroforu a zhasedla, ktery uz nefluoreskuje
Plati pro nej take Sternova-Volmerova rovnice:

F/F=1+K,1,C

Kde K, je asociacni konstanta fluoroforu a zhasedla

q

Typickymi statickymi zhasedly jsou:
Baze nukleovych kyselin
Guanin
Nikotinamid
Tezke kovy
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Rozdilna teplotni zavislost dynamickeho a

statickéeho zhaseni

Dynamické zhaseni Statické zhaseni
« Oba druhy zhaseni ukazuji stejnou zavislost na
- | . _ koncentraci zhasedla.
Collisional Quenching Static Quenching
TN (F9 F*s @ = (F.Q*  Pri statickém zhaseni se pouze ,zneviditelni®
1| -Q oy | I
f(t) 7= [Q] 47-70 No emission o, . i ",
3 S I cast fluoroforu, které vytvori komplexy.
High ° ANt fal=1all
y ,,v\;g;;erature ; Nemeni se doba dohasinani fluorescence .
= : High e Pri I A A& [ inAani
< s [ sropenk lte}%pee}amre Pri dynamickem zhaseni se doba dohasinani
2 (=] -~ = - -
@ S o méni 7,>7.
L -
~ L ,/’
u 1} T/r
O 1 1 1 1 1 1 1 1
[Q]
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Zavislost obou druhu zhaseni na teploté

Dynamické zhaseni Statické zhaseni

Higher £
- /
¥ v\temperature
/

Higher

~
~
© & 1 temag_rature
D s
[
N
WO 1 1 /T
0 1 1 ] 1 | 1 | |
O 1 1 | | | | | 1 [Q]
[Q]
Dynamické zhaseni se s rostouci teplotou zvysSuje. Statické zhaseni se s rostouci teplotou snizuje,

ZvySuje se pohyblivost molekul zhasedla, které takto  protoze dochazi snadnéji k disociaci slabé vazanych

za stejny Cas ,uhasi“ vice molekul fluoroforu. komplexu flouroforu a zhasedla.
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lokalizaci fluoroforu

V membrané

Jestlize je fluorofor P1 zanoren

v membrang, je pro zhasedlo Q nedostupny
a ke zhaseni témeér nedochazi.

S rostouci koncentraci zhasedla se intenzita
fluorescence témeér nemeni.

AN 5

e ) Na povrchu

N " Jestlize je fluorofor P2 na povrchu,
2 | dochazi k u€innému zhaseni.

) S5 § = S rostouci koncentraci zhasedla

intenzita fluorescence velmi vyrazné klesa.
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Metoda fazove modulovaného budiciho zareni

1. Vzorek je excitovan sinusové modulovanym svetlem
s vysokym frekvencnim rozsahem srovnatelnym
s prevracenou hodnotou doby dohasinani

2. Kdyz dojde k excitaci vzorku modulovanym zarenim,
emitované zareni fluorescence odpovida modulacni frekvenci
budiciho absorbovaneho zareni

3. Emise je Casove zpozdena ve srovnani s budicim zarenim, 3
v . r p ’ P ’ . . MODULATED

COZ se projevi fazovym posunem. Fazovy posun je pouzit  excrmaron [\/\ I

k vypoctu doby dohasinani fluorescence t =

EMISSION =
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Urceni doby dohasinani metodou fazove

modulace

itadni zafeni=s==sssnn= . L. . .. .
o emics flloresoones Modulace excitace b/a (vyska peaku/stiedni intenzita)
D | fazovy posun
1 . ke
< Modulace emise B/A
E 0
-
v B . B / A
L Relativhi modulace m m=——
a |[A b / a
-2 r 7 y y T
0 27 (360°)/T 47 (720°)/2T 6n (1080°)/3T
Stupné / Cas
UrCeni Casu dohasinani z fazového posunu @ UrcCeni Casu dohasinani z modulace m
tan ® = wte m = >
J1+ w212,
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Princip méreni pomoci fazové modulace

1
\ - 0.9
LIDJ N - 8&73
= N 4 - 0.6
E P - 82 =
/ - U.
= d N\ - 0.3
d - 0.2
’/ B 01
. 0
2 2 1 10 100 1000
(1) I > TIME Frequency, MHz
B/A
m=-——-
b/a
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Prakticky priklad vypoctu
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Zavislost parametru ziskanych metodou

fazové modulace na t

» Cim je krat3i doba dohasinani , 1 Smuated oatz
V4 ’ . o . v v v s i T= AS
tim vice se posunuje prunik krivek k vyssim
frekvencim. o

* Pro delsi dobu dohasinani t = 10 us je
nutno pouzit modulacni frekvence 10 kHz
az 1 MHz.

* Pro kratsi dobu dohasinani t = 100 ps je
nutno pouzit modulacni frekvence az 2GHz
tedy 10 000 krat vetsi.

1 1
100
SOr T=1uwus
'—
(o) 1 = | 1
100
1 1 1

— =100 ps

0
o

)

Y
o
(o]

PHASE ANGLE (degrees) or MODULATION (%)

u
@)

O

1 1
1072 10° 10° io*
FREQUENCY (MHz)
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Casoveé rozlisena fluorescence fluorofort v

rozdilném prostredi

Trp (W,)

Trp (W,)
) (ty=5ns)

(ty=5ns)

* Protein se dvema fluorofory — tryptofany

 Flourofory maji ve stejnem prostredi
stejnou hodnotu 1

* Po pridani zhasedla se snizi doba y T ()
fluorescence fluoroforu na povrchu 1,

»Vysledkem je ,prohnuta“ kfivka 33
» Ukolem dekonvoluce je pak urdit T, Ty T,
TIME (ns) FREQUENCY (MHz)

a pomeérné prispéevky fluoroforu o,

I(t) = a4 e_t/fl + a, e_t/TZ
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Zmena rotacniho korelacniho casu pri

multimerizaci proteinu

« Casové zavislosti polarizované
fluorescence lIze pouzit pri
sledovani zmeny dynamiky
systemu molekul

e Sledovani multimerizace
fosfofruktokinazy

log r (1)

0y=5ns

0 10 20 30 40
Cas (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 flouroforu, at’ uz vlivem prostredi,
zhasedla nebo interakce s jinymi molekulami.

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



Priklad detailniho zobrazeni FLIM

ek Binning :‘F (201 *20+1]  Threshald :”3_ F'usitiun:i”?:-: :‘W ! tm= 15004

100000~

v= 112
10000t

1000

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 zlepsuje rozliseni obrazu

» Bunky (artery endothelial cells) obarveny tremi

ruznymi fluorofory

* Nukleove kyseliny byly obarveny DAPI

i
]
=
Q

« F-aktin byl obarven Bodipy FL-phallacidin

[
[=]
L=]

Lifetime (ps)
2500 1R
.*.' 2 5 ns 2000

1185 i 1500 N
1000 N

» Mitochondrie byly obarveny Mito-Tracker Red CMX Ros

Amplitude (counts)
E

L 5 10
Time (ns)

* Obraz intenzity fluorescence neumoznuje rozlisit tri pouzite fluorofory

* Obraz Casoveé rozlisené fluorescence umoznuje urcit rozmistéeni
vSech tri fluoroforu na zakladé ¢asu dohasinani fluorescence.
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Pouziti FLIM pri sledovani interakce proteinu

g

Number of pixels

af B B BB

Rychlejsi dohasinani v
pritomnosti zhasejiciho proteinu

T=2.52ns

Normalni - pomalé dohasinani

Number of pixels

H. Wallrabe and A. Periasamy, Imaging protein molecules using FRET and FLIM microscopy,
Volume 16, Issue 1, Analytical biotechnology, 2005, Pages 19-27.

FRET-FLIM mikroskopie byla vyuzivana pri charakterizaci vytvareni
dimeru transkripcniho faktoru C/EBPa uvnitf jadra zivych bunek
GHFT1-5
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http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0958166904001673

Interakce nebo kolokalizace?

Example FRET-FLIM  Colocalisation or Interaction?

B B+C

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

intensity
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Vyuziti casove rozlisené fluorescence pri

proteomicke analyze

Intenzita Casové rozlieni

Gel barveny
Sypro-Ruby

Upraveno podle materiall Material( Photonic
Research Systems Ltd. www.prsbio.com

Intenzita je doplnéna o pseudobarevné Casove rozliSeni, aby mohly byt oba parametry zviditeInény soucasne.
Casové rozliseni fluorescence mize pomoci pfi analyze proteinli v prekryvajicich se pasech.
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 Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy.
Third Edition, Springer + Business Media, New York, 2000.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE V NEUROVEDACH

* Podekovani:
Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely teto
prednasky laskave poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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Spectraviewer - tips & tricks

(D Click & drag to zoom into graph Reset « ‘ ‘ # Settings ‘ ‘ _{" View full screen ‘ 1 Fluorophore
I I ' Show Ex Em
100
Fluorophore

I CFSE (fluorescein X

400 B50 900
ngth (nm)

356nm @ CFSE (fluorescei...
10% Ex, 0% Em

Light source Excitation filter Emission filter

0 Mote: no light sources are added to SpectraViewer.

Please select a light source.
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https://www.thermofisher.com/order/fluorescence-spectraviewer/?ef_id=520a5fadecf8102fed793a8f55a3c106:G:s&s_kwcid=AL!3652!10!77172146000147!77172152526661&cid=bid_pca_aup_r01_co_cp1359_pjt0000_bid00000_0se_bng_nt_pur_con&msclkid=520a5fadecf8102fed793a8f55a3c106#!/
https://www.thermofisher.com/order/fluorescence-spectraviewer/?ef_id=520a5fadecf8102fed793a8f55a3c106:G:s&s_kwcid=AL!3652!10!77172146000147!77172152526661&cid=bid_pca_aup_r01_co_cp1359_pjt0000_bid00000_0se_bng_nt_pur_con&msclkid=520a5fadecf8102fed793a8f55a3c106#!/

2. domaci ukol

* Spectraviewer
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http://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cell-analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html

