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Fluoreszcencia alkalmazasok Fluoreszcencia forrasa .

P P L fluorofér (rodamin)
Intrinsic (bels6) fluoroférok:

PI. triptofan, tirozin fehérjékben (konjugalt (CHg)y WGH3),
Fluoreszcencia forrasa kettéskotés-rendszert tartalmazé aminosavak) O 9

[ ]
Intrinsic, extrinsic (jelolések, konjugaciok) 5
. , .. . . Extrinsic (kiils6) fluoroférok: O o
® Gerjesztett allapot lecsengési mechanizmusai Kiviilr8| bevitt festékmolekulak il
Mddszer - "fluoreszcens jelolés" @
Problémak: kémiai specificitas és célozhatosag, TMRIA

o Spektroszkopias alkalmazasok térbeli specificitas és mobilitas keresztkotd (jodacetamid)
FRET

® Specialis alkalmazasok . -
Fluoreszcens jelolés szempontjai:

FACS, FRAP . . . o
| spektralis tulajdonsagok (pl. gerjesztési spektrum
. .., helye, szélessége, tavolsaga az emisszids maximumtol,
® Mikroszkopiak emisszids spektrum helye a lithaté tartomanyban)
TIRF, konfokalis, kétfoton fluoreszcencia, szuperrezolucio 2. kvantumhatasfok

3. stabilitas (fotokifehéredési hajlam)
4. pislogas (blinking)

Egyedi kvantumpont -
pislogas (“blinking”)




Fluoreszcencia forrasa Il. Fluoreszcencia forrasa lll.

Fluoreszcens fehérjékkel valo konjugalas Kvantumpontokkal valo jelolés (félvezeté nanokristalyok)

1. Z3ld fluoreszcens fehérje (Green Fluorescent Protein, GFP)
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Fluoreszcencia 3D szerkezet intaktsagatdl fiigg BREge i Streptavidin
Lo el B TAL (biotint kot -

Tandem fuziés konstrukcié a GFP és a vizsgilt fehérje kapcsolas)
génjeibdl

Elénydk: in vivo mérések, mutansokbdl spektralis
variansok allithatok el6, melyek tobb kiilonbozé
konstrukci6 egylittes vizsgalatat is lehetSvé teszik .

Gerjesztési spektrum
Hatranyok: pislogas, csak terminalis (N vagy C) jelolés, a
GFP a célfehérje miikodését szterikusan befolyasolhatja.

Emissziés spektrum

2.A GFP egyéb szin(i (kék, sarga, voros) mutansai
3. Fotoaktivalhaté GFP analog | : = .
4. Kaede: korallbél szarmazé fluoreszcens fehérje, mely UV-indukalhaté zold-vérss fotokonverziot mutat - Hullémhc;ssz (nm) . ‘ Kvantumponttal konjugélt ellenanyagokkal jelolt egér

bélham (vords: aktin, zold: laminin, kék: sejtmag)

Gerjesztes soran elnyelt Forster Rezonancia Energia
energia sorsa Transzfer (FRET)

Belsé
konverzio
(ho)

Fluoreszcencia kioltas i .
(““quenching”) Altalanosan:

*A gerjesztett dllapotban lévé molekula (donor), valamint egy

Rendszerek YT megfeleld spektroszkép"iéfs‘ kévetelményekef I<i?Iégit6
kozotti dtmenet molekula (akceptor) kozott dipdl-dipdl kolcsonhatas révén,
S—T

sugarzas nélkiili energiaatadas formajaban jon létre.

Forster Rezonancia * Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET): ha
Energia Transzfer

Fluoreszcencia (ns) (FRET) az energiatranszfer szereploi fluoroférok.

Foszforeszcencia (ms)

Sugarzasos és nem sugarzasos atmenetek!




A FRET mechanizmusa

A gerjesztett donor (D) relaxacidjahoz hozzajarul az
akceptor (A) molekula emisszioja!
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A FRET feltetelei

*Fluoreszcens donor (D) és akceptor (A) molekula.

*A donor és akceptor molekula kozotti tavolsag (R)
2-10 nm!

*Atfedés a donor emisszios spektruma és az
abszorpcios spektruma kozott.

Spektralis atfedés

/ (atfedési integral)

Hullimhossz (nm)

Fl intenzitas ill. OD

A FRET tavolsagfuggese

Forster-tavolsag

- (Az a tavolsag melyen a FRET
hatasfok felére csokken:
E — transzferhatasfok 0.5)
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A fluoroférok (D-A) N
kozotti aktualis tavolsag
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RO D-A Tavolsdag

A FRET alkalmazasa

Molekularis mérdszalag: tavolsigmérés a nm-es (10m) tartoméanyban.
Nagyon érzékeny (lasd hatvany 6sszefiiggés)!

Alkalmazas:

— Molekulak kozotti kélesonhatasok tanulmanyozasa.

— Molekulakon beliili szerkezeti valtozasok tanulmanyozasa.

FRET mikroszkopia

Donor

Akceptor
emisszio

emisszio




Fluorescence activated cell sorter (FACS)

Lézer

C@_.

Sejtszorter I

Fluoreszcencia aktivalt sejtvalogatas; Aramlasi citometria (flow cytometry)

* Fluoreszcensen fajlagosan megjelolt sejtszuszpenziot sejtenként analizalunk

* Sok paramétert mértnk (fluoreszcencia intenzitas kiilldnb6zdé hullimhosszokon, kis- és nagyszogl széras)

e Statisztikai analizist végziink
o Sziikség esetén a sejteket szétvalogathatjuk a paraméterek alapjan

Sejtszuszpenzio
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Fluorescence Recovery After
Photobleaching (FRAP)

Sejtmembran, benne diffundalo
fluoreszkalé molekulak
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Kozel teljesen visszatért fluoreszcencia
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Diffuzios allandd
meghatarozhat6 a
fluoreszcencia intenzitas
visszatérésének idébeli
lefutasabol:

Kifehérités eldtti kép

Kifehéritést azonnal kéveté kép

D = diffizids allandd
w = kifehéritett teriilet atméréje
tp = id&allando

Fluoreszcencia visszatérése

Minta

Pasztazas

Lézer pasztazo konfokalis
mikroszkopia

“Konfokalis elv”

Objektiv lencse

Fokuszsikbol érkezd

Detektor

Fokuszsikon kiviilr6
érkezG nyaldb “Pinhole”

Z6ld: mikrotubulusok; Vords: aktin; Kék: sejtmag

Erzékenyitett video mikroszkopia
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Teljes belso visszaverodes L. : :
fluoreszcencia mikroszképia (TIRFM) Egyedi enzimmolekulak TIRFM kepe

“E P Foszfoglicerat kindz (PGK)
vaneszcens mezé

Kimogram
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Objektiv lencse

Lézernyalab 1dé
Fotokifehéredés egy lépésben
n (sokaségban exponencidlis fiiggvény!)
Baktérium flagellum rendszere Flagellaris rotor Alexa532-vel jelolt bakteridlis flagellumok
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Multifoton mikroszkoépia Szuperfelbontasu mikroszkopia

*Két (vagy tobb) foton energidja 6sszeadddik a gerjesztéskor Kémiai Nobel-dij, 2014
*Gerjesztés (kovetkezésképp emisszid) csak a fokuszpontban (limitalt fotokarositas)
*Gerjesztés nagy (kozeli IR) hullamhosszu, révid (fs) fényimpulzusokkal

*Nagy hullamhossz miatt mély optikai behatolas (akar 2 mm)

GERJESZTETT
ALLAPOT
A=400 nm
Fény- (;{
emisszio

A feloldasi problémat pozicidmeghatarozasi problémava alakitjuk

Feloldasi probléma (Abbé-elv) Poziciémeghatarozasi probléma “Sztochasztikus” adatgy(ijtés egyedi fluoroforokrél
(pontossag a fotonszamtdl fiigg) -

A=800 nm
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Gerjesztés
. I
Gerjésztés

O

STORM (“stochastic optical reconstruction microscopy”); PALM (“photoactivated localization microscopy™)

1) Bekapesolt fluoroférok 2

Egyfoton Kétfoton
fluoreszcencia fluoreszcencia

Agykérgi piramissejtek Zold: proximdlis vesetubulusok; Voros: albumin (plazma)

Adatgytijtési
folyamat

- =3 Mikrotubuldris
[1#) _Bekapesolt fluoroférok 3 |0 Poziciekbel szimitott kep

rendszer




