Clase 1

Introduccidn a las técnicas de
fluorescencia

Bibliografia general

1. Principles of Fluorescence Spectroscopy. Joseph Lakowicz.
Plenum Press, New York (3ra. edicion)

2. Molecular Fluorescence: Principles and Applications. Bernard
Valeur, Wiley-VCH




Guia general de la clase:
. Técnicas de fluorescencia. Fundamentos y aplicaciones:

> Caracteristicas generales de los espectros de
fluorescencia

» Como se mide? Instrumentacion basica

» Tiempo de vida.

Where do we see fluorescence?

research

Parties!
strange uses?

Fluorescence is everywherel! 4




Fluorescence in 1943

Many of the basic principles of fluorescence had already
been developed during the 1920's and 1930's.

Excited state lifetime (Gaviola)
Quantum yield (Wavilov)

Polarization of fluorescence (Weigert, F. Perrin)
Fluorescence resonance energy transfer ( J. and F. Perrin)

The use of fluorescence in biology and biochemistry was,
however, descriptive in nature and primarily limited to a
role in the isolation, purification and quantification of
fluorescent substances such as riboflavin and
porphyrins.

D. Jameson fectures

Desarrollo de técnicas
(anisotropia, tiempo de vida,
mediciones de alta presidn,

L _—" etc, etc)

Sintesis de sondas

—" fluorescentes

Gregorio Weber \ FI ,
uorescencia
1916-1997 intrinseca de
proteinas

uso de sondas fluorescentes para
estudios de proteinas




Why is fluorescence so important?
Because it give us information regarding:

1. Structure

2. Environment

3. Orientation

4. Interaction with other sample components
5. Dynamics

6. Etc, etc

Absorcion de luz UV-visible

a

52 ————— l niveles vibracionales

d

energia

SlE=——

E =hc/A
D

So=4=l= Si = estado electrénico i
— =

a Tamb, el estado vibracional mds poblado es el de menor energic®




El coeficiente de absortividad molar
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El espectro de absorcion nos da informacién sobre la

estructura del estado excitado

Absorption of light. Law of Lambert-Beer
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Espectrofotémetros

Diffraction Grating

Monocromadores: Redes de
difraccién

D = red de difraccién
Cy E, espejos
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Detectores

PMT (photomultiplier tube)

Incoming Photomultiplier Tube
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Gain Tutorial Speed

Fotocdtodo se encuentra a -1000 a -2000 V
Los dinodos se encuentra a un potencial mds positivo respecto 12

al dinodo anterior




Fluorescencia: Diagrama de Jablonski
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Regla de Kasha: la emision ocurre desde v=0 de S,

http://www.olympusmicro.com/primer/java/ jablonski/ jabintro/i ndex html

Principio de Franck-Condon
Durante las transiciones electronicas, se puede considerar
que los nlcleos estdn fijos (transiciones verticales)

Process Time (s)
absorption 10-5
vibrational relaxation 1012- 1010
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Energy

Ojo, esto no quiere decir que
no haya reacomodamientos

Intensidad

de los niicleos posteriores a
la transicién!

Do
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Nuclear Coordinates




kI/

hvex __ kr
F—=>s F* — F+ photon

kISC
Q \ .
ke " Fr

F /

Cudl es la probabilidad de emision?

Cudnto tiempo la molécula permanece en el estado

excitado?
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El rendimiento cudntico de fluorescencia (¢f)

_ emitted photons _ If
absorbed photons  Ipg

I =photons/(time. volume)

A simple kinetic approach

hVex k
FSS Frogs F
knr photon
F
d[F*] _

4t I s —Kr[F*1-knr[F*]
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A simple kinetic approach: steady-state

d[F*]
ot =I,ps —kr[F*]1-knr[F*]=0
I
F*1= abs
[F*] kr +knr
Ir =kr[F*]
If kr
bf = = - -
lj Iabs kr + knr 03 —1, knr=0
\. ¢f =0, kr =0
fluorescence
quantum yield
17
Characteristic times
Process Time (s)
absorption 10-15
internal conversion 10-1- 10
vibrational relaxation 10-12- 10-10
fluorescence 10-10- 107
Intersystem crossing 10-10- 108
phosphorescence 106-1

Valeur B, Molecular Fluorescence Principles and Applications (2001) o




Cémo se cuantifica la Intensidad de fluorescencia?

o, | lamp

l

Excitation
monochromator

detector

y

A

MONOCHROMATOR DISPLAY

= . sample

COMPUTER

Emission
monochromator

Geometria de la celda: porqué se mide (cominmente) a 90°?
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Espectros de emision de fluorescencia

Aex = constante
Aem = variable

S1

So=—FE=

El espectro de emisién da
ex informacion sobre la estructura
vibracional de So

Pregunta: qué cambios esperan en el espectro de emisién al

variar Aex?

20
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Espectros de excitacion de fluorescencia

Aex = variable
Aem = constante

SJE——
a
El espectro de excitacion da

Aem informacion sobre la
estructura vibracional de S1

So=—F

Que diferencia hay entre espectros de absorciony de
excitacién?
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Regla de la imagen especular

La estructura vibracional del estado excitado es similar a
la del estado fundamental: los espectros de excitaciony
emision son imdgenes especulares.
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Cual es la dependencia de la T escencia CON la concentracion?

3 -

251 o *

21 /ot Ejercicio: deducir que
ST Lgo=cte*(1-10781°)
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[Rodamina B]

Jameson et al Methods Enzymol (2003)

Puede haber efectos mads raros al variar la [sonda]
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Corrimiento de Stokes

S ===

We would expect Aex = Aem for
So(v=0) - Si(v=0) but...

So

absorption emission

N,

Absorption
Fluorescence emission

350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

fluorescein, www.probesgom

Efectos del solvente: corrimiento de Stokes

solvent relaxation
v (1005)

Aex Aem
v So==—= +" _ Aﬁ

(10105s)
f \ | Solvent Solvenl
solvent Excitation:
fluorophore . PO

Re-OrIented
Fluorophoj¢ 26
www.olympusmicro.com
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Corrimiento de Stokes

polarity of the solvent

»

1 2 3 4
[o}

i
/“/I'C —CHch3
1CH3)2N

Prodan

Fluorescence emission

350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

Weber and Farris, Biochemistry (1979)

Aen is related to the environment of the fluorophore
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Ejercicio:

Explicar los cambios observados en el espectro de fluorescencia de
las sondas C153, C343 observados durante la transicion
mondmero — micela de soluciones del polimero F88.

coumarin 343-/Na*

.....
-------

monomero micela
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29

Temperature (°C)

Grant et al. Langmuir, 2005
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Corrimiento de Stokes

Ho, hy
i
CHy=CHz=C

[+]

Figure 6.21. Chargs ssparalic

Emission spectra
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Corrimiento de Stokes 00 Q%
CHy O,;

{
A, {

o
Figure 6.21. Chargs scparation in the excited st Prodan (6-propionyl ino) >)

Emission spectra
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Naturally Occurring Fluorophores
Aromatic Amino Acids

s
~ \Ur CH,—CH-COOH
QCHTQH—COOH HOOCHTQH—COOH Q N NH,
NH;

NH, H
Phenylalanine Tyrosine Tryptophan
Absorcion isio

b_SrO'C‘O L 280 295 Emision
o] “1 1 303 nm INsensitive to
3 N TRP ¢ 10 Tyr  solvent polarity
i — i 3
i N 1
] T ) :_-n’ 7] 348 nm
i W o5 Trr  sensitive to
] St 282om solvent
1 2 = olarity
" 3
. PHE { olt Ll
E j 240 280 320 360 400 440
ol . WAVELENGTH (nm)

Sondas para estudiar biomembranas
emisién emision
al azul al rojo

células (reconstruccién 3D
de imagenes confocales)

vesiculas con 2

fosfolipidos distintos

33
Dodes, JLR 2012
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Correcciones instrumentales: Espectro de excitacion

Xenon Arc Lamp Emission Spectrum

lamp
Il M |' .y Figure3
W i 1
;5
Excitation detector | i
monochromator 7y !

— — — 300 400 500 600 700 800 900 1000 11
quantum Wavelength (Nanometers)
counter Emission ldmpara

monochromator ideal
sample
detector

Hay que medir a cada A los fotones irradiados por la ldmpara:

1) contador de fotones (sc. concentrada de fluoréforo de 01 en celda
triangular o fotodiodo)

2) correccién midiendo espectros de sustancias patron (no hay problemas
con la geometria de la celda)

Correcciones instrumentales: Espectro de emisidn

lamp
Excitation T
monochromator 1
S - | =
Emission
Lmonochroma‘ror
sample <

Se corrige gomparando la emision de una ldmpara de tungsteno
(hidrégeno o deuterio, para UV) con la registrada por el detector (se
pone un espejito en el portacubeta)

35




Tiempo de vida

kIC

hvex kr
F>F — F+ photon

kISC
Q\*
ko Fr

F

How long the molecule stays in the excited state?

36

How long the molecule stays in the excited state?

(j * *x b
[dF‘r]:;dé_kr[F ]—=knr[F*]

[F*] — [F*]oe—(kr'+knr')*‘r

[F*]= [F*]oe—T/T

I¢ =kr[F*]=Toe VT
tiempo de vida

del estado
excitado

1°= 1/(kr'+knr') 37
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Algunos tiempos de vida
Fluorophore G AL
p [ns]
ATTO 655 3.6
Fluorescence Lifetime Measurements
Acridine Orange 2.0 Time Domain Frequency Domain
T, =0 Tan(Ag) T, =t 212
Alexa Fluor 488 4.1 l ? M M F.E IF E
- 170701
Alexa Fluor 647 1.0 - Ww
BODIPY FL 5.7 Zxcitation Fluorescence Excitatlon Fluorescence
Coumarin 6 2.5 -1 A |+~
CY3B 28 3 5
cY3 0.3 g g
cYs 1.0 E EL
Fluorescein 4.0
Figure 1 Modulaled Waves Time
Oregon Green 488 4.1 9
Ru(bpy)2(dcpby) 375
[PFsl2
Pyrene =100
Indocyanine Green 0.52
Rhodamine B 1.68
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T es uno de los pardmetros mds importantes en fluorescencia
porque define la ventana temporal de observacion de
fendmenos dindmicos

private public

life life death
L experimental 777/
time window 7

/ e

V4

[ 3
S
;
/
/
A

/100 T l 10T

cualquier fenémeno que ocurra en este rango temporal y
cambia alguna propiedad de la fluorescencia podra ser
detectado (clase siguiente, anisotropia de fluorescenéia)
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La importancia de t

T = 1/(kr+knr)

Dos fluoréforos idénticos en
distinto entorno pueden
diferenciarse por tener distinto 1

Process Time (s)
absorption 1015
internal conversion 10-1- 10-°
vibrational relaxation 10-12- 1010
fluorescence 10-10- 107
Intersystem crossing 10-10- 10-8
phosphorescence 10-6- 1 o

La importancia de 1
I =kr[F*]=T,e 1"

Generalmente el decaimiento no es monoexponencial
(porque?), en esos casos:

If — ZIie—T/Ti

[, 1ICt)dt
[, Tyt

<t> =T para decaimiento monoexponencial "




El tiempo de vida es un pardmetro de gran importancia en
microscopia

Ejemplo: Determinacion de la "distribucion" de pH del
stratum corneum

la piel en wikipedia

1) Cuales son los mecanismos que mantienen este gradiente de pH?

2) el pH es homogéneo en cada capa?
42

Podemos usar sonda con propiedades que varien con el pH
(clase sondas)

@
(9]

sonda: BCECF

Em =510 nm

Fluorescence emission
Fluorescence excitation

500 550 600 460 450 500 550
Wavelength (nm) ‘Wavelength (nm)

»
(\\53 pH mayor? pero..la sonda se

~wa —distribuye homogéneamente?

80 300 43

Hanson et al (Biophys J 2002)
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El tiempo de vida también cambia con el pH (y es
independiente de la concentracion)

e
o
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w
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BCECF r in Solution (ns)

4 6 8 10
pH (BCECF Solution)

Hanson et al (Biophys J 2002)

Integrando algunos conceptos: medicién de la microviscosidad
de la célula con un rotor molecular

s 1) Depende el g, de la viscosidad?

g 1.0) (a) Viscosity | ¢P
£

"‘m!:‘ Eas

4 ,4'-difluoro-4-bora-3a,4a- g /
diaza-s-indacene (el rotor) =

500 R
2) Depende 1 d&"ld"Viscosidad?
1 (b)

Kuimova y col, (TACS 2008) o 5 10 15 20

Time / ns
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Medicidon de la microviscosidad de la célula con un rotor

molecular

AN

I
1 / "w -
24 | o 2
| 32! »
1 W toan
"u 28 23 M0

Fluorescence lifetime / ns
'S

0 200 400 600 800 1000
Viscosity | cP

Rotational correlation time / ns

0 200 400 600 8OO 1000
Viscosity | cP

Figure 2. The changes of fluorescence lifetime (a) and rotational correlation

time (b) for 1 as a function of viscosity.

fluorescence i
S nm fluorescence ¢

Figure 3. (a) Confoc
following 488 nm exc!
SK-OV-3 cells incubated with 1 «M solution of 1;
following 467 nm pulsed excitation of the sam

yer of cells.

1.8 ns

i
1.4ns

age (114 x 114 um) obtained
tection from
age obtained
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