Microscopia de fluorescencia
Sondas fluorescentes para microscopia

Bibliografia:

Light and video microscopy. Randy Wayne. Capitulos 4, 6 y 11
(los capitulos 2 y 3 para repasar Optica)
http://www.olympusmicro.com/

Introduccidn: Microscopia de campo claro

Bright Field Phase Contrast|

contraste= (I-1,)/1,

I, = intensidad del fondo
I,= intensidad de la muestra

Cémo podemos generar contraste para ver especificamente
una molécula en estudio?




Introduccion: Fluorescencia
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Microscopia de fluorescencia por epiiluminacién
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Separando luz de excitacién de luz de emisidn

Emission Emission
Filter

Emission to Detector Rack
Retainer F
Emission

H

¢

Source i

Light {

!

¢

Block Block
Turret Excltation Hiuminator |

Dichromatic '
Mirro
(DM)

Condenser-
Dbjectlve

Noseplece

/'

Filter Set
Retainer E"g:}“““ 1D Code I

“cubo” de fluorescencia

Figure :
Speclmen

LEDs (light emitting diodes)
B




Separando luz de excitacidon de luz de emision: filtros y

espejos dicroicos
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Separando luz de excitacidon de luz de emision: filtros y

espejos dicroicos
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La funcidn del objetivo en epiiluminacion
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El objetivo cumple doble funcién: ilumina la muestra y colecta
la fluorescencia

Resolucion: 0.61 A/NA

Microscopia de fluorescencia por epiiluminacién
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Iluminacién de Kohler en epiiluminacion
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Fluorescencia por epiiluminacién

Kohler lllumination in Reflected Light Fluorescence
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Microscopia de fluorescencia: un color, muchos colores.

Como medir la fluorescencia de sondas distintas?




Observando mdltiples sondas al mismo tiempo
Espejos dicroicos/ filtros multibandas + camara color

390-486-577TBEX Typical Transmission Curve

XF467 Typical Set Transmission Curve

Clck and drag the ares you wan 1o enlarge 10 Zeom ir

Desventaja: no es cuantitativa

Observando multiples sondas secuencialmente

Se quiere observar una muestra de células en la cual se han marcado dos proteinas
utilizando fluordforos distintos, uno que emite en el rojo (Rodamina-red, lineas azules) y
otro que emite en el verde (Alexa488, lineas verdes).

Para observarlos, se utiliza un microscopio con los cubos de fluorescencia que se detallan
en la tabla adjunta.

Determinar si es posible hacer la observacion de cada una de las proteinas por separado
Yy, en caso negativo, qué controles haria para solucionar el problema.

Cubo Filtro Ex (nm) Dicroico (nm)  Filtro pasa alto Em
(nm)
1 330-380 400 420
2 400-410 450 455
3 450-490 510 520
4 510-550 570 590
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Observando multiples sondas secuencialmente
Seleccidn rapida de A excitacion

rueda de filtros
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Observando mlltiples sondas simultaneamente

Se tiene una muestra marcada con dos gDots y se desea observar
la fluorescencia de los mismos en forma simultanea e
independiente. ¢Qué modificaciones introduciria en el microscopio
para lograrlo?
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Microscopia de fluorescencia por transiluminacién
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Ventaja: se puede combinar con técnicas de generacion de contraste
(simultaneamente)

Desventaja: mucho cuidado con la alineacion, no sirve para muestras con
espesor no despreciable, peor contraste

Limitaciones de microscopia de fluorescencia

Se excita y observa un volumen muy grande
de la muestra: la luz de fluorescencia fuera de
foco disminuye el contraste de la muestra

Hjgore

JHTERISp ecimen
. \

Widefield
Fluorescence
Thin Specimen

Cémo eliminamos la luz fuera de foco?




Sondas fluorescentes

Muchas aplicaciones, muchas sondas. COmo decidir?

Qué biomolécula quiero marcar?

Cual es la sefial que quiero medir? Intensidad, tiempo de
vida, anisotropia?

Cuadl es la mayor limitacion en el sistema?: Brillo, varios
colores, permeabilidad, fotoestabilidad?
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Clasificacion completamente arbitraria (en base a

la quimica)

1. sondas intrinsecas

2. sondas no covalentes

3. sondas covalentes

Clasificacion completamente arbitraria (en base a

la biomolécula)

1. proteinas
2. acidos nucleicos
3. lipidos

Sondas intrinsecas de proteinas

Aminoacidos aromaticos

Qc“?’ﬁ:fcoo*‘ Phenylalanine
HOQCHQ—qH—COOH Tyrosine
N,

@UFCHQ—(;H—COOH Tryptophan
N NH;

H

Molar absorptivity, Licm -mol

FLUORESCENCE
INTENSITY

Phenylalaning —! 3

200 240 280 320

Wavelength, nm
303 nm

Tyr

240 280 320 360 400 440
WAVELENGTH (nm)
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Sondas no covalentes

La sonda posee gran afinidad por la biomolécula de interés
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Las propiedades fotofisicas cambian al interactuar con la
biomolécula de interés

1,8-ANS O ”
Q SO::@

Kt

Sondas no covalentes: DNA

20 2

DAPI
Hoechst

Atraviesan la membrana celular.
* Se unen al surco menor del DNA

Al unirse al DNA, desplazan H,O y aumentan el (fluo 20 veces
* s0n citotoxicos
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Sondas no covalentes: DNA

Name Excitation Emission Comments
Acridine orange 500 526 (broad Taken up by live
spectrum) cells, especially
acidic vesicles
Propidium iodide 536 617 Dead/fixed cells
Ethidium bromide 518 617 Dead/fixed cells,
higher background
UV dyes DAPI, 358/352 461/461 Semi-permeant/
Hoeschst 33258 permeant
Syto dyes Various Various Cell permeant
(Molecular Probes)
Sytox dyes 445/504/547 + others | 470/523/570 + others | Highly impermeant
(Molecular Probes)

Sondas no covalentes: biomembranas

CHa
|
N hy, ~ z
“cHy 2 e i3
CHy—CHz—C =" '
n L
Figure 6.21. Chasgs ssparatic excited state of Prodan (6-propionyl-2-{dimethylamino) raphthalens.
Emission spectra
121 Gel Liquid
~n phase 440 490 crystalline
1.04
2 phase
@ :
£ o084
£
@) -
s
) 2 06
E
w
0.4+
0.24
0.0 T T T T :
350 400 450 500 550 600
wavelength
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Sondas no covalentes: GP (generalized polarization)
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Sondas covalentes

Reacciones de marcacion (modifican aminos y tioles)

NH,

Lysine
Arginine

=+

pH 8.5 to 9.5 for modifying lysine

residues.

near neutral pH: labeling of N-

terminus .(pKa 7)

no usar buffer con aminos!

/ isothiocyanate:
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succinimidyl ester:
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Sondas covalentes: Analogos de bases fluorescentes

succinimidyl-ester derivatives of fluorescent dyes

o]
dUTP CH=CH
o o o o
HO—P—0—P—-0—P—0CH; g

[
o} Le] (o] +

Early and mid-to-late
replicating chromatin

OH

Schermelleh, L et al .
Chromosome Res. 2001

Ventaja: se pueden usar en células vivas

Sondas covalentes: Analogos de fosfolipidos y acidos grasos
fluorescentes

b, %,
by, \  N-Rh-PE
@,7 & y
SR, % O L

DPPE/DPPC

Temper'a'rur'e Bagatolli and Gratton.
Biophys J (2000).
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Familias de sondas fluorescentes organicas

Series de sondas (los nombres dependen del fabricante)

Higher quantum vyield, lower photobleaching, narrower excitation

spectra, etc.

Alexa Fluor
(Invitrogen)

. .
o5 o J
W 00 L) \
sm Cy ,
ol

Aa Fluoc® 350 Ak Fluor® 405

d

Aexa Fluoe® 88 Aexa Flor 514

Fluorescence emission

1. Alexa Fluor 405 —
2. Mexa Fluor 350 —
3. Alexa Fluor 500

4. Alexa Fluor 488 —
5. Alexa Fluor 430

6. Alexa Fluor 514 —
7. Alexa Fluor 632

8. Alexa Fluor 555

9. Alexa Fluor 546
10. Alexa Fluor 568 —
11. Alexa Fluor 594 —
12. Alexa Fluor 610 —
13. Alexa Fluor 633 —
14. Alexa Fluor 635 —

15. Alexa Fluor 647 —

058
Aloxa Floor® 43)

Aexa Flor 532

CFy

Wavelength (nm)

16. Alexa Fluor 660 —
17. Alaxa Fluor 680 —
18. Alexa Fluor 700

19. Alexa Fluor 750 —
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Aloxa Fluor® 548

Alexa Fluor® 534

Adera Fiuor® 610

Abva Fluoe® 568

o
so;  soy o S0 S0y — Ao e ot
N o. N, H . Nk, ) o u.
| | - =N, XY 0y
o 0 05 o Ssoy 045 o Sso
@ »

] o ] ] i o W ~

5 S : £ R Y
] @ “ 50y 505

Alena Fluoc® 847

16



Series de sondas (los hombres dependen del fabricante)

Atto (Atto Tec-Sigma) m& f‘f,(f“ WG

o o ©
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Sondas basadas en nanopatrticulas: Quantum dots

e

¢ ¢ ¢ 9
®0e o
!

¢
1

15-20 nm
. e  — 1.0dot"525¢
T 5000000 < 2. Odot® 565,
G 45000004 ° E 3. Odot* 585
S 4,000,000 ] 4. Qo 2081
£ 8500000 § = : :‘; :::
'g 000,000 § 7. Qdot rnsl
;- \ b—— o ‘
:§ 2,500,000\ ; g Py
§ 2,000,000 S
g 1500000 N/ ]
€ 500,000 1 = = :
= ' R Sy W >, N, 8 3. Odot® 585
u’s 1} E— RS TP | E s Dk 081
400 450 500 550 600 650 700 750 850 900 &
b4 ~==- 5, Qdot® 625
Wavelength (nm) P e
=== 7. Qdot* 705/
==+ 8 Qdot* 800«

17



Quantum dots: ventajas y desventajas

1. Brillo (10x vs. sondas organicas) Qdot 653

Young et al , Am J Physiol 2006

2. Fotoestabilidad (100x vs. sondas organicas)

:'
3

microtUbulos (sonda organica)

nlicleo (Qdots) '-u 20 40 60 S0 100 120 140 160 180

Medintz et al, Nature Materials 2005 Time (s)

3. Desventaja: Blinking (parpadeo)

E?ﬂm Tris 10 mM [Na] 50 mM

1000 A w | k 0 EN
L = P‘ ) | _._uf fh }'J Hohgn et al, JACS 2004
_‘J 80

) SE e
T;me (s;

Review general: Resch-Genger, Nature Methods 2008

Como elegir la sonda fluorescente? Qué propiedades tenemos
que analizar?

Espectros de excitacidon y emisidn
Rendimiento cuantico, tiempo de vida, etc
Sensibilidad al entorno

Estabilidad frente al fotoblanqueo
Toxicidad

Interacciones inespecificas
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Espectros de fluorescencia (spectra viewer)
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Otras propiedades fotofisicas

The Molecular Probes® Handbook

Molecular Probes®

11th Edition
Handbook

The most complete fluorescent labeling and detection reference available, The Molecular
Probes® Handbook—A Guide Io Fluorescent Probes and Labeiing Technologies contains: over
3,000 technology solutions representing a wide rangs of biomolecular labeling and detection
reagents. The significantly revised Tith Edition features extensive references, reorgantzed
content, and new technical notes and product highlights:

Search The Molecular Probes® Handbook

Enter your search term fo search across the entire online handbook

Table of Contents

Flus

cance Fundamantals

Part |—Choosing a Label: Their

D and Labeling
Chapter 1 — Fluorophores and Their Amine.Reactive Derivatives

Chapter 2 — Thiol-Reactive Probes

Chapter 3 — Click Chemistry and Other Functional Group Modifications

Chapter 4 — Biotin and Hapten Derivatives

Chapter 5 — Crosslinking and Photoactivatable Reagents

es for Lipids and
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Fotoblanqueo (photobleaching)

\ A [ Oy
2
\ | ) 2 ol
; e d
b) () A — a— ‘
\al o " 1 ;:.‘.;:'u
Las fotoreacciones son de oxidacion
Soluciones: HO

. ™ . o] i

Reducir [0,] utilizando glucosa oxidasa+ catalasa . OH + 0y » Hy0 200 Oldace.
(single molecule experiments)
HO OH OH QH o]

HO. ‘ 0H+H202

OH OH
catalase
H;0; ———— H,0 + 1/20,

s
. " 7 . P 5 HO. Q
Agentes “antifade” (desde &cido ascorbico a agentes comerciales) Hgm‘cc'%m

Trolox

Clasificacion completamente arbitraria (en base a
la quimica)

1. sondas intrinsecas
2. sondas no covalentes
3. sondas covalentes

Sondas incorporadas genéticamente
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Sondas incorporadas genéticamente

El descubrimiento de la GFP (green fluorescent protein

Photo: U, Montan Photo: U, Montan Photo: U. Montan

Osamu Shimemura Martin Chaifie Roger Y. Tsien

Premio Nobel en Quimica 2008

http://nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2008

Shimomura Aequorea aequorea

In Daylight Luminescence in Dark

Phate: U, Montan

Osamu Shimemura

Ordinary Fluorescent Proteins GFP

-

.
7 o, g

GFP , -
. <

\ ¥
abeg | ')\f : (;;
> \ A
ANV
i AN N -co o @)
NHy © a \‘\_DH ’(%t,r o]
© Amine acid 8 }:5

residue Chromophore

Figure 19. The structure of the chromophore in the molecules of GFP
- i

*Aislé6 GFP como un producto secundario de la purificacion de acuorina. Para ello
usé 50 000 aguavivas!

El cromdforo no era el complejo entre una proteina y una molécula fluorescente
sino que se formaba por una reaccién entre 3 aminoacidos
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Chalfie

Objetivo: usar GFP para marcar endégenamente proteinas de
interés

Problema: se necesitaran otras enzimas del aguaviva para
producir el grupo cromoforo?

Photos U, Montan

Martin Chalfie

fls baabe (i) mﬁ tn..,n!) C)
[= 3 veon () uqmmn.ﬂ

|'#3 Waal ) mide w2l ek

Figure 8. The cover of Science for February 11, 1994 showing GFP i
C elegans neurons."™ Reprinted with permission from the AAAS,

Tsien 490 nm

FRET 580 nm
,

=y
A )

Catalytic

b

[
Regulatory

cAMF ( )1

490 nm

Photor U, Montan

Regulatory

Roger Y. Tsien Regulatory

Objetivo: Detectar AMPc, mediante FRET utilizando PKA
Marcaciones con sondas quimicas hacian que PKA perdiese actividad.
Problema: sdlo existia GFP, para FRET se necesitan 2 colores.

Solucién

Mutaciones random (no se conocia la estructura) dio lugar a cyan, entre otras
Una vez que se conocid la estructura, se pudo racionalizar mutaciones: poniendo
un anillo aromatico cerca del fluoréforo corri6 la lambda al rojo: YFP
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The 2004 palette of nonoligomerizing fluorescent proteins

mRFP1-derived

Como es la estructura de la GFP?

www.zdsoft.com

Thr65 # GFP
chromophore

f [
Ry .
L o .
Immature “
Tyr66

Fluorophore
Maturation

State

e 3-barrel structure, with
chromophore housed within the
barrel.

* El croméforo se forma espontaneamente (from Serine-65, Tyrosine-66,
Glycine-67) sin la necesidad de la maquinaria celular. Se libera H,0O, durante la
sintesis

e 27 kDa

Tsien (Annual Review Biochem 1998)
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Como es la estructura de la GFP?

protein folding chromophore formation

SYG~,

=R
-om\ mutantes YFP

It is possible to insert the gene for GFP into cells
and use the resulting protein as a reporter for a
variety of applications.

With GFP As Tracer

(umr. Fol’
Protein

Protein With GFP

Stop Lode
For Protein

24



Biosensores basados en la tecnologia de GFP

(d) FRET-based sensor:
activated by conformational change

et e
)’ } +zn2+ @
\ = ——

Relatively recent review: Palmer et al, Trends Biotechnol. 2011

Variantes fotoactivables/fotoswitcheables de GFP

A neutral” ‘}“ “anionic” ?‘
+HN='NHp Q94 +gHN="NHp Q84
B M Tiogﬂ ‘ 0512 No - n‘"‘/" 203 quu; o
% v Fotoconversion de GFP
maaS‘-r( g o ~400 nm Hue‘m of ‘u
Rf H e 1~ °€,° “1’°H o o
;2!15 E222 SZDS EZZ?
B A ¢ D
100 . 100 2100
E§ao..’- 2 880 B 280
sfo}f | 2560 £ 860
@8 "4 L r ® o T @
E G 40 lf /5 E 5 40 E Qa0
oW P/ o0 o
S22 r/ 9920 S 320
% =< =L )
350 400 450 500 550 350 400 450 500 550 480 520 560 600
Wavelength (nm) Wavelength (nm) Wavelength (nm)
/‘ O =sin fotoactivar
GFP mutante de GFP O =fotoactivada

fotoactivable (GFP-PA)

Patterson et al Science, 2002
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Fotoactivacion

o100
B o 80|
= & 60|
€ 40 O =sin fotoactivar
)
2 8 2] O =fotoactivada
0 S -

350 400 450 500 550
Wavelength (nm)

w

Pre 1 sec 2 min 9 min

Patterson et al Science, 2002

Aplicaciones

\‘-— exchange

'\ =—approach

Leading edges Retracting
¥ ) lamellipod

L)
Fl
i 4

-
Podosomes Podosomes

-
New leading
| edge

Shanner J Cell Sci 2007
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Como elegir la proteina fluorescente que me conviene?

REVIEW ARTICLE

PUBLISHED ONLINE: 17 JUNE 2014 | DOI 101038 /NCHEMBIO.1556

nature
chemical biology

Advances in fluorescence labeling strategies for

dynamic cellular imaging

Kevin M Dean'2 & Amy E Palmer'2*

FP e (M em™) Lail i (nm)* Asars (Nm)* A (nm)*  Age (nm)* LS
Constitutively fluorescent

Sirius 15,000 024 4 = 355 424 <30
TagBFP2 50,600 064 35 - 399 454 27
mCerulean3 40,000 087 34 434 474 32
mTurquoise? 30,000 093 30 - 434 474 45
ECFP 32,500 04 14 434 477 47
EGFP 55,000 06 36 489 509 59
T-Sapphire 44,000 06 28 399 sn 49
Clover 111,000 076 9 505 515 6.2
mNenGirsan 114000 ns 100 s0& a1z &7

2014

Tamanos de las sondas

Qdot”
Nanocrystal

@
&

1A Tnm 10nm 100nm 1pm

GFP PE
FITC

*3*‘;@;@}/

Atom Small Dye

Molecules  Proteins Gold

Limitaciones proteinas fluorescentes:
= Tamafio (60 kDa)

10 pm 100 pm

b

e

Animal
Cell

J Y
W
i

= Propiedades fotofisicas limitada por la genética (y generalmente peores

que las de las sondas organicas)
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Otras estrategias de marcacion de proteinas in situ:
FIAsH

Tetracysteine tag

s-Pro-Gly-c,
- ‘.3.0‘1\ ,}'s. G,
— R \S S S S/
L &
Cys-Cys-Pro-Gly-Cys-Cys-... HO fo) 0 —p HO.
Crrr L S O O
O COOH
FIASH-EDT,
(nonfiuorascent) Fluorescent complex
/ The ligand is non fluorescent until it
A small (700-dalton), synthetic, membrane- binds its target, where upon it
permeant ligand that could be linked to becomes strongly fluorescent.

various spectroscopic probes or crosslinks.

Otras estrategias de marcacién de proteinas in situ: Snap tag y
derivados

OCH; o

e .8
/I\NH,‘, memr HO < 1 Py

{1
o g" N Sy o N7 N7 TNH,
DNA repair protein O6-alkylguanine-DNA
OH OH alkyltransferase (MGMT)

OH OH

HO.

SNAP-tag: 20 kDa mutant of MGMT that reacts specifically and rapidly with
benzylguanine (BG) derivatives

Protein of Interest
SNAP-tag

v
"’C A — TReN x BT
Lo
Benzylguanine ——»- {&J ? ‘.(:KE‘_,‘ <«— Guanine

Label
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