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* Fluorescence.

_ . e ¢ Fluorescences mikroskops.
Fluorescences principi * Fluorescento krasvielu veidi.

* Fluorescences problémas.
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Energijas avots

» Fluorescence
Fuorescence un luminiscence.
Fluorescences ierosinataji. * Hromatofori — molekulu
Lampas: komponenti, kuri absorbé gaismu.
Ksenona; . . ..
ksenona /dz Tvsudraba. * Tie parasti satur aromatiskos
Lazeri: Q_,QQNQSC

argons (Ar);

kriptons (Kr);
helijs-neons (He-Ne);
helijs-kadmijs (He-Cd);
kriptons-argons (Kr-Ar).

Vienkarsota Jablonska Diagramma
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Ka ta rodas?
* IzmantoSanas priekSrocibas.
* IzmantoSanas trakumi.
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Fluorescence

Jogaraks vilna garums, jonazaks enegijas
daudzums.

Joisaks vilna garums, jdielaks enegijas
daudzums.

pdegumus ie@st no saules gaismas UV diapazona.

Fluorescences ierosinasanas

spektrs

o)

Intensitite

Saistta ar notikumavarbatibu.

o)

Vilpa garums

Absorbetas vai emitétas gaismas engija.

Allofikocianins (APC)
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Fluorescneces intensiite

Fluorescence

Energijas nobide.

Energijas starpiba starp zemako
absorbcijas maksimumu un augstako
emisijas maksimumu.

Fluoresana
molekula

Nobide is 25 nm

495 nm 520 nm

Vilpu garums.




Gaismas avots-lazeris

Lazeris lerosinaSanas spektrs

Argons Ar 353-361, 488, 514

nm
Kriptons-Ar  Kr-Ar 488, 568, 647 nm
Helijs-Neons He-Ne 543 nm, 633 nm
He-Cadmijs He-Cd 325 - 441 nm

Parameteri

* lerosinaSanas koeficients.

— €& attiecas uz noteiktu vilpu garumu (parasti absorbcijas
maksimumuy).

¢ Kvantu iznakums.

- Q irintegréto fotonu emisija noteikta
fluorescences diapazona.

* lerosinaSanas energijas
subpiesatinajuma gadijuma
fluorescences intensitate ir
proporcionala produkta € un Q.

Excitation Saturation

* Molekulas, kuras atrodas ierosinata stavokit
ilgaku laiku, spéj fosforiscét (ilgstosi spidét).

¢ Krasviela koncentracijas palielinaSana parasti
pastiprina emitéto signalu, ja gaismas avota
energdija nav limitgjosais faktors.

Fotonu daudzums?

* Intensitate ir 1/e?, ja 1 mW energijas 488 nm
diapazona fokusé uz Gausa apli, kura radiuss
ir 0.25 um, lietojot objektivu ar skaitlisko
apertadru 1,25.

* Ar 8adu energiju, krasvielai FITC katra laika
momenta 63 % molekulu bas ierosinata
stavoklr.

Gaismas izkliede

* Molekulas un |oti mazas
dalinas neabsorbé gaism
Tas gaismu izkliedé
spektra redzamaja dala.

Debesis izskads zilas, jo gizu molekulas izkliece gaismu zilaja

spektra dda vairak neka sarkanaja spektra dda.

lerosinaSanas - emisijas maksimumi

Maksimala ierosinaSana %
488 568 647nm
Fluorofors 1€, umm EM s

FITC 496 518 87 O 0
Bodipy 503 511 58 1 1
Tetra-M-Rho 554 576 10 61 O
L-Rhodamine 572 590 5 92 O
Texas Red 592 610 3 45 1
CY5 649 666 1 11 98




Fluorescences mikroskops

. «— Gazulampa

~lerosinaSanas diafragma
== E=== _ lerosina3anas filtrs

Okulars

Dihroiskais Filtrs__,

Objektivs V

— e

Emisijas filtrs

Fluorescences Microscopi ar:
krasainu video (CCD) 35 mm fotoaparats

Fotoaparati un emisijas
filtri

Dzeséjams - e 3
krasains otoapar ata
fotoaparat Pievienosanas

= g

Luminiscences mikroskopa
uzblve

* Luminiscences mikroskopa LOMO
sastavdalas un darbibas principi.

* Mikroskopa izjaukSana un
salikSana.

Autofluorescences iesp€jas

* Lauksaimnieciski pétijumi
* Paleontologija.

* Pétijumi “in vivo”.

Attelu veidi un krasvielas




Protenu kr asvielas

Nukle insk abju kr asvielas

Probe Excitation Emission Hoechst 33342 (AT rich) (uv) 346 [ | 460
FITC 488 I 525 DAPI (uv) 359 N 461
PE 488 I 57 POPO-1 434 [N Em 456
APC 630 I ssol YOYO-1 491 [ w 509
PerCP* 488 [ 80N Acridine Orange (RNA) 460 N lDDaNim esc
Cascade Blue N I Acridine Orange (DNA) 502 [ e 536

450 o | Thiazole Orange (vis) 509 [ 525
Coumerin-phalloidin 350 I 4SO TOTO-1 514 [n e 533
Texas Red" 610 ] 63O Ethidium Bromide N
Tetramethylrhodamine-amines I e Pl (uv/vis) 536 [N IINAHMIN 620

575 | [ | 7-Aminoactinomycin D (7AAD) 555 [ I 655
CY3 (indotrimethinecyanines) 540 575
CY5 (indopentamethinecyanines) 640

670

DNS krasvielas .
. 20 Jonu kr asvielas
— metahromatiska krasviela:
* koncentracijas atkariga emisija; INDO-1 mx' e
¢ divpavedienu nukleinskabes — zalas;
¢ vienpavediena nukleinskabes — sarkanas. _mam_.om\m_.mo I I
* AT/GC saisto3as krasvielas: QUIN-2 E350 BN E 490 N
- AT a j : DAPI, H h i ine;
ba m.Sw rajonus 1, Hoec st, quinacrine; Fluo-3 E 488 . | E 525 /7
- GC bagatos rajonus : antibiotics bleomycin,
chromamycin A,, mithramycin, Fura -2 mxwwo\wmo
olivomycin, rhodamine 800.
E.510
Fura -2
Fluorescence excitation (detected at 510 nm) and emission texcited at 340 nm) spectra of Ca®*-saturated (A) and Ca™-free (B) fura-2 in pH . . .
pH indikatori
- Probe Excitation Emission
. * SNARF-1 [l 488 575 Il

Fluorescence excitation
Fluorescence emission

250 300 350 400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

* BCECF B 488 525/62 il

[ 440/488 525
[2’,7’-bis-(carboxyethyl)-5,6-carboxyfluorescein]




BCECF

Fluorescence excitation (detected at 535 nm) and emission (excited at 490 nm) spectra of BCECF in pH 9.0 and 5.5 buffers

pHO.0 _pH9.0

/
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4 pPHE.5, pHS.5

Fluorescence excitation
.
T
Fluorescence emission

400 450 500 550 600 650
Wavelength (nm)

Krasvielas oksid acijas
noteikSanai

Probe Oxidant Excitation Emission
« DCFH-DA (H,0,) 488 HEE 525
* HE ©0,)  4gg HEN 5o
* DHR 123 (H,0,) 488 525
DCFH-DA - dichlorofluorescin diacetate
HE - hydroethidine
DHR-123 - dihydrorhodamine 123

Organellu kr asvielas

Probe Site Excitation Emission
BODIPY Golgi 505 [ 511 [
NBD Golgi 483 [ 525
DPH Lipid 350 [ 420 ]
TMA-DPH Lipid 350 [ 420
Rhodamine 123  Mitochondria 488 [ 525 [
DIO Lipid 488 [ 500 I
dil-Cn-(5) Lipid 550 [ 565
dio-Cn-(3) Lipid 488 [ 500

BODIPY - borate-dipyrromethene complexes
NBD - nitrobenzoxadiazole

DPH - diphenylhexatriene

TMA - trimethylammonium

GFP- ka krasviela

* GFP - Zalais fluorescentais proteins:

- ierosinaSanas maksimums pie 395 un 470
nm (kvantu iznakums ir 0.8). Emisijas
maksimums pie 509 nm;

- satur p-hidroksibenzilidéna-imidazolonu
hromatoforu, kurs veidojas pie Ser-Tyr-Gly,
oksidéjot primaras sekvences pozicijas no
65 dz 67;

- nav nepiecieSama papildus krasoSana;

- var pétit dzivas Sunas.

Multiemisija

¢ Arvienu ierosinataju var lietot daudzas
krasvielas.
* |espéjami vairaki ierosinasanas
diapazoni.
* Var kombinét krasvielas ar vienadu
ierosinaSanu bet dazadu emisiju:
- piem., kalceins AM un etidija bromids
(ierosin asana 488 nm);
- emisija un 617 nm.

Energijas p arneSana

* Efektiva starp 10-100 A.

* Emisijas un ierosinaSanas spekitri
liela méra var parklaties.




Fluorescence

Rezonances energijas
parneSana

Molekula Z_o_mxc_m

/ Fluorescence Fluorescence
___AKCEPTORS

Intensitate

Absorbcija

Vilpu garums

FotobaloSana

* Neatgriezeniska ierosinata hromatofora
destrukcija.
* FotobaloSanas samazinaSanas metodes.
- Apskatit/fotografét/skenét isaku laiku.

- lzmantot lielu palielinadjumu ar objektivu, kuram ir
liela SA.

- Lietot emisijas filtrus ar plasu diapazonu.
- Samazinat fluorescences ierosinaSanas intensitati.

- Izmantot “pretbaloSanas” reagentus (tikai fiksétas
sdnas).

FotobaloSanas piem eérs

* FITC - pie 4,4 x 10% fotoniem cm2sec.
FITC balo ar kvantu iznadkumu Q, of 3 x
10°.

* Tadeéjadi FITC balo ar konstantu atrumu
4,2 x 10% sec?, péc 240 psec
apgaismojuma sagalabasies 37 % no
molekulam.

* Viena parauga vieta 16 kartiga
skanéSana novedts pie 6 % — 50 %
izbaloSanas.

PretbaloSanas | 1dzekli

* Daudzi l1dzek|i balstas uz skabekl|a
koncentracijas samazinasanu, lai
neveidotos skabeklis singleta stavokir.

Visbiezak izmanto antioksidantus, pieméram,
hidrokvinonu, p-feniléndiaminu, u.c.

e Samazina O, koncentraciju, izmantojot
skabekla singletu piesaistitajus, tadus ka:
karotinotdi, askorbats, histidins, reducétais
glutations, urinskabe u.c.




