Corso di
Proprieta di
Biopolimeri

Prof. R. Urbani

Dipartimento di Scienze Chimiche
e Farmaceutiche

a.a. 2021-2022

FLUORESCENZA



LUMINESCENZA

La luminescenza & un processo di emissione di radiazioni
a seguito di un assorbimento di energia.

TIPO CAUSA

corrente elettrica in gas ionizzato o
semiconduttore

materiale radioattivo incorporato nel
fosforo

Elettroluminescenza

Radioluminescenza

Chemiluminescenza reazione chimica

Bioluminescenza reazione enzimatica
Termoluminescenza temperatura e radioattivita
Triboluminescenza rottura di cristalli
Sonoluminescenza onde sonore in liquidi

Fotoluminescenza assorbimento di luce




BIOLUMINESCENZA

e I| fenomeno della bioluminescenza &
proprio di alcuni organismif marini
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LA LUCIFERINA (BIOLUMINESCENZA)

I sistemi piu conosciuti e utilizzati in chimica clinica sono la luciferasi batterica
e quella estratta dalla lanterna della lucciola.

MNella luminescenza delle lucciole, la luciferina (13.23) viene ossidata dall’
ossigeno dell'aria a ossiluciferina (13.24). Sono necessari sia 'ATP che I'enzima
luciferasi per attivare la luciferina.

La resa quantica della bioluminescenza delle lucciole & estremamente alta (F =
0.88), circa 10 volte maggiore di quella dei sistemi sintetici luminescenti.

Per far avvenire la reazione
& necessaria la presenza di

OO o v FATP.
HO § 5 E’ quindi possibile impiegare
13.23 questa tecnica analitica per
la misura dellATP e di tutte
le attivita enzimatiche ATP-

a e dipendenti (ATP-asi; CPK,
+ CO2 + AMP + (HO}—P-0-FP—{0H)

/@”Hfj’ esochinasi, piruvatochinasi,
HO 5 g +luce (562 nm) EtC]_

noncheé del substrati
13.24 cornspondenti (ADP,
creatinfosfato, glucosio,
fosfoenolpiruvato, etc ).

l luciferasi




CHEMILUMINESCENZA

Schema di meccanismo di emissione

in luminescenza
A,B = reagenti; . %gt&.sa-

C* = prodotto di reazione in uno o AdB Fotane
stato elettronico eccitato .E el
C = prodotto di reazione allo stato
fondamentale fel
1 €

CHEMILUMINESCENZA (CL) - I'energia necessaria viene fornita da una reazione
chimica
NH, O NH,
COO0-

JOH- -,
NH _H,0, [ + N, + HO + Fotone
NH catalizzatore (425 nm)

COO-

0
Ossidazione di Luminolo in ambiente alcalino

La sua ossidazione viene condotta in ambiente alcalino per opera di agenti ossidanti
tipo H,0,, OCI-, I,, MnO,-, in presenza di opportuni catalizzatori quali il ferricianuro,

ioni metallici, etc



SALI DI ACRIDINIO

Composti come la lucigenina mostrano un comportamento simile a quello del

luminolo emettendo luce a seguito di ossidazione in ambiente alcalino con
un’efficienza quantica di 0.1-0.2.

SALI DI ACRIDINIO

Cll-la
(]
HaQ, /OH™
- NOT 2 _ +H, O+ FOTONE
(470 amd
o

REAZIONE LUMINOGENA DELLA LUCIGENINA

Altri esteri di acridinio come i1 fenilcarbossilati di acridinio emettono luce in presenza
di sola acqua ossigenata in ambiente alcalino e non richiedono alcun intervento

catalitico. Composti di questo tipo sono stati prevalentemente impiegati per la
preparazione di traccianti polipetidici da usare in metodi di dosaggio immunologico.



Assorbimento e fluorescenza

e Si parla di fluorescenza quando si osserva un processo di
emissione di luce a seguito del rilassamento di uno stato
elettronico eccitato generato  da un assorbimento di
luce.

e La scala der tempi con la quale avviene ['emissione ¢
diversa da quella con la quale avviene |I"assorbimento.
 Come conseguenza sono diverse le proprieta della materia

che influiscono sui due fenomeni e, quindi, diverse le
informazioni che se ne possono ricavare.



Diagramma di Jablonski
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Elettroni
Jablonski Energy Diagram « Le transizioni elettroniche coinvolte sono in
Excitation genere del tipo n — 7w o ® — 7w (molto
(A?ssorption) Esxclted Singlet States Vibistioiai raramente sono coinvolti elettroni G).
10""" Seconds 3 y rationa * Gli elettroni coinvolti nella transizione di
[=—} Sz % ' — ]-Energy pusics fluorescenza sono generalmente elettroni 7.
Internal o S Internal * La fluorescenza si osserva generalmente nei
Conveasion 2 4 ,\ Conversion composti che che presentano transizioni T — .
nct- |=i= Delayed
3
Relaxagion 51 oIS | Fluorescence
(1014101 gec) O e : 5 Excited
SRR e = Tsf{P{et
1 ate
Flugresc7ence i ol 0 (1'1)
9 10° ntersystem
(10°- 107 Sec) it /
Intersystem
Crossing Non-Radiative
P 4 Relaxation
: (Triplet)
Quenching
haa 5 Phos hort;scence
Non-Radiative § 3 (107210 Sec)
Relaxation O 1 yliti—
WA 0 . . . .
Ground State Cinetica dei fenomeni

Fluorescenza kp =108 !
Fosforescenza kp = 10%-10*s7!
Intersystem crossing ke =108s!

Conversione interna ke =101 57!




Le regole della Fluorescenza

. Principio di Franck-Condon: i nuclei sono stazionari durante le
transizioni elettroniche, quindi le eccitazioni sono relative a livelli
vibrazionali eccitati dello stato elettronico eccitato

L'emissione si ha dal livello piu basso dello stato vibrazionale dello
stato di singoletto eccitato piu basso perche il rilassamento dai livelli
vibrazionali eccitati e molto piu veloce dell’'emissione.

Shift di Stokes : I'emissione ha sempre un'energia piu bassa
dell’'assorbimento a causa del rilassamento nucleare nello stato eccitato

. Regola dell’immagine riflessa: gli spettri di emissione sono immagini
riflesse della banda di assorbimento piu bassa.



Quinine Absorption and Emission Spectra
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[.o stato eccitato

e [.’assorbimento M + hv > M
— Formazione dello

stato eccitato

... k
o I emissione M R > M4+ hy
— Decadimento dello
stato eccitato



Significato di kg

ki ¢ la costante di velocita k

R
della reazione di decadimento M* —} M + hV'

dello stato eccitato e viene

espressa in s°! (reazione di I dIM)/dt = - k, [M*]
R

ordine) .

RAPPRESENTA IL
NUMERO DI EVENTI
PER L’UNITA DI TEMPO

kp =1/7; (s)
N\

tempo di rilassamento



Variabili che influenzano la fluorescenza

« Resa quantica

« Tipi di transizioni nella fluorescenza

o Effetti dell
o Effetti dell
o Effetto del

a rigidita strutturale
la temperatura e del solvente

| pH sulla fluorescenza

o Effetto del

la concentrazione sull’intensita

della fluorescenza



Processi1 radiativi e non-radiativi

e Oltre a conversione interna ed intesystem
crossing, altri processi, non radiativi, competono
con la fluorescenza (processo radiativo).

* In soluzione questi processi depopolano lo stato
eccitato in modo non radiativo, quindi:

IL NUMERO DI FOTONI EMESSI E
MINORE DEL NUMERO DI FOTONI
ASSORBITI

* [l rapporto tra fotoni emessi ed assorbiti ¢ 1l rendimento
quantico della molecola.

d, = quantum yield




d, = quantum yield

* [l quantum yield (rendimento quantico, efficienza quantica) della
molecola.

Numero di fotoni emessi

O, =

Numero di fotoni assorbiti

0<P, <1

e Per &, =0 la molecola non e fluorescente (in quelle condizioni).

N.B.

L’efficienza quantica di una reazione chemiluminescente non
supera in genere il valore di 0.01. Nel caso delle reazioni
bioluminescenti, I'efficienza quantica € molto superiore (0.1-0.9).



« Tipi di transizione

Questo tipo di emissione e limitato ai processi di bassa energia

m* 2> 7
e
™ —>n

- Efficienza quantica e tipi di transizione

la fluorescenza e piu frequentemente associata con le transizioni
T 2> 7

perché queste hanno una vita media piu breve e perché i processi di

disattivazione che competono con la fluorescenza avvengono con minore
facilita.



Fluorescenza e struttura

>

La fluorescenza piu intensa e piu utile e presentata da composti
contenenti dei gruppi funzionali aromatici con dei livelli di
bassa energia per le transizioni m 2> ¥,

Fluorescenza minore posso avere anche i composti contenenti
gruppi carbonilici alifatici e aliciclici o strutture a doppi legami
ad elevata coniugazione

La maggior parte degli idrocarburi aromatici non sostituiti da
fluorescenza in soluzione e l'efficienza quantica solitamente
aumenta col numero degli anelli ed il loro grado di
condensazione.



- Effetti della rigidita strutturale

La fluorescenza € particolarmente favorita nelle molecole che
possiedono una struttura rigida.

-'\
O
N oS
N-----"" -Zn
\ / fluorene bifenile




- Effetti della temperatura e del solvente

> Nella maggior parte delle molecole I'efficienza quantica della
fluorescenza diminuisce aumentando la temperatura, perché
I’aumento della frequenza della collissioni a temperature
elevate rende maggiore la probabilita di disattivazione per
conversione esterna.

» La fluorescenza di una molecola viene diminuita dai solventi o
da altri soluti contenenti degli atomi pesanti



Effetto del pH sulla fluorescenza

» La fluorescenza di un composto aromatico con dei sostituenti
acidi o basici sull’anello dipende solitamente dal pH.

» Sia la lunghezza d’onda che l'intensita dell’emissione saranno
probabilmente diverse per le forme ionizzata e non ionizzata del

composto.

» 1 cambiamenti sono dovuti al numero diverso delle specie
risonanti associate con le forme acide o basiche delle molecole:

NH NH2 NHz

@ el O

Forme di risonanza dell’ anlllna lone anilinio



*A basse concentrazioni della sostanza fluorescente (fluoroforo), I'intensita
della fluorescenza (I € proporzionale alla concentrazione:

I, =231,€,cd0

c € la concentrazione del fluoroforo

d e il cammino ottico della luce nella soluzione fluorescente
£, el coefficiente di estinzione molare del fluoroforo

I, € l'intensita della radiazione incidente



[1luminazione

Le condizioni di illuminazione con le quali
s1 puo rivelare la fluorescenza sono:

e Condizioni fotostazionarie
e (Condizioni transienti



Condizioni fotostazionarie

* Corrispondono ad una eccitazione costante con intensita
pari a | |
0 kg M +hv'  Fluorescenza

k
M+hv — P M+

Altri processi

k. . L.
! M di inattivazione

ki = Kjc + K¢ + K, [Q] + ...

d[M*]/dt =k, [M] hv — (kg + k;) [M*]

* In condizioni fotostazionarie (equilibrio)

d[M*]/dt = 0; k,[M]hv = (k, + k;) [M*]



Condizioni1 fotostazionarie

In condizioni totostazionarie (equilibrio)

k kg[M]hv = ky(kgy + k) [M*]

fotoni emessi

..~ 4| per unita di tempo
kR kR[M k] P P
kR T ki kA[M]hV ¥~ fotoni assorbiti
/ per unita di tempo
k
R
D, -




Condizioni transienti

e [Iluminazione con un
di luce di durata
trascurabile.

A

[

“A function”




Condizioni transienti

 Un impulso provoca una concentrazione iniziale
(t=0) di M* ([M],) che puo decadere, come gia
visto, con emissione o no di luce.

M + hv'  Fluorescenza

Altri processi
di inattivazione

e dacui...



Condizioni transienti
* dacui: d[M*|/dt=-(k; + k) [M*]

* Integrando fra O e t:

In[M*], = — (kg + k) t + costante

t=0—p [M*] = [M*],

costante = In[M*]



Condizioni transienti

* Se definiamo: kf — kR -+ ki
¢ € _
k.= 1/,

e Abbiamo la funzione di
decadimento di fluorescenza:

|

——

[M*], = [M*]je %




Condizioni transienti

* Moltiplicando entrambi 1 termini per kg si ottiene:

t

kp[M*] = kg[M*], e @
Funzione di : : bt

decadimento |—— It = IO C T
di fluorescenza

1 Tempo di
T. = +— vita media
f - )
kR + ki di fluorescenza

Da questa equazione si puo dire che t ¢ il tempo in cui I'intensita di
fluorescenza decade a 1/e della fluorescenza iniziale e cioe a circa il
37%




Decadimento di fluorescenza

» La funzione di decadimento puo essere monoesponeziale (una sola
specie eccitata che decade con un unico tempo di vita):

t 1.0
I = I c T .
¢ = 1o ‘.

0.8 4 N W,
iﬂ-’ .l- \\ -\.-
k| "-. N .‘"‘-.
g 0.6 - “a ", 100 ns
S » L -y
= .- \ ‘.'
S S
2 0.4 A . - S,
= ™
o -y
= *. 20 ns ""h.‘

L} h‘
0.2 4 e
10 ns
0.0 4

0 20 40 6l 80 100

Tempo (ns)



Decadimento di fluorescenza

e Lafunzione di decadimento puo essere multiesponeziale
(due o piu specie che decadono con diversi tempi di vita):

t ) L L0 A
[ = I”((xle Toto.e " )
0.84 W™

. T, = 10 ns; T, = 100 ns

0.6 -

0.4 -

Frazione di molecole

0.0 -

0 20 40 60 80 100

Tempo (ns)



Condizioni transienti

* Per quanto riguarda il quantum yield:




Relazioni fondamentali

| |
kR: —TR_ (s

k k

O, = R = R
b kgt ket ko +k QI+ | kg + K




$

- Fluorocromizzazione (diretta o a pm stad)) mediante "marcators” fluorescents
(fluorocromi) (*)

- Indotta da trattamenti chimici e/o chimico-fisici att1 a modificare sostanze gia presenti
nel campione che diventano quindi prodotti fluorescent.



Sono 1n genere fluorescenti...

* [ policiclici aromatici e 1 loro derivati:

AN

T

S //\i/w S
e
SN GO NGO RNSS
o f .

Benzene
Naftalene Fenantrene

0
) R /\ \:L/ s
r*lb N
L./ HRJ/QE.\;}’J \Lj Perilene
Antracene
Pirene



Effetto de1 sostituenti sulla fluorescenza del benzene

—

@ 270-310 10 285- 365 | 18
CH, o}

©/ 270-320 17 O/ 310-400 10
Cl NHE

O 275-345 7 U 310-405 20
I NH+

o o |CT :




Biomolecole fluorescenti...

I
S
Ir' Ay =
W, ;;}}___l#l/* [ ©
M NH.+
N -
H
Triptofano (W
I
Mo N, = .CH
HN T : o
«"'-'L\.L e - | e
0" N N g H,
"'.
—OH T
DH T‘f—r -mﬂ - I\:‘:}3
8] N
: N /‘
TO-P-0- P O 0
|
OH DH \
HO 'DH

FAD

Tvrosina (Y)

Fenilalanina (P)

NH,
H NH I
PN N'f“ N,
.y 0
N, o. 0.
- O —0-P—0— P—o—-..._,
1—\ OH OH
HO  OH HO  OH

NADH



...altre biomolecole fluorescenti...

Ematoporfirina

GW\/\T/‘\/\(\/\KCHS

Clorafilla CH, CH, CH,

3 [Fearotene



...e molecole fluorescenti usate in Biochimica

Bromuro di etidio

o

Rodamina B Nafiolo

sow Y@\Di

Dansile ANS DAPI
8-anilino 1-naftalene sulfonato 4' 6-diamidin-2-fenilindolo

Fluoresceina

C.. ,,CI—I

50,CI



Rodamina B
per esame istologico

multifunctional nanocomposite
consisting of Graphene Oxide—
Iron Oxide -Doxorubicin (GO-
I0-DOX)

In vitro cytoskeletal imaging with
Rhodamine B displaying localized
tumoricidal effects of

(A) control

(B) GO-10-MH

(C) GO-10-DOX

(D) GO-10-DOX-MH.




Graphene Oxide—Iron Oxide -Doxorubicin

Endocytosis

Illllll....

Cancer cell

g B
“"
e?®
@

of Fe,0,

Extracellular



perche’  gli  aminoacidi  aromatici
(fenilalaning, istidina, triptofano e
tirosina) emettono luce di fluorescenza,
in particolare il triptofano ha uno spettro
plu’ bintenso degli altri.

Questa  luce dipende dall’‘ambiente
circostante e permette  di  ottenere
informazioni sullo stato di wna proteina
(es. s un TRP ¢’ wascosto o esposta

Spettroscopia di Fluorescenza

Perche e importante in Biochimica ?

all'acqua).

v

Il massimo dellPemissione é molto
sensibile alla polaritd dell’intorno.

Ad esempio un trptofano n acqua
emette a 350 nm mentre un trptofano
ben protetto dalla proteina emette a 330
nm.

Typical result:
2nan

Folded protem |

BN

\- Unfolded protein

Intensity (au.)

350
Wavelength (nm)




Table 8-2

Fluorescence characteristics of protein and nucleic acid constituents and coenzymes

Absorption Fluorescence® Sensitivity
/:hmax Emax ';vmax TF 8maxd’F

Substance Conditions (nm) x 107%  (nm) b (nsec) x 1072
Tryptophan H,O, pH 7 280 5.6 348 0.20 2.6 11.
Tyrosine H,O, pH 7 274 1.4 303 0.14 36 2.0
Phenylalanine  H,O, pH 7 257 0.2 282 0.04 6.4 0.08
Y base Yeast tRNAPhe 320 1.3 460 0.07 6.3 0.91
Adenine H,O, pH 7 260 134 321 26 x 1074 <0.02 0.032
Guanine H,O, pH 7 275 8.1 329 30w 10 <0.02 0.024
Cytosine H,O, pH 7 267 6.1 313 0.8 x 107# <0.02 0.005
Uracil H,O, pH 7 260 9.5 308 04 x 1074 <0.02 0.004
NADH H,O, pH 7 340 6.2 470 0.019 0.40 12

¥ Values shown for ¢ are the largest usually observed. In a given case actual values can be considerably lower.



Spettroscopia di Fluorescenza

Perche e importante in Biochimica ?

* perche' e sempre possibile attaceare delle piccole molecole fluorescentt, tipo
la fluorescing, a wolecole non fluorescentl wmolto piu' grandi tipo PNA e
proteine

* perche’ st puo’ inserive (L gene di una proteina fluorescente (GFP) in
qualsiasi parte del DNA.



Analisi Quantitativa

Spettroscopia di Fluorescenza

L’ intensita della radiazione fluorescente I¢ c1 & data dalla relazione:

Is = mtensita della radiazione fluorescente

) Lincidente = 1ntensita della radiazione incidente sul campione

= CD(I incidente I uscente

Luscenre = Intensita della radiazione uscente dal campione

(D = costante che dipende dal rendimento quantico del
processo di fluorescenza

Dalla legge di Lanibert — Beer. pero. noi sappiamo che:

uscente

A =—]log—k _ e.d-c
gl

incidente

uscente  __ lo—s-d-c
incidente

! =1

uscernte incidente

. lo—s-d-c




Sostituendo nell espressione miziale abbiamo che 'intensita della radiazione fluorescente é data
dall’espressione:

I, = @1, — @I
® I, —(®107°)
o1, - (11075

Facendo quindi I'espansione in serie di Mc Laurin dell’esponenziale otteniamo una relazione che
mostra come 1" intensita della fluorescenza sia direttamente proporzionale alla concentrazione

dell’analita:

I, =o71,-(2303¢&-d-c)

Questa relazione vale perd solo per soluzioni molto diluite. la cui concentrazione sia inferiore a 10~ M
(quindi parhamo di soluzion: da 10 a 100 volte pii diluite di quelle che s1 usano per una
determinazione UV): per questo la spettroscopia di fluorescenza é adatta per la determinazione di

analiti i tracce!




A basse concentrazioni della sostanza fluorescente (tluoroforo)
(2,3edc<0,05), I'intensita della radiazione fluorescente (If) e
proporzionale alla concentrazione:

ff=CDC




Spettroscopia di Fluorescenza

Per concentrazioni maggiori (2,3sdc>0,05) la linearita viene
meno a causa di due fattori:

eAutoestinzione Collisione fra molecole eccitate.

*Autoassorbimento La lunghezza d’onda di emissione si
sovrappone a quella di assorbimento. La fluorescenza
diminuisce man mano che il fascio di luce attraversa la
soluzione.



Spettroscopia di Fluorescenza

Rispetto alla spettrofotometria UV/Vis, la spettroscopia a
fluorescenza puo avere dei vantaggi:

a) Alta sensibilita (anche fino a 1000 volte superiore
b) Aumentata specificita

Limiti o complessita:

a) Non tutti i composti sono fluorescenti
b) Possibilita di quenching



Strumentazione

* Fluorimetro *‘statico’:
— Sorgente: continua (lampada a scarica in Xenon).
— Misura: ®; e gli spettri di emissione.
* Fluorimetro “dinamico’:

— Sorgente: pulsata (Laser, luce di sincrotrone,
lampada pulsata).

— Misura: tempi di vita di fluorescenza (T,).



Schemi ottici

e A L: 1l piu comune.
 A'T: misure di anisotropia di fluorescenza.



Geometria a 90°

Monocromatore
di eccitazione

Campione

/‘ I R —
Sorgente Fenditure

Monocromatore
di emissione

Rivelatore
(fotomoltiplicatore)



Geometriaa T

Monocromatore
di emissione \

Monocromatore
di eccitazione I

Fenditura

Sorgente
Fenditure

Rivelatore
(fotomoltiplicatore)



Spettri in soluzione

e Spettro di emissione

— S1 illumina 1l campione con luce a lunghezza
d’onda costante e s1 fa una scansione del
monocromatore di emissione.

e Spettro di eccitazione

— S1 fa una scansione del monocromatore di
eccitazione tenendo fissa la lunghezza d’onda
del monocromatore di emissione.



[.a “vetreria”

* Vista la geometria degli strumenti 1
campioni deve essere contenuti in
“cuvettes” che abbiano le quattro
pareti trasparenti.

* Possibilmente in quarzo (il vetro ¢
opaco nell’UV),

* Ma con sorgenti di alta intensita
(laser) 1l quarzo e (leggermente)
fluorescente.




Relazioni fondamentali

| |
kR: —TR_ (s

k k

O, = R = R
b kgt ket ko +k QI+ | kg + K




Artefatti spettrali

e Alcuni segnali che non derivano dalla
fluorescenza sono sempre presenti negli
spettri di eccitazione ed emissione:

— Rayleigh scattering
— Raman



Rayleigh scattering

e Emissione di fotoni

.

alla stessa energia del

w2

fotoni1 assorbiti dovuta
alla diffusione
elastica.

Assorbimento

e E funzione inversa di

A4 e diretta di r®.

p
o

* La luce di scattering ¢
polarizzata.

Fluorescenza

Enereia

=



¢ (10 che rende 1l cielo colorato.

Rayleigh scattering

g

Rayleigh
scattering

Osservatore

2

167°r° -1

n®+2

2

La forte dipendenza del
Rayleigh scattering dalla
lunghezza d’onda aumenta
I'intensita della luce a
lunghezza d’onda piu corta
dando al cielo 1l colore blu.
Lo scattering a 400 nm ¢
circa 10 volte maggiore
rispetto a quello a 700 nm.
A secondo dell’angolo di
incidenza 1l cielo si colora
di rosso, gli oggetti lontani
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Raman

e Picchi satelliti del picco di Rayleigh dovuti alle
transizioni vibrazionali

e | picchi sono posizionati ad una distanza fissa (in
termini di energia) prima e dopo 1l picco di Rayleigh
(Stokes e anti-Stokes).

e La spettroscopia Raman € una tecnica che investiga
gli stati vibrazionali (e rotazionali) delle molecole.

Ha bisogno di sorgenti molto intense (laser o luce di
sincrotrone) per dare informaziont.



Rayleigh scattering e Raman

30
25 ||

|| ___ Rayleigh
20 - | - scattering

Intensitd di fluorescenza (1A )
s

| | Raman
5 - |
| | /
| 2

300 350 400 450 300

Lungherza d'onda

Spettro di emissione di H,O con A_ = 337 nm

Nello spettro di eccitazione la situazione ¢ rovesciata: prima il Raman poi il
Rayleigh. La differenza in termini di A tra i due picchi nelle due situazioni e
diversa ma corrisponde ad una uguale differenza in termini di energia.



Ci sono quattro processi di disattivazione dello stato S; a T ambiente, che permettono alla molecola di
perdere il suo eccesso di energia elettronica e di ntornare allo stato S,.

1. EMISSIONE DI FLUORESCENZA Sy ———» Sp+ hy
2. CONVERSIONE INTERNA S Sy Sp + calore
3. CONVERSIONE INTERSISTEMA S NS T
4, SMORZAMENTO PER COLLISIONI S1+Q "y Sp+ calore
& ' = -7
v| Stato di singoletto eccitato
— Stato di tripletto 1
bls, =y e
F Y {____* TI 'T
%“ - 3 1 Assorbimento
0 o
v ‘,-"' l Fluorescenza
Al ?.., Fosforescenza
Sy v y oo

. TiN.a Intersystem crossin
Stato fondamentale A / &

=A  Conversione interna



FLUORESCENZA

'1RIAB1 LI CHE INFLUENZANO IL FENOMENO DELLA

Quenching (“spegnimento”)

in soluzione possono essere presenti inibitori della fluorescenza, cioe
sostanze che attenuano la fluorescenza (quenching della fluorescenza)
mediante meccanismo di tipo:

e Statico

— Molecole in soluzione che reagiscono con lo
stato fondamentale impedendo il
raggiungimento dello stato eccitato.

con formazione di un complesso non fluorescente tra il
fluoroforo ed il quencher

e (Collisionale (dinamico)

— Molecole in soluzione (quenchers) che
reagiscono con lo stato eccitato depopolandolo.

Si trovano sparsi in soluzione e scontrandosi con
la specie eccitata, ne assorbono energia



M* + QHI (M*-Q)

/
/ Dinamico
/
/

4

M-Q =M+ Q
Statico




Quenching

* Non e sempre un fenomeno negativo, puo
essere usato come tool per dare
informazioni su:

— Struttura di macromolecole.
— Accessibilita al solvente.

— Intorno chimico del fluoroforo.



Quenchers “collisionali™

* Depopolano lo stato eccitato attraverso una
cinetica di II ordine: ,
M+hy —P M*

M* —p M+ hv
M#¥+Q —p M <

— KI (I

— Cs*

— NO;y

— Acrilamide

— Ossigeno

— Radicali (nitrossidi)



Quenching

[l fluoroforo eccitato pud collidere con un’altra molecola per trasferire
energia in un secondo tipo di processo non radiativo (quenching)

M * - M-Fth fluorescenza

M*-FQ > M—I—Q—I—kT quenching

Le rese quantiche di fluorescenza sono:

0, =—~ ®= &
Ok +k; k, +k; +k,[O]

[Q] concentrazione dei quencher



Quenching dinamico

La concentrazione di fluorofori eccitati € sempre prossima a 0. |l
guencher e sempre in grande eccesso e la sua concentrazione puo
essere considerata costante (pseudo-prim’ordine).

Wk, <k, R LOD[M
T = ! O = .
k, +k. +k[O] k, + ki +k[O]

D<@, T <7,




r, k.+Fk . +k]|O] - k, 0] _
T k. +k. k. +k .

=1+ k,7,[0] =1+ K,[0] =i

@, Kk +hi +k[O]

—

O k. +k, .
TO tempodivitadiM *in assenzadiQ

Costante di quenching KV T tempodivitadiM *in presenzadiQ

o Equazione
O, ™ 7,

= .__:1+KD[Q] al
() M T Stern-Volmer










Native protein Denatured protein
(0.1 M phosphate, pH 7) (6 M guanidine-HCI added)

k, % 107 u~* gec™! kg % 107% M~ gec™

Protein Oxygen Iodide Oxygen Todide
Tryptophan 12.0 39 59 1.9
n-Ac-Try-NH, 11.6 3.8 7.3 24
Pepsin e %5 1.7 43 1.8
Trypsinogen 43 0.3 6.1 12
Carboxypeptidase A 3.8 0.3 3.8 1.1
Carbonic anhydrase 2.6 0.2 4.2 1.0

SoURCE: Adapted from J. R. Lakowicz and G. Weber, Biochemistry 12:4171 (1973).



Applicazioni della fluorimetria




Applicazioni



Informazioni dagli spettri

* Intensita e posizione delle bande

— Intorno chimico:;

— Reazioni allo stato eccitato;
— Reazioni allo stato fondamentale:

— Interazione con altre molecole;

— Concentrazione;



Fluorescenza intrinseca di proteine

* Triptotano

— Il piu efficiente ed 1l piu usato,

— A secondo del suo intorno chimico varia il suo spettro.
* Tirosina

— Puo esistere come tirosinato.

— Puo dare energy transfer con 1l triptofano (difficile).
* Fenilalanina



Fluorescenza intrinseca di proteine

Phe 5.6 M

e Spettri di assorbimento —»
* Spettro di eccitazione del
Trp (A.,, = 350 nm)

1

cm

Intensita di Fluorescenza (LA

h (nm)



Fluorescenza intrinseca di proteine

 Spettro di emissione del Trp (A, =295 nm)
in soluzione acquosa a temperature variabili.

Lunghezzra donda (om)



Sonde fluorescenti per proteine

e Dansile (e derivati: EDANS;
[AEDANS)

— Usato per fare 1l “labelling™
covalente di proteine al gruppo
amminico;

— Usati per FRET:

* ANS

— Usato per studiare 1l “molten
globule state”. Si lega in modo
non covalente preferibilmente
ai domini idrofobici delle
proteine.

— In ambiente idrofobico ¢ piu
fluorescente che in acqua.

HJC\\N,«CH3

1-anilino-8-naftalene sulfonato



Sonde fluorescenti per acidi nucleici

e Intercalanti

— Etidio bromuro (propidio
10duro)

— DAPI

T
_ NH,
9 aWat
S -
SAGA TS as Sl
B
* Sen, NH

4' 6-diamidin-2-fenilindolo

Bromuro di 3,8-diammino-5-¢etil-
6-fenilfenantridinio



Applicazioni del quenching di fluorescenza

(a) (b)
Rivelazione e
quantificazione di DNA Ethiium
bromide

Ethidium bromide
stacked between
base pairs

Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.
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(a) (b)
Figure 8-17

Fluorescence excitation spectra of ethidium bromide in aqueous solution (dashed line) or bound (solid line)
to (a) double-strand DNA or (b) RNA.




La fluorescenza del triptofano (o di altri
Fluorofori) dipende dalla localizzazione

Typical result:

2000+
Nuclease Folded protein !
¥ - e
o~ ; — '/ 3: '// \
— " f
/ > / \-f\
A v £ 1000 \ Unfolded protein
| 4 J A \
N
~ o« o
04 —
'_’ 300 350 400 450
J Wavelength (nm)

G



L’ANS puo essere usato per
studiare la conformazione delle
proteine

Excitation wavelangth
(maximum at ~370 nmj

Emission wavelangth
I{maximum at ~480 nim)

/
/
: R A
OG ; \".
f =
i h
NH SOH g1 '. / \ £
8] &
s, = o G
| 31! / \
S < ' \ i
300 350 400 450 500 550 600 650
Wﬁvg'ﬂ-wiﬂ' {nim)

L’'intensita ed il massimo di fluorescenza cambiano in
seguito al legame ad una regione idrofobica delle proteine



Studio delle membrane cellulari

guencher idrofili —> quantificazione dei triptofani facilmente accessibili al solvente

guencher lipofili permeano la membrana e si intercalano dentro di essa —
quantificazione dei triptofani che costituiscono la componente apolare e normalmente
non accessibile della proteina.

¢ [.e membrane non sono fluorescenti: servono




Sonde fluorescenti di membrana

H.C— N"-CH,
R 8 07_0
0 R
o T=0
DPH r= H oH, 0
TMA-DPH R= N~ 0

0
CH 0

b ey o

- 0
ﬂ SRS

PA-DPH  R= /\VJ\\\ HO
ﬂ O &

R

)y UL

Antranildervati di acidi grassi
Perilene Pirene

H.C

Fosfatidilcolina-DPH



»

...che hanno localizzazioni pit 0 meno “‘certe’
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I quenching mediante ossigeno puo essere usato con fluorofori apolari intercalati in
membrane lipidiche, ad esempio per fornire informazioni sulla permeabilita dell’O2
nelle membrane dei liposomi

quenching della fluorescenza eseguito con quencher polari puo fornire
informazioni sull’equilibrio di ripartizione di piccoli fluorofori (come alcune
tossine) tra la fase liquida e le membrane fosfolipidiche

e possibile ottenere informazioni sull’equilibrio di ripartizione fase polare / fase
apolare di alcune piccole molecole che agiscono come quencher (come alcuni
anestetici), attraverso il quenching di fluorescenza di fluorofori presenti nella
zona idrofila o nella zona lipofila delle proteine di membrana o di alcuni
fosfolipidi.




Trasferimenti di energia tra stati eccitati

|l tipo pit semplice di trasferimento energetico € il trasferimento radiativo:

| fotoni emessi dalla molecola donatore sono riassorbiti dalla molecola accettore.
Non c¢’'e nessuna interazione diretta tra la molecola donatore ed accettore

L'assorbimento da parte delle molecole accettrici dipende dalla concentrazione
delle stesse ed € inversamente proporzionale alla distanza tra ’

donatore ed accettore



Trasferimenti di energia tra stati eccitati

Un altro tipo di trasferimento energetico avviene attraverso
I'accoppiamento elettronico delle molecole

In questo caso |a transizione non € radiativa ma avviene per
deattivazione dello stato energetico eccitato e implica un riduzione
della vita media della fluorescenza(quenching)

Anche in questo caso il grado di eccitazione dipende dalla distanza
tra le molecole ma anche dalla sovrapposizione spettrale e dalla
orientazione dei dipoli di transizione del donatore e dell’accettore



Trasferimenti di energia tra stati eccitati

A seconda della distanza e della intensita di accoppiamento tra le
molecole possiamo distinguere due tipi di meccanismi per |l
trasferimento tramite accoppiamento elettronico:

1. Trasferimento energetico per risonanza di Férster (FRET) per
deboli accoppiamenti

2. Trasferimento energetico di Dexter per accoppiamenti forti e
moderati

| FRET ¢ il risultato di interazioni dipolo:dipolo (interazioni
coulombiane)

Nel Dexter invece si ha uno scambio elettronico vero e proprio e
quindi la distanza tra donatore e accettore deve essere all'intorno in
cui le forze di Van der Waals sono valide (5 Angstroem)



Trasferimento energetico di
risonanza di fluorescenza
(FRET)



Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
(o Forster Resonance Energy Transfer)

Cos'é? hT

A . —

E’ una tecnica che sfrutta la presenza di due molecole fluorescenti, dette donatore
e accettore. Il donatore pud essere eccitato ad una specifica lunghezza d'onda.
Tale molecola emette energia che, a sua volta, pud essere trasmessa all'accettore,
in grado di conseguenza di emettere una fluorescenza visualizzabile dall'operatore.
Tale processo avviene in modo ottimale solo se le due molecole sono a distanza

ragionevolmente ristretta.

hy




La fluorescenza intrinseca od estrinseca di una
proteina puo eccitare — mediante trasferimento di
energla per risonanza — la fluorescenza di un altro
fluoroforo aggiunto, spazialmente vicino; il
fenomeno é indicato come FRET, Fluorescence
Energy Transfer.

B | Determinando le variazioni
della fluorescenza del secondo fluoroforo a secondo
che sia eccitato per irradiazionediretta o per
FRET, si1 possono misurare con accuratezza le
distanze tra residui amminoacidici e la
localizzazione di metalli od altr1 higanda.

Trovano largo uso come sonde fluorescenti
proteine del tipo della Green Fluorescent

Protein, GFP.




Fluorescence Resonance Energy Transfer
to di energia per risonanza dovuta a fluorescenza

e un fenomeno di trasferimento energetico tra fluorofori

*E’ una tecnica molto usata per la visualizzazione di molecole biologiche
(come proteine, lipidi o acidi nucleici) 1n rapporto tra loro

*Permette di individuare e caratterizzare con estrema precisione la
distanza tra due molecole. Il meccanismo sfrutta la presenza di due

molecole {luorescents, dette donatore e accettore.

‘una tecnica per misurare distanze inter- o intra-molecolari
nell’intervallo 1-10 nm



Il trasferimento energetico di risonanza
di fluorescenza (FRET) e una
interazione dipendente dalla distanza tra
gli stati elettronici eccitati di due

molecole di colorante fluorescente. FRET
L’ eccitazione ¢ trasferita da una Resonance Energy Transfer Jablonski Diagram
molecola donatore _ad_una m_olecola it Coupled Transitions ¢ o 5
accettore senza emissione di un fotone. B .
- Donorm:e ! s1
uoresce
Il FRET & un trasferimento non radiativo ~ ®"a=’" + Donor
di energia da un fluoroforo (il donatore) ~ rergse® aranster 8
. . ransier
ad un altro (I’accettore) per interazione — : - ot
dipolo-dipolo. NN onor ' )
Energy Transfer . 0
Bl ™
< g y- Non-Radiati
FRET ¢ dipendente dall’inverso della 2@?&‘3;“ S, So
i oo e
sesta potenza della separazione A S Acceptor

intermolecolare, quindi utile per distanze  Relaxation R hions? qpltate
dell’ordine delle dimensioni di
macromolecole



Cosa NON E il meccanismo
FRET

L’energia NON e trasmessa da eventi di
emissione di un donatore e di assorbimento
di un accettore

donatore accettore

I T

w>w >w’




Cosa E’ il meccanismo
del FRET

Invece, il trasferimento di energia avviene
attraverso un’interazione coulombiana tra i
momenti di transizione (dipolare) del
donatore e dell’accettore

Nel caso di accoppiamento, la
sovrapposizione di fluorescenza del donatore
e I’assorbimento del accettore danno
Iefficienza dell’effetto FRET.



hw

Accoppiamento FRET

«Generalmente, si ha a che fare con un
accoppiamento elettronico singoletto-
singoletto tra gli stati del donatore e
dell’accettore.

donatore , accettore

e

Y

'y Relaxation (ps)
A—s
I
- = . ¥
B| £ P8
= i . H o
L’ = ] -
£l G| iFRET(ns): 2
= : 2
£ = : -
1 = i — i
" !
. : 5‘3
= z 3
511 T A
L 1
X q
Donor Acceptor
hw’




Il processo e schematizzato nell'immagine, che riassume i vari

passaggi della FRET:

1. il donatore assorbe energia proveniente dall'onda luminosa e
raggiunge uno stato eccitato (linea blu continua);

2. 1l donatore puo emettere fluorescenza o emetterne in quantita
ridotta (linea azzurra tratteggiata), trasferendo per
risonanza il resto dell'energia associata alla discesa dallo stato
eccitato (linea nera); piu precisamente, quando 1'accettore e
sufficientemente vicino perché il trasferimento di energia
abbia luogo, esso perturba la fluorescenza del donatore
(fenomeno detto di “quenching”);

3. attraverso questo trasferimento di

energia di origine non luminosa, 1 A
'accettore puo assorbire \’“353
(linea verde tratteggiata); —

Emergia

4. l'accettore produce fluorescenza
(linea rossa continua).

Donatore [BFF) Accettare [YFP)



Accoppiamento FRET

«Approssimiamo questo accoppiamento coulombiano
come accoppiamento dipolo-dipolo

Mp Ma

dove p, e U, sono i momenti di dipolo di transizione
del donatore e dell’accettore
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FRET: Velocita di trasferimento

1 KD [’9000(11110)}

k =
FRET 7z »* R°\ 1287°N

7, = tempodi vita del donatore
x = fattoredi orientamento dei momenti di dipolo
@, =resa quantica di fluorescenza del donore in assenza del dell’accettore

I =sovrapposzione spettrale 5
\ onor
n =indice dirifrazione del mezzo Absorbance  Fluorescence

R =separazione da centro a centro

N =numero di1 Avogadro

Acceptor Fluorescence

Absorbance__-"

Overlap




FRET: Efficienza di trasferimento

Forster Radius (R,)

The distance at which energy transfer i1s 50% efficient (1.e.. 50% of excited donors are deactivated by FRET) 1s defined by
the Forster radws (Rp). The magnitude of Ry 1s dependent on the spectral properties of the donor and acceptor dyes



FRET: Velocita di trasferimento

Scritto anche come;

dove R, =

FOrster

( R 785x107%° I5? ]% Distanza di

n

R, € la distanza a cul I'efficienza di trasferimento
e del 50%



Energy Transfer Efficiency
1

1+ (R/R,)’
f::ﬁ, " R,=50% transfer efficiency distance
3nm~7nm
DONOR ACCEPTOR

Distance and Energy Transfer Efficiency

100 Figure 6
Forster Distance . .
75 10
L i g s S o «— 50 Percent
Transfer

Efficiency

n
o
1

Energy Transfer Efficiency (Percent)
%

o
o
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Distance (r, in Nanometers)



Forster Critical Distance for common RET Donor-Acceptor Pairs

Donor

Tryptophan
[IAEDANS (1)

EFP
Dansyl

Dansyl

CFP
CF (3)

Fluorescein

Cvi
GFP

BODIPY FL (4)

Bhodamine 6G

FITC

B-Phycoerythrin

Cvd

Acceptor

Dansyl
DDPM (2)

DsRFP
FITC

Octadecvirhodamine

GFP
Texas Red

Tetramethylrhodamine
Cvi

YFP
BODIFY FL (4)

Malachite Green

Eosin Thiosemicarbazide

Cwv3

Cy5.5

Forster Distance

(Nanometers)

21
25-29

3.1-3.3
3.5 -4.1

4.3

4.7-4.9
2.1

6.1-6.4

=1
[ B



Figure 1
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Cyan Fluorescent Protein (CFP)

bBlack graph = absorption
blue graph = emission

Figure 2
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Yellow Fluorescent Protein (YFP)

blue graph = absorption
red graph = emission

Figure 3

100 N-I

:: : YFP abs

70.04
vt ) CFP em

ol

20,04

10,04

0.0 T T T 1
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Wanelength inm)

CFP emission, YFP Absorption

black graph = cyan emission
blue graph = yellow absorption

The emission curve (at least at the maxima) for the cyan protein almost completely overlaps
with the absorption curve for the yellow protein, which is one of the prerequisites for FRET
(Figure 3). and would seem to make the two molecules an excellent FRET pair.



Intramolecular Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)

Protein Labeled with
Two Fluorochromes Figure 1

(a)
Protein
Conformational

Change

No Acceptor
Donor Fluorescence

Excitation
12 Nanometer Separation Distance

Acceptor
Ex%oitgggn Fluorese:ence

2 Nanometer Separation Distance




FRET Detection of in vivo Protein-Protein Interactions

Blue No Green
Fluorescent we Fluorescent
Protein &  Protein

380 Nanometer A Emission
Excitation Separated at 510
— Sy Protein Nanometers
BEP Molecules GFP
Figure 2 lntermoleculér Association
Blue TR Green
Fluorescent R Fluorescent
Protein ot B Protein
380 Nanometer A Emission at
Excitation e 510 Nanometers
BFP GFP



Requisiti per 1l FRET

Per fare una misura FRET, si ha bisogno di avere una coppia
selezionata di coloranti fluorescenti che assicurino:

—Separazione degli spettri di assorbimento tra donatore ed
accettore

—Grande sovrapposizione (>30%) tra la fluorescenza del
donatore e ’assorbimento dell’accettore.

—Fluorescenze del donatore ed accettore relativamente
efficienti.

—Separazione tra la fluorescenza del donatore e dell’accettore.



Le proteine fluorescenti

in Chimica 2008 |allo scienziato giapponese Osamu Shimomura e agli

ni Martin Chalfie e Roger Y. Tsien per la scoperta della proteina
escente Gfp.

*La green fluorescent protein (GFP, in italiano proteina fluorescente verde) e una
proteina espressa nella medusa Aequorea victoria. Grazie alla sua proprieta di
fluorescenza, alle sue modeste dimensioni e alla possibilita di modificarne entro
certi limiti le caratteristiche spettroscopiche, la GFP e diventata negli ultimi decenni
un diffuso strumento per esperimenti e tecniche di biologia molecolare.

*L.a GFP, se colpita e eccitata da una radiazione ad una specifica lunghezza d'onda,
e i grado di riemettere luce di colore verde acceso. Sono ormat molte comunque le
forme di GFP modificate, in grado di assorbire e emettere radiazione diverse da
quelle della proteina originaria.

*Con l'aiuto della Gfp, 1 ricercatori hanno messo a punto modi di osservare
processi che prima erano invisibili, come lo sviluppo delle cellule nervose nel
cervello o la crescita delle cellule tumorali.



Fluorescence Resonance Energy Transfer
erimento di energia per risonanza dovuta a fluorescenza

10 di questi due “fluorofori”, detto donatore, viene
, . i o Nessun segnale FRET

iretta un'onda luminosa ad una A specifica (tipicamente,

quella relativa al suo picco di assorbimento). Il donatore, g‘m“m

eccitato, puo emettere fluorescenza secondo il suo spettro "

tipico di emussione.

%:ED nm
Cyan-FP

Se lo spettro di emussione del donatore si sovrappone in Segnale FRET

(se, cioe, 1 salti energetici associati a1 due processi sono
simili), 1l donatore eccitato non emette luce ma “passa” . FRET .
Peccitazione in maniera risonante all’accettore (in modo . Yellow-FP
1 o meno efficiente), che emettera un quanto luminoso

P ): 480 nm 535 nm

alla sua lunghezza d’onda caratteristica.

. . . . 5nm
maniera consistente a quello di assorbimento dell’accettore 5435 e
nm




Fluorescence Resonance Energy Transfer

to di energia per risonanza dovuta a fluorescenza

immagine a lato, il donatore ¢ CFP (Cyan Fluorescent Protein), I'accettore
FP (una vamante della Yellow Fluorescent Protein): lo spettro di emuissione di
CFP e quello di assorbimento di YFP si sovrappongono ampiamente tra 1 450 e 1

550 nm (area gialla) quindi si tratta di una buona coppia di molecole utilizzabili
in FRET.

N Molecola 1 Molecola 2

Fluorescenza Fluorescenza

ACCETTORE onm
436 nm

Assorbimenyn E FRET h
Lunghezza d’onda %77480 nm %‘535 nm

Segnale FRET

Intensita




Fluorescence Resonance Energy Transfer
to di energia per risonanza dovuta a fluorescenza

La FRET e uno strumento utile nella quantificazione delle interazione
tra macromolecole biologiche (protema-proteina, proteina-acido
nucleico, proteina-lipide).

A
v



Fluorescence Resonance Energy Transfer
to di energia per risonanza dovuta a fluorescenza

Per monitorare i cambiamenti conformazionali all'interno della
macromolecola, ad esempio, e possibile marcarla in due siti different,
lontani tra loro piu di 10 nm: se la proteina cambia conformazione,

avvicinando i due siti, la FRET puo avere luogo ed e in grado di dare
segnale. Se il cambiamento conformazionale e dovuto all'interazione con
un ligando, e possibile, a monte, posizionare uno dei due fluorofori
direttamente sul ligando
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FRET: applicazioni
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Applicazioni del FRET

- Struttura e conformazione di proteine
« Distribuzione spaziale e assemblamento dei complessi proteici
» |Interazione recettore/legante
* Immunoassays
« Analisi delle interazioni delle singole molecole
« Struttura e conformazione di acidi nucleici
« Real-time PCR assays and SNP detection
- Rilevazione dellibridizzazione degli acidi nucleici
« Primer-extension assays for detecting mutations
« Automated DNA sequencing
» Distribuzione e trasporto dei lipidi
 Membrane fusion assays
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FRET: applicazioni
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Realizzazione di biosensori
«FRET Based Recognition Biosensor »

- Modified Biomolecule for Specificity
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160-nucleotide P4-P6 domain of the Tetrahymena group I intron RNA

P4-P6 Folding Monitored by Fluorescence
Resonance Energy Transfer (FRET)
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Mg2*-induced tertiary folding of pyrene-labeled P4-P6 domain.
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An early transition state for folding
of the P4-P6 RNA domain
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FIGURE 1. Equilibrium fluorescence titration data for pyrene-labeled
P4-P6 and several destabilized mutants in Tris-borate buffer. See




FRET: vantaggi

(rispetto ad altre tecniche strutturali, piu potenti, come la
cristallografia a raggi X o 'NMR)

e Strumentazione semplice ed economica.

e Elevata sensibilita (e richiesto poco campione).

e Esperimentiin soluzione, in condizioni fisiologiche.
* Possibilita di effettuare misure in vivo.

e Ampio intervallo di distanze misurabili.

e Risoluzione temporale nell’ordine dei nanosecondi.



