Katarzyna Kukula, Anna Chachaj-Brekiesz, Iwona Kaminska, Jolanta Ortyl

Technical Issues
4/2015 pp. 19-25
ISSN 2392-3954

MOLEKULARNE SONDY FLUORESCENCYJNE W BIOLOGII,
BIOCHEMII I BIOTECHNOLOGII

MOLECULAR FLUORESCENT PROBES IN BIOLOGY,
BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY

Katarzyna Kukula

Iwona Kaminska

Jolanta Ortyl

Politechnika Krakowska im. T. Kosciuszki
Wydzial Inzynierii i Technologii Chemicznej
Katedra Biotechnologii i Chemii Fizycznej
ul. Warszawska 24

31-155 Krakow

e-mail: jortyl@chemia.pk.edu.pl

Anna Chachaj-Brekiesz

Uniwersytet Jagiellonski

Wydziat Chemii

ul. Ingardena 3

30-060 Krakow

Abstract: Nowadays molecular fluorescent probes are widely used in many fields of science,
primarily in biology, medicine and biotechnology. Particular emphasis on the development of
technologies to cancer cells diagnosis and detection of genetic mutations led to numerous modification
of luminescent fluorophores, which has resulted in a wide range of such compounds. Scientists from
around the world are continuously trying to experience the mechanism of cells function and metabolic
pathways. Certainly, it is affected by the fact that any analytical techniques using fluorescence operate
easily and nondestructively. A phenomenon of fluorescence is observable by chromophore which
absorbs energy at a certain wavelength and is able to emit electromagnetic radiation at another

wavelength.
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Wprowadzenie

Sondy molekularne powszechnie znajduja
zastosowanie w diagnostyce medycznej, moni-
torowaniu zmian $rodowiska, identyfikacji
zywnos$ci genetycznie zmodyfikowanej oraz
sledzeniu aktywnosci komorek. Ze wzgledu na
wykorzystanie  zjawiska  fluorescencji  sa
powszechnie wykorzystywanym narzedziem do
detekcji biomolekut (rys. 1). Zmiana wlasci-
wosci fotofizycznych czujnika molekularnego
na skutek zmieniajacych si¢ wlhasciwosci

fizykochemicznych otoczenia, w ktorym si¢
znajduje sprawita, ze sondy sa takze =z
powodzeniem wykorzystywane w fotochemii
polimeréw. Wykazywanie wiasnej lumines-
cencji przez opisywane powyzej zwiazki, jest
mozliwe dzigki chromoforowi stanowigcemu
uktad sygnatowy. Oznacza to, Ze jest to grupa
posiadajaca zdolno$¢ do absorbowania energii o
okreslonej dlugosci fali, a pdzniej do emisji
promieniowania elektromagnetycznego w inngj
dtugosci fali.
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Rys. 1. Zastosowanie molekularnych sond fluorescencyjnych.

Opis zagadnienia
Molekularne sondy fluorescencyjne

Wzrost zainteresowania nowymi technikami
wykorzystujacymi sondy molekularne wykazu-
jace zjawisko fluorescencji sprawit, ze wielu
wspotczesnych naukowcow opracowato szereg
nowych fluoroforow charakteryzujacych sig
interesujagcymi wiasciwosciami emisji. Do tej
grupy zwiazkéw naleza miedzy innymi
fluoresceina i jej pochodne. Fluoresceina jest
fluoroforem charakteryzujacym si¢ budowa
policykliczna, posiadajacym widmo absorpcji o
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maksimum przy dlugosci fali réwnej
Amex=490 nm, natomiast maksimum widma
emisji  przypadajagcym na dlugos¢ fali

Amax=512 nm [1]. Sondy molekularne na bazie
fluoresceiny stosowane sg glownie jako sensory
pH (rys. 2). Rozpatrujac réwnowagi jonowe
tego fluoroforu i jego pochodnych mozna
stwierdzi¢, ze sa one zalezne od pH panujacego
w ich srodowisku ze wzgledu na to, iz zarowno
znajdujaca si¢ w ich strukturze grupa fenylowa
jak 1 karboksylowa w roztworach o pH wyz-
szym od 9 wulegaja calkowitej jonizacji.

lakton

Rys. 2. Réwnowagi jonizacji fluoresceiny, ktore gwarantuja czuto$¢ tego zwiazku na zmiany pH w $rodowisku

pomiarowym.
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Analizujgc widmo absorpcji mozna zauwazyc¢,
ze wraz ze wzrostem kwasowos$ci otoczenia
widmo przesuwa si¢ w stron¢ fal krétszych i
zmniejsza si¢ zdolno$¢ pochtaniania kwantow
promieniowania.

Protonowanie dianionu prowadzi do powstania
monoanionu i kolejno jonu obojetnego oraz
kationu. Z wymienionych form wlasciwosci
fluorescencyjne wykazuja jedynie dianion oraz
monoanion (rys. 2). Dodatkowo, w niektérych

roztworach, np. w acetonie fluoresceina moze
przybra¢ posta¢ laktonu [2].

Kolejnym przykladem sondy fluorescencyjne;j
niezwykle istotnej w badaniach biologicznych
jest pochodna izotiocyjanianowa fluoresceiny —
FITC (rys. 3), wykorzystywana jest migdzy
innymi do monitoringu biatka transferyny,
odpowiedzialnego za transport jonow zelaza
podczas endocytozy.

HN=C=S8

Rys. 3. Izotiocyjanianowa pochodna fluoresceiny — FITC [1].

Nastepna niezwykle interesujgca molekuta z tej
grupy zwigzkow to 3-epoksypropoksy fluores-
ceina (EPF) (rys. 4), ktora znalazta zastoso-
wanie w detekcji bialka histydyny. Znakowanie
przy wykorzystaniu tej pochodnej jest mozliwe,
dzieki obecnosci aktywnej grupy epoksydowe;j
w strukturze fluoroforu. EPF wykazuje maksi-
mum absorpcji i emisji zlokalizowane przy

dlugosciach fali bardzo zblizonych do tych
charakteryzujacych fluoresceine - odpowiednio
Amax=485 nm oraz A,,=513 nm. Natomiast jej
wydajno$¢ kwantowa fluorescencji jest niemal
trzykrotnie nizsza, ze wzgledu na to, iz w
srodowisku wodnym wystepuje jedynie w
formie monoanionu.
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Rys. 4. 3-Epoksyfluoresceina (EPF) [1].

Rodaminy sa kolejng rodzing zwigzkow
chemicznych stosowanych do roli moleku-
larnych sond fluorescencyjnych, ich cecha
wspodlng jest struktura na bazie ksantenu. Tym
co je wyroznia na tle innych fluoroforéw, to
wysokie warto$ci molowego wspotczynnika
absorpcji oraz wysokie wartoSci wydajnosci
kwantowej fluorescencji. Do przedstawicieli tej
klasy sond molekularnych naleza Rodamina
800 oraz Texas Red (rys. 5). Doniesienia
literaturowe wskazuja na szerokie zastosowanie
tych zwigzkow do celow biologicznych.

Idealnym tego przyktadem jest Rodamina 110
(rys. 5) wykorzystywana do monitorowania
aktywnos$ci enzymatycznej, a jej chemiczne
modyfikacje znalazly zastosowanie do znako-
wania zaréwno biatek jak i biopolimerow. Na
uwage zastuguje rowniez Rodamina 98 (rys. 5),
zawierajaca w swojej strukturze ugrupowania
karboksylowe, ktorych obecno$¢ skutkuje
miedzy innymi tatwiejszym dostgpem do
genomo6w biatkowych [1].

Niezwykle interesujacymi zwigzkami do
zastosowan  jako molekularne sondy
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fluorescencyjne sa uktady typu BODIPY (rys. jest 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diazo-s-indacen.
6). Gléwnym ugrupowaniem tych fluoroforow

Rodamina 800 Texas Red Rodamina 110
Br
Hozo\/;q o~ COH
CO,H CO,H
Rodamina 98

Rys. 5. Struktura Rodaminy 800, Rodaminy 110, Rodaminy 98 oraz Texas Red [1].

COH

BODIPY FL BODIPY R6G

BODIPY TMR BODIPY 581/591 BODIPY TR

CO,H

BODIPY 630/650 BODIPY 650/665

Rys. 6. Przyktady zwigzkéw typu BODIPY.
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Mozliwos¢ znakowania tym typem fluoroforow
tak szerokiej gamy zwigzkow zawierajgcych
thuszcze, peptydy, oligonukleotydy oraz biatka
sprawia, ze maja one wielokrotnie wigksze
zastosowanie w biologii molekularnej, niz

BODIPY charakteryzujg si¢ réwniez lepszymi
wlasciwos$ciami optycznymi, do ich najbardziej
interesujagcych wlasciwosci nalezag wysoka
wydajno$¢ kwantowa, waskie pasma emisji
oraz stabilno$¢ fotochemiczna [1].

Tabela 1. Whasciwosci optyczne fluoroforéw typu BODIPY [2].

wczesniej omawiane uklady. Sondy typu
Nazwa A[Sm]
BODIPY® 493/503 500
BODIPY® FL-X 504
BODIPY® FL 505
BODIPY® R6G 528
BODIPY® 530/550 534
BODIPY® TMR-X 542
BODIPY® 558/568 558
BODIPY® 564/570 565
BODIPY® 576/589 576
BODIPY® 581/591 584
BODIPY® TR-X 589
BODIPY® 630/650-X 625
BODIPY® 650/665-X 646

Innymi zwigzkami wykorzystywanymi do roli
jako molekularne sondy fluorescencyjne sa
cyjaniny, ktoérych rdzen stanowia potaczone
lancuchem polimetynowym dwa pierscienie,
aromatyczne lub heterocykliczne. Zadowalajace

T Kolor (B
506 Zielony 79 000
510 Zielony 85 000
513 Zielony 80 000
550 Zielony/Zo6lty 70 000
554 Zielony/Zo6lty 77 000
574 Zolty 60 000
569 Zolty 97 000
571 Zolty 142 000
590 Pomaranczowy 83 000
592 Pomaranczowy 136 000
617 ngzr;fvf;‘l’;’y/ 68 000
640 Czerwony 101 000
660 Czerwony 102 000
wlasciwosci optyczne spowodowaly iz, w

zakresie genetyki gldwnie stuzg do detekcji
materialu genetycznego (rys. 7). Widma emisji
fluorescencji tych zwiazkow mieszczg si¢ w
zakresie od 600 do 900 nm.

i O

R

n

!
R

X, Y =0, S, C(CHz)2 lub C=CHgz; n = 0-4; R = (CH2)xSO3"

Rys. 7. Podstawowa struktura cyjanin [1].

Kolejng, niemniej wazng rodzing lumine-
zujacych fluoroforow sa pochodne naftalenowe.
Obecnie sa z powodzeniem stosowane do
znakowania bioczasteczek takich jak m. in.
aminokwasy, peptydy czy tez biatka. Do

23

najczgsciej stosowanych przedstawicieli tych
zwigzkow mozna zaliczy¢ chlorek dansylu,
dansyloalaning oraz PRODAN (6-propionyl-2-
(dimetyloamino)naftalen (rys. 8).

Technical Issues 4/2015



MOLEKULARNE SONDY FLUORESCENCYJNE W BIOLOGII, BIOCHEMII I ...

N(CH3),

0=5=0

Chlorek dansylu

° 99
Me,N

PRODAN

N(CH3),

0 O:|S:O
CH, HN

H,N" > CO,H

Dansyloalanina

Rys. 8. Przyktady naftalenow wykorzystywanych do znakowania biomolekut [1].

Pierwszy z powyzej wymieniowych jest wyko-
rzystywany do znakowania peptydow lub w
derywatyzacji przedkolumnowej w HPLC. Z
kolei detekcja bialek za pomoca dansyloalaniny
dostarcza szereg informacji odno$nie ich
wzajemnych oddziatywan, pemlionych funkcji
oraz budowy. PRODAN charakteryzujacy si¢
zmiang  wlasciwos$ci  fotofizycznych  w
zaleznosci od zmieniajacego si¢ Srodowiska
znajduje zastosowania jako sensor fluores-
cencyjny [1]. Kolejne z grupy fluoroforow
naftalenowych - Acrylodan i Badan nalezg do
reaktywnych sond fluorescencyjnych gltéwnie
wchodzacych w reakcje z pochodnymi
tiolowymi, najczgsciej wykorzystywanych do
znakowania biatek. Ze wzglgdu na wysoka
czuto$¢, jaka wykazujg, ktora przejawia si¢
wrazliwo$cia intensywnos$ci fluorescencji jak i
potozenia ich widm emisji na zmiany
konformacyjne protein sg idealnym narzedziem
w biologii molekularnej [2].
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O tym jak wazne w dzisiejszych czasach jest
obrazowanie molekularne z wykorzystaniem
sond fluorescencyjnych, moze wskazywac
przyznanie Nagrody Nobla w dziedzinie chemii
naukowcom Osamu Shimomura, Martinowi
Chalfie oraz Rogerowi Y. Tsien w 2008 roku za
catoksztalt pracy obejmujacej  zardwno
odkrycie 1 prowadzenie badan nad zielonym
biatkiem fluorescencyjnym - Green Fluorescent
Protein (GFP) [3]. Widma absorpcji dla GFP
charakteryzuja pasma o maksimum dtugosci
fali wynoszacej 395 nm oraz 470 nm, natomiast
widmo emisji promieniowania jest zlokalizo-
wane przy dhugosci fali rownej 509 nm [4].
Jego ciagle proby udoskonalania w celu
zwigkszenia  aplikacyjno$ci ~ zaowocowaly
powstaniem calej rodziny autofluorescyjnych
biatek, ktorych wykorzystanie wraz z omawia-
nymi wczesniej sondami fluorescencyjnymi
zrewolucjonizowato wspotczesna nauke (rys.
9).
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Rys. 9. Zielone biatko fluorescencyjne i przyktady autofluorescencyjnych biatek powstatych dzieki jego
modyfikacji.
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Podsumowanie

Reasumujac zjawisko fluorescencji, a co za tym
idzie wszystkie techniki analityczne wykorzys-
tujace je w swojej metodyce, przezywaja
obecnie niezwykle szybki rozwoj. Jest to
mozliwe, dzigki opracowaniu fluoroforow
okreslanych jako molekularne sondy fluores-
cencyjne. Ich wyjatkowo$¢ objawia si¢ emisja
promieniowania w postaci fotonéow w odpo-

wiedzi na mutagenne zmiany konformacyjne
bialek, co pozwala na szybkie diagnozowanie
nowotworéw 1 innych niebezpiecznych dla
zycia czlowieka zmian genetycznych. Powyzej
wymieniona cecha jak i nieinwazyjno$¢ oraz
brak toksyczno$ci sprawiaja, ze badania nad
nowymi sondami fluorescencyjnymi stajg si¢
priorytetem w niejednym osrodku naukowym
na §wiecie.
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