15 Fluorescencni reaktivni barviva

Jedna se o barviva, ktera vynikaji intenzivni fluorescenci, a ktera maji ve své
molekule reaktivni skupinu schopnou reagovat s nukleofilnimi skupinami (NH,, OH,
SH) biologického substratu. Pomoci téchto fluorescenénich barviv se zkouma
struktura substratu. Velmi Casto se reaktivni fluorofory pouzivaji pro syntézu tzv.
biokonjugatt ,fluorofor-substrat‘. Reaktivni luminofor (barvivo) se navaze na
molekulu substratu (na ur€itou nukleofilni skupinu) a pfi ozareni svétlem se detekuje
fluorescence luminoforu. ProtozZe fluorescencéni spektrofotometrie je fadové citlivéjsi
nez UV/VIS spektrofotometrie, Ize v podstaté detekovat jednotlivé nukleofilni
skupiny, na které se navazal luminofor a zjiStovat tak strukturu substratu na
molekularni urovni (obrazek 15-1). Optimalni biokonjugaty obvykle maji vysoky
kvantovy vytéZzek fluorescence, zachovavaji si parametry (vlastnosti) plvodnich
neoznackovanych biomolekul, takovych jako napfiklad selektivni afinitu a schopnost
se navazat na receptor nebo nukleovou kyselinu, aktivovat ¢i inhibovat enzym,
schopnost stati se soucasti bunéfné membrany. V pfipadé pfipravy konjugatu ¢asto
hrozi nebezpeli, Zze v pfipadé vysSiho stupné substituce (reakce fluoroforu s
nukleofilni skupinou) dojde k vysrazeni konjugatu pfipadné ztraté jeho specifickych
vlastnosti.
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Obrazek 15-1. Zjednodu$eny Jablonského diagram fluorescence

Reaktivni luminofory, Iépe feCeno fluorofory, maji obecnou strukturu
"fluorofor-reaktivni skupina", napfiklad (15.1).

kumarinovy fluorofor

(0]
D@
Me

)

o
04/

15.1 reaktivni
skupina

EtoN

Jako fluorofory se pouzivaji fluoresceiny, rhodaminy, kumariny, pyreny, a podobné.
Tyto slou€eniny (barviva) jsou popsany v dalSim textu.

V soucasnosti byly vyvinity nové fluorofory, které nesou oznaceni BODIPY a
které jsou na bazi 44-difluoro-4-bor-3a,4a-diaza-s-indacenu (tabulka 15-1).



Substituéni derivaty pokryvaji svou fluorescenci celé viditelné spektrum, pfiCemz
maximum fluorescence zavisi na substituentech, které jsou navazané na zakladnim
skeletu. Napf. BODIPY FL fluorofor (1,3,5,7-tetramethyl-8-propionyl derivat) se
vyznacuje uzkym emisnim pasem (vhodny pro "multicolor" aplikace), kvantovy vytézk
fluorescence se blizi jedné, fotostalost je vy$Si nez u fluoresceinu.

Tabulka 15-1. Pfiklady BODIPY fluoroforQ

7 8 1
LT
/N\ /N\
> F/B\F 3
Substituenty Amax (NM) g (.em™.mol™) AeL (NM)
1,3,5,7 -CHj3 503 80000 512
8 -CH,CH,COOH
1,3,5,7 -CH3 508 69000 543
2 -NHCO-RS
3 -CH,CH,COOH 564 143000 570
5 -CH=CH—C5H5
3 -CH,CH,COOH 582 154000 591

5 -(CH=CH)2—C5H5

588 68000 616
2- OOCHZE—RS

* RS znadci reaktivni skupinu

Reaktivni skupiny jsou jednak selektivni, to je, Ze reaguji pouze s
aminoskupinou substratu, nebo s thiolovou skupinou substratu (napf. maleinimidové
derivaty). Nebo jsou neselektivni a reaguji se vSemi nukleofilnimi skupinami
substratu.

15.1 Modifikace amint

Amino-reaktivni fluorofory se pouzivaji k modifikaci proteind, peptid, ligandu,
syntetickych oligonukleotidll a ostatnich biomelekul. Na rozdil od thiolo-reaktivnich
fluorofori (obvykle uzivaji se pro zkoumani struktury proteini a jejich funkce, viz
nasledujici kapitola) se pouzivaji obvykle k syntéze biokonjugatli pro potieby
immunochemie, fluorescence ,in situ® hybridizace, detekce bunék, znackovani
receptorll a fluorescencni analoga cytochemie. Stabilita chemické vazby mezi
barvivem (fluoroforem) a biomolekulou je velmi dllezita, protoZe konjugaty se
skladuji a pouzivaji opakované po delSi dobu.

Reakce primarnich aminl (substrat, nebo-li biomolekula) s priklady reaktivnich
skupin ukazuje nasledujici obrazek 15-2.




FL-NCS + SUB—NH, —> FL-NH-C-NH—SUB
isothiokyanat !

FL—-S0,Cl1 + SUB—NH, ——> FL—SO;NH—SUB + HC1
sulfonylchlorid

red
FIL—CHO + SUB—NH, ——>» FL—CH=N—SUB *+ H,O ——> FL—CH,-NH-SUB

aldehyd
0 0
\ \
FL—%—O—N + SUB—NH, — > FL—-CONH—SUB + HO-N
@) O
sukcinimidyl ester
Cl NH—SUB

N N
\ \
FL—¢ N + SUB—NH, —> FL— N + HCl
N= N=
cl cl

dichlorotriazin

Obrazek 15-2. Jednotlivé reakce aminoskupiny s reaktivnimi skupinami
fluoroforu

Jako tzv. zelené fluorofory se pouzivaji fluoresceiny (obrazek 15-3).
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Obrazek 15-3. Priklady reaktivnich fluoresceint



Tyto maji pK, piiblizné 6.4, absorpci cca. 490 - 495 nm (g ~ 70 - 80.10° It.mol".cm™),
emisi 515 - 520 nm (pfi pH asi 9).

Pokud fluorofor obsahuje pouze COOH skupiny, tak se pfedpoklada, Ze tato
skupina bude aktivovana a aktivovany fluorofor bude posléze reagovat s
biomolekulou, napfiklad reakcemi ukazanymi v obrazku 15-4.

SUB—NH,
FL—COOH ——>» FL—COCI —> FL-CO—NH—SUB
- HCI
0
CICOOEt Il Il SUB—NH,
FL—COOH ——>» FL—C—O—C—OEt W’ FL-CO—NH—SUB
-CO,

Obrazek 15-4. ZpUsob aktivace karboxylové skupiny a reakce
s aminoskupinou substratu

VySe uvedené fluoresceiny maji ale jednu podstatnou nevyhodu. Pomérn& snadno
podléhaji fotodestrukci, ktera je €ini problematickymi pfi stanovovani napr. sekvence
DNA. Proto byly pfipraveny difluoroderivaty (15.2), které maji podstatné lepSi
svétlostalost a navic maji nizSi pK, (cca. 4.7), takZze jsou meéné citlivé (jejich
fluorescence) na fyziologické pH.

15.2

Hodné pouzivanym barvivem je Rhodolova zelen, ktera vykazuje fluorescenci
az po navazani na biomolekulu (obrazek 15-5).

I
C—CF4 HoN O ¢ ‘ o)
_ derivat rhodaminu

SUB—NH,
NH,OH nebo NH; COOH
CONH—SUB
ABS mensi 300 nm ABS 496 nm
EMISE nulova EMISE 523 nm

Obrazek 15-5. Princip funkce Rhodonolové zelené



Jako barviva s emisnimi maximy 500 az 540 nm se pouZivaji nasledujici
derivaty fluoresceinu a rhodaminu (obrazek 15-6).
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Obrazek 15-6. Fluoresceiny a rhodaminy s emisi 500-540 nm
Jako barviva s emisi Cerveného svétla (tzv. dlouhovinna barviva) se

pouzivaji nasledujici analogy fluoresceini a rhodamintl (jedna se o vétsi planarni
systémy) (obrazek 15-7).
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R
R=COOH ABSORPCE 598 nm (49000) ABSORPCE 568 nm (98000)
EMISE 668 nm EMISE 595 nm

Obrazek 15-7. Barviva s emisi ¢erveného svétla

Jako UV barviva, to je Ze absorbuji v UV oblasti spektra a fluoreskuji modie
se pouzivaji derivaty kumarinu, pyrenu, pfipadné& oxazolu (obrazek 15-8).

CHZ_R
H,N o O
< I
- @

N /R +
o — R

Obrazek 15-8. Barviva s emisi modrého svétla



15.2 Modifikace thiola

Na rozdil od amino-reaktivnich fluorofortl, thiolo-reaktivni fluorofory se
pouzivaji hlavné pro syntézu fluorescencnich peptidl, proteintl a oligonukleotidli pro
zkoumani struktury biologickych substratli, jejich funkce a vzajemnych interakci.
Jelikoz vybrané funkéni skupiny pro reakce s thiolovou skupinou jsou vysoce
selektivni, pouzivd se thiolova modifikace ¢&asto ke zjistovani inter- a
intramolekularnich vzdalenosti za pouziti techniky ,pfenosu energie z excitovaného
stavu®.

Reakce thioll s priklady reaktivnich skupin ukazuje nasledujici obrazek 15-9.

FL—CHy + SUB—SH ——>» FL—CH,S—SUB

alkyljodid

Q o)
FL | + sup—sH —> FLﬁ
maleinimid

FL—Nﬂ + SUB—SH ——> FL—NHC,H,—S—SUB

aziridin
FL—SS—FL + SUB—SH — > FL—SS—SUB + FL—SH

Obrazek 15-9. Reakce thiolové skupiny s reaktivnimi skupinami fluoroforu
Pfi modifikaci thiolll mize dojit k jejich oxidaci na disulfidy (obrazek 15-10).

vzduch

SUB—SH —> SUB—SS—SUB

Obrazek 15-10. Oxidace thiolu na disulfid

Proto se Casto pfidava pred modifikaci redukéni ¢&inidlo, napf. tris-(2-
karboxyethyl)fosfin (15.3).

P(CH2CH;—C—OH)3 .HCI
g
Redukéni ¢inidlo samoziejmé zredukuje disulfidické mustky, které byly pfitomné jiz
pfed zapocetim znackovani.
Existuji také Cinidla, ktera jsou schopna prevést jednu nukleofilni skupinu na
druhou. V nasledujici tabulce 15-2 uvadime v podstaté vSechny moznosti.

15.3



Tabulka 15-2. Konverze nukleofilnich skupin na jiné nukleofilni skupiny

\Vychozi skupina — vysledna skupina Cinidlo
aldehyd, keton —» amin NH; + NaCNBHs5
aldehyd, keton — thiol NH—COCH,

HSCH,CH,—CH—CONHNH,

amin — aldehyd

amin — karboxylova kyselina

amin — thiol

\
l nebo @SSCHZCHQCOO_N
S NH,*"CI- —N Y
0]

(0]
nebo \
CHgCO—S(CH2)1,ZCOO—@
4
(e}

thiol » aldehyd

CIl-CH,CH=0

thiol > amin

CF3-CONH-CH,CH>J

thiol — karboxylova kyselina

J-CH,COOH nebo Br-CH,CH,COOH

thiol —» keton

Br-CH,-CO-COOH

amin — jodoacetamid

0)

i i
JCH,—C—0—N nebo JCH2—C—04©7N02
4
0 nebo O
i
JCH,— (CONH(CH,)5)4,,—C—0O—N
(0]

amin — maleinimid

(6]
6]
o
| N—(CH%—C—O—Ip

o} 0]

Co se tyce vlastnich barviv (fluorofor(l), maji stejné konstituce, “jako v pfipadé
modifikace amin(. LiSi se pouze reaktivni skupinou.




15.3 Cinidla pro derivatizaci nizkomolekularnich aminti

Jedna se o takova Cinidla, ktera, sama bezbarva, reaguji s aminoskupinou
substratu za vzniku molekuly ,fluorofor-substrat‘. Napf. FLUORESCAMIN reaguje v
milisekundach s primarnim alifatickym aminem (peptidy, proteiny) za vzniku
fluoreskujiciho derivatu. Pfiklady takovych €inidel ukazuje nasledujici obrazek 15-11.
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OH COOH
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SuB

+ SUB-NH, —>

Fluorescamine
S—SUB?
CHO
EI + SUB'-NH, + SUB*SH —> N—SUB'
CHO
CN
CHO
+ SUB—NH, + CN _—> @N—SUB
CHO " cooH

\

N CO—@—COOH
@I + SUB-NH, + CN — N—SUB
N~ “cHo

CN

Vi

Obrazek 15-11. Derivatizace aminl

15.4 Cinidla pro derivatizaci thiolt

Jedna se o takova Cinidla, ktera, sama bezbarva, reaguji s thiolovou skupinou
substratu za vzniku fluoreskujici molekuly. NejpouZivangjsi jsou tzv. monobromo ¢i
vice selektivni monochlorbimany. Jako oblibené ,crosslinkaéni €inidlo se pouziva
dibromoboman, ktery nefluoreskuje, dokud oba bromy nejsou substituovany

thiolovou skupinou (obrazek 15-12).
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X = Cl,Br

Obrazek 15-12. Cinidla pro derivatizaci thiolli



15.5 Crosslinkacéni ¢inidla

Tato reaktivni barviva se vyznacuji tim, Ze maji dvé reaktivni skupiny schopné
reagovat se dvéma nukleofilnimi skupinami substratu. Nékteré jsou ,Cisté“ chemicke,
jiné jsou fotochemické a vyzaduji aktivaci svétlem. RozliSujeme dva typy
crosslinkacnich c€inidel. Fluorofory homobifunkéni (dvé stejné reaktivni skupiny).
Tyto se obvykle pouzivaji pro spojeni dvou aminl &i thiold pfi intramolekularnim
spojovani dvou biomolekul.

Heterobifunkéni fluorofory (dvé rozdilné reaktivni skupiny) se pouzivaji
obvykle pro intramolekularni propojovani a nebo pro pfipravu konjugatu ze dvou
rozdilnych biomolekul.

Existuje také ,,zero“ crosslinkacni varianta, kdy dojde ke spojeni dvou
biomolekul aniz se ,zero“ crosslinkacni €inidlo zapoji do vysledné molekuly (obrazek
15-13).

“zero" Cinidlo
R'-NH, + R?~COOH —— > R—NH—C—R?
- H,0 I

Obrazek 15-13. Spojeni dvou biomolekul za vzniku amidu

Priklady takovych ,zero® €inidel ukazuje nasledujici obrazek 15-14.

AN
Me,N(CH,)3—N—C—N—Et . HCI @
N~ “OEt

|
COOEt

Obrazek 15-14. ,Zero“ crosslinkacni ¢inidla

Co se ty¢e chemickych crosslinkaénich ¢€inidel, nejobvyklejsi je spojovani
dvou biomolekul propojenim amin-thiol (obrazek 15-15).

0
R—NH
N—O—C—CH,CH~S—s— ) ——— R1—NH—C—CH2CH2—S—SA(/t\>
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¢Cinidlo a piipravi tak thiol

R—NH—C—CH,CH,~SH + s:(j/>
4 N

/
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lJako poznamku uvadime, Ze Ize pouzit redukéni

Obrazek 15-15. Chemicka crosslinkacni €inidla pro vznik spojeni amin-thiol



Velmi Casto je potieba proveést ,thiolaci“ biomolekuly. Pro pfimou thiolaci Ize
pouzit iminothiolan (obrazek 15-16).

Kl\ * R—NH; ——> HSJ_>7NH—R
S” SNHyCr o
2

Obrazek 15-16. Zavedeni thiolové skupiny do molekuly substratu majiciho
aminoskupinu

Obsah thiolovych skupin ve vzorku Ize napf. stanovit nasledujicim ¢inidlem (obrazek
15-17).

R—SH
02N S_S N02 EE— 02N SH
HOOC COOH HOOC
410 nm (13600 1/mol.cm)

Obrazek 15-17. Stanoveni obsahu thiolovych skupin v substratu

Pfi thiol-thiol spojovani Ize ,pouzit* oxidaci dvou thiold na disulfid. Problém
je ale v tom, Ze se tato reakce Spatné& kontroluje. Proto se vice pouziva dibrombiman,
ktery navic fluoreskuje az tehdy, kdyz jsou oba thioly navazany.

Pro amin-amin spojovani existuje fada CcCinidel schopnych spojit dvé
biomolekuly pfes aminoskupinu v jednu molekulu (diisokyanaty, dichloridy
dikarboxylovych kyselin, glutaraldehyd, apod.). Problém ale je, Ze tato €inidla obvykle
tvofi vysokomolekularni agregaty, které jsou nevhodné pro pfipravu konjugatu mezi
dvéma rozdilnymi amino-biomolekulami. Proto se postupuje tak, Ze se jeden amin
pfevede na thiol a posléze provede mnohem |épe kontrolovatelné spojeni amin-thiol
(obrazek 15-18).

o 0 o
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Obrazek 15-18. Spojeni dvou biomolekul

_R2

Pokud bychom chtéli, aby amino-thiolové propojeni dvou molekul bylo
fluorescenéni (oznackované), pouzijeme napf. nasledujici crosslinkaéni cinidlo
(obrazek 15-19).



Cl Cl

N\ I /N\
O + R-NH, ——> o
N - HCI N
Pofadi reakci I. a ll. zavisi
SO,CI SO,NH—R! na pH prostfedi. Amin rychle
2 reaguje v mirné kyselém az
Cl S—R neutralnim prostfedi.
Thiol jako thiolat wZzaduje prostredi
No L rey I N alkalické.
N ~ Hcl =N
SO,NH—R! SO,NH—R!

Obrazek 15-19. Spojeni dvou biomolekul se zabudovanim fluorescenéni
jednotky

15.6 Propojeni (crosslinkovani) liposomu a bunéénych membran
s biomolekulami

Bunétné membrany jsou tvofeny prostorové orientovanymi molekulami
liposom(l a vytvari okolo jadra sténu, ktera je nepropustna pro polarni latky (soli).
Propojeni mezi biomolekulou a membranou se provadi €inidlem, které obsahuje ve
své molekule fosfolipidickou ¢ast, ktera se zakotvi (nejedna se o kovalentni vazbu) v
lipidické vrsvé membrany. Toto Cinidlo ma také reaktivni skupinu schopnou reagovat
se zvolenou biomolekulou a utvofit tak propojeni mezi biomolekulou a membranou,
napfiklad (15.4).

I 15.4
CHs(CHo)u—C—0—CHy

CH3(CH2)14—|C|:—0—C|:H ﬁ O\
o) CHzo—T—OCHchz—ﬁOCHZ—N \
O o)
EtsNH* ©

Pro zkoumani povrchovych jevil a povrchovych viastnosti membran slouzi fluorofory,
které maji ve své molekule fosfolipid. Tato ¢ast molekuly je opé&t schopna se
zabudovat do membrany a oznackovat tak urlité misto na jejim povrchu. Obecna
struktura je ,fluorofor-fosfolipid“, napfiklad (15.5).



15.5

o]
CH3(CH2)14—|(|3—O—(|3H2
CHS(CH2)14_|(|3_O_(|3H ﬂ ?02
o] CH20—||3—OCH2CH2—NH
o
EtsNH*

Pro pfipravu vySe uvedenych ¢inidel slouzi napr.dihexadecanoylfosfoethanolamin
(15.6), jehoz aminoskupina muze reagovat s amino-reaktivnimi fluorofory.

reaktivni
fluorofor

Il
CH3(CH2)14—C—O—C|3H2 -

CHYCH)u—G—0—CH 0 &
o) CHa0—P—O0CH;CHz~NHs
o
15.6

15.7 Fotoreaktivni crosslinkacni ¢inidla

Tato Cinidla na rozdil od chemickych obvykle slouzi jako nastroj pro
stanovovani blizkosti (sousedstvi) dvou skupin. Cili se jedna o uréovani prostorového
usporadani biomolekul. Tato €inidla ¢asto maiji jednu skupinu ,chemickou“ a jednu
,fotochemickou”

Fotoreaktivni skupiny jsou arylazidy, fluorované arylazidy, kde UV zafenim (<
360 nm, dano absorpci arylazidové skupiny) dojde k excitaci azidoskupiny a ke
vzniku dusiku a nitrénového biradikalu. Ten je velmi reaktivhi a v pfipadé
jednoduchych arylazidi nejcastéji tvori vazbu s nukleofilnimi skupinami. V pripadé
fluorovaného derivatu nitren spisSe reaguje inserci s C-H (obrazek 15-20).

nitrén
(biradikal) |
F F F F F F
hv —CH— |
Ny ——> N ———> NH—C—
napf. |
F F F F F F

Obrazek 15-20. Fotochemicka reakce azidu



Prikladem homobifunk&éniho €inidla je nasledujici diazid, ktery se pfipravuje z
kyseliny 4,4’-diaminostilben-2,2’-disulfonové (15.7), ktery je navic fluorescenénim
fotoreaktivnim Cinidlem.

N3 CH=CH N3
15.7
SOsNa NaOsS

Priklady nefluorescenénich heterobifunk&nich €inidel jsou v obrazku 15-21.

0 HO F F Q
\
—0—¢ N, N3 CHoNHCO—(CHpz5—N ||
\ 0 /
0 F F 0

Obrazek 15-21. Nefluorescenc¢ni heterobifunkéni Cinidla

Prikladem heterobifunkéniho fluorescenéniho €inidla je derivat fluoresceinu (15.8).

je aktivovana
chemicky

15.8

Dalsi typ fotoreaktivnich Cinidel je na bazi benzofenonu (obrazek 15-22), kde
karbonylova skupina v podstaté s kvantovym vytéZzkem 1 pfejde po excitaci UV
zarenim (< 360 nm) do svého tripletového stavu, ktery reaguje se substratem.

— — 'S — T

OO0 OO0 =050
O0O] = OO

Obrazek 15-22. Fotochemicka reakce derivatll benzofenonu

Priklady téchto €inidel jsou v nasledujicim obrazku 15-23.
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Obrazek 15-23. Benzofenonovy typ Cinidel

Jiny typ fotoreaktivnich €inidel jsou diazopyrohroznany, které fotochemicky generu;ji
reaktivni acylaéni Cinidlo, schopné reagovat s aminoskupinami substratu (obrazek
15-24).

R'—NH,
OZN@O—H—H—CHNZ —> R1—NH—|(|)—|C|)—CHN2 —hv R1—NH—|(|)—CH:C=O
O O O O o

R?—NH,
R'-NH—C—CH=C=0 ——> R1—NH—|C|)—CH2—|(|‘,—NH—R2
0 0

Obrazek 15-24. Fotoreaktivni diazopyrohroznany



