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Anizotropie kolem nas: monitor

* Anizotropie se projevuje u LCD monitoru

*Co je pfricinou?
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http://www.youtube.com/watch?v=imQnWrLW2i0

ANIZOTROPIE FLUORESCENCE
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Jev anizotropie

» Jestlize dochazi k excitaci svetlem kmitajicim v jedne rovine {j.
linearne polarizovanym, emise fluorescence se stava
polarizovanou.

- Uroven polarizace emise je popsana veli¢inou anizotropie
(nestejnorodosti). Latky, které vykazuji urCity stupen
nestejnorodosti, emituji polarizovanou fluorescenci.

* Co zpusobuje, ze je emitované svétlo polarizované?
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Dipolove momenty prechodu

== Absorpce
=== Fmise

* Dip6lovy moment prechodu je kvantové mechanicka zalezitost. Neni skuteCnym dipolovym
momentem. Je dan okamzitym stavem elektronového obalu molekuly. Velikost dipolového
momentu prechodu udava schopnost daného stavu molekuly absorbovat nebo emitovat
svétlo. Smeér dipdlového momentu prechodu udava smeér, ve kterém je svétlo molekulou
nejlépe absorbovano nebo emitovano.

» Molekuly prednostné absorbuji zareni, jehoz elektricka slozka kmita ve stejné rovine jako je
absorpéni dipélovy moment prechodu elektronu do vysSi energetické hladiny.

» Molekuly pfednostné emituji zareni ve stejné roviné jako je emisni dipélovy moment
prechodu elektronu do nizSi energeticke hladiny.
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Fotoselekce

» Je-li roztok fluoroforu excitovan linearné
polarizovanym zarenim, potom budou
excitovany pouze ty molekuly, ktere maji

nenulovy prumet svého absorpcniho reitation 1 ’/ r=0.4
prechodoveho momentu do smeru ! o
polarizace budiciho zareni. 11\ N
I,
I,=31, |

y
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Anizotropie fluorescence

r=III_IJ_ |
[ + 21, -/ o
|

analyzator detektor

polarizator
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Intenzita fluorescence

 / teorie depolarizace fluorescence vyplyva, ze intenzita
fluorescence pozorovana pomoci analyzatoru, ktery je otoCen o
uhel oo od smeru rovnobezné polarizace je

A |
analyzator Il

04

polarizator \_,
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Pri jakém uhlu nato€eni polarizatori o muzeme

zmerit celkovou intenzitu fluorescence?

Celkova intenzita fluorescence
leety = It + 21,

I, =cos?a-Ij+sin“a-I;

cos’a 1 L ,
—— =3 sin“a+cos“a=1
sinca 2

cosa =

W = |

o=54,7°
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Celkova intenzita se meri pri magickem uhlu

Celkova intenzita I(t) = |, (t) + 2 | (t) nezavisi na rotacnim pohybu
fluoroforu a meri se pod ,magickym” uhlem 54,7°
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Casova zavislost polarizované fluorescence

a pro casovou zavislost anizotropie plati
r(t) = (3 cos? y(t) — 1)/5

kde v je - uhel dipdlove reorientace v Case od 0 do t
- uhel mezi dipélovym momentem apsorbce a emise

>

Dip6lové momenty
== Absorpce

11 mmm  Emise Fluorescenéni metoay | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Maximalni hodnota anizotropie

- (3cos?y —1)
- 5

Ze vztahu plyne, ze za nepritomnosti depolarizace (napr. ve
zfredenych zmrzlych roztocich za nepritomnosti depolarizacnich
mechanismu a za predpokladu, ze jsou pfechodové momenty
absorpce a emise rovnobezné) je mezni hodnota anizotropie
fluorescence buzené polarizovanym zarenim dana pouze
fotoselekci y)

rnax = Z = 4

5
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Mereni anizotropie pri ustalené fluorescenci

* Anizotropie - meri polarizovanou emisi
 Polarizator je na draze excitacniho sveétla a dela z nej rovinne polarizovane
 Polarizator (analyzator) je na draze emitovaného svetla — fluorescence

* Méfi se intenzita fluorescence pfi natoCeni polarizatoru vertikalné a
analyzatoru vertikalné (VV), nasledné pfri natoCeni polarizatoru vertikalne a
analyzatoru horizontalne(VH)

« Ze zmerenych intenzit se vypocita hodnota anizotropie <r>

_ IVV o IVH
IVV + 2 * IVH
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http://www.youtube.com/watch?v=imQnWrLW2i0

L a T usporadani meéreni

Vertical

I Excitation m

Horizontal i
A Excitation I
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Mereni anisotropie fluorescence

Poskytnuto Horiba Jobin Yvon
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Kdo prvni vyuzival anizotropie svetia?

Polarization of fluorescence

ST WIVT0RT

Polarizers have been in use for a very long time - the Vikings used a “sunstone” (now
thought to have been composed of the mineral cordierite, a natural polarizing material) to
observe the location of the sun on foggy or overcast days. Since scattered sunlight is
highly polarized compared to light coming along the direction to the sun, the distribution
of the sky’'s brightness could be observed through the sunstone and hence the sun’s

position could be localized and, if the time of day were known, the compass directions.
Courtesy of Prof. David Jameson

https://youtu.be/NTpWDp 3W 47?t=180 3. minuta
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https://youtu.be/NTpWDp_3W_4?t=180
http://www.nordskip.com/vfog.html

Princip sledovani vazby makromolekul

Excitace Emise

PR i EE X

o

anizotropie

vysoka
anizotropie

6‘1{

J
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AF detekce interakce protein-DNA

0,32 |
0,27

0,22 |

Anizotropie Fluorescence

0,17
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Monomers:
Small

Rapid rotation
Unhindered

Low anisotropy

Depolarized emission

19
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Larger

Slow rotation
Hindered by Viscosity

High anisotropy
Polarized emission
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Sledovani rozplétani DNA

Loading strand 0.18

[T 7 Low anisotropy 0.16

Non-loading strand

0.14
20.12|
) :

e
S 0.10
n
c 0.08
=
sneosleg®ase

0.06 Fluorescein-DNA

0.04

0.02
-150 -100 -50 0 50 100 150

Time (second)
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Vazba represoru na DNA

* TR — transkripcCni represor tryptofanu se po 8 FATCOAACTABTTAACTAGTACECAA D
aktivaci tryptofanem vaze na DNA a i o i
zastavuje syntézu tryptofanu 017 | T owo

v v v v 0.15 SN

 Po vazbé TR na fluorescenéné znacenou & e

v s . . o 013
DNA se zvysuje anizotropie o .
- Pfi zvy$ujici se koncentraci tryptofanu se < o000k 4
zvysuje vazba represoru TR na DNA a 0.07 Lciumd oo ool i
v v, . 107" 10° 10¢ 10* 10°
zabranuje tak dalSi syntéze tryptofanu [TR] (dimer, nM)
Trp Operon TR

oHA F e &. ne F e rrrrr—ye—rerp——
TR repressor

r=0.08 r=012 r> 014
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Casoveé rozliSena anizotropie fluorescence

* Méreni Casove rozlisené anizotropie fluorescence pfi pulznim buzeni
poskytuje mnohem vice informaci o rotacnich pohybech fluoroforu, nez
ustalena fluorescence

» Ustalena fluorescence poskytuje zprumérované hodnoty mérenych parametri
a pro jejich interpretaci je nutno provadét radu méreni pfi ruznych teplotach;
oproti tomu metodou Casoveé rozliSené anizotropie fluorescence ziskame
potrebné udaje jiz z méreni pri konstantni teplote

* Pri pouziti metody Casoveé rozliSené anizotropie fluorescence se meri casove
zavisle paralelni slozky intenzity I, (t) a perpendikularni |(t). Celkova intenzita
I(t) = 1,(t) + 2 1 (t) pritom nezavisi na rotacnim pohybu fluoroforu a meri se
pod ,magickym” uhlem 54,7°
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Jakeé informace muze dat casove rozliSsena

anizotropie fluorescence?

N o ks o=

Pokud jsou doba dohasinani fluorescence t a rychlost molekularni reorientace srovnatelné,
potom bude polarizace fluorescence modulovana molekularnim pohybem a analyza ¢asové
zavislosti emisni anizotropie bude poskytovat informaci o anizotropii systému, v némz se
fluorofor nachazi.

Mereni polarizace fluorescence poskytuje informace o molekularni orientaci a pohyblivosti a
procesech, které je moduluji, napr.:

iInterakce protein-DNA
interakce ligand-receptor
flexibilita biopolymeru
fluidita membran
proteolyza

kontrakce svalu

aktivita proteinkinaz
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Perrinova rovnice pro vztah anizotropie a
rotace sferickych molekul

r, anizotropie v case 0
T doba dohasinani fluorescence
¢ rotacni korelaCni Cas — popisuje rotaci molekul

je to Cas, za ktery se molekula otoCi o 1 radian ~ 57.3°
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Kdy nam muze dat casove rozlisena
anizotropie informaci o pohybu molekul?

=10 ns

¢] = 0.1 ns < T > 0.0009
#,=10 ns = 7 0.5
¢;= 1000 ns 7o 0.99

Kdyz se pohyb molekul deje v Case srovnatelném s dobou
dohasinani fluorescence

O~ T
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Pouziti Perrinovy rovnice pro stanoveni

viastnosti molekul

<r> 1 kTt
= =14+6D,7t=1-

re 1 + (T/¢) Vn

I, - anizotropie v case 0

T - doba dohasinani fluorescence

¢ - rotacni korelaCni Cas

D, - rotacni difuzni konstanta

V - objem molekuly

n - viskozita prostredi

k - Boltzmanova konstanta (=1.38 .10-23JK-1)
T - absolutni teplota v Kelvinech
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I

B I

A
- . -
/.-“' a

Obé jsou zavislé na viskozité prostredi.
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Prolate Oblate
D= D

Dy= Dy

ash a<b
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Mereni casove rozliSené anizotropie fluorescence

*VVzorek je excitovan kratkym pulzem s trvanim mnohem kratSim

nez doba dohasinani T Iz
Pulsed
Excitation 1
10+ 1 54.7°
= slope =- L
H 0.5F Pe ==
Emission Q T

TIME (ns)
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Casové rozliSena anizotropie

* Zavislost anizotropie je vypocCtena z Casove
zavislosti vertikalneé a horizontalne polarizovane
emise.

*V pripade, ze jsou absorpcni a emisni momenty
prechodu rovnobezné, je pocCatecCni anizotropie
r,=0.4

* Vertikalné polarizovana emise klesa rychleji,
protoze pocet molekul vyzarujicich
v tomto smeru ubyva rotaci a také dohasinanim.

* Horizontalneé polarizovana emise klesa pomaleji,
protoze populace molekul se zvysuje o molekuly,
které se dostavaji rotaci z vertikalni polohy do
horizontalni.

30
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Zmena rotacniho korelacniho casu pri

multimerizaci proteinu

- Casové zavislosti anizotropie
fluorescence Ize pouzit pri sledovani
zmeny dynamiky systému molekul

e Sledovani multimerizace
fosfofruktokinazy

log r (1)

N
0,,=5ns \\

0 70 20 30 20
Cas (ns)
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Flexibilita DNA

e Jak zavisi ohebnost DNA na okolnich
podminkach?

« Jaky je nejmensSi prumér poru, kterym muze
DNA projit?

http://bionano.physics.illinois.edu/node/26
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http://bionano.physics.illinois.edu/node/26

Sledovani pohybu DNA po interkalaci EtBr

0.3F W

>-
S 0.2F
\ @
i * = o
8 Ethidium Bromide
= in Chromatin
<
0'1 1 1

0] 50 100 150
TIME (ns)

* Po zvySeni iontove sily (Carkovane) dochazi ke zpevneni struktury DNA
* Prvni Cast krivky dohasinani fluorescence popisuje torzni pohyb DNA
* Pozdejsi cast krivky popisuje ohyb DNA struktur
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Srovnani ustalene a casove rozlisene intenzity

a anizotropie fluorescence

Intenzita |

Anizotropie r

Ustalena

N

Vinova délka A

Cas (min)

log I(t)

Pulzni /

buzeni\

t)

log I(

Casoveé rozlisena
Vice informaci!

AN

(ns) doba dohasinani

DN

0 (ns) rotaCni korelacCni Cas
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 Lakowicz J.R.: Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third
Edition, Springer + Business Media, New York, 20060.

e FiSar Z.: FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE V NEUROVEDACH

http://www1.1f1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/Default.htm

* Podekovani:
Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této
prednasky laskave poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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Anizotropie kolem nas: monitor

* Anizotropie se projevuje u LCD monitoru

*Co je pfricinou?

36 Fluorescen¢ni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR


http://www.youtube.com/watch?v=imQnWrLW2i0

Princip LCD

 LCD liquid crystal display

Unpolarized
White Light
Polarizer
Glass Substrate

ITO Film
TFT
Urientation Film

Liqued Crystal

Orientation Film
Color Filter
ITD Film

Glass Substrate

Palarizrer
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Priste: Absorpcni spektroskopie pri analyze
biomolekul v praxi
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