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Preucevanje dinamike

® Mikroskopi so osnovno orodje eksperimentalnih biofizikov.
® Procesi so dinamicni.
® Difuzija,
® Konvekcija,
® Kemijske in konformacijske reakcije.
® Zgolj strukturna slika nezadostna za celotno razumevanje,
zato potrebujemo orodja, ki omogocajo preiskovanje
dinamike.

Predstavil bom dve tehniki, FRAP in FCS, ki sta primerni za takih
dinamicnih procesov v biofizikalnih sistemih.



Fluorescenca

A 3 =
] S
5 Non-radiative
S5 ] transition
1 —
0
Absorption
Fluorescence
>
28
g
=
4,
So 1
0 G dsS
(a) Lignum nephriticum iz drevesa round State
(b) Diagram energijskih prehodov pri

Narra, diuretik in prvi opisan primer
fluorescence.

fluorescenci.



FRAP, Fluorescence recovery after photobleaching

S fluorofori oznadimo membrano.
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FRAP, Fluorescence recovery after photobleaching

Dejanski eksperiment
FRAP z kvadratim
vzorcem fotobeljenja.
Vzeto iz [1], izvorno iz [2].




Problemi FRAP

1. Problem FRAP. Fotobledenje proizvede toksi¢ne radikale.

Alternativa: FCS tehnika,
® manj invazivna tehnika, ki minimizira fotobledenje,

® potrebna tudi manjsa koli¢ina fluoroforov, kar pomeni manjso
motnjo za biomolekularno okolje.

2. Problem FRAP. V osnovni izvedbi uporabno le za 2D
geometrijo (membrane).



FCS, Fluorescence correlation spectroscopy

e QOpazovanje spontanih fluktuacij sistema nam lahko poda
kinetic¢no sliko sistema.

® Onsagerjeva regresijska hipoteza: Isti difuzijski in kineti¢ni
koeficienti, ki vracajo sistem v ravnovesje po impulzni motnji,
opisujejo tudi pojemanje spontanih fluktuacij [3].

Statisticno se korelacijska funkcija sistema
’ . /
Gij(r,r', 1) = <C’i(r,0) -Cj(r ,7')>,
v Casu razvija na enak nacin kot Ce bi sistem pripravili v zaCetnem

stanju korelacijske funkcije za 7 = 0 in pustili sistemu, da se razvija
v Casu.



FCS, Fluorescence correlation spectroscopy

Korelacijske funkcije ¢;;(r,r’,7) ne moremo direktno opazovati,
lahko pa opazujemo fluktuacije v majhnem detekcijskem
volumnu preko fluorescence.
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V nadaljevanju bomo izpeljali obliko G(7) (slika vzeta
iz [ries2012]).



Zgodovina tehnike FCS

® Tehniko sta uvedla Magde in Elson v 70ih letih [4], [5].
¢ Velika izboljSava s konfokalno izvedbo, Rigler v 1993 [6].

® Danes je tehnika komercializirana (npr. Zeiss Confocor) in
Siroko uporabljena.
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Slika: (Levo) Opti¢na shema konfokalnega mikroskopa. (Desno)
Integrirana intenziteta svetlobe glede zamik izvora iz gorisCne ravnine.
Sliki povzeti po [7].



Procesi, ki jih lahko merimo
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Tabela: Izpeljane avtokorelacije signala za razli¢ne procese, ki jih lahko
merimo z fluorescenéno korelacijsko spektroskopijo. Povzeto po [4].



/Zaznana intenziteta fluorescence

Imamo vec vrst molekul Ce izsevano fluorescenco zbiramo
1 =1,2,... s koncentracijami nek kratek ¢as At, zaznamo
Ci(I', t).
® Vzbujalni Zarek za n= At/dSr I(r) ZQiCi(r;t)
fluorescenco fokusiran v i

majhnen detekcijski
volumen.

e Profil vzbujevalne
intenzitete I(r).

e Ucinkovitost Q); je
razmerje med vzbujalno Slika: Odsekan Gaussovski Zarek,

in zaznano svetlobo. katerega intenziteta I(r) karakterizira
detekcijski volumen.



/Zaznana intenziteta fluorescence

Operirali bomo z odStetim povpre¢nim Stevilom fotonov (n), torej
z odstetim ozadjem

Sn(t) = n(t) — 1 = At / 1) 3 QiCile, ).



Korelacije zaznanih fotonov

Eksperimentalno merimo Modelsko pa bomo dolodili
avtokorelacijo signala obliko korelacijske funkcije
1 .
G(r) == 5 (5n(0) -on(r)),  Pulnr’7):=(Cilr,0)- €', 7))
n
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korelacijska funkcija (C;(r,0)-C;(x/,7))



Difuzija komponente

Imamo difuzijo vrste molekul, ki jih opiSemo z presezkom
koncentracije C'(r,t) = ¢(r,t) — €. Za profil C(r,t) velja difuzijska
enacba

oC (r,t)
ot
kar zlahka reSimo v Fourierovi domeni

= DV2C(r, 1), (2)

C(q,t) = C(q,0) - e 7L, (3)

® Vel vrst molekul: posebej presezni koncentracij C;(r,t),

® vsaka izmed C; ima resitev s svojo difuzijsko konstanto D;.



Korelacijska funkcija

Da bomo lahko eksperimentalno G(7) interpretirali, moramo
izpeljati modelsko korelacijsko funkcijo

¢ij(r,r',7) = <C¢(r,0) . C’j(r',O)>

Izkoristili bomo obliko ¢asovnega razvoja v Fourierovi domeni. Ker
sta tako Fourier F kot tudi povpreéje (o) linearna operatorja, lahko
zamenjamo njun vrstni red

¢ij(r,r', 7) <CZ - F {C q, 7 }>

fr1{<0 a7)}
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Korelacijska funkcija

Imamo torej ekspliciten izraz za to, kako se korelacijska funkcija
¢;j razvija s casom

Gij (1,1, 7) = ! {fr” {<Cz'(1‘, 0) - éj(r”,0)>} : e_qu2T}

potrebujemo Se zacetni pogoj, ki opisuje korelacije med delci ob
istem Casu (7 = 0). Za to privzamemo idealnost nase raztopine

(Cile,0)-650".0)) = A;05(r — 1),

pri ¢emer smo vpeljali povpre¢ni kvadrat fluktuacij A; = (C’JQ>



Korelacijska funkcija

¢ij(r,x,7) = F! {]:r“ {A;6i50(x —1")} - e*quQT}
Aj(sié /d3q eiq.rle_qu%/d?’r” e_iq‘rﬂé(r — r”)
)
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e Korelacije le med istimi vrstami molekul (i = j).

¢ Splosneje: v enacbi (2) prisotni izvendiagonalni ¢leni (poleg
difuzije imamo npr. tudi kemijske reakcije) in bolj kompleksna
oblika resitve (3), kjer moramo sistem prvo diagonalizirati.



Avtokorelacija signala

A2
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Izpeljano obliko korelacijske funkcije ¢;; vstavimo v izraz signala (1)
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Avtokorelacija izmerjenega signala G(7) = (M (0) V(7)) je torej
podana z integralom produkta
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Modelski detekcijski volumen je ozek
odsek Gaussovskega valja.

I(r) = Iyexp (—

kar ustreza postavitvi z konfokalnim
fluorescenénim mikroskopom.

o (@2 + ¢2)

Detekcijski volumen oz. intenziteta /(r)

® Vzbujalni zarek za
fluorescenco je
Gaussovski snop.

Optika konfokalne
postavitve zagotovi,
da zbiramo svetlobo
le iz ozke z-rezine
vzorca, visok aspect
ratio
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Difuzija ene komponente

Zanima nas G(7) za difuzijo z eno vrsto molekul. V izraz (5)
vstavimo transformacijo intenzitete vzbujalnega zarka I(q)*.

Glr) = ﬁ (1 + fd>_1 (1 + 72>_1/2. (6)

V= 773/203_@, ™D = —=

*Za poenostavite upostevamo normalizacijo z m = At(2r)%/21(0) >, Qits
ter dejstvo, da je A = ((c —©)?) = ¢, saj za fluktuacije koncentracije
privzamemo Poissonov proces.



Eksperiment, izvedba

Slika: Konfokalna postavitev za FCS. Slika iz [8].



Eksperiment, difuzija ene komponente
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Slika: (a) Avtokorelacija za prosto difuzijo fluorofora Rg6G. Vidi se vrh
majhnih 7, ki ga povzroci afterpulsing in ga lahko izlo¢imo z
krizno-korelacijo med dvema fotodiodama namesto avtokorelacije. Slika
iz [8]. (b) Fit modela na podatke, slika iz [9].



Eksperiment, difuzija in reakcija vecih komponent

FCS precej preprosto posplositi na primer difuzija 4+ reakcije

9Ci(x,t)

2
o = DViCilx +Zﬂkck r,t),

tako da je sistem doloen z matriko M;; = T;; — qu 0ij

9Ci(a,t)
9 ZMka q, t).

Z diagonalizacijo M = X - diag(A1, A2,...) - X! je razvoj
namesto (3) oblike

él(qv t) = X’ike_)\kt (X_l)km : Cm(qa 0)



Eksperiment, difuzija in reakcija vecih komponent

Crosseormelation

Slika: (a) Eksperiment z hairpin konformacijskimi stanji kratkih odsekov
DNA. Za prehode med konformacijami veljata disociacijski konstanti k_,
k., hkrati pa je prisotna tudi difuzija. Skica iz [10]. (b) Fit na prispevek
konformacijskih (od)vezav. Slika iz [8].
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