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hitps://youtu.be/UrsaBE22v6w?si=ZcxQJidmzFT9d10x Uvodni ukazku laskavé doporugila Zuzana Palenickova



https://www.youtube.com/watch?v=yneWThKMVpQ

Prehled

§ Stanoveni koncentrace DNA
~/ Ur&eni koncentrace protein
~=) Cirkularni dichroismus pfi stanoveni struktury biomolekul

> Jak funguje sledovani 3D filmu
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UV spektroskopie DNA a proteinu

* \VSechny atomy absorbuji v UV oblasti spektra, protoze toto zareni
ma dostateCnou energii k excitaci vnéjsich elektronu

* UV spektroskopie je pouzivana k urceni koncentrace DNA a
proteinu a k urceni poméru DNA/proteinu v roztoku

« Ke stanoveni koncentrace biologickych molekul se vyuziva
Lambert-Beeruv zakon
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Lambert-Beeruv zakon

- Latka pohlcuje svétlo --!
-—-I—" c

* Pro absorpci monochromatickeho svetla b
- Lambert-Beeruv zakon: -
Absorbance je primo umerna koncentraci a tloustce vrstvy roztoku
—e-c-l ]O
=17 -10 A=¢-c-l=log,,—
0 1

g=molarni extinCni koeficient latky, c-koncentrace, |-délka optické drahy
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Absorpcni spektrum DNA

b

» Spektrum DNA je tvofeno prispévky - i\

jednotlivych bazi i\

* Nejvice absorbuji heterocyklicke puriny % \;ﬁ \
A,G; mene C,T . \

* Absorbance DNA se méri v maximu
{j. pri 260 nm

* Pomer A,50/Asg j€ pro Cistou DNA 1.8

 Pomér mensi nez 1.8 ukazuje

na pfitomnost proteinu nebo necistot

260 280 300

Wavelength (nm)

Abs

260 280 A(nm)
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Priblizné urceni koncentrace nukleovych kyselin

« Jestlize ma roztok NK Abs ,;,=1 v 1 cm kyvete, pak je koncentrace
» dvouretéezcové dsDNA 50 ug/ml
* jednoretezcove ssDNA 30 pg/mi
* jednoretezcove RNA 40 pg/ml
« Odtud muzeme vypocitat molarni koncentraci pomoci prumérné
M. nukleotidu (320)
 Takto vypocCtena koncentrace se vztahuje na 1 nukleotid!
* Pro prepocet koncentraci plati 320 ng/ml ~1 mM
« Jedna se molarni koncentraci nukleotidu v roztoku!
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Urcovani extinkéniho koeficientu oligonukleotidu

A=¢c-c-l

* Merenim — Analytické stanoveni — Fosforova analyza

* Vypoctem — nejpresnejSi na zaklade sekvence s uvazenim vlivu
sousedni baze
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Fosforova analyza pri stanoveni koncentrace DNA

* Presna analyticka metoda !
 UrCuje koncentraci fosfatovych skupin ey | oy |

* Pred analyzou je nutno stepit DNA

« Umoznuje urCit € také u analogu DNA a pri modifikaci DNA napfr.
fluorescencnimi znackami, ktere ovliviuji vyrazne ¢

* VVyuziva kolorimetrie — stupen zbarveni roztoku je primo umerny mnozstvi
PO, tj. mnozstvi DNA (ang. Ammonium molybdate test)

Murphy, J.H. and Trapane, T.L.,1996, Analytical Biochemistry, 240, 273-282.
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Vypocet extinkcniho koeficientu DNA

 ExtinkCni koeficienty jednotlivych bazi prispivaji

kK vyslednému ¢ celé DNA podle pravidla nejblizSiho souseda
* Interakce sousednich bazi ovlivauji miru absorpce
* \Vypocet extinkcniho koeficientu oligonukleotidu o délce

n nukleotidu

| 2 5’—37  dA dC dG dT
71 2 75 D
€260 — Z (8 nearest 'ne'igh'bor) - Z (8 'i'nd'ividual) Ellé %?;gg Ijr g[{}]g I;ggg f;ggg
n-1 n-1 dG 25.200 17.600 21.600 20.000

dT 23,400 16.200 19.000 16.800
dA =15.400. dC =7.400, dG = 11.500, dT = 8.700

Warshaw, M.M. and Tinoco, I. (1966) Optical properties of sixteen dinucleoside phosphates. J. Mol., Biol., 20: 29-38.
Cantor, C.R. and Warshaw, M.M. (1970) Oligonucleotide interactions. Biopolymers, 9:1059-1103 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR
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Priklad vypoctu

* M13 sekvenaéni primer 5- gTA AAA CgA Cgg CCA gTg -3

3 —3 dC dG dT
Samostatné baze Nejblizsi soused  da Q7.400 21200 25.000 22.800
dC 21,200 14,600 18,000 15200

dA =15.400.dC =7.400.dG=11.500.dT=8.700 dG 25200 17.600 21!.600
dT €23.400 J16.200 19.000 16.800
€260 = ( €1 + €7a + €an + €an + €aa + €ac + €cc + €ca + Eac t €cc + €s6 + €ac + Ecc +
€ca+ Eac+tEs7+Ec)-(Er+Er+Ea+Es+Es+E+E5+E+Ec+Es+ Eg
+ Ec+ &+ &+ &g+ 7))

€260 = (20,000 + 23,400 + 27,400 + 27,400 +27,400 + 21,200 + 18,000
+ 25,200 + 21,200 + 18,000 + 21,600 + 17,600 + 14,600 + 21,200
+ 25,000 + 20,000 + 19,000) - (8,700 + 15,400 + 15,400 + 15,400
+ 15,400 + 7,400 + 11,500 + 15,400 + 7,400 + 11,500 + 11,500
+ 7,400 + 7,400 + 15,400 + 11,500 + 8,700)

= (368 000) — (185 400)

=182 800 M-lcm-"
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Kalkulatory extinkcnich koeficientu DNA/RNA

oligonukleotidu

Vypocet €

OligoAnalyzer™ Tool
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer

Oligonucleotide Properties Calculator
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Jak urcit koncentraci z opticke hustoty?
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Jednotka opticke hustoty OD

OD jednotka optické hustoty (,optical density®)

1 OD je mnozstvi DNA nebo proteinu, které kdyz se rozpusti
v jednom mililitru, ma absorbanci 1, jestlize se méri v kyvete
s optickou drahou 1 cm.

Mereni optické hustoty OD se Casto pouziva

v biologii jako jednoduche metody k urCeni koncentrace, protoze v
rozsahu Abs 0...1 plati priblizné linearni vztah mezi koncentraci
biologického materialu a hodnotou absorbance.
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Priklad vypoctu koncentrace DNA

e =182 800 M-'cm-’

Celkem po synteze 8,5 OD,4,
Pridame 500 ul H,0O
Jaka je molarni koncentrace DNA?

c =93 uM

Molarni koncentrace celych retézcu!
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Hypochromni efekt pri tvorbe DNA

Snizovani absorbance :

Abs (nukleotidy) >Abs (ssDNA) >Abs (dsDNA) //\

A(nm)

Abs

* Dvouretezcova DNA absorbuje DNA méne,
nez jednoretezcova a ta mene nez samotne nukleotidy

 VVyuziti: Sledovani rozplétani komplementarnich retézcu
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Sledovani tani DNA

* DenaturacCni krivka DNA - zavislost absorbance (260nm)
na teplote

* Teplota tani T, - teplota, pri které je prave polovina molekul

zdenaturovana
Tm

Teplota (°C)
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Kalkulator teplotni stability DNA

Vypocet teploty tani a jeji zavislosti na koncentraci oligonukleotidu
a soli

Measurement of protein using bicinchoninic acid
http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html
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http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

Urcete jak se zmeéni Tm pri zvysené koncentraci

Sekvence TTA GGG CCC TAA @ @
vytvari duplex s komplementarnim retezcem 8° 3 3,° S0 50 s
UrCete hodnotu Tm vypoctenou metodou
Nearest Neighbor.

Zmena koncentrace oligonukleotidu I 10 el SRRl e 24 o+
¢ = 50 nM, 500 nM, 5000 nM @

Zmeéena koncentrace soli
c =50 mM, 500 mM, 1000 mM
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http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

20

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator

Enter Oligonucleotide Sequence Below
OD calculations are for single-stranded DNA or RNA

Nucleotide base codes

Reverse Complement Strand(5' to 3') is:

5' modification (if any) 3' modification (if any) Select molecule
| vl v| [ssDNA v|

50 | nM Primer
Measured Absorbance at 260 nanometers

50 | mM Salt (Na*)

[ caleulate }{ swap Strands |{ st [ mfold |

Physicd Constants Melting Temperature (Tyy) Calculations

Length: Maolecular Weight: [ lﬂ GC content: :]% ;[ °C (Basic)
1 ml of a sol'n with an Absorbance of at 260 nm ;} SRR
3

.

“C (Nearest Neighbor)

is [ ] microMolar 2 and contains [ ] micrograms.

Thermodynamic Constants Conditions: 1 M NaCl at 25°C at pH 7.

RInK | | cal/(K*mol) deltaH | | Kealimol
deltaG | | Kcalimol deltas | | cal/(°k*mol)

Deprecated Hairpin/self dimerization calculations

(Minimum base pairs required for single primer self-dimerization) [
Check Self-Complementarity

(Minimum base pairs required for a hairpin)




Smeés proteinu

Fluorescencéni
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Absorpcéni spektrum proteinu

Spectral Scan of Aromatic Amino Acids

—Trp
m—Tyr
=Phe
=BS54

Absorbance

T I _# I I 1
200 225 250 275 300 325 350

Wavelength (nm)

» Spektrum proteinu je tvorfeno pfispévky jednotlivych aminokyselin
* Nejvice absorbuiji tryptofan, tyrosin a cystein
* Absorbance proteinu se meri pri 280 nm
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PEKINIOSKOPICKE Stanoveni

oroteinu

Analytické urceni
Bradfordova metoda - zmena absorpcninho maxima v pritomnostsi
proteinu

Vypocet extinkcniho koeficientu
na zaklade sekvence aminokyselin
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Bradfordova metoda urcovani koncentrace proteinu

* Metoda je zalozena na jevu posunu absorpcniho maxima
kyselého roztoku Coomasie Brilliant Blue G-250 z 465 nm
na 595 nm pfi vazbé na protein. Zmeéna je zpusobena iontovymi
a hydrofobnimi interakcemi s proteinem, ktere stabilizuji zaporné
nabitou formu barviva, coz ma za nasledek zmenu barvy roztoku.
- Coomassie Brilliant Blue - vaze bazické a aromaticke

aminokyselinové zbytky v proteinech
(arginin (ARG), fenylalanin (PHE), tryptofan (TRY) a prolin (PRO))
* Rozsah pouziti metody je radove 0.1 — 1.25 mg/ml

(V tomto rozsahu nedochazi k vyrazné zméné extinkCniho koeficientu komplexu protein/Coomassie)

Bradford, MM. Analytical Biochemistry 72: 248-254. 1976.

Stoscheck, CM. Quantitation of Protein. Methods in Enzymology 182: 50-69 (1990).
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Coomasie

25

/\N/\O/SOSH

Dalsi nazvy: ‘
Coomassie Blue, Brilliant Blue, Brilliant Blue G, N
Acid Blue 90, C.I. 42655, Brilliant Blue G 250, " O \N/\

or Kunasty Blue <j

Puvodné byla tato latka pouzivana O~ S05
v textilnim primyslu k barveni viny

Jméno podle Afrického mésta Tl E
Kumasi v Ghané Voecss

Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



26

Praktické provedeni stanoveni koncentrace proteinu

* Pripraveny standardy BSA (hovézi sérovy
albumin nebo Imunoglobulin G) v rozsahu
0.125...1.5 mg/ml

* Po pridani roztoku Coomasie (napfr. 980 ml
+ 20 ml roztoku proteinu) a kratke inkubaci
(5 min) se meri Abs pri 595 nm

* Na zakladé kalibracCni krivky se stanovi
koncentrace vzorku

* Nejpresnejsi stanoveni v oblasti
0.2—-0.7 mg/ml

* Interference s detergenty
Tween 20 od 0.06%
Triton X100 od 0.125 %

1 -
!8 B
6 L

© o ©
D

Abs (595nm)

o
N

0 0,5 1 1,5 2
protein (mg/ml)

o
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BCA metoda

27

 BCA = Bicinchoninic acid

= Barevna reakce zalozena
na interakci Cu kationtu
s BCA a peptidovou vazbou

= Purpurove zbarveni
detekovatelné pri 562 nm

* | inearni rozsah 1-30 ug pri inkubaci
37°C, 30 min.

= |_épe toleruje detergenty: SDS do 1%

Step 1:

Protein + Cué — Protein + Cur

GO0
- Qr
n
| E
Cu* + 2BCA — | pg-e-Cur N
L :
00C M.
/ X
-
e
-00C

* Redukcni Cinidla ovlivnuji vysledky, nutno zajistit jejich stejnou koncentraci

v pufru a standardech
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BCA Protein Assay Reagent — bicinchoninic acid

Thermo Scientific Pierce
BCA Protein Assay Kit




Kvalitativni analyza proteinu
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Absorpcni densitometrie gelu

* Pfi analyze molekul v gelu je mozno ziskat souCasné informace

o kvalite i kvantite

» Méri se mnozstvi absorbovaného svetla v zavislosti na 2D poloze

» Stanoveni koncentrace DNA a proteinu po barveni gelu Coomasie

Zdroj svétla

1
&

Detektor .

30

nebo stribrem

Opticka hustota
(Abs)
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Vypocet extinkcniho koeficientu proteinu

Ecelk = poée’[(Tyr).STyr + poéet(Trp).STrp + poéet(Cystein).SCyStein

 ExtinkCni koeficienty pro proteiny méreneé ve vode pri 280 nm:
gTyr = 1490, ETrp = 5500, Ecystein = 125

http://www.expasy.org/tools/protparam.html

Gill, S.C. and von Hippel, PH. (1989). Anal. Biochem. 182:319-326(1989).
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Beleni pradia |

Ultramarine - Lazurit — Wikipedie (wikipedia.orq)
Wikipedia
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https://en.wikipedia.org/wiki/Ultramarine
https://cs.wikipedia.org/wiki/Lazurit

Béleni pradla ll

100

80 +

60

ultramarine (artificial)

reflectance (%)

Normalised fluorescence / absorbance

450 500 550 600 650 700

wavelength (nm)

Wavelength (nm)

ultramarine artificial - Cultural Heritage
Science Open Source (chsopensource.orq)

Absorption in the visible region (video) | Khan Academy
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https://www.khanacademy.org/science/organic-chemistry/spectroscopy-jay/uv-vis-spectroscopy/v/absorption-in-the-visible-region
https://youtu.be/5HMMfiyszjo?t=202
https://chsopensource.org/ultramarine-artificial-k-45000/

Mrknuti v 3D brylich pred zrcadlem
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Cirkularni polarizace
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Cirkularni dichroismus ve strukturni analyze molekul

e Cirkularni dichroismus je zpusoben asymetrii molekularnich struktur

« Soucasti biologickych molekul jsou opticky aktivni molekuly cukru
a aminokyseliny

 V pripade usporadani monomernich jednotek do sroubovice dochazi
K vyraznému zesileni opticke aktivity celé makromolekuly

» Opticka aktivita roztoku biologickych molekul je pouZita k popisu jejich
struktury a zejmena strukturnich zmen
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Princip CD

Latka je opticky aktivni, jestlize stacCi rovinu polarizovaného svétla

Rovinné polarizované svétlo si muzeme rozlozit na levotoCivou a pravotoc€ivou slozku kruhové
polarizovaného svétla.

Jestlize levotoCiva slozka kruhové polarizovaného sveétla prochazi prostredim jinou rychlosti (ma jiny
index lomu n) nez pravotocCiva je slozka kruhové polarizovaného svétla => dojde ke sto€eni roviny
polarizovaného svétla

LevotoCiva slozka kruhové polarizovaného svétla je absorbovana jinak nez pravotocCiva slozka kruhove
polarizovaného svetla => dojde ke zmeéne

z rovinné polarizovaného svétla na elipticky polarizované

Cirkularni dichroismus je definovan jako rozdil extinkéniho koeficientu pro levo- a pravo-toCivou
slozku kruhove polar. svétla CD=Ae=¢ -¢p

Casto se méri elipticita @ —ve stupnich

« StoCeni roviny polarizovaného sveéetla a charakterizace elipticky

polarizovaného svétla dava informaci o strukture molekul v roztoku
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Rozklad rovinné polarizovaného svetla na kruhove polarizovaneé slozky
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Zmena polarizace v asymetrickem prostredi

 V prostredi, kde se levotoCive kruhove pol. svetlo pohybuje jinak nez pravotocCive, dochazi ke
zméné vzajemného posunu kruhové polarizovanych slozek, coz zpusobi sto¢eni roviny
polarizace.

« V pripade ze se liSi také absorpce levo- a pravo- kruh. pol. svetla vznika elipticky
polarizované svetlo
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E+E,

E,.—E,
tan 0 =
Er vektor elektr. E + F
Intenzity pravotocivé L
E-E PO SO _ 2303 180
RTEL

E, vektor elektr. (g —& ) [ ]
Intenzity levotocCivé
pol. slozky 0= 3.298 (¢, —&p)

Elipticita je uhel, ktery charakterizuje miru zmeny planarne polarizovaného
svetla na elipticky polarizovane.

Jestlize je svetlo rovinné polarizovano 6 = 0

Jestlize je svétlo kruhove polarizovano 6 =45 °
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Princip CD

Latka je opticky aktivni, jestlize staci rovinu polarizovaného svétla

Rovinné polarizované svétlo si mizeme rozlozit na levotoCivou a pravotocivou slozku kruhové
polarizovaného svetla.

LevotocCiva slozka kruhové polarizovaného svétla prochazi prostfedim jinou rychlosti (ma jiny index
lomu n) nez pravotoCiva je slozka kruhové polarizovaného svétla => dojde ke sto€eni roviny
polarizovaného svétla

LevotoCiva slozka kruhove polarizovaného svétla je absorbovana jinak nez pravotocCiva slozka kruhove
polarizovaného svetla => dojde ke zméné z rovinné polarizovaného svétla na elipticky polarizované
Cirkularni dichroismus je definovan jako rozdil extinkCniho koeficientu pro levo- a pravo-toCivou
slozku kruhové polar.

svétla CD = Ag =g - gp

Casto se meri elipticita @ —ve stupnich

« Stoceni roviny polarizovaného svétla a charakterizace elipticky

polarizovaného svétla dava informaci o strukture molekul v roztoku
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Schéma pristroje na meéereni cirkularniho dichroismu
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Ak —r = @
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&

L/E 3. Modulator
Tekuty krystal, ktery je piezoelektricky
P e stridavym proudem stlacovan a

roztahovan a tak stridave moduluje
doprava a doleva kruhove
polarizovany paprsek

5. Monochromator

10. Lampa
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Laskavé poskytnuto prof. Vorlickovou
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ziti CD spektroskopie

» UrCovani sekundarni struktury biomakromolekul

« Stanoveni pomerného zastoupeni jednotlivych konformaci (o Sroubovice,
B list u proteinu) |

 Sledovani jiz nepatrnych strukturnich zmen

e Strukturni prechody DNA (A, B, Z) a proteinu

* UrCovani teplotni stability

 Sledovani interakce protein — protein, protein-DNA

» Sledovani tercialni struktury proteinu

=]
[

—&— glphsa helix
—8— etz s hest
random coil

1]
[

M
[

[[8]
[

==}

ellipticity per residue x 10 ? ideg-crmidecimole)
i fa
ke ]

e
[

190 210 230 280
wave lkength {nm}

44 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



CD spektroskopie DNA

[ Twist =33°

Twist = 36°

<Twist> = -30°

v 4 ;\_
i o
i o

Rise = 2.56 A Rise =3.38 A @ <Rise>=3.7 A
Roll = 6° Roll = 0° gy <Roll> = 0°
Inclin. = 21° Inclin. = -6.0° ¥ <nclin> = -6.2°
x-Dis.=-45 A x-Dis. =0.23 A <x-Dis.>=30A
P-Tw =-7.5° P-Tw=-4.4° <P-Tw>=-4.4°

https://www.ibp.cz/cs/vyzkum/oddeleni/biofyzika-nukleovych-kyselin/informace-o-oddeleni

Vorlickova, M., Kypr, J. and Sklenar, V.: NUCLEIC ACIDS: (c) SPECTROSCOPIC
METHODS, Encyklopedia of Analytical Science, vol. 6, sec. ed., Elsevier, Oxford,
(2005) 391-399
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Cirkularni dichroismus v analyze opticke Cistoty le

*  Opticka Cistota léCiva (chiralni organické latky) je vyznamnym aspektem sledovanym ve farmacii — predpisy FDA.

« U nékterych I&giv jsou biologicky aktivni i racemické smési enantiomer( (napf. Advil (u nas lbuprofen) — obsahuje oba CD spektrum léciva Warfarin
. - L, L Lo . . L . oo . 5 } (Zdroj: Jasco Applications Book, Circular dichroism and polarimeters)
enantiomery Ibuprofenu), ale u vétsiny znamych chiralnich 1€Civ je biologicky aktivni pouze jeden z jejich enantiomer( - ten, ktery
80 F

je schopny lépe se vazat na aktivni centrum enzymu nebo jiné cilové molekuly. s R -(+)-warfarin

+ K analyze optické Cistoty chiralnich IéCiv se €asto vyuzivaji metody HPLC s pouzitim chiralnich kolon, ale tyto metody jsou drahé 50 é'_(—)':‘mmm "‘
(cena chiralni kolony cca 55 000 K¢&), Casové narocné (délka analyzy cca 60 - 120 min) a vétSinou vyzaduji pouziti velkého
mnozstvi vzorku (100 — 500 mg). Vyhodou metod jako jsou opticka rotacni disperze a cirkularni dichroismus je rychlost analyzy EdeeO] 0

(1 — 10 min) a pouZiti menSiho mnozstvi vzorku (10 - 50 mg).
+ Metoda Cirkularniho dichroismu pro analyzu optické Cistoty léCiva (jeji varianty VCD a ECD) byla proto nedavno zafazena

do Amerického lékopisu - prosinec 2016, USP kapitoly <782> a <1782> a také do Ceského lékopisu — 2017, kapitola 2.2.41 .

-50

-80

» Prikladem chiralnich organickych molekul, u kterych hraje opticka Cistota duleZitou roli v jejich biologické aktivité, a u nichz Ize 510 250 300 350 400

velmi dobfe vyuzit metodu CD, jsou napfiklad tyto latky: Alanin, Thalidomid, lbuprofen, Warfarin, Metamfetamin, Amfetamin, Wavelength [nm]
Pseudoefedrin a Diazepam.
» Zajimavé je, ze u drog jako jsou Metamfetamin, Amfetamin a Pseudoefedrin jsou biologicky aktivni pouze S (-) enantiomery (tedy
levotocivé), zatimco u biologicky aktivnich 1&€iv je tomu vétSinou naopak a zpravidla byvaji biologicky aktivnéjsi R (+) enantiomery
(tedy pravotocive).
* Vyznamnost analyzy optické Cistoty chiralniho |éCiva nam, bohuzel, velmi dobfe dokazuje jeden z nejvétSich farmaceutickych
omyla - pfipad lé¢iva Thalidomid. Lécivo zvané Contergan bylo doporu¢ené a hojné pouzivané proti rannim nevolnostem

u téhotnych Zen. Tento Iék vSak zplsobil smrt mnoha plodu a deformaci pfednich konéetin mnoha narozenych déti. Lécivo totiz .
Vypracovala a laskavé

pfislo na trh (v Némecku v roce 1957) jako racemicka smés dvou enantiomerl a az o mnoho let pozdéji se zjistilo, ze pouze , , .
poskytla Markéta Prochazkova

R-enantiomer ma pozadované lécivé ucinky, zatimco S-enantiomer zpusobuje teratogenni deformace plodu.
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Jak funguje sledovani 3D filmu

* Na platno se promitaji obrazy pro levé a prave oko soucasné
* Na brylich je na skle pro kazdé oko jiny polarizator (je linearni
nebo cirkularni?)

* Slozenim ruznych obrazu pro kazdé oko vznika prostorovy obraz

47 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



Mrknuti v 3D brylich pred zrcadlem

Unpolarized light coming from the eye
is left-handed circular polarized after passing
through the left lens and goes to the mirror

MIRROR

right lens

Rlithences) ey poleded) e
g e T e i Besed
byathesletilensybut

throlghitheughtlens) Unpolarized light

The mirrors changes the circular polarized light from
left-handed to right-handed or vice versa
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Vysledny obraz

49 Fluorescenéni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



TTARS

E&P. 1 § COSDESNLIT
MAY 19

50 Fluorescené&ni metody | C7230 | Ctirad Hofr — LifeB | FGP | NCBR



