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Pouzité zkratky:

ADC
CCD
CyS
DIOC
DNA
FRET
FWHM
GFP
MHCII
NA
NSOM nebo SNOM
OD
PMMA
PMT
PVA
RNA
SBR
SMS
SNR
SPAD, APD
SPCD
TIR

analog-digitalni pfevodnik
¢ip typ soucasti detektoru pro ziskani spekter a zobrazovani
laserova barva
laserova barva 3,3’ Diethyloxakarbocyanin jodid
deoxyribonukleova kyselina
fluorescenéni rezonanéni prenos energie
plné sitky v poloviné maxima
zeleny fluoreskujici protein
vazebny protein pro T-buriky
numericka apertura
Near-field skenovaci opticka mikroskopie
neutralni filtr
polymetyl metakrylat
mikrokanalovym fotonasobi¢em
polyvinyl alkohol
ribonukleova kyselina
pomér signélu k pozadi
spektroskopie jednotlivych molekul
pomér signalu k Sumu
lavinové fotodiody
zafizeni detekujici jednotlivé fotony

totalni odraz



Cil prace
Cilem prace bylo aktivné se podilet na sestaveni a zprovoznéni aparatury pro méfeni

fluorescenc¢nich spekter jednotlivych molekul. Dale provést metodické experimenty, které povedou

k ovéfeni funkénosti aparatury.

Uvod

Soucasny vyvoj ve fluorescen¢ni mikroskopii umoziiuje detekci, zobrazovani a spektroskopii
Jednotlivych molekul za pokojové teploty. Jako diisledek tohoto vyvoje se SMS, spektroskopie
jednotlivych molekul (z anglického Single Molecule Spectroscopy) pfiblizila z oblasti studii
v kryogennich k hranici enviromentalnich podminek. Byly odkryty dynamické vlastnosti biomolekul a
molekularnich motort, které se dosud skryvaly v priméru. V mnoha pfipadech je nyni mozné ziskat
pfimou informaci o distribuci fyzikalnich veli¢in molekuly namisto primérné informace z méfeni velkého
souboru molekul. SMS je dynamicky se rozvijejici odvétvi spektroskopie, které v sou¢asnosti vyznamné

pomohlo na poli vyzkumu napi. DNA transkripce, enzymatickych reakei, proteinové dynamiky a bun&éné

signalizace.'

Teoreticky tivod

Zakladni princip

Pro fluorescenci jednotlivych molekul plati dva zakladni pfedpoklady. V rezonanci s excitaénim
zdrojem musi byt skute¢né pouze jedna molekula. Druhym je dobry pomér signalu k sumu SNR
(z anglického signal to noise ratio).

Pro méfeni za pokojovych teplot je rezonance jedné konkrétni molekuly dosahovéna fokusaci

laserové sondy na maly objem vzorku (1 — 100 pm’ a jesté méné, az k 10 pm® pro metody near-field).
Podstatna je také Cistota pouZitych chemikalii, napt. redestilovana voda a dikladné predisténa zakladni
vlastnosti molekul, velikosti laserové sondy a vybrané techniky studia vzorku. Naptiklad pro kapalny
vzorek dostacuje pfi pokojové teploté a objemu sondy 10 pm®koncentrace vzorku 107'° mol/l, aby se

v rezonanci s laserem vyskytovala pravé jedna molekula. Selekéni proces je zachycen na obrazku 1, kde

fokusovany paprsek laseru selektuje pravé jednu molekulu, ktera emituje fotony, ty nasledné detekujeme.
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Obrazek 1: a) Schéma oblasti fokusu laseru (trojuhelniky). Ve stfedu schématu Jje molekula v rezonanci,
ktera absorbuje foton z laserového paprsku a nasledng foton emituje._
b) Tti-hladinové schéma typické organické molekuly. So—zéakladni singletni stav, S, — prvni excitovany

Cvvr

singlet, T, nejniZzsi tripletni stav nebo jiny ptechodny stav. Pro kazdy elektronovy stav jsou zndzornény
vibraéni prechody. Pumpovani fotony o energii hvpovoleny dipélovy pfechod singlet — singlet. kisc —
rychlostni konstanta nezafivého prechodu S,-T1) k¢ - rychlostni konstanta zafivého prechodu T)- Sp)
Emitovana fluorescence (znazornéna ¢arkované) pochéazi z S, a konéi na rozli¢nych excitaénich vibraénich

hladinach S, nebo na Sy samotné.

Dosazeni pozadovaného SNR vyzaduje nejvyssi mozny signal a soucasné co nejmensi pozadi, Sum
laseru, detektoru a elektroniky. Je tedy zapotiebi maly objem laserové sondy, velky absorpéni priifez
molekuly, vysoka fotostabilita, mala nachylnost k ptechodu do temnych a tripletnich stavii. V neposledni
fadé je nutné méfit s intenzitou laseru, pod hodnotou saturace molekularni absorpce. Pro fluorescenéni
metody se pouzivaji molekuly s co nejvétsim kvantovym vytézkem. Musi byt odstranény nezadouci
fluoreskujici pfimési, minimalizovana velikost stopy laseru kviili redukci Ramanova rozptylu a musi byt

zabranéno Rayleighovu rozptylu na vlnové délce pouzitého laseru.

Velikost signalu v spektroskopii jednotlivych molekul

Pocet fotond emitovanych molekulou za sekundu je mnohem mensi ne pocet fotonl emitovanych
laserem, ale emitované fotony jsou vSeobecné posunuty k vy3§im vlnovym délkam, coz umoziiuje
pfijatelny SNR.

Obrazek 1(b) ukazuje téi-hladinové schéma. Molekula ma povoleny elektron — dipdlovy opticky
prechod singlet — singlet So — S,, vybuzeny zafenim o energii 4#v laseru nebo spektralni lampy (kde % je
Planckova konstanta a v je frekvence zafeni). Obecné& neni nezbytné vybudit systém do nejnizsiho
elektronového excitovaného stavu, dostadujici je i absorpce do blizkych vibra¢nich stavii. Po absorpci
budiciho fotonu excitovana molekula rychle relaxuje emisi z vibraénich modi molekuly (vnitfni
molekulova vibra¢ni relaxace) a fononti na nejnizsi elektronovy excitovany stav. Z tohoto stavu mize byt
fluorescence emitovana v podob¢ fotonu (prerusovana &ara) nebo nasleduje nezafivy prechod na triplet. Po

emisi fotonu se molekula vraci zpé&t do po¢ateéniho stavu vibraéni a fononovou relaxaci.
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Obrazek 1: a) Schéma oblasti fokusu laseru (trojihelniky). Ve sttedu schématu Jje molekula v rezonanci,
ktera absorbuje foton z laserového paprsku a nasledné foton emituje._

b) Tti-hladinové schéma typické organické molekuly. So—zakladni singletni stav, S, — prvni excitovany
singlet, T, nejnizsi tripletni stav nebo jiny ptechodny stav. Pro kazdy elektronovy stav jsou znizornény
vibraéni prechody. Pumpovani fotony o energii hvpovoleny dipdlovy pfechod singlet — singlet. kisc —
rychlostni konstanta nezafivého prechodu S;-T1) k¢ - rychlostni konstanta zafivého prechodu T)- Sp)
Emitovana fluorescence (znazornéna ¢arkované) pochéazi z S, a konéi na rozli¢nych excitaénich vibra¢nich

hladinach S, nebo na Sy samotné.

Dosazeni pozadovaného SNR vyzaduje nejvy$si mozny signal a soucasné co nejmensi pozadi, Sum
laseru, detektoru a elektroniky. Je tedy zapotiebi maly objem laserové sondy, velky absorpéni priifez
molekuly, vysoka fotostabilita, mala nachylnost k ptechodu do temnych a tripletnich stavii. V neposledni
fadé je nutné méfit s intenzitou laseru, pod hodnotou saturace molekularni absorpce. Pro fluorescenéni
metody se pouzivaji molekuly s co nejvétsim kvantovym vytézkem. Musi byt odstranény nezadouci
fluoreskujici pfimési, minimalizovana velikost stopy laseru kviili redukci Ramanova rozptylu a musi byt

zabranéno Rayleighovu rozptylu na vlnové délce pouzitého laseru.

Velikost signalu v spektroskopii jednotlivych molekul

Pocet fotond emitovanych molekulou za sekundu je mnohem mensi ne pocet fotonl emitovanych
laserem, ale emitované fotony jsou vSeobecné posunuty k vys$im vlnovym délkam, coz umoziiuje
pfijatelny SNR.

Obrazek 1(b) ukazuje téi-hladinové schéma. Molekula ma povoleny elektron — dip6lovy opticky
prechod singlet — singlet Sy — S,, vybuzeny zafenim o energii 4v laseru nebo spektralni lampy (kde % je
Planckova konstanta a v je frekvence zafeni). Obecné neni nezbytné vybudit systém do nejnizsiho
elektronového excitovaného stavu, dostadujici je i absorpce do blizkych vibra¢nich stavii. Po absorpci
budiciho fotonu excitovana molekula rychle relaxuje emisi z vibraénich modi molekuly (vnitfni
molekulova vibra¢ni relaxace) a fononti na nejnizsi elektronovy excitovany stav. Z tohoto stavu mize byt
fluorescence emitovana v podob¢ fotonu (pferusovana &ara) nebo nasleduje nezafivy ptechod na triplet. Po

emisi fotonu se molekula vraci zp&t do poéateéniho stavu vibra&ni a fononovou relaxaci.



Relaxaéni nezitivé procesy reprezentuji ztraty energie, v diisledku dehoz Je fluorescenéni pas
posunut viici absorpénimu pasu smérem k Eervené oblasti elektromagnetického spektra. Rozdil vinovych
délek maxima fluorescenéniho a odpovidajiciho absorpéniho pasu je oznacovan jako Stokestiv posun.

Typické fluorofory pouzivané v SMS patii do skupiny laserovych barev, pouzivanych
v biologickém fluorescenénim znaceni (thodaminy, cyaniny, oxaziny atd.)’, aromatické uhlovodiky jako
terrylen nebo perilenové diimidy. Dale také autofluorescenéni geneticky vytvofené proteiny jako napf.
zeleny flourescencni protein GFP (z anglického green fluorescent protein) a dalsi jemu pfibuzné proteiny.
Nekteré proteiny pfirozené fluoreskuji a navic obsahuji mnoho fluorofort Jako kofaktory. Silna
fluorescence byla pozorovana téz pro jednotlivé polovodicové kvantové body’. Tyto emitory jsou nyni
navrhovény pro biologické znageni*. Jejich vyhodou je, Ze maji uzké emisni Cary a jsou rezistentni proti
vysviceni.

Pro ziskani nejvy$$i mozné fluorescence je nezbytna velka pravdépodobnost excitace molekuly a
nejvyssi mozny kvantovy vytézek &r. Pro laserové stopy (focal spots) rovné nebo vétsi difrakénimu limitu
(pfiblizné A/2)’ je rychlostni rezonanéni opticka konstanta piechodu, dana tokem fotonii laseru
(fotony/cm?) a absorp&nim prifezem molekuly op (cm?). Jinak feCeno, pravdépodobnost, ze jedna molekula
absorbuje foton z budiciho laserového paprsku je 6p/A, kde A je plocha prifezu fokusovaného laserového
paprsku. Tedy op miiZe byt interpretovano jako efektivni plocha (jedné molekuly), ktera je schopna
zachytit excitacni foton. Vysoka hodnota o znamend, ze budici fotony jsou efektivné absorbovany a signal
pozadi, z neabsorbovanych fotont je tedy minimalizovan. Obecné vyjadieni pro absorpéni prifez nahodné

orientované molekuly je:
op =2I(A/211)* (. /T,,),

kde % je vinova délka, yr je rychlost spontanni fluorescence a I, je totalni frekvenéni $ika absorpce.
DalSim kli¢ovym parametrem, ktery kontroluje fluorescenci je fluorescenéni kvantovy vytézek @,

ktery je uréen vztahem:

CDF = kraa' /(krad + knonrad) = TF /T

rad >

zjednodusené jde o pravdépodobnost emise fotonu na jednu excitaci. kg Je rychlostni konstanta zafivého

pfechodu (A, Einsteintiv koeficient), Knonaaje suma rychlosti viech nezarivych prechodu jako vnitini

konverze nebo intersystémovy pfechod, 1 je doba Zivota fluorescence a T,.q Je zativa doba zivota.
Fyzikalni jev, ktery limituje rychlost fluorescence molekuly je opticka saturace prechodu.

Se stoupajicim vykonem laseru se emituje vice fotoni za sekundu, az mize dojit k saturaci pt¥echodu.

Nasledné klesd absorpéni priifez a velikost pozadi roste rychleji nez signal. Zavislost absorp&niho prifez

na budici intenzité laseru I vyjadfime timto zpiisobem:

c,=0,"1+1/1,),



kde Is je charakteristicka saturacni intenzita. Ta zavisi na blizsich detailech struktury

energetickych hladin molekuly.
V piipadé€, dvou-hladinového systému, je intenzita, pti niz dojde k saturaci d4na vztahem:

I¢ =hul/2or,).

Z rovnice vyplyva, Ze pokud se rychlost absorpce fotond laseru prilis zvysuje, nestadi molekula dostateéné
rychle klesat do zékladniho stavu a tim pAdem schopnost molekuly absorbovat fotony klesa. Agkoliv
nekteré molekuly vyhovuji dvou-hladinovému schématu, pro vétSinu molekul se 1épe hodi tfi-hladinové
schéma.

Intersystémovy pfechod miZe byt povazovan za model pro situace, které ptivadéji molekulu do
stavu, kdy jiz neabsorbuje ani neemituje fotony. V organickych molekulach je intersystémovy prechod
ISC (z anglického intersystem srossing) pomérné ¢asty. Pokud se vyskytne, prerusi se absorpce i emise na
relativné dlouhou dobu, ktera je rovna dob¢ Zivota tripletniho stavu (=1/k; ). ISC tedy vyvola predCasnou
saturaci emise molekuly a redukci absorpéniho priifezu 6p v porovnani s dvou-hladinovym systémem.® V

pfipadg tfi-hladinového schématu s tripletni hladinou plati pro velikost saturaéni intensity vztah:

5o v [14 G 1k
207, | 1+ ki / 2k, |

kde k1= 1/151 coZ je rychlostni konstanta pfimého poklesu z S, do Sy, kisc je rychlostni konstanta
intersystémového prechodu a kr je totalni pokles rychlosti z nejnizsiho tripletového stavu T, zpét na So.
Tti-hladinovy systém ma niz3i hodnoty saturagni intenzity nez systém dvou-hladinovy. Pravé nizsi
hodnota satura¢ni intenzity limituje pouZitelny vykon laseru.

Na saturaci miizeme pohliZet i ze strany rezonan¢ni emisni rychlosti molekuly R(I) a Sirky

spektralni ¢ary A v(I). Vyfesenim rovnic pro systém se tiemi stavy dostaneme’:

R =R,| s |
1+1/1

Mv(I) = av(O)[L+ (11 1)] ",
kde je maximalni rychlost emise dana vztahem:

— (kZI +kISC)q)F
T 24 (ke k)
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Z uvedenych rovnic vyplyva, Ze zvysujici se vykon laseru linearn& zvySuje rozptyl signalu. Tento nardst
zt€zuje detekci fluorescence molekuly. Nizké hodnoty kisc a vysoké hodnoty krumoziiuji redukci

tripletnich stavii. Témto pozadavkim vyhovuji rigidni planarni aromatické barvy, aromatické uhlovodiky a

jiné dobré fluorofory.

Dal$im faktorem siln¢ limitujicim integrovany signal z Jjedné molekuly je vybéleni
(photobleaching). Vybélovani molekuly je obecny termin pouzivany pro vSechny fotochemické procesy,
které mohou zptisobit zm&nu molekuly. Vyb&lovani tedy zastavi absorpci a/nebo emisi fotont. V praxi, za
pokojové teploty v roztoku se vét§ina molekul vybgli po vyzateni 10°fotond. Obecné maximalni mnozstvi
emitovanych fotonii je dano vztahem, 1/®z. V mnoha pfipadech je vybéleni zplisobeno foto-oxidaci
fluoroforu. Proto je Casto tfeba pracovat v podminkach zabranujicich difuzi kysliku do vzorki (prace v
podminkach vakua®). DileZité je také odstranit kyslik ve vzorku Jiz difundovany. Naptiklad pouzitim

slik vazajicich enzymd’® nebo proplachovanim vzorku inertnim plynem jako argon, dusik.'°
zy

Obecné faktory limitujici spektroskopicka méFeni na virovni jednotlivych molekul.

Pozadi je zpiisobeno fotony dopadajicimi na detektor z Jinych zdrojii nez ze zkoumanych molekul.
Obvykle stoupé s vykonem laseru, zatimco temny signdl ne. Pfes veskerou snahu o minimalizaci pozadi je
jim vétsina SMS fluorescenénich experimentd limitovana

Proto je boj s pozadim jednim z hlavnich tkola experimentalni price v SMS.

Zdrojem mohou byt barevné sklenéné filtry nebo samotny objektiv mikroskopu. Také se mize pfi detekei
fluorescence projevit zbytkova emise z excitaéniho zdroje z Cerveného posunu (Stokestv posun). To muze
byt dilezité, zvlaste kdyz se jedna o diodové lasery a je nutné pouzit vice filtri. Prvni zdroj pozadi miize
byt z fluorescence optickych &4sti experimentalni aparatury, napfiklad k potla¢eni emise na dlouhych
vinovych délkach. Proto je dilezity vybér vysoce kvalitnich komponent. Pozadi, které pochazi ze vzorku
samotncho je daleko t&z3i potlagit. Jsou dva zdroje. Elasticky Rayleighiiv rozptyl vinové délky laseru a
fotony, které jsou posunuty Stokesovym posunem ve vinové délce do spektralni oblasti fluorescence nami
zkoumanych molekul a mohou piekryt fotony emitované z molekuly. Rayleighiiv rozptyl mize byt
potladen pouzitim velmi &istych neposkrabanych substrati a pouzitim interferenénich filtrd.

Dva hlavni zdroje ¢erveného posunu (Stokesova posunu) jsou zbytkova fluorescence z ostatnich
ne¢istot a Ramaniiv rozptyl. Oba zdroje jsou proporciondlni k velikosti osvétlené Gasti vzorku. Piestoze
intensita fluorescence je &asto velmi slab, miliony a biliony molekul ne&istoty a molekularnich
komponent rozpoustédla mohou obzvlast v biologickych vzorcich tvofit silné pozadi, &isté
zkvantitativnich diivodi. Proto je nutné k p¥ipravé vzorki uzivat rozpoustédla velmi vysoké &istoty,
pfipadné redestilovanou vodu.

Fluorescence pozadi naristé se zvysujici se energii excitaénich fotond, a proto lasery s vinovou
délkou emise v modré a blizké UV oblasti spektra zvetSuji problémy s pozadim. Hodnota pozadi je
proporcionélni k velikosti excitovaného objemu. Pro optimalni pomér signalu ku pozadi SBR je tedy
vyhodny tento objem co nejmensi.

Rayleighiiv rozptyl budiciho laseru je nutné u SMS experimentii potlacit filtry. VSeobecné je u SMS

experimentll nutné zmensit Rayleightiv rozptyl co nejvyssim faktorem (obvykle 107-10%) a zaroveri
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propustit Stokesovym posunem ovlivnénou fluorescenci zkoumané molekuly. Pokud je vyzadovano dalsi
potladeni Ramanova rozptylu, transmisni okénko filtru méze byt optimalizovéno k nepropustnosti pro
vSechny silné (Stokesovsky posunuté) Ramanovy &ary. Ale toto nesmi nadmérné oslabit pfijem
fluorescen¢nich fotonii z jednotlivych molekul. Tyto podminky obecné spliiuji nizko-fluorescenéni
sklenéné filtry (napf. od firmy Schott), interferenéni filtry (napf. od firem Chroma a Omega) nebo
relativné drahé holografické filtry (notch filtry od firmy Keiser, AHF analysentechnik.). Spektralni
charakteristika filtri musi mit velké zeSikmeni v transmisnim spektru filtru. Aby filtr propoustél vinovou
délku emise molekuly dostate¢né rychle se vzriistajici intenzitou.

v

Sum
NejCast€jsimi zdroji Sumu jsou predevsim fluktuace vznikajici z Poissonovy distribuce

detekovanych fotont, temny Sum z CCD kamery a naditaci $um.

N detector — \/(N signalshot )2 + (l’l dark )2 + (nread)z

Sum z pouzitého laseru neovliviiuje pomér signalu k pozadi, ale pouze pomér signalu k Sumu. Proto neni

tak kliCovym, jako faktory ovliviiujici SBR.



Pomér signalu k Sumu a signalu z pozadi
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a) Je zde ukazana definice zakladni nenulové hladiny, temného $umu a Grovné pozadi B. Signal

z jednotlivé molekuly je S.

b) 3D obrazek zavislosti fluorescenéniho SNR na vykonu budiciho laseru a velikosti stopy laseru pro

fluorofor s nasledujicimi parametry: A= 532 nm, t = 0,1 s, ®z=0,28, 1:=5,610° W/cm?, 6= 4-10"%cm?, D=
0,072, Cy=2-10%fotont/Wat s, Ne=100 fotoni/s
¢)SNR pro tentyz model fluoroforu zahrnujici kvantovy vytézek vybéleni 10~
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Obrazek 3: Priklad konfigurace filtrii pro SMS. Levy panel ukazuje transmisni spektra 532 nm,

holografického Ramanova notch filtru, 550 nm long pass emission filtru a transmisi dichroického zrcadla.

Pravy panel ukazuje emisni spektrum nilské ¢erven& v metanolovém roztoku a vysledny tvar emisniho

spektra po projiti vSemi tfemi filtry. Pomér integrovanych oblasti ukazuje, Ze skrz filtry proslo 46%

fluorescence sebrané objektivem mikroskopu.



Mnoho aplikaci ve fluorescenénim zobrazovéani potiebuje vysoky pomér signalu ku Sumu SNR (z
anglického signal to noise ratio). Jen malokteré jsou vsak v tomto ohledu tak narocné Jjako SMS pri
pokojovych teplotich. Neékteré detektory maji pocatedni nenulovou hodnotu bez temného Sumu a
jakéhokoliv zdroje fotonii. Je to typické pro CCD detektory (z anglického Charge Coupled Device). Pri
viech kvantitativnich vypoétech by méla byt tato nenulova pocate¢ni hodnota zapodétena. Nad touto
hladinou je jesté signal ztemného Sumu detektoru. MnoZstvi temného $umu linedrné narfista s délkou
doby méfeni. Hodnota pozadi B se objevuje nad temnym $umem Jjak je ukazano na obrazku 2 (a). Pokud se
zdroj pozadi méni bod od bodu, pak primérna hodnota B nebude stejna jako variabilita kontrolni
proménné. Signal z jednotlivé molekuly se objevuje nad sumou pozadi a temného $umu.

Zakladni problém s detekci v SMS by se dal shrnout nasledovné: abychom mohli sledovat signal S
z jednotlivé molekuly, velikost S musime porovnat s fluktuacemi S, B a temného $umu. Kvantitativné tyto
vztahy vyjadfil Basché et al, ktery odvodil nasledujici rovnici pro SNR pro fluorescenéni detekci
jednotlivych molekul." Pfedpoklada, ze limitujici pro um jsou Poissonovské fluktuace signalu molekuly,

signal pozadi a temny Sum,

P
DD, ( %”j(h“)JT
SNR = v

D®,o,PT
Zr%p el +C,PT+N,T
Ahv

b

kde @ je kvantovy vytézek fluoroforu, op je absorpéni prifez, T Je ¢as méfeni detektoru, A je plocha
stopy paprsku, Po/hp je pocet fotonii za sekundu, C, je pozadi piepodtené na wat excitaéniho vykonu a Ny
je temny Sum za sekundu. D je pfistrojové zavisly sbérny faktor, ktery je odvozen z hlového sb&rného
faktoru Fean detekéniho systému (primarné zavisly na numerické apertufe, NA). Optické ztraty jsou
vyjadfeny jako transmisni faktor Foy, transmise filtru Fgy.ra kvantova Géinnost detektoru Na: D= 1gq Fean Fop
Fflltl’-

Dalsi dilezity parametr je SBR, pomér signalu ku pozadi (z anglického signal to background
ratio). Tento parametr je o néco méné diilezity nez SNR. Proto mu nebyla vénovana obdobna pozornost a

jeho definice neni ustélena. Jednou z &asto citovanych definic je:

SBR = (signal molekuly + rozptyl pozadi) / rozptyl pozadi
nebo

SBR = signal molekuly / rozptyl pozadi

SBR i SNR zavisi obecné na parametrech pouZitého experimentalniho usporadani, dale pak na kvalit&
prace se vzorky. SBR je nezavislé na sb&rném &ase. Je to pouze porovnani signalu molekuly s &istotou

vzorku a schopnosti detekéniho systému potlagit pozadi. SNR je urCujici pro rozpoznani signalu



z molekuly v porovnéni s fluktuacemi Sumu, které mohou pfi nizkém SNR vypadat rovnéz jako signal

molekuly. Typické hodnoty SBR pro dobré fluorofory jsou v rozmezi 3—10 a vice.

Technika méreni SMS

Detektory

Detekce fluorescence v SMS vyzaduje zafizeni, které je schopno detekovat jednotlivé fotony
s minimalnim temnym Sumem. Kvili efektu nevratného vybélovani molekuly je zapotiebi pouzit detektor

s vysokou kvantovou u¢innosti.

Detektory s citlivosti na irovni jednotlivych fotoni.

Tyto detektory jsou obecné oznadovany jako single photon counting detectors SPCD.

Drive se fluorescence detekovala nejéastéji mikrokanalovym fotonasobi¢em PMT (z anglického plate
photomultiplier microchannel tube).!" Agkoliv PMT nabizeji adekvatni ¢asové rozliseni k pozorovani
kratkych zableska fluorescence a nizkou hladinu temného Sumu, maj{ malou kvantovou Gginnost pro
viditelné svétlo (méné nez 20%). Pravé tento fakt limituje pouziti PMT v SMS. Plocha detekce je zhruba
Ixlem. Temny Sum je i pti chlazeni okolo 10—~100 cps.

Alternativou je pouziti tak zvanych lavinovych fotodiod (APD — z anglického avalanche
photodiode). APD jsou schopné detekovat udalosti s citlivosti na arovni Jjednotlivych fotonii. Jedna se o
integrované soustavy zahrnujici chlazeni a zabudované zesilovace. Temny Sum je na hodnoté okolo 25
cps.

Jedno-fotonové lavinové fotodiody SPAD (z anglického single photon avalanche photodiode) maji
ve viditeIném oblasti elektromagnetického spektra kvantovou G&innost okolo 60%. V blizké infracervené
oblasti spektra se jejich kvantova aginnost blizi k 95%. SPAD narozdil od PMT vyZaduje jen nizké napéti
(cca 5 V). Detekovany foton je konvertovan na digitalnim TTL vystupu, pfevedeny signal je snadno
zpracovan na pocitaci. Typicka ¢asova odpovéd’ SPAD je srovnatelna s PMT. Fotony mohou byt
detekovany s pfesnosti cca 350 fotonti za sekundu FWHM (pIné 8ifky v poloviné maxima). Nicméné
detektor ma del$i mrtvou dobu coZ limituje rychlost zaznamu. Rychlejsi SPAD jsou dostupné, ale
zvySujici se rychlost je u nich zaplacena nizsi kvantovou G&innosti. Jedin realna nevyhoda SPAD proti
PMT pro pouziti v SMS je mala aktivni oblast detekce (180 pm v priiméru). Tato limitace mize byt
jednoduse ptekondna méfenim v konfokalnim usporadani SMS, piipadné pouzitim uspotradani mé&teni
v tak zvaném ,,blizkém poli*, tedy near field mikroskopii, kde velikost bodu v obrazové roviné mikroskopu
muZe byt nastavena pravé na velikost ¢ipu detektoru. Mala aktivni oblast Je také vyuzivéana jako
konfokélni apertura v aplikacich pro konfokalni zobrazovani. Diky snadnosti pouZiti a vyborné kvantové

ucinnosti se SPAD stal standardnim jedno-fotonovym detektorem pro SMS.
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Dvou-dimenzionalni Fadkové CCD detektory

V sou€asné dobé v disledku technologickych inovaci ziskavaji velkou oblibu CCD detektory.
Naptiklad dusikem chlazena zezadu osvétlena Si CCD kamera, pouzivana pro nékteré aplikace
v astronomii a spektroskopii. Zpétné osvétleni poskytuje vysokou kvantovou t&innost v ervené a IR
spektralni oblasti (okolo 70-80%). Chlazeni tekutym dusikem poskytuje kamefe prostredi pro operace pii
teploté okolo -120°C. Tato teplota byla pe¢livé vybrana pro umoznéni pohybu naboje a snizeni temného
Sumu. Dokonce na hodnotu blizkou 1 elektron/pixel/hod. Hlavni limitace tohoto typu CCD kamer je mala
rychlost vy¢itani €ipu z divodu chlazeni kapalnym dusikem, za kazdy analog-digitalni ptevod ptibude 20
elektrontd k Sumu. Tyto detektory jsou velmi vyhodné, v pfipadech kdy jsou akceptovatelné dlouhé
nacitaci Casy (jako v ptipadé méfeni spekter fluorescence jedné molekuly).2

Dal$im pouzivanym uspofadanim Si CCD kamer jsou kamery se zvySenou citlivosti a rimcovym
posunem, jako napf I-Pentamax. V tomto usporadani jsou fotony nejdiive detekovany multialkalickou
fotokatodou a emitovany elektron je zesilovan v mikrokanalech, které Jsou s fotokatodou spojeny svazkem
vlaken. Vysledna skupina elektronti dopadne na fosforové stinitko, kde opét vznikaji fotony. CCD kamery
osvétlené zptedu prevadéji tyto fotony na elektrony a posléze rychlym ADC pievodnikem prevedou na
digitélni signal. CCD a/nebo fotokatoda mohou byt chlazeny Peltiérovym jevem pro redukci Sumu
ztepelné iontové emise. Primarni vyhodou tohoto usporadéani je multiplikace signalu pfed moznosti vzniku
natitaciho Sumu (tj. kazdy jeden foton bude naéten, snizuje se vyznam Sumu). Proto mohou byt pouzity i
rychlej$i ADC (5 MHz pfevodni rychlost). Maji i mensi ,,mrtvou dobu®, svétlo dopada vzdy jen na
polovinu €ipu a obé poloviny se stiidaji. Limitace tohoto typu kamer je v niz§i kvantové u¢innosti
materialu fotokatody, ve zvySeném Sumu, vznikajicim pfi nasobeni signalu, v nejednotném pt¥ijmu na
riznych kandlech, v moznosti poskozeni detektoru nadbytkem svétla.'®

Dalsi, v sou€asnosti velmi vyuzivany typ CCD kamer, jsou kamery s Cipy osvétlovanymi ze zadni
strany (oznadovanym jako back illuminated CCD, BICCD), kde nejsou jednotlivé pixely stinény
elektrodami, (firmy Micromax, Roper Scientific). Vyhodou je pfedevsim velké zvyseni citlivosti CCD
Cipu a mnohem vy3si stupeii uniformity v citlivosti Jednotlivych pixeld.

CCD Si kamery s ramcovym posunem a se znasobenym vytézkem &ipu jsou dal$im &asto vyuzivanym
typem (Cascade, Roper scientific, iXon, Andor Technology). Cipy v tomto usporadani pracuji z velké &asti
stejné jako normalni CCD, jen posledni fada CCD je propojena s ostatnimi spoji na &ipu. Cisty efekt
vicenasobného pfijmu je az 100 nasobek na &ip pred konverzi. Plng integrovany design je velkou vyhodou

pfed ostatnimi typy, kde se musi jednotlivé &asti opticky propojit.
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Konfigurace mikroskopu

Pro potfeby SMS byly pouzity mnohé tsp&sné mikroskopické techniky véetn& skenovacich metod,
Jako mikroskopie blizkého pole (NSOM z anglického near-field optical microscopy) nebo konfokalni

mikroskopie a wide-field metody jako totaln{ reflexe nebo epifluorescenéni mikroskopie.

Skenovaci metody

Jedna skupina SMS technik zahrnuje ozafovani vzorku nejmensi moznou laserovou stopou
(bodem) a postupné skenovani vzorku. Obraz je konstruovan bod po bodu, a kdyZ je imobilizovana
molekula lokalizovana, mize byt studovéna pfimo pohybem laserové stopy po celé molekule. Protoze
skenovaci metody postradaji schopnost pozorovat mnoho izolovanych jednotlivych molekul paralelng a
tim zabrauji pozorovani pohybu molekul na mikroskopické vzdalenosti v realném Gase, pouziva se mensi
objem osvétleni a tim padem je i mensi pozadi a dochazi k celkovému vylepSeni SNR. Navic detektory
pouzivané pfi skenovacich technikach nabizeji lepsi asové rozliSeni, nez CCD kamery pouZivané pii
pouZiti wide-field mikrokopu. Jejich ¢asova odpovéd’ je limitovana schopnosti vy¢itat CCD ¢&ip. Tedy, pro
experimenty, které vyzaduji maximalni citlivost a Sasové rozlieni Jsou skenovaci SMS metody ziejmé
nejvyhodnéjsi. Dale zminim podrobngji dvé skenovaci metody, konfokalni mikroskopii, ve které je
zdrojem skenovaci stopy difrakéné limitovany laser. Dale NSOM, kde tzv. near-field efekt vytvaii

laserovou stopu men3i nez je difrak&ni limit.

Konfokalni mikroskopie

(@) confocal (b)

e

s e £,

SPAD %

Obrazek 4: Konfokalni mikroskopie

a) schéma experimentalniho usporadani: (O) objektiv, (D) dichroicky filtr, (F) emisni filtry, (A)
konfokalni §térbina, SPAD, kiemikov4 lavinova dioda

b) priklad konfokalniho zobrazeni jednotlivych molekul nilské &ervend v tenké vrstvé PMMA. A= 532 nm,
intenzita laseru 1,1 kW/cm?, zobrazeni 100 na 100 pixelii, odpovida 10 pm x 10 um poli na vzorku, 10 ms
na pixel, celkova doba méfeni 10 s. Fluorescence byla filtrovana 540DLRP dichroickym zrcadlem

(Chroma), ESSOLP emisnim filtrem (Chroma), Raman Super Notch Plus 532 (Kaiser Optical) také emisni
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filtr, zobrazovano pres 75 pm konfokalni §térbinu a detekovano SPCM-AQ-141 SPAD (EG&G). PSF

(point spread function) mikroskopu je lehce prodlouzena ve vertikalnim sméru.

Obrazek 4 a) znazortiuje uspofadani pfi méfeni s konfokalnim mikroskopem. Excitujici laserovy svazek
odrazeny na dichroickém filtru do objektivu mikroskopu je fokusovan do difrakéné limitované stopy do
roviny vzorku. Pramér fokusované laserové stopy je dan predevsim Rayleighovym a Sparowovym
kritériem. Sparowovo kritérium fika, Ze dva body o stejné intenzité mohou byt rozliSeny, pokud intenzita
v bodech mezi témito body je stejna jako v t&chto bodech (jinak feceno gradient profilu sectenych vrchold

intenzit v této oblasti je roven nule).

Je dano vztahem:

dy =0,514/ NA,

kde X je excita¢ni vlnova délka, Tedy pro A=448 nm a NA=1,4 (imersni olej) plati ds=178 nm. Pro vysoce
kvalitni vzdu$ny objektiv, NA=0,9 plati stopa s ds=277 nm. Pokud je rozptyl pozadi zhruba ve stejném
poméru s osvétlenou oblasti, pomaha vysoka NA (numericka apertura) objektivu vylepsit SNR. ZvySuje
signal (sbira vice svétla) a redukuje pozadi.

Emitovana fluorescence spolu s rozptylenym zafenim excitujiciho laseru jsou kolimovany tim
samym mikroskopickym objektivem na dichroicky filtr. Fluorescence je odfiltrovana od rozptyleného
excitaéniho zafeni emisnim filtrem a fokusovana ¢ockami v té€le mikroskopu na kruhovou Stérbinu
lokalizovanou v zobrazovaci roviné mikroskopu. Kruhova $térbina slouzi k prostorové selekci
fluorescence pochazejici z oblasti lezicich mimo oblast zaostieni a vylepSuje axialni rozliSeni. Praveé
vyborné axialni rozliseni je velkou vyhodou konfokalni mikroskopie. Priimér kruhové Stérbiny urcuje
absolutni hloubku konfokalniho rozliseni. Vyhody konfokalnich systéma pomahaji rovnéz v SMS. Je
umoznéna mensi hloubka sondy do matrice s molekulami, coz mimotadné snizuje pozadi. Toto miize byt
velice dilezité v biologickych systémech, kde je nutné minimalizovat autofluorescenci, vychazejici
z oblasti mimo rovinu zaostfeni.

Nejen limitovany pocet jedno-molekulovych emitort, ale i vybér spravné velikosti kruhové
Stérbiny je velmi dilezity. Mensi pramér kruhové Stérbiny poskytuje skvélé axialni rozliSeni avSak na ukor
propustnosti a ur¢itych té€zkosti s prostorovym sefizenim. ZvétSeni mikroskopického objektivu rovnéz
ovlivituje propustnost kruhovou $térbinou, protoze velikost stopy v roviné kruhové $térbiny je jednoduse
primér difrakéné limitované laserové stopy nasobeny zvétSenim objektivu. Pro 60x objektiv mikroskopu,
75 um primér kruhové $térbiny umoziiuje velkou transmisi (>90%), dava dobré axialni rozliSeni
(<200nm) a je snadno nastavitelna jednoduchym 3D mikrometrickym posuvem. Fluorescence prochazejici
kruhovou $térbinou je detekovana detektorem (naptiklad lavinovou diodou SPAD) nebo je po prichodu
monochromatorem zachycena CCD kamerou pro ziskani jedno-molekulového emisniho spektra.

Konfokalni obraz je tvofen skenovanim rastru roviny vzorku laserovou stopou, obvykle poc¢itatem

kontrolovanym piezo-elektrickym systémem. Pro konfokalni SMS je rozliSeni piezo systému lepsi nez
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50nm a piezo skener s uzavienou smy&kou velmi zjednodusuje lokalizaci. Typické konfokalni zobrazeni
Jednotlivych molekul nilské Eerveni ve vrstvé polymetyl metakrylatu (PMMA) je ukazano na obrazku 4
(b). 2D zobrazeni 100 x 100 pixelii, odpovidajici oblasti na vzorku 10 pm x 10 um, bylo ziskavano po
dobu 100 s. Kazdy pixel m&l 10 ms méFici ¢as. Obrazek byl skenovéan horizontalng smérem od horni &ésti

doli. BEhem méfeni byly pozorovany fluktuace intensity a vyb&lovani nékterych molekul.

Near-field skenovaci optickd mikroskopie

(a) NSOM (b)

OF

Obrazek 5: Near-field skenovaci opticka mikroskopie (NSOM nebo SNOM).

a) schéma experimentalniho usporadani: (OF) pokovené optické vlakno, zdroj osvétleni pro NSOM, je
velmi blizko povrchu vzorku, (O) objektiv, (F) filtry, (SPAD) kiemikovy lavinovy detektor.

b) NSOM zobrazeni jednotlivych molekul R6G na kiemikovém povrchu, excitaéni laser na 514 nm. Pole

obrazku 2,6 pm x 2,7 pm, signal v maximu je 250 fotont / 20 ms.'

NSOM je dalsi skenovaci metoda pouzivana v SMS. Obréazek 5 a ukazuje zjednodusené schéma
pro NSOM. Optika near-field se pouziva ke generovani laserové stopy mensi nez Je difrakéni limit,
pomoci otvoru s primérem mensim, nez je vlnova délka svétla a detekovanim svétla, které prochazi skrz
tento maly otvor. Pokud je zafeni, které prochazi timto malym otvorem detekovano v jeho té€sné blizkosti,
velikost detekované laserové stopy bude pod hodnotou vinové délky pouzitého zafeni. Samoziejmé se
vzristajici axialni vzdalenosti od tohoto otvoru, velikost stopy rapidné vzroste, az dosahne difrakéniho
limitu v far-field reZzimu.

Near-field procesy jsou charakteristické nizkou intenzitou a propustnosti svétla skrz malé otvory.
V pocatecnich pokusech k vytvoteni relativné efektivniho otvoru pro optické vinové délky byla zahfivana
anatahovana jedno-modova opticka vlakna, dokud nepraskla, ¢imz byl ziskan hrot mnohem mensi, nez
bylo pivodni optické vlakno." Vlakno je pak potazeno na stranach tenkou vrstvou kovu (napft. Al), ¢imz
se vytvoril svétlovod s malym otvorem na konci (70nm v priméru). Dalsi zlepSeni a nové napady

nisledovaly.'® Pouziti skenovacich technologii, vyvinutych pro sondovaci techniky, jako napf. AFM
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50nm a piezo skener s uzavienou smyckou velmi zjednodusuje lokalizaci. Typické konfokalni zobrazeni
jednotlivych molekul nilské ¢erveni ve vrstvé polymetyl metakrylatu (PMMA) je ukazano na obrazku 4
(b). 2D zobrazeni 100 x 100 pixelii, odpovidajici oblasti na vzorku 10 pm x 10 pm, bylo ziskavano po
dobu 100 s. Kazdy pixel mél 10 ms méfici ¢as. Obrazek byl skenovan horizontalné smérem od horni &asti

doli. Béhem méteni byly pozorovany fluktuace intensity a vyb&lovani nékterych molekul.
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Obrazek 5: Near-field skenovaci opticka mikroskopie (NSOM nebo SNOM).

a) schéma experimentélniho usporadani: (OF) pokovené optické vlakno, zdroj osvétleni pro NSOM, je
velmi blizko povrchu vzorku, (O) objektiv, (F) filtry, (SPAD) kiemikovy lavinovy detektor.

b) NSOM zobrazeni jednotlivych molekul R6G na kiemikovém povrchu, excitaéni laser na 514 nm. Pole

obrazku 2,6 pm x 2,7 um, signal v maximu je 250 fotond / 20 ms."

NSOM je dalsi skenovaci metoda pouzivana v SMS. Obrazek 5 a ukazuje zjednodugené schéma
pro NSOM. Optika near-field se pouziva ke generovani laserové stopy mensi nez je difrakéni limit,
pomoci otvoru s primérem mensim, neZ je vinova délka svétla a detekovanim svétla, které prochazi skrz
tento maly otvor. Pokud je zafeni, které prochazi timto malym otvorem detekovano v jeho t&sné blizkosti,
velikost detekované laserové stopy bude pod hodnotou vinové délky pouzitého zafeni. Samoziejmé se
vzrustajici axialni vzdalenosti od tohoto otvoru, velikost stopy rapidné vzroste, az dosahne difrak&niho
limitu v far-field rezimu.

Near-field procesy jsou charakteristické nizkou intenzitou a propustnosti svétla skrz malé otvory.
V pocatecnich pokusech k vytvofeni relativné efektivniho otvoru pro optické vinové délky byla zahiivana
a natahovana jedno-modova opticka vlakna, dokud nepraskla, ¢imz byl ziskdn hrot mnohem mensi, nez
bylo piivodni optické vldkno." Vldkno je pak potazeno na stranach tenkou vrstvou kovu (napf. Al), &imz
se vytvoril svétlovod s malym otvorem na konci (70nm v priméru). Dalsi zlepSeni a nové napady

nasledovaly.'® Pouziti skenovacich technologii, vyvinutych pro sondovaci techniky, jako napt. AFM
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(mikroskopie vyuZivajici atomarnich sil), mize byt vlakno drzeno ve vzdalenosti pfiblizné 5 nm od
povrchu a skenovat. Pro§lé svétlo a fluorescence mohou pak byt sebrany tradi¢ni optikou a signal je
detekovan jedno-tasticovym detektorem, napt. v konfokalnim mikroskopu.

Mezi primérni vyhody NSOM patfi:redukovany objem vzorku, na ktery dopada redukovana
laserova stopa, generujici malé pozadi. Dale okamzit4 informace o orientaci. Také fakt, Ze monitorovani
pozice skenovacim vldknem dava topografickou informaci soucasné s fluorescenénim zobrazenim.
Nicmén€ NSOM ma mnoho limitaci. Vytazena vlakna jsou velmi kiehka a nachylna k rozbiti. Nejvice to
ziejmé hrozi u vzorki s hrubym a ¢lenitym povrchem. Vhodné jsou tedy spiSe vzorky s plochym
povrchem. Je mozné zobrazit molekuly i dale od povrchu, ale near-field efekt rychle mizi ve sméru osy z.
Tento fakt zabrafiuje pouziti NSOM v mnoha biologickych systémech, napt. v zivych bunkach. V designu
sondy byla ud€lana mnoha vylep3eni, presto je obtizné trvale vyrabét vldkna se stejnou velikosti otvoru.
Jako potenciondlni feseni pro nékteré problémy NSOM by se mohla ukazat vhodna nova technika. Ta
pouziva ultratenky hrot jako anténu k lokalizaci excitaéni oblasti. Zatim se tato technika jevi jako velmi
vhodna pro SMS studie.!”

Obrazek 5(b) ukazuje typické NSOM zobrazeni R6G molekul na krycim skli¢ku, v poli o velikosti
2,6 pm x 2,7 pm."® Primér jasnych stop na obrazku je zavisly na rozligeni mikroskopu, ukazuje bo¢ni
rozliSeni lehce za difrakénim limitem, coz byla v tomto pripadé dari za ziskani vétsiho signalu z molekul.
V oblasti ohranicené bilym rame¢kem je dvoulalo&nata struktura napravo zobrazenim molekuly o&ekavané
vzhledem k polarizaénimu efektu.” Molekula nalevo v rime&ku se vybélila v poloviné ¢asu potifebného k
zaznamenani obrazku molekul. Sipka ukazuje ¢asovou posloupnost a odlisny smér, pouzity ke sbéru
fluorescen¢ni doby Zivota jako funkce pozice. To ukazuje velké zmény doby Zivota excitovaného stavu,

ktera se objevuje pii interakci mezi kovovym hrotem a molekulou.'®

Metody wide-field

Ziejmé nejjednodussi metodou k méfeni fluorescence jednotlivych molekul je wide-field
mikroskopie. Jak jiz ndzev napovida, laser nebo lampa jsou pouZity k osvétleni oblasti o priméru mnoho
mikrond, podobné jako v oby&ejném svételném mikroskopu. Opét je nutné pouzit vhodné filtry
k odstranéni excitaéniho svétla a zachovani emise molekuly. Fluorescence molekul je ptivadéna na 2D
fadkovy detektor, obvykle CCD. Mé&feni SMS timto zpiisobem ma dvé hlavni piednosti. Soucasné mize
byt pozorovano nékolik individualnich chromoforti a mohou byt monitorovany témér ve video rezimu.
Umoziiuje tedy sledovani pohybu molekul v realném &ase. Primarni omezeni Je zpusobeno tim, ze
maximaln{ naéitaci rychlost CCD kamer je mnohem mensi nez pro Jedno-fotonové detektory. Ale pro
experimenty vyzadujici maximalni Casové rozliseni na Grovni 50 ms se wide-field SMS stala popularni a
velmi uzite¢nou technikou.

PiestoZe je velka oblast vzorku zobrazovéana do roviny detektoru, je prostorové rozliSeni pfi
pouziti kvalitnich objektivi limitovano difrakénim limitem. Takze pfi pouziti optiky s velkou NA jsou
Jednotlivé molekuly zobrazeny na CCD jako malé tecky s primérem 300 nm. Nicméné pti dobrém SNR je
moZzné zlepsit lokaci téchto bodii pod difrakéni limit. Presnost, s jakou Jsme schopni uréit pozici molekuly

Je zavisla na velikosti pixelu a na zvétseni mikroskopu. Prikladem miize byt kamera s pixely 15pum x



15

15pm, ptipojena k mikroskopu s objektivem 100x a Go¢kou pro roztaZeni paprsku 5x (celkové zvétseni
mikroskopu 500x). Pak wide-field systém zobrazi molekulu jako obrazec s pramérem 10 pixeld,
s intenzitou o Gaussovském profilu. Stred obrazce Je snadno zjistitelny na hodnotu nejblizsiho pixelu nebo
30 nm jako v tomto pfipadé. Diky tomu je tato technika vhodna napf. ke studiu difuze a podobnych
procesi. S uspokojivym SNR a fitovanim osvétlenych pixelii do Gaussova profilu Je mozné lokalizovat
stfed na vzdalenost mensi, neZ je vzdalenost nejblizsiho pixelu. Je mozné zlepsit prostorové rozlisen,
napf. pro dvé molekuly blizko sebe, pouzitim odli$nych barev pro rizné intenzity zobrazeni. Dale
rozprostfenim zobrazeni na v&t3i pocet pixelii CCD nebo pouZitim CCD s mensi velikosti pixel, vetsi
plochou ¢ipu, vétsim zvétsenim. Témto krokim viak zabrafiuje mnoho faktori. Vybélovani Jjednotlivych
molekul limituje pocet detekovanych fotond, pii¢emZ pro dobré SNR je nutny ur¢ity pocet fotonii na pixel
za dany integraéni ¢as. Dal$im faktorem Je typicky nagitaci Sum pro CCD kamery, ktery limituje zptsob,
kterym se mohou fotony rozprostiit na pixely. Také rychlost CCD kamery klesa s mnozstvim pixeli ve
Ctecim ramci, je proto velmi dilezité spravné Vyvazit prostorové a ¢asové rozlieni. Parametry udané
v této Casti textu jsou udané pro moderni CCD se zvySenou intenzitou. Ta ddva pomé&rné dobry SNR pro
vykonné jedno-molekulové fluorofory jako Rhodamin 6G (R6G), s 50 ms integranim ¢asem.

Existuji dvé nejrozsitenéjsi wide-field techniky SMS zobrazovani. Jedna se o epifluorescenci a

totaln{ reflexi TIR (z anglického total internal reflection).

Epifluorescence

Obrazek 6: Epifluorescenéni mikroskop

a) Schéma experimentélniho uspofadani: (O) objektiv, (D) dichroické zrcadlo, ( F)filtry, (CCD) 2D
fadkovy detektor,

b) Transmisni zobrazeni jednotlivé CHO builky v bilém svétle, jednotlivé organely v burice jsou slabg&
viditelné

¢) Epifluorescenéni zobrazeni t¢ samé buriky, integra¢ni ¢as 100 ms. Ukazuje emisi z jednotlivych Cy5-

znaéenych MHCII komplexd. Intenzita laseru 5 kW/cm? v roving vzorku, vysila zafeni o 633 nm.
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Epifluorescence byla sbirana s 100nasobnym zvétsenim, 1,3 NA, olejovy imersni objektiv, (CFI
PlanFluor, Nikon, Burlingame, CA). Zobrazeni skrz 645 nm dichroické zrcadlo a 670 nm band-pass filtr
(Omega Optical Inc., Brattleboro, VT) na zintensivnéné CCD kamefe s posunem ramce (I-Pentamax,

Roper Scientific, Trenton, NJ). SBR bylo 1,6. Primé&my SM signal bez pozadi byl 75177 pulzi.®

Epifluorescenéni SMS mikroskop mize byt jednoduse sestrojen z bézné€ dostupnych komeré&nich
mikroskopii. Tato metoda je jiz dlouho a tspé$né pouzivana v biologii. Poprvé byla pti pokojovych
teplotach pouzita pro studium biomolekularnich motori.?!

Obrazek 6 ukazuje zjednodusené schéma epifluorescenéniho mikroskopu pro SMS. Pro osvétleni
oblasti o velikosti nékolika mikrond v priméru je nutné pouzit paprsek, ktery neni kolimovan. Jednoducha
metoda, jak vytvofit laserovou stopu pozadované velikosti, je fokusovat paprsek na zpétny otvor objektivu
mikroskopu. Toho se nejsnaze dosahne pouzitim &o&ky s dostateéné dlouhou fokalni délkou, aby mohla
byt namontovana vn& mikroskopu. Typicka fokalni délka Je okolo 0,5 m. Vstupni laserovy paprsek je pak
odrazen skrz objektiv mikroskopu na dichroicky filtr. Objektiv by mél mit nejvétsi dostupné zvétseni. Pro
vSechny SMS experimenty je NA klicovym parametrem.

NA=n-sina, kde n je index lomu media mezi vzorkem a objektivem a o Jje maximalni sbérny thel
objektivu. Pro maximalni mnoZstvi detekovaného svétla by méla byt NA co nejvétsi. Obvykle je to
splnéno pouzitim objektivu designovaného pro imerzi s vysokym indexem lomu. Pro vétsinu SMS
experimenti se pouzivaji objektivy s olejovou imerzi (n=1,51), tyto objektivy maji NA okolo 1,4. Pro
zobrazovani v nékterych biologickych prostiedich je vhodny objektiv pro vodni imerzi (n=1,33), obvykla
NA 1,2. To méni nékteré svétlosbérné schopnosti, které vylepSuji kvalitu obrazu. Nicméné pro SMS jsou
stale preferované objektivy s olejovou imerzi. Pfirozené pouzity olej nesmi sam fluoreskovat, ani
obsahovat fluoreskujici komponenty ¢i znegisténi. Ploché pole objektivu ma velky vyznam pro wide-field
zobrazovaci experimenty. Zv1a§t€ pokud nam jde o kvantifikaci vzdalenosti na vysledném zobrazeni.
Objektivy mikroskopti ,,PlanApo* jsou designované pro velkou plochost pole a barevnou korekci a mély
by byt pouzivany pro veskeré wide-field zobrazovani. Pro zobrazovani na kratkych vlnovych délkach je
také nutné vybrat objektiv s velmi nizkou fluorescenci. Emise fluorescence Je sbirdna zpétné ptes ten samy
objektiv a déle jde na dichroicky filtr. Zbytkové excitadni zareni Je redukovano vhodnou sestavou long
pass filtrii a/nebo notch filtrii. Svétlo je dale fokusovano skrz ¢ocky tubusu mikroskopu na CCD kameru.
Pokud je vyzadované dodate¢né zvétseni jsou komeréné snadno dostupné systémy Cocek s zvétsenim 2x az
8x.

Jedna z aplikaci wide-field SMS je studium pohybu kritickych struktur v membrané jednotlivych
bungk.” Jedno-molekulové znagky jsou preferovany pted vicenasobnymi znackami, &i velkymi kuli¢kami,
kviilli zabranéni naruseni nativnich struktur. Zminim zde jeden soucasny tspéch, jedna se o vyzkum difuze
jedno-transmembranového proteinu, zabudovaného do zivé buriky.** MHCII (Major Histocompatibility of
Type II) je nezbytny vazebny protein pro
T-bunétné rozpoznavani. Studie byla zaméfena na zpiisob, jakym se tyto dilezité proteiny pohybuji
v bunééné membrané. Buiiky vaje¢nikii dinského kiecka (CHO) byly vybrany pro svou dobrou ptilnavost

k sklenénym krycim skli¢kiim, a protoze opaéna strana (k p¥ilnavému povrchu) je extrémné plocha.



17

Obrazek 6. ukazuje zobrazeni CHO bunék pod bilym svétlem. Rohy obdéInikovitych bungk jsou zde jasné
viditelné. Pro zna¢eni MHCII proteint Setrnou metodou byl vybran kratky polypeptid, ktery se siln& vaze
k MHCII, byl znacen molekulami barvy CyS5. Buiiky pak byla exponovéany témto polypeptidim. Nasledné
doslo k navazani MHCII struktury v membrané. Obrazek 6. ukazuje epifluorescenéni zobrazeni znaéenych
bunék. Viditelné jsou pouze barevné znacky na povrchu vzdalenéjsim od skla. Je to kvili hloubce pole
epifluorescen¢nich mikroskopti 300-500 nm a faktu, Ze buriky CHO jsou nékolik mikrona silné. Autofi

byli schopni monitorovat difuzi MHCII proteinu sledovanim pozice Cy5 barvy s 100 ms integraénim

Casem.

Totalni reflexe

(a) TIR-prism

Obrazek 7: Mikroskopie totalni reflexe na hranolu.

a) Schéma experimentélniho uspotadani: (P) hranol, (O) objektiv, (F) filtry, (CCD) 2D tadkovy detektor,
hvézdickou je oznacena emitujici molekula.

b) Zobrazeni fluorescencni emise z oblasti o velikosti 2,4 um x 2,4 um jednotlivych molekul mutanta GFP
T203Y, imobilizovaného v PAA na TIR mikroskopu. Podminky: pH=7, expozi¢ni doba 100 ms, vykon
laseru 2 kW/cm2, vinova délka excitaéniho svétla je 488 nm. Fluorescence byla zobrazovana na Nikon
Diaphot 200 invertovaném mikroskopu, 100x, 1,4 NA PlanApo olejovy imersni objektiv skrz 515EFLP
long-pass filtr nebo 535DF55 band-pass filtr (Omega Optical), na CCD kamete s zvy$enou intenzitou a

posunem Cteciho ramce (Princeton Instruments I-Pentamax).

TIR (Total Internal Reflection) mikroskopie je pouzivana rovnéZ pro pozorovani jednotlivych
molekul, jedna se o techniku s velkou citlivosti. TIR experimenty vyuZivaji exponencialniho poklesu
evanescentniho pole generovaného TIR na hranici vysokého a nizkého indexu lomu. Obvykle na rozhrani

sklenéného €i kiemenného kryciho skli¢ka a vzduchu nebo vody. Pro thel dopadu méteny od kolmice
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I(z)=TI)0)exp(—y/d), kde 1(0) je intenzita na rozhrani a exponencialni pokles vzdalenosti d
je:

d= ﬁ (n, sin® @ —n)™""?, kde Lo je vinova délka excita¢niho svétla ve vakuu, n, a n, jsou

indexy lomu skla/kfemene a vzduchu/vody (v stejném pofadi). Uhlové zavisly pokles d je typicky okolo

150 nm pro zelené excitacni svétlo. Mala velikost tohoto parametru ukazuje, Ze budici excitace zasahuje
jen na kratkou vzdalenost do media s nizkym indexem lomu. Primarni vyhodou TIR mikroskopie tedy je,
ze budou excitovany pouze fluorofory, které jsou dostate¢né blizko povrchu kryciho skla. Objem vzorku,
ktery miize produkovat rusivé pozadi je tedy redukovan. Pfestoze jsou TIR metody v biologii pouzivany

jiz delsi dobu,*** v SMS se objevuji az v souéasnosti.?'-*

TIR mikroskop miZe byt zrealizovany spojenim kryciho skli¢ka a hranolu pomoci kapaliny
s vhodnym indexem lomu (pro sklo n=1,51). Paprsek laseru mize pak jednoduse vstupovat do hranolu pod
kritickym uhlem, aby dosahl TIR . Mikroskop pak muze snadno zviditelnit fluorescenci z evanescentni
viny na povrchu rozhrani.

Obrazek 7 (a) ukazuje schématicky nakres nastaveni hranolu pro TIR, upraveny pro zobrazeni
jednotlivych barvi¢ek® a jednotlivych kopii GFP v PAA (polyakrylamid) gelové matrici (kvili zabranéni
Brownova pohybu).>*”? Pro tento experiment bylo osvétleni zavedeno evanescentni vlnou, generovanou
TIR linedrn¢ polarizovaného laseru na rozhrani mezi kfemennym krycim skli¢kem a vzorku. Spravny thel

dopadu pro toto rozhrani byl ziskan pouzitim trojuhelnikového kiemenného hranolu a vrstvou glycerolu.

Kfemenny hranol byl pouzit misto sklenéného kvili

minimalizaci autofluorescence a pozadi. Typicka excitaéni intenzita byla fadové 1 kW/cm?, vzdalenost
molekul od rozhrani nebyla kontrolovana, takze absolutni intenzita od kazdé molekuly se miize ménit
s faktorem 2 i vice. Obrazek 7(b) ukazuje 3D graf fluorescence GFP jako funkci 2D pozice v roviné

mikroskopu. Tento typ grafu je prakticky prozobrazeniSMS dat.

(a) TIR-thru (b)
objective

Obrazek 8: Mikroskopie s vyuzitim objektivu pro totalni odraz.

a)Schéma experimentalniho uspofadani: (O) objektiv, (D) dichroicky filtr, (F) filtry, (CCD) 2D fadkovy
detektor.

b)Ptiklad zobrazeni R6G v PMMA, méfitko 10 um, intenzita 0,56 kW/cm2, vlnova délka 532 nm. Tento
obrazek byl ziskan na TE300 invertovaném mikroskopu (NIKON), zvétseni 60x, NA=1,4, objektiv
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s olejovou imersi, 545LP dichroicky filtr, HQ525/50 emisni filtr (Chroma, Brattleboro, VT), CCD kamera

s zvySenou citlivosti a posunem ramce, integraéni ¢as 100ms (Princetin Instruments I-Pentamax.®

TIR mize rovnéz vznikat v objektivu s vysokou NA, jak je ukazano na obrazku 8 (a). Jako u
epifluorescencniho mikroskopu paprsek laseru nenf kolimovan. Dokonce mohou byt pro obé& techniky
pouzity stejné optické soudasti. Rozdil Je jen v pfidani jednoho zrcadla, Jjehoz nastavenim mizeme
»pfepinat mikroskop mezi ob&ma nastavenimi. Na obrazku 8 (b) vidime zobrazeni Jjednotlivych
molekulR6G v PMMA matrici.

Hlavnim pfinosem TIR je redukce pozadi, které vznika kviili tlouStce vzorku a mensi vykon, ktery je
zapotrebi k osvétleni vzorki. Dosah TIR Je omezen na oblasti, které jsou od kryciho skla vzdaleny do cca
150 nm.

Metody tésné souvisejici se spektroskopii jednotlivych molekul

Moznost pozorovat jednotlivé &leny rozsahlé populace demonstrovala heterogenitu vyskytujici se
i mezi jednotlivymi individui v méfenych matricich. SMS ukazala, ze molekuly jsou spektralné citlivé na
své bezprostiedni okoli a tato citlivost by méla byt studovana pro ziskani lepSiho vhledu na mnohotvarnost
procesi. Byly vyvinuty mnohé techniky pro pozorovani riiznych fyzikalnich parametr, Jjako je orientace
molekuly, makromolekularni konformagni zmeény, procesy spjaté s pienosem energie a lepsi vhled do
fyziky fluorescence jako takové. Zakladni téma Je ziskani nejvétsiho mozného mnozstvi informace
z emitovanych fotoni. Jako napt. polarizace, vinova délka, fluorescenéni spektrum, doba Zivota stavi atd.
Napf. pro studium diftiznich efekti Je nutné zjistit ptesnou polohu molekuly a sledovat ji v Sase, nasledné

data analyzovat z pohledu Brownova pohybu.?

Polariza¢ni mikroskopie

{b)

e 1]
B r— »«.z:am.snamnge
0 | 7\\ {degrees

’Ks\m

| j G 30 209 M0 €02
4 ] b 30 Flugrescence Intensity ¢a.u)
Time (s}

Obrazek 9: Ptiklad pouZiti polariza&ni modulagni mikroskopie k zjisténi plosné orientace pfechodu
dipdlového momentu jednotlivého fluoroforu na Jjednom polymerovém fetézci.

a) Fluorescenéni emise sx a y polarizovanym buzenim v zavislosti na &ase. Ilustruje ndm neustale se
ménici rovinny dip6lovy thel.

b) Trajektorie rovinného dipSlového iihlu intenzity fluorescence stejné molekuly. Ukazuje rozsah ahli

dipolu. Prazdné étverce koresponduji s prvni polovinou trajektorie a pIné kruhy s druhou.
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Navzdory faktu, ze (difrakéné limitované) rozligeni optickych metod je v fadech stovek nanometr,
extrémni citlivost SMS na zmény v lokélni orientaci umoziiuje zkoumat Jjevy na molekuldrni Grovni.

V tomto ohledu je velmi silnou technikou polarizaéni mikroskopie, kterd umoziuje ur¢it Ghlovou orientaci
molekuly. Ve vétsing pfipadi jsou absorpéni a emisni dipoly fluoreskujicich molekul paralelni. Jednou

z cest jak ziskat informace o orientaci je polarizovana excitace PM (z anglického Polarization
Modulation).

Excitace molekulového pfechodu je zavisla na uhlové orientaci excitaéniho vektoru elektrického
pole E (polarizace) a molekularniho ptechodového dipélu p. Pravdépodobnost excitace mizeme vyjadkit
|u-E 2. Pro Jednotlivé molekuly, kde je pouze jeden prechodovy dipdl, takze pro ni predpokladame
diskrétni polariza¢ni anizotropii fluorescence. Pokud je molekula staticka nebo rotuje pomalu s ohledem
na integracni ¢as, miZzeme pozorovat zavislost cos? fluorescenéniho signalu, jak polarizace excitaéniho
laserového paprsku rotuje s ohledem na p. Podobna pravidla plati i pro emisni polarizaci. ProtoZe emise
molekuly méa podobu dipélové emise, umoziiuje nAm detekce emise ve dvou ortogonalnich polariza¢nich
kandlech ziskat informaci o orientaci molekuly.

Modulace excitaéni polarizace miize byt snadno zabudovana do konfokalniho nebo wide-field
mikroskopu, pouZitim elektro-optickych modulétorii pro rotaci polarizace linearné polarizovaného
laserového paprsku. Konfokalni PM geometrie je pouzivana pro méfeni reorientace laserovych barev
v polymerovych vrstvach* a rotace molekul barviv spojenych s molekulami DNA ve vodnim prostredi.
Wide-field experimenty se pouzivaji pro pozorovani molekulovych motort v realném ase. Napt. rotace
F1-ATPazy nebo studie zabyvajici se rotaéni flexibilitou jednotlivych proteinii kinesinovych motort, co¥
Je brano jako funkce stavii nukleotidti. Timto zptisobem byl navrzen novy pohled na pohybovy
mechanismus tohoto dillezitého proteinu.?'2

Ukazkou pouziti PM pro ziskani informace o orientaci z Jjednotlivé molekuly je epifluorescen&ni
experiment. obr. X. ukazuje vysledky ze studie znaeného polybutadienového fetézce v PMMA
substratu.”® K buzeni polarizace bylo elektro-opticky pfesmykovano mezi ortogonalng kolmymi sméry
v rovin€ vzorku, oznaéenymi x, y. Emitovana fluorescence byla sbirana pres potiebné filtry obvyklym
zpiisobem. Na kazdou polarizaci byl sebran 100 ms zdznam Jjednotlivych molekul. Po skonéeni
experimentu byla sebrana trajektorie kazdé molekuly. Data typické molekuly ukazany na obrazku 9 (a).
Pomér mezi dvéma emisnimi signély se jasné méni podle rotace molekuly, az do vybéleni molekuly (22 s).
Obrazek 9 (b) ukazuje jednu z cest zobrazeni dat jako polarni graf rovinnych thlé, radialnich soufadnic
pro ziskani totalni intenzity molekuly odhadované dle vztahu (X>+Y?)'2, Dynamicky charakter takovychto
tras se meéni molekulu od molekuly, v disledku skryté heterogenity v amorfnim materialu.

Alternativni cesta k ziskani polarizaéni informace zahrnuje buzeni cirkularné polarizovanym
svétlem a rozdéleni emise ve dvou ortogonalnich smérech A a B.** 1.V tomto piipadé je fluorescenéni
polarizace ¢asto pocitina pomoci vztahu (Ix-Is)/(Is+15). Pokud molekula rotuje rychle, emise nebude
polarizovana a hodnoty P se budou shlukovat kolem nuly. V ptipadé pomalé rotace se vyskytuji odchylky

P od nuly. Propojeni PM a rozli$eni emise miize poskytnout dal$i informace Jjako prostorovy uhel
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kovalentné vazaného fluoroforu.” Diky geometrii TIR a NSOM mohou vznikat komplikované polariza¢ni
efekty, vyuZitelné k ziskani informace o orientaci molekuly. V pfipadé TIR, p-polarizovany laser
produkuje evanescentni polarizované svétlo v obou transverzalnich i axialnim sméru. Geometrie TIR je
vyuzivana pro zobrazeni dip6lové orientace emise jednotlivych molekul,*® Sféricky Z-efekt zpiisobuje, ze
se emise molekuly u tohoto zplisobu zobrazovani zda lehce rozostiena ve sméru osy Z. Lokalni elektricka
pole se méni neuspotadané v rozmezi apertury vlakna sondy NSOM podle efektu blizkého pole.’” Velikost
apertury je vétSinez jednotlivé molekuly a molekula interaguje s rozdilnymi lok4lnimi elektrickymi poli
behem skenovani optickym vliknem. Detekovana mapa fluorescencni intenzity pak ukazuje, jak molekuly
interaguji s komplexnimi poli. To miize byt pouzito k zjisténi orientace molekuly. Ostatni metody
zjist'ujici orientaci molekuly zahrnuji prstencovité osvétleni*® a sou¢asné rozlideni emise ve tfech

polarizovanych smérech.”

Spektralni disperze emise
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Obrazek 10: Fluorescen¢ni spektrum molekuly Dilcs na vrstvé PMMA, ziskané na miizkovém
spektrofotometru s dusikem chlazenou CCD kamerou. Excitagni intenzita 1,5 kW/cm? pfi 532 nm. Na
vrchnim a prostfednim panelu je spektrum z odlisnych molekul (integraéni &as 30 s). Spodni panel — Siroké

spektrum (z mnoha molekul, integraéni as 1 s, silné zeslabeny laser)

Dfive zminéné metody detekce SMS zahrnuji méfeni totalniho mnoZstvi fotont na Siroko-
pasmovém detektoru, nejcastéji CCD nebo SPAD, méfeni Gervené posunuté totalni fluorescence jako
funkce ¢asu. Je také mozné ziskat spektralni informaci o SMS pomoci specialng upraveného skenovaciho
mikroskopu. Jedno-¢asticovy detektor miize byt nahrazen spektrometrem s mtizkou pro spektralni
disperzi, ktera je snimana CCD kamerou, umisténou za $térbinu. Kazdy vertikalni prouzek sloupec CCD
¢ipu miiZe byt seCten a vytvofit ,,superpixel®, ktery reprezentuje jednu vinovou délku. Vy&tenim informace
z¢ipu pak dostaneme kompletni spektralni informaci. Je dobré si uvédomit, ze emisni spektrum z jedné
molekuly mé zékonité horsi SNR nez vinové integrovany signdl, protoZe stejny pocet fotoni je nyni

rozlozen na mnoho superpixeld, které se chovaji jako individualni detektory. Opticka disperze indukuje
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dalsi optické ztraty v mikroskopickém systému. Z tohoto diivodu se miizkové spektrometry s vysokym
rozliSenim pftili§ nepouzivaji.

Prvotni jedno-molekulova spektra byla ziskana na pevnych latkach pii nizkych teplotach.* Tento
typ spekter je ekvivalentni Ramanovskym spektriim a pozice ¢ar ukazuje Ramanovy aktivni mody
zékladniho elektronového stavu. Primarni ptinos prace pii nizkych teplotach je, ze $ifky ¢ar jsou extrémné
0zké a je velmi snadné vidét malé zmény v pozici maxim. I velmi slabé ¢ary jsou detekovany, protoze
fotony z jednotlivé molekuly jsou koncentrovany na maly pocet pixelii. Spektra byla métena pro
jednotlivé molekuly zabudované v fad¢ krystalickych a polymerovych matric. Data o poloze maxim se
lisily, v zavislosti na prostiedi molekuly.

Emisni spektra jsou také méfena pti pokojovych teplotach. Byly ziskany podobné efekty jako pti
nizkych teplotach, spektralni difize, heterogenita v maximech fluorescence pro riizné molekuly*' a pro
podlouhlé molekuly chromoford na jedno-molekulovych fetézcich polymeri.** Primarni potizi pfi méfeni
spekter za pokojové teploty je, ze Sitka maxim je pomérné velka. Obvykle kolem 75 nm a vice. Soucasné
studie® zkoumaji zmény indukované lokalnimi charakteristikami tenkych polymerovych filmi sbérem
spektralnich dat nilské Cervené. Je to barva citliva na polaritu, schopna vymény naboje s okolnim
prosttedim. Autofi sbirali spektra tenkych filmu z relativné nepolarniho PMMA a polarniho PVA. Méfili
polohy a Sitky maxim fluorescencnich spekter. V PMMA se objevuji dvé §itky maxim. Tento efekt autofi
pfipisuji ptitomnosti dvou domén v filmu PMMA s odlisnymi lokalnimi podminkami. Naopak filmy
zPVA vykazuji Siroké spektrum prostiedi, podminky velmi zavisi na mife hydratace.

Piiklad fluorescencniho emisniho spektra jedné molekuly pfi pokojové teploté je ukazan na
obrazku 10. Molekula Dilc,s na vrstvé PMMA ozafena laserem (1,5 kW/cm?, 532 nm v konfiguraci
konfokalniho mikroskopu). Vrchni a prostfedni spektrum ukazuji spektra odlisnych molekul, integraéni
¢as 30 s. Vidime radikalni zménu v poloze i tvaru spektra jako vysledek lokalnich interakei. Pro porovnani
ukazuje nizZ8i panel obrazek 10 spektrum sebrané z mnoha molekul (integra¢ni ¢as 1 s, daleko niz$i vykon

laseru). VInky ve spodnim spektru jsou diisledkem transmisnich charakteristik mikroskopickych filtra.

Fluorescencni rezonanéni prenos energie, FRET

Dalsi, velmi ¢asto pouZivana, fluorescenéni technika. Kratkovlnny ,,donor*, fluorofor je buzen
zdrojem svétla, jeho energie je transformovana na delsi vinové délky ,,akceptorové molekuly pres
Forsterovu dip6l-dipol interakci. Posléze ,,akceptor™ fluoreskuje, emituje svétlo o dlouhych vinovych
délkach. Efektivita FRET, Eq je zavisla na vzdalenosti mezi donorem a akceptorem a miize byt vyjadiena

vztahem:
E, =1/ {1 +(R/R,)° }, kde R je vzdalenost mezi donorem a akceptorem a R, je charakteristicka

vzdalenost, kde je 50% energie pieneseno z donoru na akceptor. Za fadnych podminek miZe byt uginnost
pfenosu energie vyjadiena z poméru emisni intenzity donoru a akceptoru. Molekularni faktory, které
ovliviiuji Ro jsou spektralni piekryvy donorového—akceptorového paru, index lomu média, kvantovy
vytézek donoru a akceptoru, relativni orientace prechodového dipdlu donoru a akceptoru. Typické hodnoty

R, se pohybuji v rozsahu 2—6 nm. Technika FRET v SMS je popsana v mnoha ¢lancich.*
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V disledku Sesté mocniny vzdalenosti donoru a akceptoru je FRET $iroce pouzivéan pro méfeni
malych vzdalenosti mezi misty na velkych molekulach (napf. proteiny). Prostorovy rozsah FRET je daleko
pod difrakénim limitem, takZe je diky této technice v principu mozné ziskat prostorovou informaci
s lepSim rozliSenim. Zvlasté vyjimeénym nastrojem se FRET ukazal p¥i zkoumani konformaénich zmén
biologickych makromolekul. Ha et al.** Jako prvni vyuzil FRET pro sledovéani konforma&nich zmén na 3-
helixovém RNA spoji, jehoz konformace se ménila po navazani ribozomalniho proteinu S15. V tomto
experimentu autor pouZil konfokalni mikroskop a detekované svétlo rozdélil pies dichroické zrcadlo na
dva SPAD detektory. Propusténa ¢ervena (donorova) intenzita a odrazena modra (akceptorova) intenzita
mohou byt sledovany zarovet.

Stupeii pfenosu energie je vysoce citlivy na fluorescenéni vlastnosti kazdé molekuly barvy.
FluorescenEni dynamika mize byt extrémné komplikovana i pro nejjednodussi systémy, Jjak bylo napf.
ukdzano na spektralnim posunu jednotlivych molekul. Fluktuace ve fluorescenenich vlastnostech barev
samotnych souvisi s interakcemi mezi molekulou barvy a jejim lokalnim prostiedim. Drasticky se méni
parametry jako emisni spektrum a kvantovy vytézek. Pravé tyto parametry by mély byt méfeny oddélens
v kontrolnim experimentu. Dale rotaéni charakteristiky laserovych barev ovliviiuji orienta¢ni faktor R, a
ten se mize dynamicky ménit na ¢asové Skale experimentu. Pro fixni vzdalenost R plati, e p¥i poklesu
ueinnosti FRET z maxima, kdyz jsou pfechodové dipély donoru i akceptoru usporadany paralelné k nule, a
kdyZ jsou dipoly kolmé, mizeme myIn& pfedpokladat konformaéni zménu v rotaci, v ptipade, Ze je
relativni rotace barvy dostate¢né pomala. P¥i méfeni v SMS je nutné stanovit mnoho kontrol. Naptiklad i
malé zmény v hodnoté R, maji obrovsky dopad na G¢innost FRET. Tieba rota&ni korelagni Casy dvou
laserovych barev mohou vyzadovat oddélené méfeni s polarizaéni anizotropii pro ziskani spravné
informace.

Dalsi limitaci FRET je, Ze do systému musi byt pfidany dvé odlisné barvy. Protoze zakladnim
ptinosem SMS je citlivost na heterogenitu systému, obé laserové barvy musi byt citlivé a rovnomérné
rozptyleny v celém vzorku. Zvlastnim problémem je pfidani barev u proteini.*® Jests obtiZzn&jsi situace je
u introdukovani barev do Zivych bunék. GFP (zelené fluoreskujici proteiny) nam umoZziuji se témto
problémim vyhnout, protoze diky genetickym modifikacim je mozné vlozit DNA pro GFP na specifickou
lokaci na DNA sekvenci, ¢imz vznika pfirozend fluoreskujici znacka o znamém umisténi. Pomérné novy
postup je pouzivani tzv. ,,cameleon* konstruktu. Jedna se o fiizi dvou GFP mutantii na Ca® dependentni
calmodulin protein.*’ Po navazani Ca*> se cameleon protein stahne, tla¢i pfi tom své dva konce blize
k sobé. Na jednom jeho konci je exprimovana modfe posunuta varianta GFP a na druhém mutant, jehoz
emise je posunutd do Cervené Casti spektra. Buzenim modrého donoru GFP vznikl signifikantni nartist
v icinnosti FRET (pfenos na ¢erveny GFP pies Ca®' cameleon). Nicméné slabé fotostabilita GEP redukuje

mnozstvi ziskatelné informace.
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Pfes veskeré obtize FRET nepochybné je velmi G¢innym nastrojem ve studiu biomolekularni
dynamiky. K upfesnéni orientaéniho faktoru jsou Casto dva fluorofory propojeny plochou alkanovou
saturovanou spojkou pro redukci rotaéniho korela¢niho Sasu. Dalsi vyhodou je, 7e velké kvalitativni
zmény v (¢innosti FRET mohou ukazovat konformaéni zmény systému. V SMS je FRET vyuzivan ke
studiu konforma¢ni dynamiky,* skladani (folding) jednotlivych RNA enzymi,* jednotlivych GCN4

proteint, *° rozplétani DNA Rep helikazou.”!

Dvou-fotonova excitace

V sou€asné dobé€ se dvou-fotonova excitace stala uzite¢nym nastrojem pro zobrazovani
biologickych objektti ve 3 dimenzich. V souvislosti s kvadratickou zavislosti pravdépodobnosti dvou-
fotonové excitace na intenzité laseru se jedna o proces, ktery obrovsky redukuje excitaéni objem.’* Tento
faktor mize byt obrovskou vyhodou napf. pro konfokalni mikroskopii, kde je hloubka pole velmi mala.
Intenzita laseru mimo laserovy paprsek je mnohem mensi nez ve fokusu, coz poskytuje vybornou moznost
ohrani¢eného prifezu. Konstrukce dvou-fotonového mikroskopu je velmi podobné konstrukei
konfokalniho mikroskopu. Pouziva pulsni femtosekundovy excitaéni zdroj, odstranéna je jen kruhova
Stérbina. Jednou z hlavnich vyhod je nizké pozadi z negistot, diky malému objemu laserové sondy. To
znamena i nizkou fluorescenci pozadi. Dal3i vyhodou je moznost dosahnout pfechodu v oblasti blizké UV
za pouZiti zafeni blizkého IR, coz je velkym p¥inosem, protoze mnoho materiald silng fluoreskuje pfi
buzeni blizko UV oblasti, ale pro IR jsou prostupné (véetné Zivych bunék a optického skla).

Dvou-fotonova excitace SMS fluorescence byla poprvé provadéna v roce 1995 na jednotlivych
molekulach Rhodaminu B pohybujicich se ve fokusu laseru.* Znehybnéné jednotlivé molekuly byly také
pozorovany s porovnatelnym SBR ke konven¢nimu konfokalnimu mikroskopu. Nicméné pravdépodobnost
vybéleni vzristala ptiblizn€ s faktorem dva. Zfejmé diky absorpci fotonu v moments, kdy se molekula
nachézi v temném tripletnim stavu.> Pravé toto je zfejmé limitaci dvou-fotonové excitace. Je zde také
moznost zahfivani hostitelské matrice nebo kapaliny vy3§i harmonickou absorpci. Fokusovani
femtosekundového pulsniho laseru musi byt velmi obeztetné, i malé zmény mohou generovat bilé svétlo
ve vzorku. Limitujici pro SMS experimenty je reZim intenzity. Diky tomu jsou Gasto vyzadovany dlouhé
excitaéni doby pro ziskani kvalitniho SNR. Dvou-fotonova excitace je velmi nad&jny nastroj obzvlast’

vhodny pro bunééné systémy a jiné silné objekty autofluorescence.

Casové zavislé dynamické studie

Velkou vyhodou SMS je, ze zkoumany systém miiZe byt neinvazivné zkouman v riizné &asové
zavislych stavech. Prave tento typ informace je pomérné obtizné ziskat z primérovanych méfent, jako
napiiklad rtg, kryo-elektronova mikroskopie. Modelova situace je naptiklad: vzorek s velkym mnozstvim
molekul, slozeny z enzymii v riizném chemickém stavu. Stavy jsou &asto nesynchronizované a detaily
téchto zmén mohou byt Casto ztraceny v statistice. Pravé SMS experiment sledujici Gasové zavislé déje
mize odstranit tuto heterogenitu bez poteby synchronizace.

Casové zavislé efekty se mohou ménit na odlisnych €asovych skalach, od nanosekund po minuty a

mohou zaviset na mnohych faktorech.



Méreni doby Zivota fluorescence

Na kratké ¢asové Skale nanosekund obsahuje proud fotoni emitovanych z molekuly informaci ve
formé& doby dopadu jednotlivych fotoni. Jedna z cest jak ziskat informaci v tomto rezimu zahrnuje buzeni
vzorku kratkymi pulsy z opakovang pulsujiciho zdroje, jako napfiklad pulsni laser nebo pulsni svétlo-
emitujici dioda. Po kazdém excitaénim pulsu mize byt emitovan pouze jeden foton (za piedpokladu, e je
buzena pravé jedna molekula). M&feni distribuce dasové odpovédi kratkymi excitaénimi pulsy mezi
budicim fotonem a emitovanym fotonem umoziiuje pfimé méteni doby Zzivota excitovaného stavu
molekuly tr. Na konfiguraci mikroskopu ptilis nezaleZi, doba Zivota mize byt métena pomoci
standardnich technik ¢asové korelovaného jedno-fotonového s¢itani. Pii této metodé Jje k méfeni
histogramu €asovych odpovédi pro pary budicich a emitovanych foton pouzivana digitalni Gasova
elektronika. Napf. specialni deska do PC (TimeHarp, Picoquant). Obvykly pocet fotond, ktery je nutno
detekovat pro zjisténi doby Zivota (stavu) molekuly je v fadech 100. S vétsim poZadavkem na piesnost se
toto Cislo zvySuje. Méfeni Casového rozliseni je limitovano funkci odpovédi aparatury a maximalni
rychlost odpovédi je ovlivnéna mrtvym &asem detektoru. Pro tento parametr maji SPAD detektory obvykle
delSi mrtvy ¢as nez PMT.

Soucasné experimenty méteni doby Zivota zahrnuji studie protékajicich proudii,* nasledované
nizkoteplotnimi SMS méfenimi doby Zivota pro systém pentacen/P-terpenyl.*® Prvni experimenty v této
oblasti métené za pokojové teploty byly provadény na R6G na povrsich, za pouziti NSOM metod.*

V soucasné dobé lepsi technika sbéru a zpracovani dat umoZiiuje dynamicky posunovat ramec, ve kterém
je doba Zivota méfena. To umoziiuje pozorovani Gasove zavislych zmén v dobé Zivota ve spojitosti

s dynamickym efektem zhaSeni, ktery vyplyva z konformaénich zmén.>” SMS méfeni doby zivota bylo
pouzito pfi vyzkumu dynamiky tRNA,* fluktuace v konformaci DNA% a p¥i vyzkumu elektronového

transferu na rozhrani.%
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Experimentalni ¢ast, material a metody

Popis a schéma aparatury

Jako excita¢ni zdroj pro fluorescenéni spektra byl pouzit He-Cd laser (IK4151-C, KIMMON electric co.,
Itd) o vykonu 28 mW, primérem paprsku 0,81 mm a vinové délce 441,6 nm, trovei umu je v rozmezi 1%
(30 kHz-2MHz). Paprsek prochazi pres elektronickou zavérku VMM-T1 (UNIBLITZ) a sadu neutralnich
filtri s moZnosti volby 6 ruznych OD (0,1/ 0,3/ 0,5/ 1,0/ 2,0/ 3,0). Nasledné je laser fokusovan kiemennou
¢ockou s ohniskovou vzdalenosti 10 cm, primérem 0,5 palce (1,27 cm) na sklenény nebo kifemenny hranol
pro totalni reflexi.

Kfemenny hranol byl vyroben v ,,Vyvojovych optickych dilndch AVCR v Turnové* (51101
Turnov, Skalova 89). Na spodni stran& hranolu Je imersnim olejem (v p¥ipadé skla) nebo glycerolem (v
pripad¢ kfemene) piipevnéno kryci skligko (z tého materialu Jako je hranol) s vrstvou vzorku v tenké
vrstvé matrice (nepolarni PMMA nebo polarni PVA). Tyto tenké vrstvy jsou ptipravené rotaénim
nanaSenim na spin-coateru doméci vyroby.

Hranol lezi na posuvném stolku invertovaného mikroskopu (OLYMPUS IX70) v objektivové
rovin€. Diky totalni reflexi je generovana evanescentni vlna, kterd ve vzorku budi fluorescenéni signal.
Ten je zachycovan objektivem Uapo / 340, zvétseni 20x, NA=0,75, «/0,17. Objektiv Uapo / 340 jsem
pouzil pouze k zjisténi velikosti stopy laseru. P¥i méfeni fluorescenénich spekter jsem pouzZil objektiv
UMPIlan FI, zvétseni 100x, NA=0,95, o / 0.

Signal je veden objektivem na dva filtry. HC-Laser Clean-up maxline 441,6/1,7 (AHF
analysentechnik, Ttibingen) pramér 12,5 mm, pro odstranéni laserové Sary a Raman emitter RS 442 LP,
(AHF analysentechnik, Tiibingen), transmise pro 452-996 nm, OD6 (441,6nm)/FWHM<444 cm’, primér
25 mm, tloustka 3,5 mm.

Po prefiltrovani vstupuji emitované fotony do spektrofotometru TRIAX 332 (JOBIN YVON), kde
se rozloZi na spektrum pomoci miizky. Pro méteni fluorescenénich spekter jsem pouzil mizku (510 19) s
hustotou vrypt 300 vr/mm s nejvyssi propustnosti pii 600 nm v ahlu 5° 10°. Vysledné spektrum je
detekovano na CCD kamete SpectrumOne (JOBIN YVON). Kamera je chlazen4 dusikem na 77°K. Svétlo
jezde k CCD k &ipu ptivadéno zezadu (Back lluminated), ¢ip o velikosti 26,6 x 6,9 mm odpovida 2048 x
312 pixeli. Velikost jednoho pixelu je 13,5 pm x 13,5 pm. Typicky temny proud se pohybuje okolo
hodnoty 0,5 e/pixel/hod, maximalni 1 ¢/pixel/hod. Dynamicky rozsah je 16 biti, typicky nacitaci Sum je
13 erms, maximalni 15 ems. Temny Sum kamery ma hodnotu 816 pulzii. Pozadi tedy vychazi okolo 204

pulzi.

Digitalni vystup je zpracovan osobnim poCitaem se softwarem SynerJY (JOBIN YVON),

postaveném na zakladé Origin (OriginLab Corporation).
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SINGLE MOLECULE SET-UP
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Obréazek 11: Schéma aparatury pro méfeni fluorescenénich spekter jednotlivych molekul. Na schématu
mizeme vidét zakladni souc4sti aparatury: He-Cd laser, 441,6 nm, invertovany opticky mikroskop, hranol
pro totalni reflexi, spektrofotometr, CCD kameru. Aparatura umoziiuje i méfen{ s kryostatem za teploty
77°K, daéle také Hg lampu. Cast s korelaéni spektroskopii je zatim ve vystavbé. Kryostat (NMR

Technologies, Inc.) vyuziva ke chlazeni Joule-Thomsontiv efekt.
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Obrazek 12: Typické aktivni okno pouZivaného software Syner]Y (JOBIN YVON), postaveném na
zakladé Origin (OriginLab Corporation).

Kalibrace spektrofotometru

Pro kalibraci jsem pouzil neonovou a argonovou kalibra¢ni lampu ( Pen-Ray Lamp, ULTRA-VIOLET
PROUCTS, INC. CA. U.S.A)) se zdroji (Pen-Ray Power Supply MODEL SCT-2). Pro samotnou kalibraci
Jsem pfifadil k Jednotlivym pixeliim spravnou vinovou délku podle dodaného protokolu. Program

SynerJY-CCD CALIBRATION (JOBIN YVON), dale fitoval data polynomem druhého f4du.
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Piiprava vzorku
Chlorofyl a, DIOC jsem nafedil na pozadovanou koncentraci v metanolu. P¥iprava matric: Pevné PMMA
Jsem rozpustil v chloroformu. Lepsi ¢istoty je dosazeno vysrazenim do methanolu. Pro odstranéni
fluoreskujicich necistot jsem na roztok nechal pisobit germicidni lampu. Vysledny roztok mél koncentraci
4%. Roztok PVA jsem fedil na koncentraci 2%. Vzorek jsem nanasel na kiemenné sklo v spincoateru
v objemu 40ul. Tloustka vrstvy byla zméfena J. Valentou na mechanickém profilometru Alpha-Step IQ fy
KLA Tencor. Pfi nami pouzivanych podminkéch se tloustka vrstvy pohybuje v rozmezi 160 — 300 nm pro
PMMA a 300 — 410 nm pro PVA. Kyslik jsem odstraiioval probublavanim z4sobniho roztoku matrice a

nasledné i vzorku plynnym dusikem (N.). Dalsim krokem bylo ponechani skli¢ek s nanesenym vzorkem

v exikatoru po dobu nékolika hodin.
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Pouzity material
DIOC,(3)

3,3’Diethyloxakarbocyanin jodid, sumarni vzorec: C,;H,IN,O, molekulova hmotnost je 460,31 g/Mol,
vyrobce SIGMA-ALDRICH.

Chlorofyl a, sumarni vzorec: CssH,,MgN,Os, molekulova hmotnost: 893,49 g/Mol. Dodan Frantiskem
Véchou, oddéleni fotosyntézy UMBR AVCR.

Chloroform pro spektroskopii, suméarni vzorec: CHCls, molekulova hmotnost: 119,38 g/Mol.

Stabilizovany 1% etanolem. Vyrobce Merck KG a A.

Metanol pro spektroskopii, sumarni vzorec: CH;OH, molekulova hmotnost: 32,04 g/Mol, vyrobce
Uvasol®

PMMA Polymetyl metakrylat, suméarni vzorec: n[CsHyO], vyrobce Merck KG a A.
CH,

{CHQ _f./l‘H}
| In

COOCH,

PVA Polyvinyl alkohol, sumarni vzorec: n[C,HO,], Merck KG a A.
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Vysledky

Kalibrace spektrofotometru TRIAX 332 (JOBIN YVON)
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Obrazek v1: Kalibraéni spektrum argonoveé lampy, $térbina 0,05 mm, centralni vinova délka 700 nm,

integraéni ¢as 60 s.
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Obrazek v2: Kalibra&ni spektrum neonové lampy,

integraéni ¢as 30 s.
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Obrazek v3: Spektrum &ary laseru po kalibraci CCD kamery.

Zakladni vypocty parametri aparatury a emise chlorofylu A
zékladni Gdaje:

vlnova délka excitaéniho svétla, A =441,6

indexy lomu, umély kiemen ng= 1,463
imerzni olej N = 1,479
vzduch n=1

kriticky ahel pro totalni reflexi (rozhrani umély kiemen — vzduch):
0. =arcsin(n/n,) = arcsin(1/1,463) = 43°

Uhel dopadu paprsku laseru na odrazivém rozhrani hranolu 6; = 69° a je ur&en polohou zrcadla, které

sméruje paprsek na hranol pro TIR.

Intenzita laserového paprsku v roviné vzorku
Primér laserového paprsku je 0,81 mm, nicméné po odrazu na spodni ploSe hranolu se laserova
stopa protahne do eliptického tvaru. Nejdfive jsem ziskal velikost poloos a, b z obrazku ziskaného na CCD

kamefe (odectenim soufadnic pixeld, [988;183], [1054;183] a [1017;90], [1017;270]) podle vztahu:

d:\/((xz _x1)2 +(yz _yI)T)’

dlouha poloosa a = 90 pixeld, kratka poloosa b = 33pixelii na obrazku z CCD. Po prepocteni z jednotek
pixelli na cm (velikost jednoho pixelu je pti zvétseni 1x: 13,5 pm x 13,5 pum) a po zapodteni zvétSeni (20x)
ziskime: a = 61 pm, b =22 pm pro skute&ny vzorek. Dale jsem dosadil do vztahu pro obsah elipsy:

S, =Tlab

elipsy
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dostaneme velikost osvétlené plochy vzorku S=0,421 -10%, cm?, Vykon laseru jsem zméf¥il v roving vzorku
nap=2,7mW.

Intenzitu laseru miizeme vyjadrit jako: I,= p/S, pak Io= 64 W/cm?.

Intenzita evanescentni viny a hloubka penetrace

Intenzita evanescentni viny je dana vztahem:

-z/d
I =1e"",

. = 1y2 (ziskame z, vzdalenost 50ti% intenzity),

penetraéni hloubka:

d=2/41L(n,* sin? 6, - n? ),

pokud je 6; = 69°, pak d = 37,8 nm, intenzita je znazorn&na na tomto grafu:
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Obrazek v4: Pocet molekul ve zkoumaném objemu

Objem vzorku osvétleny excitaénim zafenim je dan: V = Sz, kde z Jje vzdalenost, od rozhrani, kde
intenzita poklesne na 50%, tedy I, = 1,/2, z grafu vidime, Ze z = 26,2 nm.

Pouzil jsem tyto koncentrace roztoki roztokti DIOC a chlorofylu A: 10, 10°, 107, 10°. Z
koncentrace C jsem vypocetl poéet molekul N v osvétleném objemu vzorku podle vztahu:

N'=C-V:Na (N4 je Avogardova konstanta). Pro tyto koncentrace tedy plati:

Ni (konc. 10*) = 10® molekul
N; (konc. 10°) = 10° molekul
N; (konc. 107) = 10° molekul
N, (konc. 10°°) = 10* molekul
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Nyni ptedpokladejme, e zkouman4 oblast o objemu V, je selektivné vymezena Stérbinou o $ifce
0,1 mm, na vysku ¢ipu 6,9 mm (terbinu 0,1 mm pouZivame pro méfeni fluorescenénich spekter),

penetracni hloubka z = 26,2 nm a dostaneme V, = 1,8 - 10" m’, pak tedy plati:

N, (konc. 10%) = 10° molekul
N: (konc. 10°) = 10° molekul
N; (konc. 107) = 10%> molekul
N (konc. 10°) = 10° molekul

tyto hodnoty se ptiblizné potvrdily i v praxi.

Pocet emitovanych fotoni pro chlorofyl a

Energie jednoho fotonu je E = hv = hc/) = 6,63 - 10°*-3 - 10%/441,6 - 10°=5- 1017 J
Absorpeni prifez molekuly chlorofylu je6=0,5-102m?’ a fluorescenéni kvantovy vytézek je ®r=0,32.
Pocet emitovanych fluorescenénich fotoni je signal S = ®ro P,/ S hy = 0,32-0,5-10%-64 /0,421 10

*5-10"°=1,21-10*s". Do vysledku neni zapodtena efektivita detektoru.

Obrazek v5: Stopa laseru, v potadi zleva doprava: stopa laseru bez filtru, s dvéma riznymi filtry na

sklenéném hranolu. Stérbina 4 mm, integraéni ¢as 3 s, OD 0.
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Méreni na sklenéném hranolu
Velmi podstatnym problémem pii stavbé aparatury byla fluorescence sklenénych komponent
mikroskopu, konkrétng sklen&nych filtrii a hranolu. To znamena omezené pouziti takovéto aparatury pouze

na objekty, jejichz fluorescenéni maxima nemaji prekryv s fluorescenci skla.

Obrazek v7: Fluorescence skla na Siroké $térbing. Stérbina 4 mm, integraéni ¢as 3 s, OD 0.
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Obréazek v8: Porovnani velikosti signalu fluorescence DIOC a skla. Stérbina 0.1 mm, centralni vinova
délka 625 nm, integracni ¢as 60 s, OD 0. Spektrum DIOC vidime v rozmezi 500 — 580 nm, fluorescenci

skla 600 — 750 nm.
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Obrazek v9: Detailni zobrazeni spektra fluorescence skla. Stérbina 0.1 mm, centralni vlnova délka 625 nm,

integra¢ni ¢as 60 s, OD 0.

Kontrolni spektra méfena naméiena na spektrofluorometru SPEX Fluorolog (JOBIN YVON)
Pro ur€eni spravné polohy maxim jsem pouzil spektra tychz vzorkd naméfena na spektrofluorometru

SPEX Fluorolog (JOBIN YVON).
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Obrazek v10: Spektrum fluorescence chlorofylu a naméfené na spektrofluorometru SPEX Fluorolog
(JOBIN YVON). 17 integraci, pevné matrici PVA na kifemenném skle, koncentrace

10, maximum 661 nm
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Obrazek v11: Spektrum fluorescence DIOC naméfené na spektrofluorometru SPEX Fluorolog (JOBIN

YVON). Bez integrace, v pevném matrici PMMA na kiemenném skle, koncentrace 10°*, maximum 507

nm.

Méreni DIOC na kfemenném skle, koncentrace 10

Obrézek v12: Fluorescence DIOC na kiemenném skle koncentrace 10*. Stérbina 4 mm, integraéni &as 0.5
s, OD 4, vyfez 50 x 50 pixelti. Vidime, ze koncentrace Je prilis vysoka, nejsme schopni rozlisit Jjednotlivé

molekuly.

Obrazek v13: Zobrazeni fluorescence DIOC z $iroké Stérbiny na kfemenném skle koncentrace

10%. Stérbina 4 mm, integraéni as 0.5 s, OD 4.
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Obrazek v14: Vlevo obrazek lizké $térbiny (bez jednotlivych molekul). Stérbina 0,1 mm, integraéni ¢as 10
s, OD 4. Vpravo obrazek spektra na celém &ipu CCD. Stérbina 0.1 mm, centralni vinova délka 625 nm,

integracni ¢as 60 s, OD 4.

1.0
>
e
=
2
5 0.8 o
2
€
2
E 0.6+
[
b
-.(E 0.4 -
= ;
=
[0}
)
=
0.2 4
0.0 .

T T T T T 1
500 550 600 650 700
Vinova délka (nm)

Obrazek v15: Spektrum DIOC na kiemenném skle. Spektrum odpovida prifezu predchoziho obrazku celé

plochy cipu.
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Méreni DIOC na kfemenném skle, koncentrace 107

Obrazek v16: Zobrazeni fluorescence DIOC na kiemenném skle koncentrace 10”7. Na obrézku jsou

rozliSitelné jednotlivé molekuly. Vytez 50 x 50 pixelt, $térbina 4 mm, integra¢ni ¢as 500 ms, ODO.

Obrazek v17: Zobrazeni fluorescence DIOC na kiemenném skle, koncentrace 10”. Na obrazku jsou

rozliSitelné jednotlivé molekuly. Vidime obrazek z $iroké Stérbiny. Stérbina 4 mm, integraéni ¢as 500 ms,
OD 0.

Obrazek v18: Vpravo obrazek tizké §térbiny (s jednotlivymi molekulami). Stérbina 0,1 mm, integraéni Gas
155, OD 4. Vlevo obrazek spektra na celém &ipu CCD (jednotlivym molekulam z Stérbiny odpovidaji ¢ary
na obrazku spektra). Jednotlivé molekuly jsou na obou obrazcich pomérné dobfe rozlisitelné. Stérbina 0.1

mm, centralni vinova délka 625 nm (pro spektrum), integraéni ¢as 60 s, OD 4.
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Obrazek v19: Spektrum jedné molekuly DIOC na kiemenném skle. Spektrum odpovida molekule

z pfedchoziho obrazku.

Meéreni DIOC na kfemenném skle kone. 10°

Obrazek v20: Zobrazeni fluorescence DIOC na kiemenném skle koncentrace 10°. Na obrazku jsou velmi
dobre rozlisitelné jednotlivé molekuly. Vyrez 50 x 50 pixeld, $térbina 4 mm, integra¢ni ¢as 500 ms,

OD 0.

Obrazek 21: Zobrazeni fluorescence DIOC na kiemenném skle koncentrace 10°. Na obrazku Jjsou velmi
dobfe rozliSitelné jednotlivé molekuly. Vidime obrazek z $iroké $térbiny, §térbina 0.1 mm, integra¢ni ¢as

60 s OD 0, centralni vlnova délka 625 nm.
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Obrazek v22: Vpravo zobrazeni izké térbiny (s velmi dobie rozliSitelnymi jednotlivymi molekulami).
Stérbina 0,1 mm, integracni ¢as 30 s, OD 4. Vlevo obrazek spektra na celém ¢ipu CCD (jednotlivym
molekuldm z $térbiny odpovidaji ¢ary na obrazku spektra). Jednotlivé molekuly jsou na obou obrazcich
velice dobre rozlisitelné. Stérbina 0.1 mm, centralni vinova délka 625 nm (pro spektrum), integraéni Cas
60s, 0D 4.

1,00
0,98

0,96

Relativni jednotky

0,94

0,92

0,90

T T T T T |
500 550 600 650 700
Vinova délka (nm)

Obrazek v23: Spektrum jedné molekuly DIOC na kiemenném skle. Spektrum odpovida molekule

z piedchoziho obrazku.

Méreni chlorofylu a na kiemenném skle

Méreni chlorofylu a, koncentrace 10
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Obrazek v24: Vpravo obrazek uzké térbiny (p¥ilis vysoka koncentrace, jednotlivé molekuly nejsou
rozlisitelné). Stérbina 0,1 mm, integraéni ¢as 3 s, OD 4. Vlevo spektrum na celém &ipu CCD. Stérbina 0,1

mm, integracni ¢as 3 s, OD 4.
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Obrazek v25: Spektrum chlorofylu a. Spektrum odpovida priifezu ptedchoziho obrazku celé plochy &ipu.

Méfeni chlorofylu a, koncentrace 10

Obrazek v26: Vlevo zobrazeni izké §térbiny (ptilis vysoka koncentrace — bez Jednotlivych molekul).
Stérbina 0,1 mm, integra¢ni ¢as 3s, OD 4. Vpravo spektrum na celém &ipu CCD. Stérbina 0.1 mm,

centralni vinova délka 680 nm, integraéni &as 60 s, OD 3.
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Obrazek v27: Spektrum chlorofylu a. Spektrum odpovida priifezu predchoziho obrazku celé plochy &ipu.

Chlorofyl a, koncentrace 107 Vyiiatek z experimentu pro uréeni zavislosti vybélovani na integraéni

dobé a intenzité

Intenzita (relativni jednotky)

Obrazek v28: Spektrum chlorofylu a, je vidét, Ze za téchto podminek Jjesté nedochazi k fotodegradaci.
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(Nicmén¢ koncentrace je jesté piili§ velika na to, abychom vidéli jednotlivé molekuly) $térbina 0,1 mm,

OD 4, integra¢ni ¢as 1 s.
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Obrazek v29: Spektrum chlorofylu a, zde miizeme vidét roziifeni maxima a vznik pasu v krat$ich

vinovych délkach — vznik fotoproduktu. Stérbina 0,1, OD 4, integraéni doba 40 s.

Komplex fotosystému I z thylakoidni membrany Prochlorotrix hollandica. Koncentrace 10

Obréazek v30: Zobrazeni fluorescence fotosystému I na kemenném skle koncentrace 10°°. Na obrazku jsou
opét velice dobre rozlisitelné jednotlivé molekuly, vyfez 50 x 50 pixeld. OD 2, integraéni &as 15 s,

Stérbina 2 mm.
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Obrazek v31: Zobrazeni fluorescence fotosystému I na kiemenném skle koncentrace 10°. Na obrazku jsou
velmi dobfe rozlisitelné jednotlivé molekuly. Vidime obrazek z $iroké Stérbiny. OD 2, integraéni ¢as 15 s,

Sté€rbina 2 mm.

Obrazek v32: Vpravo zobrazeni uzké $térbiny (s velmi dobie rozliSitelnymi jednotlivymi molekulami),
vlevo zobrazeni spektra na celém ¢ipu CCD (jednotlivym molekulam z Stérbiny odpovidaji &ary na
obrazku spektra). Jednotlivé molekuly jsou na obou obrazcich velice dobfe rozligitelné. OD3, stérbina 0,2

mm, integra¢ni ¢as 30s, centralni vinova délka 680 nm (integra¢ni das pro Stérbinu 15 s).
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Obrazek v33: Spektrum jednoho komplexu fotosystému I v pevné matrici PMMA.
OD3, stérbina 0,2 mm, integra¢ni ¢as 30s, centralni vinova délka 680 nm. SNR = 9,543, SBR = 6,372.

Spektrum odpovida molekule z predchoziho obrazku.
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Diskuse

DIOC

Pro testovani aparatury byly vybrany molekuly DIOC. Testy na DIOC mély zodpovédet, zda je
aparatura schopna méfit signaly a spektra jednotlivych molekul. Hlavnimi divody pro tuto volbu byly
fotofyzikalni vlastnosti DIOC. Jedn4 se o laserovou barvu pouzivanou v pritokové cytometrii. M4
vysokou stabilitu, tedy nizkou nachylnost k fotodegradaci. Pravé fotostabilita Je velice dilezita. Jako zdroj
excitatniho zafeni pouzivame laser o vinové délce v blizkém UV (441,6 nm). Jedna se tedy o zafeni s
vysokou energii, které je schopno molekuly pomérné rychle vybélit. Pro kontrolu namérenych spekter
Jjsem pouzil data (obrazky v10, v11), ziskana na spektrofluorometru SPEX Fluorolog (JOBIN YVON) pro
tytéZ molekuly za stejnych podminek. Jak je vidét na obrazcich v23, v27 naméfena maxima se dobie
shoduji. Velikost pozadi se pro aparaturu s prazdnou matrici bez vzorku pohybuje okolo 204 pulzi.
Hodnota pro spektrum jedné molekuly DIOC (obrazek v23) vychazi SNR = 5,388, SBR = 3,875. Potvrdilo
se tedy, Ze je na aparatufe mozné méfit piesna fluorescenéni spektra jednotlivych molekul DIOC.
Chlorofyl a

Dal§im krokem bylo testovani aparatury pro aplikaci na biologickém materialu. Vybrany byly
konkrétn€ molekuly chlorofylu a. Cilem tedy bylo dok4zat, ze na aparatufe je mozno méf¥it i
autofluorescen¢ni biologické vzorky (pravé chlorofyl a je jejich astou soudésti). Tedy vzorky s niz§im
kvantovym vytézkem a mensi fotostabilitou neZ jaké maji laserové barvy. Kvantovy vytézek chlorofylu a
Je 0,32 a je nékolikandsobné nizsi nez kvantovy vytézek DIOC. Navic spektrum jedné molekuly chlorofylu
a v dobé vystavby aparatury nebylo naméfeno. Zfejmé proto, 7e méfeni a prace s timto pigmentem je
narocna, kvili relativné nizké fotostabilité. Nicméné chlorofyl a v pevné matrici fluoreskuje, jak mizeme
vidét na obrazku v27. Jedna se vSak o vzorky s vy3§i koncentraci, proto zde nemtzeme rozlisit jednotlivé
molekuly. Pfi nafedéni vzorku na potfebnou koncentraci dochazi rychle k fotodegradaci. Nejdfive je nutné
zaostiit mikroskop, udélat snimek $térbiny, poté aZ je mozné samotné méteni spekter. Béhem této doby
vSak doslo k fotodegradaci. Maximum se rozsifilo ke krat$im vlnovym délkam a ziejmeé doslo k vytvofeni
fotodegrada¢niho produktu s maximem celkové posunutym k niz§im vinovym délkam (obrazek v29). Tato
degradace je, jak vyplynulo z dal3ich experimenti aditivni a nevratna. Souéasti pokusu byla mé&feni
s riznymi intenzitami paprsku laseru (riizné OD filtry) a integraénimi ¢asy méfeni. Spektra na obrazcich
v28 a v29 dokumentuji €ast téchto zmén. Moznym diivodem zmény je nizka fotostabilita materialu,
citlivost na UV zafeni, nachylnost k fotooxidaci.

Hlavni pfi¢inou vybélovani byva fotooxidace. Z tohoto diivodu jsem vzorek zbavil kysliku
probublavanim zasobnich roztoki plynnym dusikem a nasledné umistil do exikatoru. Toto opatfeni zfejmé
nebylo dostate¢né, proto bych navrhoval kompletni pfipravu vzorku v inertni dusikové atmosfére,!
pfipadné pouZiti jiné matrice. Dal$im postupem by mohla byt volba excitaéniho zafeni o jiné vlnové délce
(niZsi energii) pfipadn€ objektiv s vyssi svételnosti. Vyskytly se také drobné technické problémy. Béhem
méfeni, s dlouhym integraénim Casem dochézi k rozostteni mikroskopu. I odstranéni této drobné prekazky

by mohlo prispét k lepSimu méfeni spekter.
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Biologicky vzorek

Zaverenou Casti testovani aparatury bylo naméfeni spektra komplexniho biologického materialu.
Konkrétn€ komplexi fotosystému 1, izolovanych z Prochlorotrix hollandica. Spektrum tohoto komplexu
Jsem na aparatufe naméfil bez problémi (obrazek v33), SNR = 9,543, SBR = 6,372. Na aparatufe je tedy
mozné méfit jednotlivé biologické komplexy. Chlorofyl a tedy sice pisobil pfi méteni potize, ale méteni
komplexii fotosystému I vedlo k vybornému vysledku. Tento jev pfisuzuji ochranné funkci fotosystémi,

(molekuly chlorofylu jsou zde stabilngjsi, chranény proti nevratné oxidaci).

Zavér

Aktivné jsem se podilel na sestaveni a zprovoznéni aparatury pro méfeni spekter jednotlivych molekul.
Provedl jsem metodické experimenty za ugelem ovéfeni funk&nosti aparatury. Aparatura je schopna
méfeni signali na arovni jednotlivych molekul. P¥i¢inou potizi pii méfeni spekter chlorofylu a je zpisob
pfipravy vzorki. Neni tedy zplsobena nizkou citlivosti aparatury. Tato potiz je podle mé piekonatelna a
nijak nebrani v dal$im pouziti aparatury. Méfeni spekter chlorofylu a nebylo hlavnim cilem, jednalo se
pouze o mezikrok v cesté k biologickym aplikacim. To se skuteéné podatilo. Aparatura neni ptivodné
uréena pouze k méfeni fluorescenénich spekter jednotlivych molekul. Velmi zajimava je také dynamika
fluorescen¢nich dg&ji, sledovéani €asové zavislosti fluorescence umoziuje fluorescenéni korelaéni

spektroskopie. Prave ta bude tedy dal$im krokem ve vystavbé aparatury.
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