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Anotace

Jedno-molekularni metody pro zkoumani fluorescence jsou silnym nastrojem pro vyzkum
zejména ve strukturni a molekularni biologii. Tyto metody pfinaseji vyhody oproti
statistickému zpracovani dat souboru mnoha molekul, poskytuji kvalitativné nové informace
o sledovanych vzorcich. Mizeme tak piimo charakterizovat statistické distribuce a jejich
kinetiky. Mezi metody, které toto umoznuji, patii fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie,
FRET a analyza variance zableskti. S pokracujicim vyzkumem v této oblasti jsou ziskavany
nové poznatky a metody, pro jejichz interpretaci zatim neexistuji analytické vztahy a ne vzdy
jsou zpocatku znamy jejich limity. Zde s vyhodou nastupuji pocitacové simulace, které Setii
nejen finan¢ni naklady pti definici limit, ale zarovenn pomahaji s interpretaci vysledki, a na

jejichz zaklad¢ Ize nasledné formulovat nové teoretické modely.
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Annotation

Fluorescence single-molecule methods represent mighty tools for researchers in the field of
structural and molecular biology. These methods are bringing in many advantages when
compared to the statistical data processing of multi-molecular species. We can directly
compare true statistical distributions and their kinetics. Here belongs fluorescence correlation
spectroscopy, FRET and burst variance analysis. As the research advances, new methods are
being developed which at the very beginning do not have proper analytical relations for data
interpretation and which experimental limits we can’t tell. That is the moment when the
computer simulations can be used to our advantage. They can help us to specify the right
direction of the future research, which is a great money-saver, while opening new perspectives
and insights into the explored matter. Correct interpretation of the simulations results is key
for the consequent defining of new theoretical models.
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1. Uvod

V poslednich tiech dekadach doslo s rozvojem meéftici a vypocetni techniky k mohutnému
vyvoji na poli jedno-molekularni fluorescencni spektroskopie. Pii souborném vyzkumu
molekul jsou ziskané vysledky obvykle statistickym primérem sledovanych hodnot. Naproti
tomu pii zkoumani jednotlivych molekul je mozné ziskat vyrazné vice informaci o chovani
danych molekul. Tyto informace nabizeji donedavna netuSené moznosti pro zkoumani
intermolekularnich procest, jez dale vytvaieji nové otazky, na néZ je nutné hledat odpovédi.
Diky bouflivému vyvoji elektroniky v poslednich desitkach let je mozné nejen pracovat
S lep$imi méficimi pfistroji, ale zaroven i vyuzivat pocitatovych simulaci k lepSimu
pochopeni jevl probihajicich pii jedno-molekularnich experimentech. Vypocetni technika
umoziuje provadét simulace s parametry, jez jsou pii realnych experimentech tézko
dosazitelné. Tyto simulace zarovenh mohou pomoci vysvétlit jevy, jez prozatim nejsou
dostatecné pochopené, a tim dopomoci k tvorbé novych teoretickych modelt. Podstatnou
vyhodou pocitacovych simulaci je schopnost vyloucit slepé ulicky vyvoje, ¢imz Setii

drahocenny ¢as a finanéni naklady.

Cilem této prace bylo vytvotfeni simulacniho softwaru, jakozto metody vhodné pro
doplnéni jedno-molekularniho fluorescenéniho vyzkumu. Tento software by mél umoznit
simulace Brownova pohybu v ohrani¢eném 3D prostoru a nasledné vypocet fluorescenénich
intenzit s moznosti simulace Forsterova rezonanéniho pienosu energie. V druhé ¢asti by mél
umoznit zpracovani vysledkii simulaci metodami fluorescencni korelacni spektroskopie a
analyzou variance zableskil. Bali¢ek by mél byt rovnéZ pfipraven na implementaci a testovani

dal$ich metod.



1.1 Fluorescence

Metody jedno-molekularni fluorescenéni spektroskopie jsou zalozeny na fyzikalnim jevu
zvaném luminiscence. Luminiscence je souhrnné oznaceni pro emisi elektromagnetického
zafeni latkou. Toto zareni vznika pfi prechodu elektronli mezi riznymi elektronickymi stavy
molekul. Miizeme je rozdélit do nékolika kategorii, z nichz dvé dilezité pro vyzkum jedno-
molekularni spektroskopie jsou fluorescence a fosforescence. Latky schopné emitovat
elektromagnetické zafeni jsou zndmé jako fluorofory. Dopada-li na fluorescen¢ni molekulu
elektromagnetické zareni s definovanou vinovou délkou, pak je toto zaieni absorbovano,
molekula tim pfijme kvantum energic a dojde ke zméné konformace elektronovych orbitalu.
Tento jev je obecné popisovan jako tranzice elektronti mezi elektronovymi stavy. Molekula se
tim dostava do nestabilniho excitovaného stavu, odkud po kratkém Case piechazi zpét do stavu
zakladniho. Pti pfechodu do zékladniho stavu ztraci ziskané kvantum energie bud’ radiativnimi
(fluorescence, fosforescence), nebo neradiativnimi procesy. Procesy probihajici pfi absorpci

elektromagnetického zafeni popisuje Jablonského diagram (Obr. 1) [1].
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Obr. 1. Jablonského diagram. Elektron molekuly absorbujici elektromagnetické zareni je excitovan
z hladiny SO do hladin vyssich. Odtud mize prechazet zpét do nizsich stavii vnitini konverzi, dale pak
fluorescenci, nebo neradiativnim procesem. Dal§i moznosti je ptechod do tripletniho stavu, odkud dale
ptrechazi do zakladniho stavu bud’ neradiativnim procesem, nebo fosforescenci.



Excita¢ni a emisni spektra — Stokesiiv posuv

Kazda molekula je schopna absorbovat elektromagnetické zatreni pouze konkrétnich vinovych
délek, jez odpovidaji velikosti ptfechodii mezi elektronickymi stavy. Tato pasma jsou diskrétni
amaji $itku odpovidajici moznym prechodiim z riznych vibra¢nich hladin. Po absorpci fotonu
zpravidla dochazi k relaxaci excitovaného elektronu v ramci vibrac¢nich hladin. Nasledné
dochazi k deexcitaci elektronu do zakladniho stavu a K vyzafreni fotonu s energii niz$i, nez
byla energie absorbovaného fotonu. Foton s niz§i energii ma del$i vlnovou délku, a timto
dochazi  k posunu emisniho spektra. Pokud  piejde elektron v ramci
mezi-systémového prechodu do tripletniho stavu, ztrati vétsi ¢ast své energie a vyzareny foton
ma vinovou délku jesté vyssi. Mozné absorp¢ni a emisni spektrum je pro fluorofor Cy3

vykresleno na Obr. 2 [1].
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Obr. 2. Excita¢ni a emisni spektrum Cy3. Emisni spektrum je vici excitaénimu posunuté do vyssich
vinovych délek v diisledku ztraty energie vyzatrenych fotonti v rdmci vibracnich prechodt.



Doba Zivota excitovaného stavu

Dobu Zivota excitovaného stavu molekuly vyjadiuje ¢asovy interval, po ktery molekula, ktera
absorbovala foton, ziistava v excitovaném stavu. Jde o reciprokou hodnotu souc¢tu rychlostnich
konstant zativych a nezatfivych prechodi. Rychlostni konstanta krrer pfipadd v Givahu

Vv ptitomnosti vhodného akceptoru (1) [2].

Tt = kic + kisc + ko + kp + kpger (1)

= Kkic — interni konverze (vibra¢ni relaxace)
=  kisc — pfechod do tripletniho stavu

» ko — relaxace zhasenim

» kr —relaxace fluorescenci

= Kkerer — relaxace vlivem FRET

Doby zivota jednotlivych procesi se vyrazné lisi. Doba Zzivota fluorescence se
pohybuje fadové v jednotkach nanosekund. Pi pfechodu molekuly do tripletniho stavu mutize

byt doba Zivota fosforescence v fadech mikrosekund az milisekund.

Stredni doba Zivota excitovan¢ho stavu souboru castic je pak dana exponencidlnim
rozdélenim (2) [2].

n(t) = ny eT__l: (2)

» n,—pocet excitovanych ¢astic v ase t(0)
= n(t) — pocet excitovanych ¢astic v Case t

= 7, —doba Zivota excitovaného stavu



Kvantovy vytézek

vvvvvv

parametrem pro jejich vybér v rdmci experimentl. Lze ho definovat jako pomér fotond, které
molekula emitovala, vici fotonim, jez absorbovala. Tento pomér lze vyjadiit pomoci
rychlostnich konstant. Molekula absorbujici foton se dostava do excitovaného stavu, nasledna
deexcitace probiha jednim z moznych radiativnich nebo neradiativnich procest. Kvantovy
vytézek je timto definovan jako pomér vSech radiativnich procesi vic¢i souctu vsech

radiativnich a neradiativnich procesi (3) [1].

oo K ©
K, + Ky,

1.2 Pravdépodobnost absorpce

Pravdépodobnost absorpce je stanovena jako pomér fotont, které castice absorbuje, vici
fotontim, které na ni dopadnou. Z hlediska SMFD (Single-Molecule Fluorescence Detection)
je pravdépodobnost absorpce zaieni dopadajiciho na sledované molekuly velmi dalezitym
parametrem, na némz zavisi uspéSnost provadéného experimentu. Je potiebné ziskat co
nejvyssi pravdépodobnost absorpce vzhledem k tomu, ze od této hodnoty se nadale odviji
intenzita naméfeného signalu [3].

Kazda castice ma ucinny prifez, jenz definuje jeji absorpéni plochu. Jedna se

0 latkovou konstantu dané Castice. Zakladni vztah ma nasledujici tvar (4) [3].

_In(10) ¢

. @

Op

= ¢ — extinkéni koeficient

= N, - Avogadrova konstanta



Utinny prifez ¢astice je dale zavisly na intenzité dopadajiciho zafeni. Se zvysujici se
intenzitou zafeni dopada na Castici vice fotoni a dana Castice prechazi Castéji ze zakladniho
stavu SO do vyssich energetickych stavii. Pti pfili§ vysoké intenzit€¢ dopadajiciho zéieni jiz
¢astice nemuze prechazet mezi stavy Castéji a dostane se do saturace. V tuto chvili jiz neni
schopna absorbovat dopadajici fotony s piivodni pravdépodobnosti, coz 1ze zachytit ve vztahu

popisujicim zménu velikosti u¢inného prifezu na intenzité zateni (5) [3].

1+ 7 ©)

= | —intenzita dopadajiciho zafeni

= |5 — saturadni intenzita

Satura¢ni intenzitu je mozné experimentalné zméfit, jako latkovou konstantu v danych

podminkach, nebo vyuzit nasledujici teoreticky vztah (6) [3].

hv
Iy = 0—— (6)

200Tp

= h— Planckova konstanta
= v — frekvence dopadajiciho zareni

= 7, —doba zivota excitovaného stavu



Je-1i znama intenzita dopadajiciho zéafeni v poloze dané Céstice a zarovei jeji ucinny
prafez, je mozné dle nasledujiciho vztahu ziskat hodnotu poctu fotont dopadajicich na castici

za sekundu (7) [4].

fr=— (7)

= ¢ —ucinny prifez Castice
= | —intenzita zafeni v dané poloze Gastice
* h - Planckova konstanta

= vy — frekvence zafeni

Pievracena hodnota tohoto vztahu vyjadiuje periodu dopadu fotont na ¢astici, jinymi

slovy, vyjadfuje ¢asovy interval mezi dopadem dvou fotont (8).

Tp= - ©)
i

Uvazujeme-li soubor n ¢astic se znamou dobou Zivota excitovaného stavu, pak pocet
excitovanych ¢éstic v Case t je dan exponencidlnim rozdélenim. Stejnym zplsobem Ize
uvazovat o tom, s jakou pravdépodobnosti je jedna Castice, jez byla excitovana v case t(0),
stale excitovana v Case t (9).

n(t) = ny e;_lf ©)

» n, —pocet Castic excitovanych v case t(0)
= t—Cas

= 7, —doba zivota excitovaného stavu



S vyuzitim vztaht (7), (8) a (9) je mozné sestavit vztah (10), jenz uréuje pocet fotond,

jenz molekula vystavena intenzité | absorbuje za jednu sekundu.

_TF

Faps = fF (1 - e?) (10)

=  fr — frekvence dopadu fotonti na ¢astici
= 7, —doba zivota excitovan¢ho stavu
= Tg —perioda dopadu fotonil na ¢astici

»  F,us —pocet fotond, jez ¢astice absorbuje za ¢asovy interval t

2. Metody SMFD

Fluorescencni spektroskopie vyuzivd opakovaného ozafovani sledovanych molekul
elektromagnetickym zafenim. Nasledn¢ probihd detekce a analyza vyzafenych fotont.
K dosazeni potfebnych vysledkil je nutné vyuzit vysoce kvalitnich optickych prvki v pribéhu
detekéni cesty a fluorescen¢nich latek s vysokym kvantovym vytézkem a extinkénim
koeficientem. Detekéni piistup 1ze rozdélit na dvé zékladni rodiny, a to metody zobrazovaci a
difuzni. Nejcastéji pouzivanou zobrazovaci metodou v SMFD je TIRFM (Total Internal
Reflection Fluorescence Microscopy), ktera je ptevazné vyuzivana pro imobilizované ¢astice.
Pro metody zaloZené na difuzi se nejCastéji setkame s konfokalni detekci, studujici ¢astice

voln¢ difundujici konfokalnim objemem [5].

2.11 TIRFM

TIRFM pfedstavuje metodu nejcastéji vyuZzivanou pro studium imobilizovanych ¢astic.
Elektromagnetické zafeni emitované laserem prochazi excitacni optickou cestou a v oblasti
sledovaného vzorku podstupuje uplnou reflexi. Timto je vytvofena evanescenéni vina o Sifce
100-200 nm nad povrchem vzorku, jez nasledné ozafi pouze molekuly v daném rozmezi.
Timto je vyrazné omezena excitace molekul z ostatnich ¢asti vzorku, z ¢ehoz vyplyva zisk
signalu, ktery je minimalné zatizen pozadim. Vyzafené fluorescenc¢ni fotony jsou poté

ptivadény detekéni cestou na CCD (Charge-Coupled Device) Cip pro dalsi zpracovani. Tato



metoda poskytuje obrazky, nebo ptimo videa jednotlivych molekul, z nichZ 1ze ziskat kinetiky
v realném case. Nevyhodami této metody jsou relativné nizké ¢asové rozliSeni s nejkratsi
dobou expozice snimku kolem 30 milisekund a dale pak ovlivnéni kinetik a konformaénich
prostor imobilizaci molekul k podlozce. Naopak vyhodou pfii sledovani imobilizovanych

vzorkd je dlouhé expozi¢ni doba v fadech minut [5].

2.1.2 Difuzni konfokalni mikroskopie

Tato metoda, jejiz simulaci se pfevazné zabyva tato prace, je vyuzivana pro studium voln¢ se
pohybujicich molekul a bude rozebrana podrobné&ji. Laserovy svazek je zde fokusovan do
ohniska umisténého ve sledovaném vzorku. Timto ohniskem, oznacovanym jako
CV (Confocal Volume), voln¢ difunduji sledované molekuly. Molekuly absorbuji dopadajici
elektromagnetické zafeni, které nasledné¢ emituji jako fluorescencni zafeni. To je nasledné
oddéleno od excitaéniho svazku a po prichodu detekéni cestou zachyceno fotonovym
detektorem. Tato metoda poskytuje nékolik vyhod. Diky velmi malému konfokdlnimu objemu
je pii nizké koncentraci ¢astic zajisténa excitace a nasledna emise fotoni pouze z jedné Castice
Vv konkrétnim ¢ase. Dalsi vyhodou je, ze konformace a kinetiky voln¢ difundujicich molekul
nejsou ovlivnény imobilizaci jako v ptfipadé TIRFM. Kinetiky je mozné sledovat pomoci
FRET (Forster Resonance Energy Transfer), pokud je v detekéni cesté nastavena selekce
stanovenych vinovych délek pomoci dichroickych zrcadel. Nevyhodou této metody je kratka
expozicni doba molekul proplouvajicich konfokalnim objemem, pohybujici se mezi stovkami

mikrosekund az stovkami milisekund [5].



Sifeni svétla v konfokalni mikroskopii v experimentu a simulaci

Jednim ze zakladnich parametrii ovliviiujicich méfeni metodou konfokalni mikroskopie je
intenzita a prostorové rozlozeni excitaéniho svazku. Mame-li zdroj koherentniho
elektromagnetického zareni definované vinové délky, pak z tohoto zdroje se prostorem $ifi

elektromagnetické zafeni, jehoz vykon je roven vztahu (11) [6].

= n-—pocet fotoni
= h— Planckova konstanta

= vy — frekvence zafeni

Takovéto zdroje zafeni maji vétSinou uniformni nebo normalni rozdéleni intenzity

svazku. Pro uniformni rozdéleni pak pii dopadu zafeni na plochu pro intenzitu plati (12).

[= - (12)

= P —vykon
= A-—plocha

Nicméné v konfokdlni mikroskopii se pfevazné vyuziva zafeni S normalnim

rozdélenim. Intenzita zafeni Sifici se do prostoru z ohniska je pak dana vztahem (13) [6].

-2 (x24y2) 2 (z2)

I(r,z) =1I,e Wiy o W7 (13)

= |g— maximalni intenzita
= Wy —polomér CV V roving X, y

= W, —polomér CV ve sméru osy z

10



V roving konfokalniho ohniska X, y pro z(0) je pak rozdéleni intenzit dano vztahem

(14).

-2 (x%2+y?)

I(r)y=1I,e Wiy (14)

Vzhledem k tomu, ze u laserovych diod je standardné udavana pouze hodnota vykonu,
je nutné zjistit hodnotu maximalni intenzity svazku dopadajiciho do CV z celkového vykonu

diody. Ten lze vypoditat integraci vztahu (14) pfes znamou plochu (15).

21T T —2 2
U Iy e Wiy r dr do (15)
00

Vysledkem integrace je vztah popisujici celkovy vykon prochazejici plochou r (16)
[6].
—2 7?2

1 —art
P(r,z) = i IoW2,(0) (1 — eWny(Z)) (16)

Zde plati, Ze Po je celkovy vykon vyzatreny zdrojem.

—2 712

P(r,z) = P,(1— eW’?y(Z))

(17)

Ze vztahu (17) lze pfii limitnim pfechodu pro r jdoucim k nule ziskat maximalni

intenzitu lo pro libovolnou hodnotu z (18).

2 P,

I - -
O(Z) T VVny(Z)

(18)

11



Hranice CV v ohniskové rovin¢ jsou definovany velikosti poloméru svazku Wyy, kde
ma intenzita zafeni hodnotu 1/exp(2) maximalni intenzity lo. Zaroven plati, Ze v ohniskové
roving prochazi CV 1-1/exp(2), tedy ptiblizn¢ 0,865 celkového vykonu, jak je zobrazeno na
Obr. 3 [6].

Dopadajici zareni

|
: Spojna tocka
- | >
i
!
| = Imax
| =1/exp(2) | =1/exp(2)

Wxy '

Obr. 3. Rozdéleni intenzity zaFeni dopadajiciho do ohniskové roviny konfokalniho objemu.
Svételné zateni je fokusovano do ohniska, v némz ma intenzita normalni rozdéleni. Intenzita zaieni 0
hodnoté 1/exp(2) maximalni hodnoty lo definuje polomér svazku Wyy. Kruhem s polomérem W,y pak
prochazi 1-1/exp(2) z celkové energie.
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2.2 Browniiv pohyb
V roce 1827 skotsky botanik Robert Brown pozoroval ndhodné pohyby pylovych zrnek ve

vodé. Tento ndhodny pohyb je zplisoben neustalymi srazkami molekul, diky nimz dochazi
k jejich neuspoiadanému pohybu. K tomuto jevu dochazi jak v plynném, tak v kapalném
prostiedi pii teplotach vétSich nez absolutni nula. Znalost fyzikalnich zékond ovlivilujicich
difuzi ¢astic v kapalném roztoku je zasadné dulezita pro vyzkum v oblasti difuzni konfokalni

mikroskopie, jez pravé téchto jeva vyuziva [7].

Translaéni difuzni koeficient

Schopnost latky difundovat prostiedim je zavisla na n€kolika parametrech, které jsou shrnuty
v transla¢nim difuznim koeficientu ¢astic. Tento koeficient charakterizuje schopnost ¢astic
difundovat danym prostfedim. Rychlost pohybu ¢astic je ptimo umérna jeho velikosti. Vztah
popisujici difuzi odvodili Albert Einstein, George Stokes a William Sutherland a je znam jako

Stokes-Einsteinova rovnice (19) [8].

kyT

- BT 19

Dy

» kg — Boltzmannova konstanta
= T —teplota
= 7 —dynamicka viskozita roztoku

= Rj, — Stokestiv polomér

Rotacni difuzni koeficient

Objekty difundujici roztokem podléhaji nejen translaci, ale zaroven i rotaci. Tento parametr
nabyva na dulezitosti, uvazujeme-li objekt difundujici roztokem (lipidicky vacek, bakterii),
uvniti n€jz se pohybuji fluorescenéni molekuly. Pohyb téchto molekul je nasledné ovlivnén
jejich vlastnim translaénim difuznim koeficientem, dale translaénim difuznim koeficientem

vngjSiho objektu a zaroven rotacnim difuznim koeficientem vnéjsiho objektu.
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Vztah pro rotacni difuzni koeficient je zalozen na stejnych odvozenich jako vztah pro

transla¢ni difuzni koeficient a ma tedy podobny tvar (20) [9].

kyT

D, = —2
" 8mnR;

(20)

Difuzni rovnice — Druhy Fickiv zakon

Je-1i znam difuzni koeficient, je mozné si polozit otazku, do jaké vzdalenosti miize ndhodna
¢astice difundovat v ¢asovém intervalu t. Pro lepsi ndzornost je problematika probrana v jedné

dimenzi pro funkci koncentrace ¢astic. Zména koncentrace ¢astic C V ¢ase a prostoru je dana
difuzni rovnici (21) [8].
dc d*c

— =D, — 21
dt L dx? (21)

Resenim této diferencidlni rovnice je vztah (22), jenZ popisuje koncentraci &astic
v poloze x a Case t. Z tvaru feSeni je zfetelné, ze ma tvar distribu¢ni funkce normalniho

rozdéleni [8].

N —x”
c(x,t) = ——— e4Dtt (22)

Va4 Dt

Uvazujeme-li tedy soubor N castic, pak stiedni hodnota velikosti posunu ¢&astic

v ¢asovém intervalu t je rovna smérodatné odchylce daného rozdéleni (23) [8].

X = 0= /2Dt
X =0 ¢ (23)

Pro rotacni pohyb okolo jedné osy pak plati (24) [9].
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2.3 FCS

FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy) je znama od pocatku sedmdesatych let
minulého stoleti, kdy ji vroce 1972 poprvé piedstavili Magde, Elson, a Webb. Nicméné
experimentalni méfeni provadéna v této dobé byla zatizena nizkym pomérem signalu vici
pozadi a nizkou efektivitou detekce, coz vyustilo v nedostatecnou citlivost. Tato metoda byla
béhem nasledujicich let dale vyvijena spolu s kvalitn¢j§imi méficimi pfistroji a posléze ji

v roce 1993 uvedl Rigler a spol. pro konfokalni mikroskopii [10].

Typické usporadani pro FCS

V soucastnosti se FCS nejcastéji kombinuje s konfokdlni mikroskopii. Vyuziva se zde
fyzikédlniho principu Brownova pohybu, ktery je zptisoben neustdlymi srazkami molekul
v roztoku. Tyto srazky zpusobuji difuzi ¢astic v objemu roztoku. Problematikou Brownova
pohybu se ve své praci také zabyval Albert Einstein v roce 1905 [8]. Molekuly pohybujici se
Vv roztoku volné difunduji konfokalnim objemem, kde jsou vystaveny elektromagnetickému
zareni fokusovaného svazku excita¢niho laseru. Pfi nasledné deexcitaci pak vyzafti fotony. Ty

jsou dale snimany detekéni linkou a zaznamenany na fotonovém detektoru [11], [12].

Teorie FCS

FCS je zaloZena na statistickém zpracovani fluktuaci naméfenych intenzit. Zkouma korelaci,
jinymi slovy miru podobnosti intenzit vV uréeném ¢asovém intervalu. Fluorescen¢ni intenzita

Vv Case I(t) je porovnavana se stiedni hodnotou intenzit (I(t)) v ramci celého méfeni (25) [11].

61(t) = I1(t) — (I(1)) (25)
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S vyuzitim téchto odchylek pak Ize sestavit vztah pro ACF (Autocorrelation Function)
(26) [11].

_{(SIDSIE+T))

O (0)

G(7)

Ze ziskané ACF (26) lze nasledné analyzou dle teoretického modelu (27) vypoditat
difuzni cCas a stfedni hodnotu poctu molekul pifitomnych v efektivnim CV. Dostupnych
teoretickych modeltl je hned nékolik, 1isi se naptiklad dle zakladnich predpokladi, zda
difundujici molekuly piechazeji do tripletniho stavu ¢i ne, nebo zda pti difuzi ptisobi vnéjsi

sila. Zakladni teoreticky model pro normalni difuzi ma tvar (27) [11].

G(t) = G(0)

= {4 —difuzni Cas

* 7 —pom¢ér axidlniho a laterdlniho rozméru CV

Analyzou ACF pomoci teoretického modelu 1ze ziskat nésledujici volné parametry.
Hodnota G(0) je nepfimo tmérna stiedni hodnoté poctu Eastic pFitomnych v konfokalnim

objemu a pti znamé velikosti tedy nasledné i koncentraci ¢astic v roztoku (28) [11].

1
G(0) = w (28)
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Hodnota tq predstavuje difuzni Cas, tedy stfedni dobu difuze Castic konfokalnim

objemem, z niz lIze dale ur¢it difuzni koeficient (29) [11].
2
Wiy

s (29)

D, =

Wy, — lateralni polomér konfokalniho objemu

Typicky se autokorelacni funkce zobrazuje Vv logaritmickém méfitku pro nezavislou

proménnou (Obr. 4).

1.0

— autokorelac¢ni funkce
e @ td
® o G(0)

0.8

funkce

s

0.6

¢ni

0.4}

0.2}

Autokorela

10° 10! 102 103 104 10°
Cas [ps]

Obr. 4. Autokorela¢ni funkce. Hodnota ty ptfedstavuje stfedni dobu difuze castic konfokalnim
objemem, G(0) je hodnota autokorela¢ni funkce v pocate¢nim ¢ase t(1). Pro kratké ¢asové intervaly
vykazuje funkce relativné vysoké hodnoty odpovidajici korelujicim intenzitdm, v delSich ¢asovych
intervalech spolu jiz intenzity nesouviseji a tomu odpovidaji hodnoty blizici se nule.
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Platnost teoretickych modeli FCS v ohrani¢eném prostoru

Teoretické modely vyuzivané pro interpretaci ACF jsou pievazné zalozeny na métenich difuze

ve volném roztoku.

Obecné mizeme za volny roztok uvazovat prostor natolik velky, Ze se v ném ¢astice
mohou pohybovat bez omezeni. Jinymi slovy ¢&éstice difundujici konfokalnim objemem
priplouvaji z nekonec¢na a okrajové podminky, kdy jsou ¢astice na rozmezi roztoku a okolniho

prostiedi omezujiciho jejich pohyb, lze zanedbat.

S pokracujicim vyzkumem v oblasti jedno-molekularni mikroskopie se nabizi nové
moznosti zkoumat chovani a pohyb ¢astic v omezeném prostoru, kuptikladu uvniti bakterie,
mikrofluidnich zafizeni a dal$ich, proto je zde nutné podotknout, Ze s rostoucim omezenim
vnéjsiho prostoru pro pohyb castic tyto modely vyrazné ztraceji piesnost, jak je dokazano

Vv praktické casti této prace.

2.4 FRET

Forsteriiv rezonan¢ni pfenos energie byl poprvé pozorovan v pocatcich dvacatého stoleti.
Vyznamnymi osobnostmi, jenz se zabyvaly jeho vyzkumem, byli Francis Perrin a Theodor
Forster, ktery jako prvni vroce 1946 ve své praci teoreticky popsal mechanismy
neradiativniho pfenosu energie mezi dvéma opticky aktivnimi ¢astmi molekuly oznacovanymi
jako donor a akceptor. V pribéhu dalSich desitek let byl FRET nadale zkouman, pficemz se
jako metoda vhodna pro sledovani konformaci molekul a kinetickych procesu v nich stal

nedilnou soucasti SMFD [2].

Mechanismus FRET Ize popsat jako neradia¢ni pienos energie mezi dvéma
molekulami, zpisobeny dipdl-dipdlovou interakci emisniho dipdlu donoru a absorpéniho
dipolu akceptoru. Absorbuje-li molekula donoru foton, ziska kvantum energie, které muze
dale ztratit nékolika moznymi zpUsoby, napiiklad fluorescenci, zhaSenim, pirechodem do
tripletniho stavu a naslednou fosforescenci, vibra¢ni relaxaci nebo pravé rezonanc¢nim
pfenosem energie mezi donorem a akceptorem. Tento jev nastava typicky ve vzdalenostech
do 100 4 [2].
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Rychlostni konstanta FRET

Pro popsani problematiky FRET je nutné zavést nékolik pojmi. Prvnim z nich je rychlostni
konstanta. Je-li molekula donoru excitovana, mize pii deexcitaci ztratit energii nékolika
zpusoby, jednim z nich je pienos energie pomoci FRET. Odevzdani kvanta energie trva urcity

¢as, jehoz reciprokou hodnotou je rychlostni konstanta, jejiz vypocet odvodil Theodor Forster

(30) [2].

~9000(In10) k2Qp J
FRET = 128 5 n® N, 1, R® (30)

* Qb — kvantovy vytézek bez ptitomnosti akceptoru

» k% dipol-dipolovy orientaéni faktor

= J-—ptekryovy integral mezi spektry donoru a akceptoru
= Na-— Avogadrova konstanta

» n - refraktivni index media mezi donorem a akceptorem
= 7, —doba zivota fluorescence bez pritomnosti akceptoru

= R —vzdéalenost mezi donorem a akceptorem

Kvantovy vytézek Qp

Kvantovy vytézek je definovan jako pomér vSech radiativnich procesi vici souctu vsech

radiativnich a neradiativnich procest (31) [2].

Ky

b= —7T _
Kpr + K. (31)
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Prekryvovy integral mezi spektry donoru a akceptoru J

Plocha, kterou se piekryvaji emisni spektrum donoru a absorpéni spektrum

akceptoru (Obr. 5).

— emise Cy3
8 — excitace Cy5 |]

0.2+ J

500 550 600 650 700 750
VInova délka [nm]

Emisni / excitaéni

Obr. 5. Prekryvovy integral. Emisni spektrum fluoroforu Cy3 se ¢asteéné prekryva s absorpénim
spektrem Cy5.

Dipél-dipdlovy orientacni faktor k

Uginnost pienosu energie mezi dvéma molekulami vlivem FRET je z velké ¢asti ovlivnéna
vzajemnou orientaci tranzitnich dip6lovych momentti. Kazda molekula ma absorp¢ni a emisni
dip6lovy moment. Ty lze chapat jako vektory vyjadfujici zménu prostorové konformace
elektronového obalu molekul pfi absorpci ¢i emisi energetického kvanta.
Dipol-dipolovy orientaéni faktor k (32) vyjadiuje vzajemnou orientaci téchto prechodovych
dip6lovych momentti molekuly donoru a molekuly akceptoru (Obr. 6). Mtze nabyvat hodnot
mezi 0 pro kolmou orientaci, 1 pro paralelni orientaci az 4 pro kolinearni orientaci. Pro

nahodnou orientaci je béZné uzivana hodnota 2/3 [13].

k = cos(8;) — 3 cos(6p) cos(6,) (32)

* @; — uhel mezi emisnim dipdlovym momentem donoru a absorpénim
dipdlovym momentem akceptoru

=  fp —uhel mezi emisnim dipolovym momentem donoru a vektorem mezi t€émito
dvéma dipoly

» 0, —uhel mezi absorbénim prechodovym dipdlem akceptoru a vektorem mezi
témito dvéma dipdly

20



Akceptor

Obr. 6. Dipél-dipélovy orienta¢ni faktor k. Je veli¢inou ovliviiujici Géinnost pfenosu FRET,
0, - thel mezi absorpénim prechodovym dipolem akceptoru a vektorem mezi témito dvéma dipdly,
Op - uhel mezi emisnim dipélovym momentem donoru a vektorem mezi témito dvéma dipoly,
01 - thel mezi emisnim dipolovym momentem donoru a absorpcnim dipélovym momentem akceptoru.

Forsterova vzdalenost

Ze vztahu (30) lze vyjadfit Forsterovu vzdalenost Ro pii které je padesat procent excitacni

energie preneseno vVlivem FRET z donoru na akceptor (33) [2].

. 9000(In10) k?Qp J (33)
O 12875 nt N,

Rychlostni konstantu FRET krrer pak lze vyjadiit vztahem (34) [2].

R6
kprer = #
Ip (34)

Efektivita prenosu FRET

Nyni Ize efektivitu prenosu FRET vyjadfit jako pomér rychlostni konstanty krrer viéi sumé
vSech rychlostnich konstant (radiativnich i neradiativnich) donoru (35). Hodnoty efektivity

FRET se pohybuji v rozmezi nula az jedna [2].

kFRET
Epppr = ——21 35
FRET kr | knr ( )
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Korekce FRET pfi jeho vyuziti v SMFD

Jak jiz bylo feCeno, FRET je vyuzivan pro sledovani rozméri, orientaci a obecné zmén
konformaci sledovanych molekul, ptfipadné K rozliSeni populaci ve sledovaném roztoku.
Typickym uspotadanim pfti vyuziti v konfokalni mikroskopii je sledovani volné difundujicich
molekul proplouvajicich konfokalnim objemem. K nim jsou pfipevnény molekula donoru a
molekula akceptoru energie. Pti prichodu konfokalnim objemem jsou ozafovany laserem
s vlnovou délkou odpovidajici excitatnimu spektru donoru. Donor pii nasledné deexcitaci
ztraci energii radiaénimi a neradiaénimi procesy. Cast této energie vyzaii v emisnim spektru
a ¢ast energie predava také akceptoru vlivem FRET. Akceptor nasledné Cast z pfijaté energie
vyzafi ve svém spektru. Vzhledem k tomu, ze emisni spektra akceptoru a donoru jsou umisténa
v rozdilnych vinovych délkach, 1ze pomoci vhodné nastavené detekéni optické linky tyto
vyzéaiené fotony odseparovat do dvou odlisnych kanali. Porovnanim nameétenych intenzit
v akceptorovém kanalu vuci souctu akceptorového a donorového kanalu je ziskan obraz FRET
Vv Case. Nicméné tato hodnota je zatizena n¢kolika neptfesnostmi, jez vytvareji diferenci mezi
realnym FRET a jeho naméfenou hodnotou (36). Tato hodnota je znama jako ,,Proximity

Ratio“ (PR) [14].

Ly

=4 36
I + Ip (36)

EPR

= Epr —Proximity Ratio
= |, —intenzity naméfené v akceptorovém kanale

= [p —intenzity namé&fené v donorovém kandle

Korekce primé excitace

Excitacni spektra donoru a akceptoru se Casto piekryvaji. Pti excitaci donoru nasledné€ dochézi
k nezadouci piimé excitaci akceptoru. Oznacime-li tuto chybu jako a, pak korekce této chyby
se provadi dle vztahu (37) [15].

Epp = ———— (37)
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Korekce spektralniho propousténi mezi kanaly, tzv. ,,cross-talk*

Tento termin vyjadifuje protékani fotoni emitovanych donorem do akceptorového kanalu.
Chyba je zplsobena nedokonalosti optickych prvki. Vysledkem je nespravny pomeér
naméfenych fotont v akceptorovém a donorovém kanalu. Standardné se tato chyba oznacuje
jako p. Korekce této chyby se provadi dle vztahu (38) [14].

Iy — Blp

E = (38)
A-corr (I — Blp) + Ip

Korekce y
Dalsi nepfesnosti, jimiz jsou zatizeny ziskané hodnoty FRET jsou:

a) rozdilné kvantové vytézky donoru a akceptoru,

b) rozdilna efektivita detekce optickou linkou pro akceptor a donor, jez je dana
nedokonalostmi optickych prvka.

Tyto chyby jsou zahrnuty v korekénim faktoru y (39) [14].

_ Q4 Dy
Y = Q_DE (39)

= Q4 —kvantovy vytéZzek akceptoru

=  (Qp — kvantovy vytézek donoru

= D, —efektivita detekce v akceptorovém kanalu
= Dj — efektivita detekce v donorovém kanalu

Nasledna korekce téchto chyb se pak provadi dle vztahu (40) [14].

Iy

E =4 40
y_corr IA + YID ( )
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2.5 BVA

Ze statistickych distribuci FRET je mozné rozlisit heterogenitu subpopulaci ve sledovaném
vzorku. Nicméné touto cestou nelze zjistit, zda tato heterogenita pochazi z vice populaci
statickych molekul, nebo z pfechodi mezi jednotlivymi konformacemi dynamickych molekul
[16].

Pro ziskani této informace byla vyvinuta metoda BVA (Burst Variance Analysis),
analyza variance FRET Vv jednotlivych zéblescich. Tato metoda detekuje dynamické prechody
FRET jednotlivych molekul pti prichodu konfokalnim objemem tak, Ze porovnava fluktuace
FRET v samostatnych zablescich. Ziskané odchylky od stfednich hodnot FRET dale
porovnava s teoretickym modelem pro FRET statickych molekul. Umoznuje tedy ziskat dalsi
informace o sledovaném vzorku a rozlisit statické populace od dynamickych. Vysledky se
bézné zobrazuji v grafech (Obr. 7) [16].

0.40

0.35

0.05

0.00
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

FRET

Obr. 7. BVA vlasenek DNA. V grafu Ize pozorovat experimentalni data naméfena na kratké vlasence
DNA, jez ptechazi ze slozené statické konformace s hodnotou FRET 0,6 (diamanty s bilou vyplni) do
volné pohyblivych nesloZzenych konformaci s nizkou hodnotou FRET (diamanty s éervenou vyplni).
Modra kiivka piedstavuje teoreticky model pro FRET statickych molekul (41), Sed4 zona konfidenéni
interval (44). V mistech, kde jsou hodnoty odchylek FRET vétsi nez hodnoty teoretického modelu a
zaroven vystupuji z konfiden¢niho intervalu (nizky FRET, diamanty s cervenou vyplni) jsou
konformace DNA povaZovany za dynamické. Naopak konformace charakterizované vysokym FRET
vykazuji statické chovani(bilé diamanty na modré lince).
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Teoreticky model pro odchylky FRET statickych molekul

Ocekavana odchylka FRET u statickych populaci molekul bez zatiZzeni signalu Sumem pochazi
z binomického rozdé€lenti, jeji teoreticka hodnota je vyjadiena dle vztahu (41), kde E je hodnota
daného FRET a n pocet fotont [16].

E(1-E) 1)

Stiedni hodnota FRET a smérodatné odchylky v zablesku

Pro vypocet BVA je nejprve nutné vyhledat v ziskanych intenzitach zablesky pochézejici od
jednotlivych molekul. Pro vypocet standardni odchylky v rdmci jednoho zédblesku je tento

zablesk rozdélen na N po sob¢ jdoucich oken obsahujicich n fotont. V kazdém z téchto oken
je vypocétena stiedni hodnota FRET E;i. Nasledn¢ je z hodnot E; vypoctena stfedni hodnota
FRET v celém zablesku ug a smérodatna odchylka op (42). Tento krok se provede postupné

pro vSechny nalezené zablesky [16].

i N
1 1
Op = N Z(Ei — up)? Lkde pg = N ZEL' (42)
N i

Pirepocet FRET a stfednich hodnot smérodatnych odchylek ze vSech nalezenych

zablesku do intervala

V ptipad¢ kratkych zableskt obsahujicich pouze nékolik oken mize dojit k nepfesnostem ve
vypoctu. Z tohoto diivodu se stfedni hodnoty FRET ziskané z jednotlivych zableskd jesté dale
rozdéli do pfedem urcenych intervalii a Z jejich smérodatnych odchylek se dale pocitaji stiedni
odchylky a mediany. Jedna z moznosti vypoctu je nasledujici. Rozmezi hodnot FRET mezi

0 a 1 se rozdeli na 20 intervali o Sifce w = 0,05. Stfedy intervald se ur¢i dle
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S; = %+ (nw), kden ={0,1,2,....,19} s dolnimi mezemi L; = S; — %ahornimi mezemi
U =S8+ % Nasledné se vypoctou stfedni hodnoty odchylek orrer v danych intervalech

FRET (43) [16].

N N
1 1
“Lé’ﬁﬁiu = Iy Z (op; — W? kde p= N z Up (43)
l l
L=< |,lB<U L< |,l3<U

Simulace Monte Carlo pro statistickou interpretaci ziskanych vysledkii BVA

Pro statistickou interpretaci ziskanych vysledki je vyuzivana simulace o¢ekavanych vysledku

pro statické hodnoty FRET (44). Zde Fi pfedstavuje nahodnou hodnotu ziskanou
z binomického rozdéleni s parametry B(n, ug). Po zvoleném poctu iteraci pro vSechny ug je

ziskan konfiden¢ni interval jako funkce P(o) [16].

N 2 N
i 2 () kdeme=g 33
(0} = —_ —_—— e = — —_
T § g Gt BERCTR L W (9
L=< up<U L=< up<U
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3. Vysledky

V praktické casti prace bylo provedeno nékolik simulaci s vyuzitim FCS, FRET a BVA, na
nichz byla ovéfena funkénost simula¢niho balicku a zaroven zkoumany limitace metod

pouzitych pro vyhodnoceni dat.

Utelem simulaci vyhodnocenych metodou FCS bylo ovéieni platnosti znamych
teoretickych modeli FCS pro difuzi molekul konfokalnim objemem, a to s dirazem na
omezeni vnéjSiho ohraniceni prostoru a razné tvary vné¢jSiho prostoru. Tyto okrajové

podminky nejsou v teoretickych modelech zohlednény.

Pro simulace FRET byly z intenzitnich fad zpétné¢ vypoéteny hodnoty FRET a

porovnany s vloZenymi hodnotami.

V simulacich s vyuzitim BVA byly porovnany vysledky s riiznym nastavenim FRET,
a to jak statickym, tak dynamickym. Dale pak rozliSovaci schopnost metody BVA v zavislosti
na pomeéru rychlosti pfechodtt FRET mezi jednotlivymi stavy a délkou nalezenych intenzitnich

zablesku.

Pted tim, nez budou diskutovany vysledky, je potfebné rozebrat strukturu simula¢niho

balicku a parametry, za kterych byly simulace provadény.
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3.1 Prostiedi simulace

Vyvinuty simulacni software je ureny prevazné pro difuzni konfokalni mikroskopii. Pro jeho
tvorbu je vyuzit programovaci jazyk Python [17]. Pro spousténi simulaci je doporuceno
vyuzivat nékterého z dostupnych vypocetnich center, jezZ umozni plné vyuziti zabudovanych
paralelnich vypoc¢tl. Simula¢ni balicek je ptfipraven a byl ptimo testovan ve vypocetnim centru

MetaCentrum [18]. Zakladni blokové schéma vypada dle Obr. 8.

Simulace

Zpracovani
vysledku

Obr. 8. Blokové schéma simula¢niho softwaru. V ¢asti simulace je nejprve zvolena geometrie, a to
mezi kouli, elipsoidem a valcem, nésledné jsou vypocteny transla¢ni a rotacni kroky, poté prob¢hne
vypocet intenzit a FRET. Poté probiha zpracovani vysledkd, v této ¢asti 1ze vyhodnotit FCS, vyhledat
zéblesky v intenzitnim vektoru a z nich zpétn¢ dopocitat FRET a nasledné BVA.
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3.1.1 Zakladni parametry
Pted spusténim samotné simulace je v konfiguraénim souboru potfebné nastavit parametry pro
jeji béh. Konkrétni nastaveni téchto parametrti umoziiuji simulovat nejriiznéj$i mozné scénare.
Mezi zakladni technické parametry patii nasledujici.
1. Casovy krok — nejmensi ¢asovy interval mezi zménami v pozicich molekul a z nich
vyplyvajicich intenzitach a dalSich vypoctech.
2. Pocet krokt — spolu s ¢asovym krokem uréuje celkovou délku simulace.

3. Pocet procesti — urCuje pocet moznych paralelnich vypocti. Jednu castici 1ze pocitat
pouze v jednom procesu, z toho divodu tento parametr nabyva na vyznamu pfi
simulacich vice Castic.

4. Pocet ¢astic —nastavuje pocet Castic, jejichz polohy a intenzity budou v ramci simulace
pocitany.

Tabulka 1. Zakladni parametry nastaveni simulace

C. | Parametr Tlustraéni hodnota Jednotka
1 | Casovy krok 1 US

2 | Pocet kroku 1 000 000

3 | Pocet procesu 16

4 | Pocet Castic 10 000

3.1.2 Parametry geometrie

Geometrie simulace zahrnuje tii zakladni tvary. Objekt konfokalniho objemu, vnéjsi objekt ve
tvaru koule ¢i elipsoidu (vnéjsi ohrani¢eni, pfedstavujici napt. roztok), ktery definuje meze,
Vv nichz se miiZe pohybovat vnitini objekt. Dale pak vnitini objekt pohybujici se ve vnéjSim
objektu, ktery mize nabyvat tvard koule, elipsoidu nebo valce. Uvnitf vnitiniho objektu se
dale pohybuji molekuly. Tato sestava umoznuje simulovat lipidicky vacek, bakterii, pfipadné
mikrofluidni zafizeni \% roztoku. Mozné geometrie  jsou zobrazeny

na Obr. 9.
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Obr. 9. Geometrie objektii pouZivanych v simulaci. Cervenou barvou je vyznacen prostor CV.
Modrou barvou je zobrazen vnitini objekt, pro a) kouli, ptipadné elipsoid, pro b) valec. Bila linka znac¢i
pohyby ¢astice uvnitt vnitiniho objektu. Sedou barvou je vyznacena geometrie vnéjsiho objektu.

Geometrie konfokalniho objemu
Tvar CV je definovan vztahem (13) popisujicim §ifeni svétla prostorem ze svételného svazku

fokusovaného do ohniska. Pro potieby simulace je definovadn dvéma parametry.

1. Lateralni polomér — polomér CV pro osy x ay.

2. Axialni polomér — polomér CV pro osu z.

Tabulka 2. Parametry geometrie konfokalniho objemu

C. | Parametr Tlustraéni hodnota | Jednotka
1 | Lateralni polomér 300 nm
2 | Axialni polomér 1800 nm

Geometrie vnitiniho objektu

Vnitini objekt ve tvaru koule, nebo elipsoidu miiZze pfedstavovat napt. bakterii, ¢i lipidicky

vacek pohybujici v roztoku (vnéjsiho objektu). Pro kouli, pfipadné elipsoid lze nastavit:

1. Polomér osy X — polomér vnitiniho objektu ve sméru osy X.

2. Polomér osy y — polomér vnitiniho objektu ve sméru osy Y.

3. Polomér osy z — polomér vnitiniho objektu ve sméru osy z.
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Vnitini objekt ve tvaru valce, jenz je staticky, miize naopak predstavovat mikrofluidni

zafizeni. Pro tento tvar lze nastavit nasledujici parametry:

4. Vysku vilce.

5. Prumér valce.

Tabulka 3. Parametry geometrie vnitiniho objektu

C. | Parametr Tlustraéni hodnota Jednotka
1 | Polomér osy x 800 nm
2 | Polomér osyy 800 nm
3 | Polomér osy z 2000 nm
4 | Vyska vélce 1000 nm
5 | Pram¢ér valce 500 nm

Geometrie vnéjSiho objektu

Vnéjsi objekt miize nabyvat tvaru koule ¢i elipsoidu a predstavuje prostor roztoku, Vv némz se
pohybuji Castice, ptfipadné Castice uzaviené ve vnitinim objektu. Spravné nastaveni rozmért
vnéjsiho objektu je zdkladnim pfedpokladem pro uspeSnost simulace. V ptipadé pfili§ malych
rozméra nastava efekt ohraniceni, kdy pfestavaji platit teoretické modely, podle nichzZ se dale
poc¢ita ACF. Naopak prilis velké rozméry vnéjsiho objektu pii zachovani konstantni
koncentrace maji za nasledek velkou vypocetni naro¢nost simulace. MozZzné parametry jsou
nasledujici:
1. Polomér osy X — polomér vnéjSiho objektu ve sméru osy X.

2. Polomér osy y — polomé&r vnéjsiho objektu ve sméru osy Y.

3. Polomér 0sy z — polomér vnéjsiho objektu ve sméru osy z.

Tabulka 4. Parametry geometrie vnéjsiho objektu

C. | Parametr Tlustra¢ni hodnota | Jednotka
1 | Polomér osy x 3800 nm
2 | Polomér osyy 3800 nm
3 | Polomér osy z 5000 nm
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3.1.3 Fyzikalni parametry

Parametry vnitfniho objektu

Pro vnitini objekt ve tvaru koule ¢i elipsoidu je dale potifebné nastavit translacni a rotacni

difuzni koeficienty definujici rychlost translace a rotace uvniti vnéjsiho objektu.

1.

Translacni difuzni koeficient vnitiniho objektu — definuje rychlost pohybu vnitiniho
objektu uvniti vnéjsiho objektu.

Rota¢ni difuzni koeficient vnitiniho objektu — definuje rychlost rotace vnitiniho
objektu uvniti vnéjsiho objektu.

Tabulka 5. Fyzikalni parametry vnitfniho objektu

C. | Parametr Ilustraéni hodnota pro lipidicky | Jednotka
vacek o pruméru 100 nm

1 | Transla¢ni difuzni koeficient | 4,3 nm? ,us'l

2 | Rota¢ni difuzni koeficient 1324 rad? s

Parametry castic

Castic se tyka pét zakladnich parametri.

1.
2.

Transla¢ni difuzni koeficient ¢astic — definuje rychlost difuze ¢astic v prostoru.
Extink¢éni koeficient — urcuje miru absorpce fotond dopadajicich na ¢astici.

Doba Zivota excitovaného stavu — reciproka hodnota souctu vSech radiativnich a
neradiativnich rychlostnich konstant.

Kvantovy vytézek donoru — pomér vSech radiativnich procestt donoru vii¢i souctu
vSech radiativnich a neradiativnich procesti donoru.

Kvantovy vytézek akceptoru — pomér vSech radiativnich procesi akceptoru vici
souctu vSech radiativnich a neradiativnich procest akceptoru.

Tabulka 6. Fyzikalni parametry ¢astic

C. | Parametr Tlustraéni hodnota | Jednotka
pro Cy3
1 | Transla¢ni difuzni koeficient ¢astic 241 nm? s
2 | Extink¢ni koeficient 150 000 dm?® cm™* mol*!
3 | Doba zivota excitovaného stavu 1,5e-9 S
4 | Kvantovy vytézek donoru 0,15
5 | Kvantovy vytézek akceptoru 0,6 pro Cy5
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Parametry pro nastaveni FRET

Pro FRET je potiebné nastavit hodnoty efektivity ptenosu, a to v rozmezi 0 az 1. K nim se
dale pficitaji hodnoty ziskané z normalniho rozdéleni se smeérodatnou odchylkou danou
vztahem (41). Parametry ,,Doba FRET A“ az ,,Doba FRET D* jsou pouzity jako 1 pro

generovani ¢ast z Poissonova rozdéleni, béhem nichz FRET setrvd v daném stavu.

1.-4. — hodnoty efektivity FRET.

4.-8. — Casovy interval, béhem né&jz molekula setrva v aktualnim stavu.

Tabulka 7. Parametry pro nastaveni FRET

C. | Parametr Tlustra¢ni hodnota Jednotka
1 | Hodnota FRET A 0,2

2 | Hodnota FRET B 0,4

3 | Hodnota FRET C 0,6

4 | Hodnota FRET D 0,8

5 | Doba FRET A 100 Us

6 | Doba FRET B 1000 uS

7 | Doba FRET C 10 000 uS

8 | Doba FRET D 50 000 US

Pravdépodobnost ptechodu FRET zjedné¢ hodnoty do jiné je nastavena pomoci
prechodové matice. Zde je pro ilustraci uvedena piechodova matice s uniformnim rozdélenim
(45). V tomto piipadé tedy piechazi FRET z aktualniho stavu do jakéhokoli dal$iho se stejnou

pravdépodobnosti.

A B C D
0,25 0,25 0,25 0,25
0,25 025 0,25 0,25
0,25 0,25 025 0,25
0,25 025 0,25 0,25

(45)

S x>-

Parametry tykajici se zavedeni chyb p¥i simulaci FRET

Vzhledem k tomu, ze tkolem simulace je co nejvice se piiblizit redlnym experimentim, jsou

nasledujicimi parametry zavedeny chyby vznikajici pfi experimentalnim méteni FRET.

1. Hodnota spektradlniho propousténi mezi kandly — vyjadfuje protékani fotont

emitovanych donorem do akceptorového kanalu.
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2. Hodnota ptimé excitace akceptoru — vyjadiuje nechténou piimou excitaci akceptoru

excitaénim laserem.

Tabulka 8. Parametry pro zavedeni chyb FRET

C. | Parametr Tustracni hodnota
1 Hodnota spektralniho propousténi mezi kanaly 0,05
2 | Hodnota ptimé excitace akceptoru 0,04

Parametry zdroje elektromagnetického zareni

Tyto parametry piimo ovliviiuji vysledky simulace. Pti vysoké hodnoté nastaveného vykonu
laseru dochazi k saturaci ozafovanych molekul a ztoho vyplyvajici zméné naméfeného

intenzitniho profilu.

1. Vykon laseru — vykon excita¢niho laseru donoru.

2. VInova délka laseru — vlnova délka excita¢niho laseru donoru.

Tabulka 9. Parametry zdroje elektromagnetického zaieni

C. | Parametr Tlustraéni hodnota | Jednotka
1 | Vykon laseru 100 uW
2 | Vlnova délka laseru 532 nm

Efektivita detekce optickou linkou

Molekuly difundujici konfokalnim objemem vyzaiuji fluorescen¢ni zafeni, to je ptivadéno
optickou cestou na detektor. Béhem této cesty dochazi k vyznamnym ztratdm, které jsou dané

optickymi prvky a jsou odlisné pro frekvenéni spektrum donoru a akceptoru.

Tabulka 10. Parametry pro efektivitu detekce optickou linkou

3

. | Parametr Ilustraéni hodnota
1 Efektivita detekce v donorovém kanalu 0,03
2 | Efektivita detekce v akceptorovém kanalu 0,04

34



3.2 Efektivita detekce

Pfi realnych métenich dochazi ke ztratam na optickych prvcich, a to jak v excitacni, tak v
detek¢ni cesté. Intenzita excitatniho zafeni v roviné vzorku byva zndma, a neni tedy nutné
tyto ztraty uvazovat. Nicmén¢ fluorescencni zafeni je zachyceno az na fotonovém detektoru
poté, co projde optickou detekéni cestou. Pii priichodu detekéni cestou je ¢ast vyzarenych
fotonli ztracena a tuto ztratu je potiebné zanést do vysledkli simulace, protoze vyrazné

ovlivituje pocet ziskanych fotond.

Nasledujici vypocty jsou provadény s ohledem na konkrétni komponenty, z nichz se
skladé optické linka v laboratofi jedno-molekulové spektroskopie na Piirodovédecké fakulté
JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Veskeré pouzité optické prvky maji

jednopalcovy prumér.

Detekéni prvek

Vzorek E é

L6
\ OB
BPF 4 - >
Detekéni prvek A
DM2 DM1 Q: Excitace
L5 N
BPF \ > -
L1
A
M2 NG
L4 P L3 LPF L2 \ M1

Obr. 10. Detekéni cesta. Fotony vyzatené vzorkem prochazeji detekéni cestou, S nasledujicimi
komponentami: OB objektiv, DM1 dichroické zrcadlo oddélujici vinova spektra excitacniho a
fluorescenéniho zafeni, DM2 dichroické zrcadlo oddé€lujici vinova spektra donoru a akceptoru, L1-L6
spojné Cocky, M1 a M2 odrazova zrcadla usmériujici tok fotond, LPF filtr typu horni propust propousti
vinové délky nad 550 nm, BPF filtry typu pasmova propust propousti pouze vlnova spektra prislusejici
donoru a akceptoru, P $térbina, jez spolu s L3 a L4 vytvaii prostorovy filtr odstranujici ¢ast zatreni, jez
neni v optické ose a v roving zaostieni a definuje primér detek¢niho objemu.
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Ztraty zpisobené detekénim tihlem objektivu

Uvazujeme-li vyzatujici molekulu difundujici uvniti CV, pak tato molekula vyzaiuje ve sméru
svého emisniho piechodového dipolového momentu. Zaroven rychle rotuje, a lze ji tedy
povazovat za vSesmérovy bodovy zdroj fotonl. Objektiv mikroskopu neni schopen ziskat
veskeré fotony, ale pouze ty, jez jsou vyzafeny pod uréitym thlem (46). Tento thel je dan
numerickou aperturou objektivu NA (Numerical Aperture) a refraktivnim indexem imerzniho

oleje n [6].

NA
0 = arcsin7 (46)

Vyzatuje-li molekula vSesmérové, pak vSechny fotony projdou povrchem koule se
sférickymi thy ¢ = 27 a 0 = 7.
2

T
Sspy = f frzsine do do = 2nr? (—cosm + cos0) (47)
0 0

Objektivem pak projde pouze ¢ast fotonti pod thlem 6.

2T

0
Sopj = f jrzsine do de = 2nr? (—cos @ + cos0) (48)
0 0

Efektivita detekce fotonti objektivem mikroskopu je pak rovna poméru téchto dvou

povrchi a Ize ji vyjadiit vztahem (49).

1—cos® NA
EFper = — kde 0 = arcsinT (49)
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Kombinace objektivu Olympus APON 60 x 1,49 OTIRF s NA 1,49 [19] s imerznim
olejem s refraktivnim indexem 1,517 [20] zajistuje efektivitu detekce piiblizné 40 %

z celkového poctu vyzarenych fotont.

Ztraty zpisobené transmitanci objektivu

Transmitance pasivnich optickych prvkl je vzdy mens$i nez jedna. Dochézi zde Castecné
k odrazu, ¢asteéné k pohlceni a caste¢né k rozptylu prochazejiciho zafeni. Ztraty pii
transmitanci jsou dany predev§im nedokonalostmi jak povrchové, tak objemové struktury
materialu, z néjz je opticky prvek sestrojen, a obvykle jsou funkci vinové délky. Vyrobce
udava transmitanci objektivu Olympus APON 60x1,49 OTIRF v nami vyuzivanych vinovych
délkach 550700 nm na trovni hodnoty 0,9 [19].

Ztraty na dichroickém zrcadle DM1 (Dichroic Mirror)

Dichroické zrcadlo DM1 odrazi excitaéni svazek o vinové délce 532 nm smérem k roviné
vzorku a zarovein zpétné filtruje tento svazek pti jeho ¢aste¢ném odrazu. Jedna se o dichroické
zrcadlo od firmy Edmund Optics propoustéjici vinové délky od hodnoty 552 nm [21].
Transmitan¢ni charakteristika zrcadla DM1 byla naméfena a je zanesena v Obr. 12 na konci

této kapitoly.

Ztraty na dichroickém zrcadle DM2

Toto zrcadlo slouzi k rozdé€leni fluorescenéniho svazku na spektrum donoru a akceptoru. Jedna
se 0 dichroické zrcadlo ,#86-334; 552 nm, 25,2x35,6 mm*“ od firmy Edmund Optics
propoustéjici vinové délky od hodnoty 635 nm [22]. Transmitan¢ni charakteristika zrcadla
DM2 byla taktéz naméfena a je zobrazena v Obr. 12.
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Ztraty na zrcadlech M1 a M2 (Mirror)

Zrcadla M1 a M2 slouzi k usmérnéni toku fotonti v optické lince. Jedna se o odraziva stiibrem
deponovana zrcadla PF10 03P01 od firmy Thorlabs. Uginnost odrazu tdchto zrcadel se udava
jako reflektance, jez je pomérem odraZenych a dopadajicich fotond v pozadovaném sméru,
jako funkce vinové délky. Reflektance je zaroven zavisla na polarizaci dopadajiciho svazku a
velikosti odrazného thlu. Pro zrcadla M1, M2 byly vyuzity informace od vyrobce, jenz udava

reflektanci v rozmezi vinovych délek 550-700 nm rovnou hodnoté 0,95 [23].

Ztraty na ¢ockach L1-L6 (Lens)

V optické lince slouzi Gocky k usmérnéni toku fluorescenéniho zafeni. Cocky L1 a L2
nastavuji polomér svazku vstupujiciho do prostorového filtru, slouZzi tedy jako teleskop. L3 a
L4 jsou casti prostorového filtru, L5 a L6 fokusuji svazek zafeni do ohniska umisténého
v rovin¢ detekénich prvkd. Na kazdé cocce dochazi ke ztratim zpusobenym absorpci,
rozptylem a odrazem. V nasem piipad¢ jsou pouzity achromatické dublety z materialu
N-BK7/SF5 od spole¢nosti Thorlabs [24]. Vzhledem Kk tomu, ze vSechny pouzité ¢ocky jsou
stejné fady, a byly tedy vyrobeny stejnym technologickym postupem, byla vybrdna pouze
jedna ¢ocka a na ni byla naméfena transmitance, jez je zobrazena v Obr. 12 na konci této
kapitoly. Naméfend transmitance piesahuje hodnotu 0,95. Nicméné pro donor i1 akceptor je

Vv optické cesté umisténo pét Cocek, a celkove tedy vyrazné€ snizuji pocet detekovanych fotond.

Ztraty na filtru LPF (Long Pass Filter)

Jedna se o interferen¢ni filtr typu horni propust FELH0550 od vyrobce Thorlabs [25].
Propousti vinové délky pocinaje hodnotou 550 nm. Transmitance tohoto filtru byla namétena
a je zobrazena v Obr. 12 na konci této kapitoly. Vyrobce udava hodnoty v propustném spektru

veétsi nez 90 % a v odrazné Casti spektra pak optickou denzitu vétsi nez 5.
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Ztraty na filtrech BPF1 a BPF2 ( Band Pass Filter)

Tyto dva filtry jsou typu pasmova propust a jsou poslednimi filtracnimi prvky uz jednotlivych
svételnych  spekter donoru a  akceptoru. Pro donor je pouzit filtr
,#67-019; 562 nm CWL, 12,5 mm Dia, 40 nm Bandwidth, OD 6 od spole¢nosti Edmund
Optics s centralni vinovou délkou 562 nm a Sitkou pasma 40 nm [26]. Pro akceptor je pak
pouzit filtr FF02-685/40-25 od spole¢nosti Semrock s centralni vinovou délkou 685 nm a
sitkou pasma 40 nm [27]. Ucelem téchto dvou filtrti je ofiznout dopadajici zafeni pouze pro
konkrétni spektrum donoru a akceptoru. Transmitance obou filtri byla naméfena a je

zobrazena v Obr. 12 na konci této kapitoly.

Ztraty na prostorovém filtru

Konfokalni prostorovy filtr je tvofen dvéma c¢ofkami L2, L3 (f=74,9 mm)
AC254-075-A [24] a 75 um §térbinou P75S [28] od vyrobce Thorlabs. Ugelem prostorového
filtru je odstranit zafeni, jez neni v optické ose a v roving zaostieni. Veskeré zafeni, jez vznikne
v jiné ¢asti zkoumaného vzorku, ptipadné se dostane do optické cesty jinym zpisobem, neni
prostorové koherentni s prochazejicim svazkem a na $térbing je odfiltrovano. Tim je zajistén
maly detek¢ni objem a pii vhodném nafedéni i jedno-molekulova detekce. K dalSim ztratam
dochazi pfimo na fokusovaném svazku ve Stérbin€. Pro vyhodnoceni téchto ztrat je nejprve
nutné definovat polomér svazku, tzv. Beam-Waist. Zaostiuje-li se svételny paprsek do
ohniskové roviny, pak intenzita v ni ma normalni rozdéleni se stiedem v geometrickém
ohnisku (Obr. 11). Polomér svazku v ohniskové roviné je hodnota, pii které normalni

rozdé€leni intenzity poklesne na hodnotu 1/exp(2) [29].
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Zareni

Obr. 11. Ztraty v ohniskové roviné prostorového filtru. Svételny svazek je fokusovan v ohniskové
rovin€ FP §térbiny P (Pinhole), do ohniska F, v némz ma intenzita normalni rozdéleni. Vzdalenost, pii
které poklesne intenzita svazku na 1/exp(2), se nazyva polomér svazku BM (Beam-Waist). Prostor,
jimz maze svazek prochazet, je limitovan hranami §térbiny P, kde dochazi ke ztratam.

Polomér svazku v ohniskové roving Ize urc€it dle vztahu (50). Vyznamnym faktorem je

zde kvalita svazku Q, jez muze vyrazné ovliviiovat ztraty na $térbiné [29].

1 Q We
Way = — atan(T) (50)

= Wy — polomér svazku v ohniskové roviné
= A1 —vlnové délka

= f —ohniskova vzdalenost Cocky

= W, —polomér svazku pied cockou

= (- kvalita svazku
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Upravou vztahu (17) pak lze vyhodnotit celkové ztraty na §térbing zptisobené
normalnim rozdélenim svazku jako pomér vystupniho a vstupniho vykonu (51).
-2 72

Pi = (1- eWny(Z)) (51)
0

= P —vykon po prichodu $térbinou
= Po— vykon pied stérbinou
* I —polomér Stérbiny

= W,y — polomér svazku v roving $térbiny

Dalsi ztraty na Stérbiné vznikaji chromatickymi vadami cocek, jez Vv zavislosti na
vlnové délce posouvaji ohniskové roviny mimo $térbinu. Nezanedbatelné ptispivaji rovnez
mechanické nedokonalosti v nastaveni systému. Vzhledem k témto proménnym je odhad ztrat

na prostorovém filtru zatiZzen zna¢nou chybou.

Ztraty na fotonovych detektorech

Pro detekci fluorescenénich fotonti jsou pouzity moduly osazené jedno-fotonovymi
lavinovymi fotodiodami (Perkin Elmer, v soucasnosti Excelitas). Konkrétné se jedna o typ
SPCM AQR 16. Vyrobce udava detekéni pasmo v rozmezi 400—-1060 nm s nejvyssi efektivitou
detekce pti 650 nm, kde udavana hodnota detekce prevysuje 70 % [30]. Na téchto prvcich
zaroven dochazi k dal$im nepfesnostem pii méfeni. Jedna z nich je zplsobena temnym
Sumem. Tento model dle vyrobce zaznamena az 25 fotont béhem jedné sekundy, jez na diodu
nedopadly. Dalsi ztraty jsou zpisobeny tzv. mrtvym ¢asem. Po dopadu fotonu snimac neni
schopen zaznamenat dalsi foton po dobu 50 ns. Z principu tedy tato chyba vyrazn¢ nariista se
zvySujici se frekvenci dopadajicich fotonli, nicméné pii piko-molarni koncentraci
(< 1 foton us™) Ize mrtvou dobu zanedbat. Dale je nutné podotknout, Ze Gi¢innost sbéru fotont,

jez je funkci vinové délky, je pro detekcni kanaly donoru a akceptoru rtizna.
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Celkové ztraty

Jsou dany ptisobenim vSech ztrat na svételny svazek po cesté optické linky. Vystupni poCty

fotont Ize tedy definovat nasledujicimi vztahy pro donor (52) a akceptor (53).

Fnp = Fyp ATy T Riyy Tr1 Tomr P (1 = Tpuz) Trs Dspenr (52)

FNA — FVA A TO TLS RI%/I TF1 TDMl P TDMZ TFZ DSPCM (53)

= Fyp —naméfena intenzita donoru

= Fy4—naméfena intenzita akceptoru

= Fyp — vyzafend intenzita donorem

= [Fy4— vyzéiena intenzita akceptorem

= A —1hlové ztraty pfi vstupu do objektivu
= T, — transmitance objektivu

= T, —transmitance ¢ocek

= R, — reflektance zrcadel

®  Tg1—Tgz — transmitance filtrd F1-F3

*  Tpu @ Tpyo — transmitance dichroickych zrcadel
= P —ztraty na $térbiné

* Dgpcy — ztraty na fotonovych detektorech
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Celkové ztraty pak lze vyhodnotit jako pomér obsahi pod kiivkami emisnich spekter
donoru (Cy3), respektive akceptoru (Cy5) (Obr. 12), s obsahy danych spekter po aplikaci
vSech ztrat. Vysledny pomér naméienych a vyzarenych fotont se v naSem piipadé pohybuje

v fadech nejméné 1072,

1.0

e e
os| |\ f ,,,,,, R | é\ \ R

-— OB

| / T M
1 ! I : e P
| ; ; ol A L

0.6 P~ 1T T T T Y
: : : : DM1

.| — DM2
— L
LPF |
— BPFCY5
— BPFCY3
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Obr. 12. Zobrazeni ztrat pri detekci emitovaného zaieni Cy3 a Cy5. Graf zobrazuje ztraty pfi
detekcei fluorescencniho zafeni emitovaného molekulami Cy3 a CyS5 po cesté optické linky. OB — ztraty
na objektivu, M — ztraty na zrcadlech M1 a M2, P — ztraty na $térbiné, A — ztraty dané NA objektivu,
DM1, DM2 — ztraty na dichroickych zrcadlech, L — ztraty na ¢oc¢kach L1 az L6, LPF — ztraty na filtru
horni propust, BPFCY5 a BPFCY3 — ztraty na pasmovych propustech pro CY3 a CYS5, CY3 IN a
CY5_IN — emisni spektra Cy3 a Cy5, CY3_OUT a CY5_OUT — zachycena cast emisnich spekter Cy3
a Cyb.
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3.3 Analyza FCS

Analyza dat FCS je zaloZena na statistickém zpracovani fluktuaci naméfenych intenzit. Lze ji
povazovat za zakladni metodu poskytujici informace o koncentraci a rychlosti molekul

pohybujicich se v riznych prostiedich.

Z vypocetnich divodt bylo nejprve nutné urcit hodnotu ¢asového kroku simulace,
kterd umozni ziskat dostatecnou ptesnost a zaroven nds nebude limitovat v celkové délce

experimentu.

Hlavnim tkolem v FCS kapitole bylo ovéfit platnost teoretickych modeli pro difuzi
ve volném roztoku pro prostorové ohrani¢ena prostiedi. Diraz byl kladen na velikost a tvar

ohrani¢eni vnitiniho prostoru.

V nasledujici ¢asti byla provedena simulace relativniho pohybu. V tomto pfipadé se
molekula pohybovala uvniti vnitiniho objektu kulového tvaru, ktery se pohyboval uvniti
vnéjsiho objektu kulového tvaru. Ziskané hodnoty autokorelacni funkce byly diskutovany a
porovnany s upravenym teoretickym modelem. Tato sestava muize pii aplikaci na konkrétni
podminky predstavovat napiiklad pohyb lipidického vacku nebo bakterie uvniti roztoku.
Simulace tohoto typu nejsou pfili§ béZzné, a tak vysledky poskytuji zajimavy vhled do dané

problematiky.

V posledni ¢asti byl ovéfen vliv rotace na difuzni Casy a difuzni koeficienty. Pfi
redlnych experimentech jsou ¢asto sledovany pohyby lipidického vacku, v jehoZ membrané se
nachazeji molekuly. Tento vacek pfirozené difunduje v roztoku a zaroven pii tom rotuje.
Pohyblivost molekul je tedy zavisld nejen na difuzi vacku, ale zaroven na jeho rotaci, a
Z tohoto diivodu lze ocekavat zmény v difuznich casech, potazmo difuznich koeficientech
molekul zplisobené rotaci. V tomto ptipadé byla provedena simulace, béhem niz se rotujici
vnitini koule pohybovala ve vné&jsi kouli. Na povrchu této rotujici koule byla fixovéana
molekula, jez podstupovala stejné translacni pohyby jako vnitini koule, a navic jesté pohyby

rotacni.
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3.3.1 Optimalizace ¢asového kroku

Volba ¢asového kroku je velmi dilezity parametr, na némz zavisi uspésSnost simulace. Je
zfejmé, Ze presnost simulaci se zvySuje se zmenSovanim casového kroku, nicméné
zmenSovani ¢asového kroku pii udrzeni konstantniho simulovaného ¢asu vede ke zvySovani
poctu vypoctli a nasledné¢ k prodlouzeni doby simulace. To vSak jde proti praktickym
pozadavkim kladenym na simulace, kdy je potfebné ziskat data z co nejdelSiho simula¢niho
¢asu v co nejkrats$im Case realném. Z toho diivodu je potiebné pro kazdy typ simulace hledat
kompromis mezi pfesnosti simulaci s kratkym casovym krokem a redlné dosazitelnym

celkovym ¢asem simulace.

Casovy krok v difuznich simulacich by mél byt umé&my pohyblivosti ¢astic v roztoku
a velikosti prostoru, jenz omezuje jejich pohyb. Difuzni koeficient molekul Dy se bé&zné

pohybuje ve stovkach nm? us?. V kazdém kroku simulace se generuje pohyb molekul

z distribuce normalniho rozdéleni se smérodatnou odchylkou danou vztahem (54).

Uvazujeme-li jednu z béznych molekul v SMFD, Alexu Fluor 488, jez ma difuzni
koeficient 435 nm? us™, ziskavame pfi zdkladnim ¢asovém kroku 0,1 us 68,2 % generovanych
pohybt v jednotlivych krocich ve 3D mensi nez 13 nm. Tuto hodnotu povazujeme za
dostatecnou  pro nami  pouzit¢ rozméry CV  spoloméry Wxy 300 nm
a Wz 1800 nm. Jako zakladni jednotka ¢asového kroku tedy byla z tohoto dtvodu zvolena
hodnota 0,1 ys.

Parametry optimalizace

Pro ovéteni moznosti zvySeni hodnoty ¢asového kroku ze zakladni hodnoty 0,1 xS na hodnotu
1 us byly provedeny dvé simulace, kazda s jednou ¢astici a deseti miliony krokt. Prvni z nich
byla s nastavenim zakladniho ¢asového kroku 0,1 us, druhd pak s desetinasobnym casovym

krokem 1 us.

Jako hlavni parametr pro porovnani dopadu velikosti kroku na vysledek simulace byla

zvolena distribuce intenzit fluorescence a ACF.
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Pro porovnani byly intenzity secteny v usecich po 1000 us, coz je bézné pouzivana
hodnota pro analyzu distribuce intenzity fluorescence FIDA (Fluorescence Intensity
Distribution Analysis). Distribuce takto ziskanych intenzit z obou simulaci byla porovnana
Kolmogorov-Smirnovovym testem pro dva vybéry (KS2 test) za ucelem zjisténi miry

podobnosti rozdéleni intenzit obou simulaci.

KS2 test

Tento test je jednou z metod statistické analyzy dat. Umoznuje testovat, zda dva vybéry

pochazeji z rozdilného rozdéleni pravdépodobnosti. Metodika je nasledujici [31].

M¢jme dva vzorky dat, N1 a N2, na obou vzorcich se provede vypocet relativnich
kumulativnich &etnosti F1(X) a F2(x) (ekvivalentem pro spojita data je pak kumulativni

distribu¢ni funkce). Déle se na téchto Cetnostech vypocte maximalni velikost rozdilu Dio.

Dip = Slip|F1(x) — F(x)| (55)

Dale je vypoctena kriticka hodnota D¢ pro zvolenou hladinu vyznamnosti.

1 a ny + n,
D.= |— =In(— —_ 56
¢ 2 n(Z) ) ny Ny (56)

* ny n,—pocet prvkli v N1, a N2

* o —hladina vyznamnosti

Nasledné¢ je vyslovena hypotéza Ho, jez fika, Ze vzorky pochazeji ze stejného rozdéleni
pravdépodobnosti. Plati-li, Zze D;, > D., pak je hypotéza Ho zamitnuta a distribuce

srovnavanych dat jsou povazovany za rozdilné s hladinou vyznamnosti a. Zde je dulezité fici,

46



ze opacny vysledek nelze interpretovat tak, ze porovnavana data pochazeji ze stejného

rozdéleni. Presto lze z vysledk testu vyvodit nasledujici.

Bézné pouzivana hladina vyznamnosti pro detekovani rozdilnych distribuci ma
hodnoty 0,01 nebo 0,05. Nami porovnavané vzorky dat byly povazovany za rozdilné az pii
hladin¢ vyznamnosti 0,31. Toto lze interpretovat tak, ze vyslovime-li tvrzeni, ze vzorky
pochazeji zrozdilné distribuce, pak existuje 31procentni pravdépodobnost chyby. Tento
vysledek tedy povazujeme za dostatecnou indikaci podobnosti distribu¢nich rozdéleni
srovnavanych vzorki, a tedy za dikaz pro moznost zvySeni Casového kroku na 1 us bez

vyrazné ztraty presnosti vypoctu.

Vysledné Cetnosti intenzit ze simulaci s délkou kroku 0,1 us a 1 uS sectenych do
¢asovych intervali 1000 us zobrazuje histogram na Obr. 13. Zde je zfejma podobnost mezi
obéma distribucemi. Zavérem lze tedy fici, Ze byla prokdzana moznost zvySeni ¢asového
kroku ze zékladni hodnoty 0,1 S na hodnotu 1 us bez vyrazné zmény v distribuci ziskanych

intenzitnich dat.
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I délka kroku 0.1 ps
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Obr. 13. Histogram intenzit ze simulaci s délkou kroku 0,1 us a 1 us. Distribuce intenzit ze simulaci

s krokem 0,1 us a 1 us vykazuji vysokou podobnost, prokazuji tedy nepfili§ vyrazny rozdil mezi
pouzitim ¢asového kroku 0,1 usa 1 us.
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3.3.2 Vliv velikosti a tvaru vnéjSiho ohranic¢eni
Teoretické modely vyuzivané pro analyzu autokorelacni funkce jsou historicky zalozeny na
meéteni difuze ve volném roztoku. Volny roztok je mozné povazovat za natolik velky, ze se

V ném ¢astice mohou pohybovat bez omezeni.

S pokracujicim vyzkumem v SMFD se nabizeji nové moznosti zkoumat chovani a
pohyb ¢astic v biologicky zajimavych podminkach, tedy napiiklad v omezeném prostoru, jako
uvnitt bakterie, mikrofluidnich zafizeni a dalSich. Zde je nutné podotknout, ze s rostoucim
omezenim vnéj$iho prostoru pro pohyb ¢astic tyto modely prestavaji platit. Z tohoto diivodu
byly provedeny simulace ovéfujici platnost teoretickych modeltt FCS pro difuzi praveé

V omezeném Prostoru.

Ohraniceni kulovymi tvary s proménnou velikosti

Pro ové&feni platnosti teoretickych modelt FCS pro difuzi molekul v omezeném prostoru bylo
provedeno Sestnact simulaci s vné&j§im ohrani¢enim kulovych tvard. Osm z nich s ¢asovym
krokem 0,1 us a dalSich osm s krokem 1 uS. Objemy pouzité v simulacich byly rozprostieny
na logaritmické Skale mezi Snasobkem a 10 000ndsobkem CV pii udrzeni konstantni
koncentrace ¢astic. Konkrétni hodnoty ndsobk jsou 5, 15, 47, 130, 380, 1135, 3363 a 10 002.
Pro lepsi pfedstavu  jsou geometrie vybranych simulaci zobrazeny

na Obr. 14.

Ze ziskanych fluorescen¢nich intenzit byly vypocteny autokorela¢ni funkce a ty byly

porovnany s teoretickym modelem.
Do vsech simulaci byly vlozeny jako spole¢né vstupni hodnoty nasledujici parametry.

Tabulka 11. Spole¢né parametry simulaci kulovych tvard

Parametr Hodnota
Translacni difuzni koeficient molekul 241 nm? ust
Koncentrace molekul 1nMdm?
Konfokalni objem 0.679 fL
Lateralni polomér konfokalniho objemu 300 nm
Axialni polomér konfokalniho objemu 1800 nm
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Obr. 14. Zobrazeni geometrie CV a vnéjsiho ohraniceni. CV je ve vSech grafech zobrazen ¢ervenou
barvou. Dale pak ohrani¢eni mozného prostoru pohybu molekul je vykreslené modrou barvou o
velikostech a) Snasobek CV, b) 15nasobek CV, ¢) 47nasobek CV, d) 130nasobek CV.

Vysledné diference mezi teoretickym modelem a vypoétenou ACF z intenzitnich dat
pro Casové kroky 0,1us a 1us a pro objemy vrozmezi S5nasobek az 10 000nasobek
konfokalniho objemu zobrazuji grafy na Obr. 15 a Obr. 16. Zde je vidét, ze volba ¢asového
kroku prakticky neovliviiuje ziskané vysledky. Naopak volba velikosti objemu ano.
V objemech Snasobku, 15nasobku a 47nasobku CV je zietelny rozdil mezi vypoctenou ACF

a teoretickym modelem.
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Obr. 15. Diference mezi hodnotami teoretického modelu a vypoétenou ACF. V levé ¢asti jsou
zobrazeny hodnoty pro casovy krok 0,1 uS, pro objemy kulového tvaru Snasobku, 15nasobku,
47nasobku a 130nasobku CV. V pravé ¢asti jsou zobrazeny hodnoty pro ¢asovy krok 1 us. Z grafu je
zietelné, ze ACF ziskané z intenzitnich dat z objemd mensSich nez je 130nasobek CV jsou vyrazné
odlisné od hodnot teoretického modelu. Naopak rozdily mezi hodnotami simulaci s ¢asovym krokem
0,1 us a 1 us nejsou nijak patrné a lze fici, ze volba mezi témito dvéma ¢asovymi kroky nema na
vysledek simulaci vliv.
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Pro objemy 130nasobku CV (Obr. 15) a vyssi (Obr. 16) jiz vypo¢tené hodnoty ACF

odpovidaji teoretickému modelu. Pro takto velké rozméry vnéjSich objemu jiz ohraniceni

neovliviiyje tvar ACF.
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Obr. 16. Diference mezi hodnotami teoretického modelu a vypoétenou ACF. V levé ¢asti jsou
zobrazeny hodnoty pro ¢asovy krok 0,1 us, pro objemy kulového tvaru 380nasobku, 1135nasobku,
3363nasobku a 10 002nasobku CV. V pravé Casti jsou zobrazeny hodnoty pro casovy krok 1 us.
Z grafu je zfetelné, ze diference pro dané rozméry nejsou piili§ velké. Stejné tak rozdily mezi
hodnotami simulaci s ¢asovym krokem 0,1 xS a 1 uS nejsou nijak patrné a lze fici, Ze volba mezi témito
dvéma Casovymi kroky nema na vysledek simulaci vliv.
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Ohraniceni valcovymi tvary s proménnou velikosti

Pro valcové tvary bylo provedeno celkem osm simulaci, ¢tyfi simulace s casovym krokem

0,1 us a Ctyti s Casovym krokem 1 us.

Zvoleny byly dvé velikosti valcovych objemt, 5nasobek a 1135ndasobek CV, pfii

udrzeni konstantni koncentrace ¢astic.

Pro obé¢ velikosti objemil byly spustény dve simulace s poméry vysky a priméru valce

1:10 (disk) a 10:1 (trubice).

Vélcové tvary byly vybrany jako mozné piiklady mikrofluidnich zatizeni. Vysledky
byly opét zkoumany z pohledu vlivu zmény velikosti ¢asového kroku, tvaru a velikosti

vnéjsiho ohraniceni na vysledné hodnoty ACF.

Ze ziskanych fluorescen¢nich intenzit byly vypocteny ACF a ty byly porovnany

s teoretickym modelem. Geometrie valcovych simulaci jsou zobrazeny na Obr. 17.
Do vs$ech simulaci byly vlozeny jako spole¢né vstupni hodnoty nasledujici parametry.

Tabulka 12. Spole¢né parametry simulaci valcovych tvari

Parametr Hodnota
Translacni difuzni koeficient molekul 241 nm? us™
Koncentrace molekul 1nMdm?
Lateralni polomér konfokalniho objemu 300 nm
Axialni polomér konfokalniho objemu 1800 nm
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Obr. 17 Zobrazeni geometrie CV a vnéjsiho ohraniceni pro trubici a disk. CV je zobrazen ve vSech
grafech Cervenou barvou. Vné&jsi ohraniCeni je zobrazeno modrou barvou. &) Trubice o velikosti
5nasobku CV, b) disk o velikosti 5nasobku CV, ¢) trubice o velikosti 1135nasobku CV a d) disk o
velikosti 1135nasobku CV — zde je vidét, ze i pii tak velikém objemu stéale protina CV.
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Vysledné diference ACF a teoretického modelu (Obr. 18) prokazuji podobné vysledky

jako u kulovych objemti.

Trubice i disk o velikosti 5nasobku CV tento konfokalni objem protinaji a méni tak
jeho efektivni tvar i velikost, ¢emuz odpovidaji vyrazné diference mezi simulovanou ACF a

teoretickym modelem pro volny roztok.

Pro objem 1135nasobku CV jiz tvar trubice neprotind konfokalni objem v Zadném
misté, zde ACF odpovida modelu, naopak tvar disku stale CV protind a méni tedy jeho tvar a

velikost. Volba ¢asového kroku mezi 0,1 us a 1 us se nijak vyrazné neprojevila na tvaru ACF.
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Obr. 18. Diference mezi vypo¢tenou ACF a teoretickym modelem. V levé ¢asti jsou zobrazeny
hodnoty pro ¢asovy krok 0,1 uS, pro objemy valcového tvaru s poméry vysky a praméru 10:1 (trubice)
a 1:10 (disk) o 5nasobku a 1135nasobku CV. V pravé ¢asti jsou zobrazeny hodnoty pro ¢asovy krok
1 us. Z grafu jsou patrné vyrazné diference u trubice i disku o velikosti Snasobku CV, jez ho protinaji
a méni tak jeho efektivni tvar i velikost. Totéz plati pro disk o velikosti 1135nasobku CV, ktery
konfokalni objem stale protina. Naopak trubice 0 1135nasobku CV ho jiz neprotina a zde se neprojevuji
okrajové podminky omezujici pohyb molekul. Volba ¢asového kroku mezi 0,1 us a 1 us stejné jako u
kulovych simulaci nema vliv na vysledné¢ ACF.
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Pro celkové kvantitativni shrnuti diferenci mezi vypoctenou ACF a teoretickym

modelem ze vSech provedenych simulaci byly nasledné vypocteny smérodatné odchylky
(Obr. 19).

Hodnoty smérodatnych odchylek reflektuji pro vSechny tvary, kroky a objemy ptimé
diference mezi modely a vypocty. Volba casového kroku nema vyrazny vliv. Naopak objemy
0 47néasobku CV a mensi maji odchylku vyraznou. U simulace valcovych tvart pro disk
s objemem 1135nasobku CV pak smérodatna odchylka opét nariista, a to vlivem protinani

konfokalniho objemu tvarem disku.
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Obr. 19. Hodnoty smérodatné odchylky dle nasobka CV, ohrani¢ujicich tvari a ¢asového kroku.
Hodnoty odchylek jsou nezavislé na volbé ¢asového kroku mezi 0,1 us a 1 us. Naopak vyrazné
vzrustaji pro simulace s objemy do velikosti 47nasobku CV. Vyrazna odchylka je taktéZ pro simulaci
valce ve tvaru disku o objemu 1135nasobku CV, jenz ho stale protina a méni tak jeho geometrii.

Urdeni chyby difuzniho koeficientu a koncentrace v ohrani¢enych prostiedich

Ze vsech provedenych kulovych i valcovych simulaci byl vypocten difuzni koeficient a sttedni
pocet ¢astic v efektivnim CV (koncentrace). Porovnanim s difuznim koeficientem, jenz byl do
simulaci vlozen (Obr. 20) je mozné vyhodnotit, Ze volba Casového kroku neovliviiuje
vysledky simulaci, zatimco volba objemu ano. Pro objemy do velikosti 380nasobku CV lze

odecist difuzni koeficienty s vyssi hodnotou, nez je oekavana ve volném roztoku.
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Diference mezi vypoctenou ACF a teoretickym modelem byly jiz pro objemy
0 velikostech 130nasobku konfokalniho objemu velmi malé. Nicméné difuzni koeficienty

ziskané analyzou ACF indikuji omezeni pohybu molekul az do velikosti 380nasobku CV.
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Obr. 20. a) Zavislost vypo¢teného difuzniho koeficientu na velikosti ohrani¢ujicino objemu,
c¢asovém kroku a tvaru. Difuzni koeficienty pro 380nasobek CV a mensi jsou odchylené od
o¢ekavané hodnoty. Vysledky jsou opét nezavislé na volbé ¢asového kroku. b) PF¥iblizeni v hodnoté
1135nasobku CV.
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Dalsi porovnavanou veli¢inou je stfedni pocet ¢astic v efektivnim CV (koncentrace)
jako funkce velikosti a geometrie ohrani¢eni (Obr. 21). Volba c¢asového kroku opét
neovlivituje ziskané vysledky. Volba velikosti objemu vysledné hodnoty ovlivituje az do
130nésobku CV. Dale pfi hodnoté 1135nasobku CV je odchylena hodnota pro simulaci disku,

jenz pii daném objemu stale protina konfokalni objem a tim ovliviiuje jeho tvar a velikost.
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Obr. 21. Zavislost stifedni hodnoty poctu ¢astic pritomnych v efektivnim CV na velikosti
ohranitujiciho objemu, ¢asovém kroku a tvaru. Casovy krok neovliviiuje podet &astic, naopak
velikost ohranicujiciho objemu ano, az do hodnoty 130nasobku konfokalniho objemu. Dale simulace
s vn&j$im ohranicenim tvaru disku ovliviiuje vysledné hodnoty i pti 1135nasobku CV.
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3.3.3 Vliv relativniho pohybu
Pohyb plovouci bakterie kapickou pufru na mikroskopickém sklicku a molekul uvniti ni, ¢i
difuze lipidického vacku v méfici komurce patii v biofyzikalnim experimentu mezi Casté

scénate. V obou piipadech jde o relativni pohyb mezi nékolika vztaznymi soustavami.

Pro porovnani vlivu unasivého pohybu zptisobené¢ho vnéjsim pohyblivym objektem na
tvar ACF molekuly pohybujici se uvnitf n¢j jsme provedli nasledujici simulaci. Ve vnéj$im
objektu kulového tvaru se pohyboval vnitini objekt kulového tvaru, uvnitt néj se pohybovala

molekula.

V ramci této simulace byl vedle molekuly pohybujici se ve vnitini kouli povazovéan
také geometricky stfed vnitini koule za fluorescen¢ni molekulu. Ze ziskanych intenzitnich dat
byly vyhodnoceny ACF pro stied koule a pro molekulu. Pozorovanymi veli¢inami tak zde
byly transla¢ni difuzni koeficient stfedu koule a zarovenn molekuly pohybujici se uvniti ni.

Geometrie pouzita v simulaci je zobrazena na (Obr. 22).
Do simulace byly vlozeny nasledujici vstupni parametry.

Tabulka 13. Parametry simulace relativniho pohybu

Parametr Hodnota
Transla¢ni difuzni koeficient molekuly 241 nm? us
Translaéni difuzni koeficient vnitini koule 0,288 nm? st
Objem vnitini koule 1fL

Objem vnéjsi koule 380ndsobek CV

Obr. 22. Zobrazeni geometrie simulace s relativnim translaénim pohybem. Cervenou barvou je
vyznacen CV, zelenou barvou je zobrazena vngjsi koule o objemu 380nasobku konfokalniho objemu
a v ni se pohybuje modra koule 0 objemu 1 fL. Uvniti modré koule se pak pohybuje molekula.
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Teoreticky model ACF pro pohybujici se molekulu unasenou pohybem dalsiho objektu
neni obecné znam, ale tento vztah Ize v prvnim piiblizeni pfedpokladat ve tvaru (57),

predstavujicim superpozici dvou samostatnych teoretickych modelu (27).

G(7) = G1(0)

1+7
1 (57)

G2(0)

Vypoctena ACF pro stied koule bez rotace (Obr. 23, horni sub-graf) byla analyzovana
pomoci modelu pro volnou difuzi (27). Zde odpovida translaéni difuzni koeficient vloZzené
hodnoté 0,288 nm? us™.

Vypoctena ACF molekuly (Obr. 23, zelena kiivka, spodni sub-graf) pohybujici se
uvniti koule mé viditelné dvé komponenty, a proto byla analyzovana dle rozsifen¢ho
teoretického modelu (57). V modelu byly fixovany G,(0) a G,(0) z divodu limitovaného
poctu udalosti (priachodt koule konfokalnim objemem). Rychla komponenta ACF molekuly
(od 1 us do 10° us) popisuje rychly pohyb molekuly ve vnitini kouli. Translaéni difuzni
koeficient této ¢asti ACF (po normalizaci) odpovida vlozenému. Nicmén¢ difuzni koeficient
ziskany z pomalé ¢asti ACF (od 108 us do 10° us) neodpovida difuznimu koeficientu samotné

vnitini koule.
Difuzni ¢as, z n¢jzZ se transla¢ni difuzni koeficient pocita, je v tomto ptipad¢ piiblizné
tiikrat delsi. Lze tedy konstatovat, Ze rozsifeny teoreticky model ACF (57) pIné nevysvétluje

vypoctenou ACF.

vvvvv

se samotnou vnitini kouli (Obr. 24). Intenzitni data molekuly tak koresponduji s nasobné

del$im difuznim ¢asem pomalé komponenty ACF proti o¢ekavanému difuznimu ¢asu koule.
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Obr. 23. ACF koule a molekuly. V horni ¢asti je zobrazena ACF samotné vnitini koule. Ve spodni
¢asti pak zelena kiivka zobrazuje ACF molekuly pohybujici se ve vnitini kouli. Modra kiivka
ptestavuje analyzu ACF dle rozsifeného teoretického modelu (57). Parametry jsou zde pouze difuzni
¢asy, hodnoty G,(0) a G,(0) jsou fixovany z divodu mensiho poctu udalosti (prichodu koule
konfokalnim objemem). Cervena kiivka je dana p¥imo modelem (57).
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Obr. 24. Porovnani Siiky zableskli. a) Zobrazeni intenzit stiedu koule, b) zobrazeni intenzit
molekuly, c) a d) ptiblizeni intenzit koule a molekuly v krat§im ¢asovém rozmezi. Doba prichodu
molekuly konfokalnim objemem je delsi nez doba pruchodu koule.
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3.3.4 Vliv rotace

V této ¢asti jsme ovérili vliv rotace vnitiniho objektu (lipidického vacku, bakterie...) na ACF.
V tomto scénéfi byla molekula fixovana na okraji rotujici difundujici koule v roztoku, mtze
tedy jit o fluorescen¢né znaceny membranovy protein zafixovany v lipidickém vacku. Z této
simulace jsme pro porovnani opét vypocitali dvé ACF, jednu pro geometricky stied pohybujici

se vnitini koule a druhou pro molekulu fixovanou na okraji koule.

Do simulace byly vlozZeny nasledujici parametry:

Tabulka 14. Parametry simulace s rotaci

Parametr Hodnota
Translaéni difuzni koeficient vnitini koule a molekuly | 1,64 nm? us™
Rotaéni difuzni koeficient vnitini koule 30,9 rad?s?
Polomé&r vnéjsi koule 3070 nm
Polomér vnitini koule 200 nm
Axialni polomér CV 1800 nm
Laterani polomér CV 300 nm

Analyza ziskanych ACF (Obr. 25) dle teoretického modelu (27) poskytla informace
o0 difuznich koeficientech. Difuzni koeficient molekuly pfedstavujici geometricky stfed vnitini
koule méa hodnotu 1,87 nm? us?, jenz se pfili§ nelisi od vlozené hodnoty. Potvrzuje tedy
ocekavané vysledky a spravny pribéh simulace. Difuzni koeficient molekuly umisténé na
okraji vnitfni koule ma hodnotu 2,63 nm? us™. Tato hodnota je jiz 1,4nasobek vlozeného
difuzniho koeficientu a prokazuje tedy, Ze rotace ovliviiuje tvar ACF a z ni vyplyvajici
hodnoty pro difuzni koeficient a difuzni Cas. V zavislosti na ziskanych vysledcich lze
konstatovat, Ze rotace objektu ovliviiuje ziskanou ACF. Za jakych podminek (rychlost rotace,
pomer velikosti rotujiciho objektu ku CV) je tento jev pozorovatelny, bude predmétem dal§iho

vyzkumu.
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Obr. 25 Srovnani ACF rotujici difundujici koule a molekuly fixované na jejim okraji. ACF
molekuly fixované na okraji rotujici difundujici koule vykazuje rychlejsi pokles hodnot nez ACF
samotné koule. Odtud vyplyva vétsi vypocteny difuzni koeficient molekuly.
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3.4 Simulace FRET

Pti redlnych experimentech je FRET casto vyuzivan jako metoda pro meéteni vzdalenosti a
orientace v ramci jedné molekuly nebo ve vétSich komplexech. Kombinace FRET a SMFD
umoziuje charakterizaci subpopulaci, ptipadné sledovani dynamickych zmén konformaci

biologicky zajimavych molekul.

Radné korigované hodnoty FRET jsou dilezité pro nasledné zpracovani dat pomoci
pokrocilejsich technik, jako jsou BVA (Burst Variance Analysis), RASP (Recurrence Analysis
of Single Particles [32]), ALEX-2CDE (Alternating Laser Excitation — Two-channel Kernel
Based Density Distribution Estimator Function [33]), FRET-2CDE (FRET — Two-channel
Kernel Based Density Distribution Estimator Function [33]), jeZz zpfistupiiuji mj. kinetické

informace o méfenych molekulach.

Simulace FRET je zapracovana ve vyvinutém simulaénim bali¢ku. Pro zakladni
ovéfeni funkénosti FRET byl v prvni ¢asti vygenerovan vektor hodnot FRET s nasledujicimi

parametry.

Tabulka 15. Parametry FRET

Parametr Hodnota
Hodnota FRET A 0,2
Hodnota FRET B 0,4
Hodnota FRET C 0,6
Hodnota FRET D 0,8

Doba FRET A 10 000
Doba FRET B 10 000
Doba FRET C 10 000
Doba FRET D 10 000

Vypocétené hodnoty FRET byly zpracovany do histogramu (Obr. 26). Vysledky
odpovidaji o¢ekdvanim, hodnoty FRET jsou uniformné rozdélené, ptfi¢emz populace pro
FRET 0,4 a 0,6 jsou vice rozptylené, coz odpovida vétsi smérodatné odchylce pii generovani

jejich hodnot viz vztah (41).
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Obr. 26. Histogram hodnot FRET. Vektor FRET vygenerovany z hodnot FRET 0,2, 0,4, 0,6 a 0,8
s uniformnim rozdélenim doby trvani jednotlivych stavil je zpracovan do histogramu. Pfipoctena
odchylka normalniho rozdé€leni je pro hodnoty 0,4 a 0,6 vétsi a zptsobuje tedy silngjsi rozptyleni
danych hodnot.

Dale byla spusténa simulace pomalu se pohybujici molekuly, pfechazejici mezi dvéma
stavy reprezentovanymi dvéma hodnotami FRET. V tomto ptipadé FRET pfedstavuje ptenos
energie na kratkou vzdalenost mezi dvéma fluorescencnimi sondami, donorem a akceptorem
energie. Po dopadu fotont na donor je ¢ast ziskané energie vyzarena a ¢ast piedana akceptoru,
odkud je nasledné taktéZ vyzarena. Tato pomalu pohybujici se molekula umoznuje zachyceni
delsich zableskl a zachyceni opakovanych pfechodii mezi jednotlivymi stavy v ramci jednoho

zablesku.
Simulace byla spusténa s nasledujicimi parametry.

Tabulka 16. Parametry simulace FRET

Parametr Hodnota
Translacni difuzni koeficient molekuly 1 nm? ust
Hodnota FRET A 0,2
Hodnota FRET B 0,8

Doba FRET A 10 000
Doba FRET B 10 000
Pocet Castic 1
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Aplikaci FRET vypocteného béhem simulace z vlozenych hodnot (Obr. 27 c)) byly
ziskany dva intenzitni profily, jeden pro kanal akceptoru a druhy pro kanal donoru
(Obr. 27 a)). Intenzity v obou kanalech odpovidaji o¢ekavanym pifechodim FRET mezi
hodnotami 0,2 a 0,8 s nastavenymi odchylkami.

Pro maximalni pfiblizeni k realnym podminkam byly hodnoty FRET zpétné vypocteny
ze ziskanych intenzit donoru a akceptoru. Po aplikaci korekci byly porovnany s hodnotami
simulovaného FRET (Obr. 27 c)). Piepoctené hodnoty FRET piesné odpovidaji hodnotam

FRET simulovaného dle vloZzenych hodnot.
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Obr. 27. Opakované piechody FRET V ramci jednoho pomalého zablesku. Graf a) zobrazuje
intenzity kanalti donoru a akceptoru. Jsou zde zfetelné vidét pfechody mezi jednotlivymi stavy FRET,
jez prelévaji intenzity mezi jednotlivymi kanaly. V grafu b) je zobrazena celkova intenzita. Ve spodnim
grafu c) jsou ¢ernou linkou zobrazeny hodnoty FRET generované v pribéhu simulace z vloZzenych
hodnot a ¢ervenymi kruhy hodnoty FRET vypoctené ze ziskanych intenzit donoru a akceptoru.
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3.5 Analyza BVA
BVA je pokrocila SMFD metoda zalozena na analyze FRET uvniti zablesku, ktera byla

vyvinuta pro rozliSeni mezi dynamickymi a statickymi stavy molekul.

Je schopna detekovat dynamické pfechody mezi konformacemi jednotlivych molekul,
jez jsou reflektovany hodnotami FRET pii prichodu konfokalnim objemem. Jedna se

pfevazné o grafickou metodu.

3.5.1 Ovéreni funkénosti algoritmu BV A a jeho schopnosti rozliSeni FRET

V prvni ¢asti analyzy metodou BVA byla ovéfena schopnost vytvoieného algoritmu spravné
interpretovat a rozpoznat statické populace molekul a dynamiky piechodtt u molekul

podstupujicich konformacni zmény.

Pro tento ucel bylo provedeno celkem Sest simulaci. T#i z nich s FRET, s hodnotami

0,2, 0,5 a0,8, predstavujicimi statické populace molekul.

Dalsi tfi simulace pfedstavovaly populace molekul prochazejici konformacnimi
zménami. Hodnoty FRET zde pfechazely mezi 0,2 a 0,8, nasledné mezi 0,4 a 0,6 a na zavér
mezi 0,2, 0,4, 0,6 a 0,8.

Simulace byly provadeény s nésledujicimi parametry.

Tabulka 17. Spole¢né parametry simulace pro ovéfeni funkénosti BVA

Parametr Hodnota
Pocet molekul 1

Transla¢ni difuzni koeficient molekul 241 nm? ust
Koncentrace molekul 1 nMdm*
Lateralni polomér konfokalniho objemu 300 nm
Axialni polomér konfokalniho objemu 1800 nm
Pocet fotonti v BVA sub-okné n 5

Tabulka 18. Parametry simulaci statickych populaci

Simulace statickych populaci molekul Hodnota FRET
1. simulace 0,2
2. simulace 05
3. simulace 0,8
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Tabulka 19. Parametry simulaci dynamickych populaci

Simulace dynamickych populaci molekul Hodnoty FRET
4. simulace 0,2a0,8
5. simulace 0,4a0,6
6. simulace 0,2,0,4,0,6a0,8

Vysledné stiedni hodnoty odchylek FRET ze simulaci se statickym FRET
(Obr. 28. a), b) a c)) odpovidaji o¢ekavanym hodnotam stanovenym teoretickym modelem
(41) pro statické populace a zaroven spadaji do konfidenéniho intervalu, ¢imz je prokézana

schopnost algoritmu spravné detekovat statické populace.

Sttedni  hodnoty  odchylek FRET pro simulace dynamickych molekul
s ptechody 0,2<0,8 (Obr. 28 d)) a 0,4-0,6 (Obr. 28 €)) jsou vyssi nez hodnoty stanovené
teoretickym modelem pro staticky FRET. Mimoto vystupuji z konfidenéniho intervalu a
zaroven vytvareji pomyslny most mezi stfednimi hodnotami FRET. Takto uspofadané

hodnoty jsou charakteristické pro systém dynamicky piechazejici mezi dvéma stavy.

Findlni zkouskou bylo otestovat algoritmus na komplikovangj§im systému
s vicenasobnymi ptechody. Zde byly vybrany molekuly ptfechazejici nahodné mezi ¢tyimi
stavy: 0,2, 0,4, 0,6 a 0,8 (Obr. 28 f)). | vtomto extrémné narocném ptipad¢ byl algoritmus

dostatecné citlivy pro zachyceni dynamik mezi konforma¢nimi stavy molekuly.
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Obr. 28 Analyza variance FRET. Grafy a), b) a ¢) zobrazuji analyzu variance zableski molekul se
statickym FRET shodnotami 0,2, 0,5 a 0,8. Pro staticky FRET odpovidaji hodnoty odchylek
predpokladané analytické hodnoté vyjadiené modrou kiivkou a lezi uvniti konfiden¢niho intervalu.
Grafy d) a e) zobrazuji analyzu variance zableskti molekul s dynamickym FRET, piechazejicim mezi
dvéma hodnotami 0,20,8 pro graf d) a 0,4<0,6 pro graf e). Zachycené hodnoty odchylek FRET od
jejich stfedni hodnoty formuji tvar oblouku vystupujiciho z konfiden¢niho intervalu, ¢imz vyjadiuji
dynamicky se ménici FRET. Graf f) zobrazuje analyzu variance zableski molekul s dynamickym
FRET pfechazejicim ndhodné¢ mezi hodnotami 0,2, 0,4, 0,6 a 0,8. Vysledné hodnoty jsou opét
charakteristické pro dynamicky systém.
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3.5.2 Ovéreni ¢asového rozliSeni algoritmu BVA

V této Casti byla ovéfena schopnost algoritmu BV A rozpoznat dynamické populace molekul
s riznymi rychlostmi konformacnich ptechodi. Ze znalosti algoritmu BVA lze ptedpokladat,
ze v ptipadé¢ velmi pomalych dynamik sledovanych molekul budou metodou BVA
vyhodnoceny jako statické. Stejné tak pro molekuly pfechdzejici mezi riiznymi konformacemi

velmi rychle neni tato metoda schopna dynamiky dostate¢né piesné rozlisit.

Algoritmus BVA zpracovava prechody mezi hodnotami FRET V jednotlivych
zablescich a vysledky z jednotlivych zableskii nasledné opét porovnava mezi sebou. Odtud Ize
pfedpokladat, Ze schopnost zachytit dynamické ptechody konformaci molekul je funkci
poméru rychlosti pfechodu mezi stavy FRET a stiedni hodnotou délky zpracovavanych

zableski Ry p.

¢as mezi ptrechody FRETu (58)

R. » =
FB stredni délka zablesku
Pro ovéreni této hypotézy bylo provedeno celkem pét simulaci, jejichz spole¢nym
rysem byly pfechody molekuly mezi konformacemi, jimz odpovida FRET 0,2<0,8
S nasledujicimi parametry.

Tabulka 20. Parametry simulaci pro ovéreni ¢asového rozliSeni algoritmu BVA

Parametr Hodnota
Pocet molekul 1
Transla¢ni difuzni koeficient molekul 241 nm? us™
Lateralni polomér konfokalniho objemu 300 nm
Axialni polomér konfokalniho objemu 1800 nm
Pocet fotonti v BVA sub-okné n 5

1. simulace — Rp p 0,01

2. simulace — R p 0,1

3. simulace — R p 1

4. simulace — Rp p 10

5. simulace — R p 100

Vysledné hodnoty analyzy BVA pro Rp 5 = 0,01 (Obr. 29 a)) prokazuji, ze metoda
nebyla schopna zachytit prechody v konformacnich stavech simulované molekuly. Stfedni

hodnoty odchylek FRET jsou sice relativné vysoké, coz zna¢i dynamicky FRET, nicméné
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nelze odhadnout, mezi jakymi hodnotami FRET systém piechazel. Velmi podobné vysledky
pak podava i simulace pro Rr g = 0,1 (Obr. 29 b)).

Analyza BVA pro Rr 3 = 1 (Obr. 29 ¢)) poskytuje zdaleka nejlepsi vysledky ze vSech
provedenych simulaci v této ¢asti. Stfedni hodnoty odchylek FRET jsou vyssi nez hodnoty
stanovené teoretickym modelem pro staticky FRET, dale vystupuji z konfiden¢niho intervalu
a zaroven vytvareji pomyslny most mezi stfednimi hodnotami FRET 0,2<0,8. Takto

uspotradané hodnoty jsou charakteristické pro dany systém.

Sttedni hodnoty odchylek FRET ze simulace s parametrem Ry =10
(Obr. 29 d)) jsou opét vyssi nez hodnoty stanovené teoretickym modelem pro staticky FRET.
Stale vytvaieji geometricky utvar oblouku znaciciho ptechod mezi stavy FRET 0,2<0,8.
Nicméné jiz v tomto piipadé dochazi k piesunu stfednich hodnot odchylek FRET do
statickych hodnot FRET 0,2 a 0,8. Tento trend je jiz velmi vyrazny pro hodnotu Rp 5 = 100
(Obr. 29 e))V tomto piipadé jsou téméf vSechny hodnoty stfednich odchylek FRET ptesunuty

do statickych hodnot FRET a z provedené analyzy jiz nelze udé¢lat zadné zaveéry.
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Obr. 29. Zavislost BVA na Re g, poméru rychlosti prechodu FRET ke stiredni délce zablesku (~
1 ms). Modra linka pfedstavuje hodnotu teoretického modelu pro staticky FRET. Cervené tecky jsou
sttedni hodnoty odchylek FRET v ramci jednoho zablesku. Sedé diamanty jsou stfedni hodnoty
odchylek FRET vramci jednoho intervalu. Sedd zoéna piedstavuje konfidenéni interval. Lze
konstatovat, Ze vysledky BVA jsou pomérem Rg g vyrazné ovlivnény. Z grafii a) a b) je zfetelné, ze
pro hodnoty Rr g mensi nez 1 nelze rozlisit, mezi kterymi konformaénimi stavy simulovana molekula
ptrechazela. Graf ¢) s hodnotou Rr g = 1 prokazuje nejlepsi vysledky ze vSech simulaci. Sttedni hodnoty
odchylek FRET jsou vyssi nez hodnoty stanovené teoretickym modelem pro staticky FRET, vystupuji
z konfiden¢niho intervalu a zarovenl vytvaieji pomysiny most mezi stiednimi hodnotami FRET
0,20,8 charakteristicky pro dany systém. V grafech d) a e) je jiz patmy trend pfesunu stfednich

|+ - oFRET
/|9 ¢ o FRET st. hodnota
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FRET

06 08
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odchylek FRET do statickych hodnot FRET, kdy v grafu e) jsou jiz vysledky neprokazatelné.
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4. Zavér

Naplni této diplomové prace bylo vytvofeni simula¢niho softwaru jakozto metody
dopliujici experimentalni SMFD vyzkum. Bali¢ek zahrnuje simulaci Brownova pohybu
Vv ohrani¢eném 3D prostoru definovanych tvar a nasledné vypocty fluorescenénich intenzit
pfi prichodu c¢astic konfokdlnim objemem s moznosti simulace FRET. V druhé ¢asti pak
zpracovani vysledki simulaci metodami FCS a BVA. Balicek je rovnéz piipraven na

implementaci a testovani dal$ich metod.

Pti vyvoji tohoto softwarového balicku byl kladen velky diraz na realisti¢nost celého
procesu, a tak je ve vypoctech zaneseno mnoho fyzikalnich vztaht, jimiz se fidi nejen
Browniv pohyb, ale i nasledné vypocty fluorescencnich intenzit a simulace FRET. UmoZiiuje
Siroké nastaveni vstupnich parametrii od geometrii pouzitych objektl pres fyzikalni parametry
simulovanych molekul a excita¢niho laseru az po vlastnosti konkrétni soustavy mikroskopu a

detekéni linky.

Pro ptipad potfeby simulace vétsiho poctu ¢astic byla do softwaru zabudovana podpora
paralelnich vypoctl. Zarovei je balicek pfipraven a byl testovan pro spousténi ve vypocetnich

centrech, konkrétné pro MetaCentrum, na jehoZ provozu se podili i JCU.

Umoznuje simulovat pohyby molekul v prostorech ohrani¢enych tfemi zakladnimi

tvary (koule, elipsoid a valec) s moznosti jednoduché modifikace pro dalsi geometrie.

vvvvvv

vztaZznymi soustavami: molekula, vnitini objekt a vngjsi ohrani€eni. Pfikladem vyuziti mize
byt simulace difuze rotujicitho lipidického vacku, v jehoz membrané je zachycena
fluorescenéni molekula.

Pro nasledné zpracovani dat ziskanych ze simulaci byl software doplnén o algoritmy
pro analyzu FCS a BVA se zpétnym vypoctem korigovaného FRET. Dale byl piidan

algoritmus pro jednoduchou grafickou vizualizaci geometrii a poloh objekti v pribchu

simulaci ve form¢ grafa a videi.
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V praktické casti pak byla ovéfena funkénost simulacniho softwaru a zéaroven
provedeny simulace vybranych fyzikaln€ zajimavych experimenti zpracovanych metodami

FCS a BVA.

V kapitole zabyvajici se analyzou FCS byla nejprve zkouména vhodné velikost délky
¢asového kroku simulaci. Jako zdkladni hodnota byla vzhledem k poméru poloméru CV a
rychlostem pohybu modelovanych molekul zvolena ¢asova jednotka 0,1 uS. Nasledné byla
porovnanim distribuci intenzit ze dvou simulaci s casovymi kroky 0,1 s a 1 uS prokazana
moznost zvySeni ¢asového kroku na 1 uS. V piipadé vyrazné vyssich difuznich koeficientti by
ovSem bylo nutné opét zvazit snizeni velikosti ¢asového kroku pro udrzeni dostate¢né

presnosti vypocti.

Daéle byl zkouman vliv velikosti a tvaru vnéj$iho ohraniceni na vyslednou ACF a z ni
pocitané difuzni koeficienty a koncentrace. V ramci tohoto porovnani bylo provedeno nékolik
simulaci s postupné¢ vzriistajicimi objemy, kde vnéj$i ohrani¢eni méla tvar koule a valce. Pti
vysledném porovnani vypoctenych ACF s teoretickym modelem pro volnou difuzi a
vloZenych parametrii s vypoctenymi byly pozorovany vyrazné rozdily az do objemil
130nasobku CV a menSich pro simulace s kulovym ohrani¢enim. Pro simulace s valcovym

ohranicenim (disk) pak i pii velikosti 1135nasobku CV.

Prvnim moZznym vysvétlenim téchto rozdill je, Ze teoreticky model pro ACF, ktery je
zakladnim vztahem, z néjZ jsou pocitany difuzni koeficienty a koncentrace, je zaloZen na
méteni difuze ve volném roztoku. Omezeni mozného pohybu molekul tak zde neni uvazovano.
Druhym ptispévkem k nalezenym rozdilim pak je ptili§ mala velikost vnéjSich ohraniceni pti
simulacich malych objemt, jeZ protinaji geometrii CV a tim méni jeho tvar a velikost. Tyto
vlivy je nutné brat v uvahu pii redlnych experimentech, protoze mohou zanést velké

nepiesnosti do vypoctenych koncentraci a rychlosti pohybu molekul.

Nasledné¢ byl zkoumdn vliv relativniho pohybu na ACF. V tomto scénafi se
pohybovala molekula ve vnitini kouli (lipidicky vacek ¢i kapicka vody). Tato koule se
pohybovala ve vnéj$im kulovém ohraniceni (roztok). Sledovanymi veli¢inami zde byly

difuzni koeficient vnitini koule a zaroven difuzni koeficient molekuly.

Vypocteny difuzni koeficient vnitini koule dle oekavani odpovida vlozené hodnoté.

Naopak ziskana ACF molekuly je viditelné sloZzena z rychlé a pomalé komponenty. Difuzni
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koeficient rychlé komponenty odpovidé vlozenému difuznimu koeficientu samotné molekuly.
Nicméné pomala ¢ast neodpovida difuznimu koeficientu samotné vnitini koule, jak jsme
predpokladali, ale je piiblizné tiikrat delsi.

Tento jev 1ze vysvétlit tim, Ze molekula pohybujici se uvniti koule efektivné prodluzuje
¢as, jenz vnitini koule stravi v konfokalnim objemu. Dochazi zde k tomu, ze ve chvili, kdy
okraj vnitini koule vstupuje do CV a jeji stfed je stdle mimo né&j, tak molekula diky rychlému
pohybu uvnitt koule jiz emituje fotony. Stejny pribé¢h lze uvazovat ve chvili, kdy koule
opousti CV. Z tohoto diivodu setrva ¢astice v konfokalnim objemu delsi dobu nez stied koule.
Tuto uvahu podporuje vyrazné vétsi délka zébleskti fluorescencnich intenzit molekuly ve

srovnani se samotnou vnitini kouli.

V dalsi ¢asti analyzy metodou FCS byl ovéfen vliv rotace na vypoctenou ACF.
V tomto piipadé byla provedena simulace, kde na okraji rotujici difundujici koule v roztoku

byla fixovana molekula. Nasledn¢ byly porovnany ACF koule a molekuly.

Vypocteny difuzni koeficient koule se pfili$ nelisi od vlozené hodnoty, ¢imz potvrzuje
oc¢ekavané vysledky. Naopak difuzni koeficient molekuly umisténé na okraji koule ma
hodnotu 1,4ndsobek vlozeného difuzniho koeficientu a prokazuje tedy, Ze rotace ovliviiuje
tvar ACF a z ni vyplyvajici hodnoty pro difuzni koeficient a difuzni ¢as. Tento jev je zptisoben
superpozici translace a rotace, jez pasobi na molekulu zaroven. Pii vzristajicim poloméru
koule 1ze tedy ocekavat vétsi rozdily v ACF. Nicméné zde je nutné podotknout, ze pfi
vzristajicim poloméru koule dochazi zaroven ke zpomalovani rotace, tedy rozdily v ACF jsou

ovlivnény dvéma protichidnymi parametry.

V nasledujici kapitole jsme ovéfili simulaci FRET, a to porovnanim simulovanych

hodnot s hodnotami vypoétenymi ze ziskanych intenzit fluorescence donoru a akceptoru.

Pro toto ovéfeni byla provedena simulace pomalu se pohybujici molekuly ptechazejici
mezi dvéma stavy reprezentovanymi dvéma hodnotami FRET. Tato molekula vytvarela pii
prichodu CV delsi zdblesky, uvnitf nichz byly sledovany opakované piechody mezi
jednotlivymi stavy. Vysledné porovnéani simulovaného a zpétné vypocteného FRET prokéazalo

spravnou funk¢nost algoritmi.

Poté nasledovala analyza BVA. Zde byla nejprve ovéfena schopnost vytvorené¢ho

algoritmu spravné interpretovat a rozpoznat statické¢ populace molekul a dynamiky prechodt

74



u molekul podstupujicich konformaéni zmény. V tomto ptipad¢ vysledky analyzy odpovidaji

ocekavanym hodnotam jak pro statické, tak i pro dynamické populace.

Nasledné¢ byla ovéiena schopnost algoritmu BVA rozpoznat dynamické populace
molekul s riznymi rychlostmi konformac¢nich pfechodi. V tomto pfipadé se ukazalo, ze pro
molekuly pfechazejici mezi riznymi konformacemi fadovée rychleji, nez je stiedni délka
nalezenych zablesku fluorescen¢nich intenzit, neni tato metoda schopna dynamiky dostate¢né
presné rozlisit a ziskané vysledky odpovidaji spiSe statickym populacim molekul. Déle pak
pro molekuly pfechazejici mezi riznymi konformacemi fadoveé pomaleji, nez je stiedni délka
nalezenych zableski fluorescencnich intenzit, dochéazi k pfesunu sttednich hodnot odchylek
FRET do statickych stiednich hodnot FRET. V tomto pfipad¢ je tispé$nost analyzy BVA
umérna délce pozorovani. Pro zvyseni citlivosti metody BV A je pak mozné upravit viskozitu,
ptipadné prameér $térbiny v prostorovém filtru detekcni cesty, nebo velikost objektu ve kterém

je sledovana molekula uzaviena.
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6. PRILOHY

Ptilozené DVD obsahuje:

1.

2.

Popis algoritmu pro generovani pozic v prub&éhu simulace

Popis algoritmu pro vyhleddvani zableskt

Popis postupu pii spousténi simulaci v Metacentru

Obrazky

Vytvoteny simulacni software ve form¢ Python skriptii obsahujici:
Simulaéni ¢ast
a) Algoritmy pro vypocet pozic ¢astic a pohyblivych vnitinich objekti
b) Algoritmus pro vypocet fluorescenénich intenzit a FRET
Cast zpracovani dat
a) Algoritmus pro vypocet FCS
b) Algoritmus pro vypocet BVA
c) Algoritmus pro vyhledavani a zpracovani zableska

d) Algoritmus pro vypocet ztrat v prub&éhu detekéni cesty

e) Algoritmus pro vykresleni simulovanych geometrii
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