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Abstrakt:

V této diplomove praci se zabyvam névrhem a konstrukci pristrojové zékladny, ktera
vyuziva pol ohovatelného fokusovaného laserového svazku (tzv. optické pinzety) k manipul aci

s Zivymi bunkami, aniZ by doSlo k jgjich poskozeni.

Abstrakt:

In this master thesis | have been dealt with the design and construction of an
instrumental platform that used positioning focused laser beam (so-called optical tweezers)
for manipulation with living cells without their damage.
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Cile, kterych mé& byt dosazeno:

Cilem prace je vyuZiti vlastnosti optické pinzety k anayze a tiidéni jednotlivych

Zivych bunék.Tohoto cile bude dosazeno v nésledujicich krocich:

seznameni se s problematikou optické pinzety, fluorescenéni  mikroskopie

amikrofluidnich ¢ipu,

zkonstruovani driveru pro fizeni laserové diody,

praktické osvojeni si manipulace s objekty optickou pinzetou,

adaptace a zvladnuti meétreni fluorescencnich kinetik jednotlivych bunék zachycenych

optickou pinzetou,

oveéieni, zda nedochézi k poskozeni bunek béhem zachyceni v optické pinzete,

praktické osvojeni si prace s mikrofluidnimi ¢ipy,

sestrojeni optického tiidiciho neinvazivniho systému, ktery bude dle zadanych parametri

pocitanych z fluorescencnich kinetik bunék manipulovat s jednotlivymi buinkami fas

asinic bez jgich poskozeni,

experimentalni ovéieni schopnosti zatizeni plnit zadanou funkci.
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Uvod

Soucasné moderni metody a pristroje vyuzivané v biologii, se jiz nespokojuji se
statistickym pozorovanim bunéénych populaci, de stdle vice se zaméfuji na anayzu
jednotlivych Zivych bunék a manipulace s nimi. Po téchto metodéch je poZadovéno, aby byly
neinvazivni, t.j. aby vySetiované bunky neztratily schopnost reprodukce a nebyly fyziologicky
poskozeny. Dae jsou vyZadovany sterilni pristupy k manipulacim sbunkami, které zabrani
kontaminaci populaci. V préaci se zaméiuji pievazné nafotosyntetizujici mikroorganismy, rasy
a sinice, které jsou povazovany za perspektivni kandidaty pro fizenou produkci potravin,
biopaliv treti generace a l&civ. Prekvapive jsem nenalezl komeréné dostupny pristroj, ktery by
neinvazivné a bezkontaktné provédél tiidéni fotosyntetizujicich organismi na drovni
jednotlivych Zivych bunék dle vybranych buice vlastnich markeri (tj. bez externiho barveni).
V této préce ukazuji, Ze optické mikromanipulacni techniky kombinované s optickou
mikroskopii, spektroskopii a mikrofluidnimi ¢ipy jsou vyhodnou kombinaci k dosazeni
neinvazivniho a bezkontaktniho téidéni Zivych fotosyntetizujicich mikroorganismu v redlném

case.

Soucasné pokrocilé optické mikromanipulacni techniky v3ak jiz nabizi mnohem vice
nez jen zachyceni mikroobjektu v prostoru a jeho kontrolované premisténi o desitky
mikrometrd. Komplexné tvarovana optick& pole umoziuji ngjednou zachytit a premistit
desitky az tisice mikroobjekti a bezdotykov¢ tridit mikroobjekty podle jegjich vlastnosti
pouhym ozérenim suspenze. Kombinace pokrocilych —optickych —mikromanipulaci
smikrofluidnimi  systémy pak predstavuji idedlni platformu pro elegantni manipulace
smikro¢asticemi ¢i nano¢asticemi, nebo jeich tridéni. VySe zminéné experimentalni systémy
|ze realizovat s vyuzitim komercnich optickych mikroskopi nebo dokonce i nezavisle nanich,
coz je atraktivni zefména pro celou fadu vznikgicich biotechnologickych postupi véetné
kompaktnich a hojné diskutovanych lab-on-a-chip systémi. Je tieba zdaraznit, Ze prevézna
vétSina zminénych pokrogilych mikromanipulacnich metod je stara jen nékolik let a ovéiena
pouze v laboratornich podminkéch. K jgich masivnimu nasazeni v praxi dochazi pozvolna s
ohledem na mezioborové bariéry a naroky biotechnologickych provozi. Zde navrhované
VyUZiti je vyjimecné v zaméreni na sinice a fasy, tedy na mikroorganismy, které vyuzivaji
viditelnou ¢ast sunecniho spektra (400-700nm) k oxygenni fotosyntéze.



1 Soué€asny stav a vyuziti zafizeni

Lidstvo ¢eli v soucasné dobé dvéma vzgemné propojenym vyzvam souvisgjicim s ristem
populace planety: zvy3ujici se potiebé zgjistit pro tuto populaci dostatecné zdroje energie,
potravy a pitné vody a vyrovnani se s globdnimi klimatickymi zménami, které jsou
vychylovany ze své piirozené periodicity spalovanim fosilnich paliv v energetice, pramyslové
a zemedelskeé vyrobe, dopravé a ndslednym tzv. sklenikovym jevem. Spojeny ekonomicko-
ekologicky tlak téchto vyzev vede ke stdle intenzivnéjSimu hledani novych zpusobi trvale
udrZitelné produkce energie a jgiho efektivnéjSiho vyuzivani.

Jednou z nejnadéjnéjSich alternativnich cest k reSeni rostoucich energetickych naroka
lidstva je produkce uhlikatych paliv z rostlinné biomasy. Rostliny prostiednictvim procesu
fotosyntézy vyuzivgji dunecni zéeni k syntéze bilkovin, cukra, tuka i dalSich latek
potiebnych pro Zivot. Fotosyntéza poskytuje energii vétSing forem Zivota na Zemi; naSe
potrava pochazi ptimo nebo nepiimo z rostlin a naSe zasoby fosilnich paliv jsou vysledkem
davné fotosyntetické premény slunecni energie. Fotosyntéza ma rozhodujici vliv na zemskou
atmosféru, jelikoz poskytuje kyslik, ktery dychame, a souc¢asné zachycuje oxid uhlicity, ktery
je jednim z plynu, jeZz vyznamné prispivaji ke sklenikovému jevu ovliviujicimu globdni
zmény klimatu. Produkce paiv zbiomasy nas priblizuje k neutrdni bilanci uhliku
v atmosfére, kdy by mnozstvi CO, uvolnéné do atmosféry pii spalovani bylo kompenzovano
zabudovanim stejného mnozstvi CO, do rostlin pri fotosyntéze.

Pro vyrobu paliva z biomasy existuje nekolik zakladnich strategii. Klasicka cesta
vyuziva vysSich rostlin véetné zemédélskych plodin pro vyrobu biopaliv tzv. prvni generace.
Toto reSeni ovSem soutéZi s produkci potravin o pudu a vodu. Je rovnéZz mozné vyvijet nove
technologie smétujici k vyuziti lignocelulozy, napr. ze zemedélského a lesnického odpadu,
pro vyrobu biopaliv vysSi generace. Toto feSeni je v pokrocilé fazi vyvoje, ae praktické
uplatnéni je zatim vzddené. V poslednich letech se mimorddné pozornosti pramysiu
i ndrodnich vlad dostalo vyuziti oxygennich fotoautotrofnich mikroorganismu (fas a sinic)
k sekvestraci CO, a k produkci vySSi generace biopaliv. Hlavni vyhodou produkce paliv
svyuZitim tas a sinic je predpokladand vysoka vytéznost sohledem na plochu pouzitou
k péstovani mikroorganismii a rovnéz to, Ze takova vyroba by neméla soutéZit o padu
potiebnou ke konvenénimu zemédélstvi.

Vyznamnou piekazkou na cesté k priamyslovému vyuZziti bioenergetického potencidu
fotoautotrofnich mikroorganismii je skute¢nost, Ze vysoky obsah olgi byva dosahovan

za podminek, které nedovoluji Gcinnou fotosyntézu a vysoké rustové rychlosti. Podobné jako
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pii Slechténi souc¢asnych zemédeélskych plodin z divokych rostlin proto piistoupime k vybéru
organismi, které spoji rychly rist sprodukci latek, které jsou naSim cilem, zde napriklad
olgu. VySechténi dnedniho obili z planych trav trvalo tisice let. My nyni potiebujeme
vyvinout potentni produkéni kmeny v ¢ase vyznamng kratSim.  Klicovym krokem k dosazeni
tohoto cile je vyvo] metodiky a pristrojového vybaveni potiebného k efektivnimu vyhledani
produkénich  kmentt opakovanym vybérem nejproduktivngjSich jedinci na drovni
jednotlivych bunék. K dosaZzeni tohoto cile je tieba navrhnout a vytvorit pristrojovou
ametodickou z&kladnu, kterd miaze poslouZit k dosaZzeni konecného cile, tedy k nalezeni
patentovatelnych pramyslové vyuzitelnych produkénich kmenu. JelikoZ fasy a sinice maji
velmi kratkou generacni dobu, vybér vhodnych jedinct v populaci maze probihat ne jako
u zemeédélskych rostlin jednou ¢i dvakrét za rok, nybrz v ¢asovém rozmezi hodin. Jiz nyni
existuji pristroje, které jsou na z&klad¢ rozptylu svétla nebo emise fluorescence schopny
svysokou rychlosti vybirat jednotlivé buiiky. MnoZina kritérii slouZicich pro vybér je vSak
pomérné omezena. V ramci feSeni projektu doplnime existujici instrumentaci o pristupy
vhodngjSi pro planovany ucel. Z&ladem nové implementovanych analyticko-preparacnich
metod pro selekci atridéni mikroorganisma bude vyuZziti mechanickych ucinku svétla

Svétlo predstavuje jiz po staleti osvédceny néstroj ke studiu mikrosvéta, na jeho
vyuziti jsou zaloZzeny svételné mikroskopy, absorpéni ¢ fluorescencni  spektrometry,
mikrospektrometry. Revoluce v rozvoji optickych metod pouzivanych ke zkoumani Zivého
i nezivého mikrosvéta pak nastala s vyndlezem a rozvojem laseri, které v soucasné dobé
nabizeji mnozstvi vinovych délek a vykonu spolu s miniaturizaci a cenovou dostupnosti.
V poslednich 20. letech se prevézné v laboratornich podminkéch rozviji zcela nové vyuziti
fokusovanych svételnych svazki, které vyuZiva jejich mechanické Ucinky. Tento néstroj
senazyva optickd pinzeta a umoznuje bezkontaktné a sterilné manipulovat v prostoru
sobjekty o velikostech od desitek nanometri po desitky mikrometr, véetné Zivych
mikroorganismu. Unikétnost opticke pinzety ve vztahu ke konkurenc¢nim mikromanipulacnim
nastrojam tkvi zefména v tom, Ze objekty mohou byt umistény za prahlednymi piepézkami
(kryci sklo, sténa nadoby, apod.) a neni tudiz nutny ptimy mechanicky pristup

ke studovanému vzorku.
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2 Experimentalni pracovisté

Experimenténi zatizeni se skl&da z komercniho mikroskopu ZEISS, ktery zgistuje
spravné optické zobrazeni a rovnéz umoziuje doplnéni systému o dalsi mechanické
¢asti: Micro-FluorCam, CCD kameru, optickou vychylovani hlavu, mikrofluidni ¢ip, teplotné
stabilizovany stolek. Mimo popsané mechanicke ¢asti je sestava doplnéna o laserovou diodu
adriver pro jgi fizeni, ridici jednotku pro vychylovéani laserového svazku galvozrdcadly,
peristaltickou pumpu a jednotku ,ThermoregulatorTR 2000“ pro regulaci teplotné
stabilizovaného stolku. Cely experimentdni systém je ovladan softwarem ,Fluorcam 7“
(vyvinuty firmou PSI), ktery byl doplnén o moduly umoziujici vychylovéni fokusovaného

svazku anasledné tiideni bun¢k. Sestava je zobrazena na Obr. 2.1.

CCD kamera

Opticka vychylovaci
hlava

PSI Thermoregulator

- | / Micro - Fluorcam
e/
B

Mikrofluidni ip + teplotné
stabilizovany stolek

Laserovy driver

Peristalticka pumpa

Laserova dioda Jednotka pro
vychylovaci Osobni pocitag
systém

Obr. 2.1 Sestava experimentalniho zarizeni, které zajiSuje automatizované optické tFideni Zivych bunek na
zAklade jejich neinvazivni a bezkontaktni diagnostiky
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Micro-FluorCam — je produktem firmy PSI a obsahuje CCD kameru, Fidici jednotku,
zdroj svétla a piislusny software

Thermoregulator TR 2000 — je produktem firmy PSI a slouZi k piesné regulaci
teplotn¢ stabilizovaného stolku.

Opticka vychylovaci hlava — vyvinuta a zkostruovana v Ustavu pristrojové techniky
AV CR, v.v.i. Jsou v ni umistény ¢ocky optického systému laserové diody a galvozrcadla
umoznujici vychylovani laserového svazku a polohovani fokusovaného laserového svazku
(opticke pinzety) v predmétove roving mikroskopu.

Mikrofluidni &p — byl vyroben v Ustavu pristrojové techniky AV CR, v.v.i. a slouzi
k transportu bun¢k pod zorné pole mikroskopu a zaroven tvori vhodné prostredi pro piipadny
rast bungk.

Laserovy driver — douZi k fizeni laserové diody. Umoziuje ovlédani laserové diody
ruéné za pomoci potenciometri a také skrze osobni pocitaé softwarem Fluorcam 7. Vyvoj
ajednotlivé generace drivert jsou popsany v kapitole 9.1.

Laserova dioda — douzi jako zdroj zéteni privadény do optické vychylovaci hlavy.
Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v kapitole 9.2.

Jednotka pro vychylovani galvozrcadel — slouzi pro elektrické ovladani
galvozrcadel prostiednictvim osobniho pocitace. Jednotka je popsana v kapitole 9.3.

Teplotné stabilizovany stolek — slouzi k temperovéni stolku a zkoumaného vzorku,
ktery brani nepriméienému teplotnimu stresovani mérenych bunek pripadné umoziuje cilené
stresovani vysokou nebo nizkou teplotou. Stolek je bliZze popsén v kapitole 9.4.

Peristaltickd pumpa — je produktem firmy PSI a slouZi k cerpani kapaliny
do mikrofludniho kanalku. Pivodni model nebyl pro u¢el mikrofluidiky vhodny, proto doslo
béhem realizace diplomové prace k podstatné Upravé upinaciho zatizeni, jak je vyobrazeno

v kapitole 9.5.

Sestava umoziuje pozorovani  fluorescencnich obrazii a parametri steiné jako
za pouziti bézného fluorescencniho mikroskopu. Zavedeny laser v kombinaci s galvozrcadly
umoziuje rastrovat po vzorku fokusovanym laserovym svazkem a v pripadé bunck také
manipulovat se zachycenymi bunkami. VSechny operace je sestava schopna provadét
v objemu mezi krycim apodioznim sklickem nebo v mikrofluidnim ¢ipu, coZz umoznuje
i téidéni jednotlivych bunék. Manipulace jsou navic sterilni, protoZe jsou realizovany bez
mechanického kontaktu s bunkami. Automatizovaného tiidéni je dosazeno modifikovanym

softwarem Fluorcam 7 firmy PSI. Nésledujici kapitoly budou detailngji pojednavat
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o jednotlivych ¢éstech systému, jez jsem navrhoval nebo jsem je experimentané
implementoval.

3 Opticka pinzeta

3.1 Opticka soustava

Manipulace s mikroobjekty probihd svazkem koherentniho zéreni, ktery je zavéden
do objektivu mikroskopu, ktery jg fokusuje do stopy o praméru srovnatelném svinovou
délkou zéreni. Toho se da doséhnout preplnénim zadni apertury objektivu kolimovanym
svazkem zéreni. Pro experimentalni ucely je dde nezbytné aby bylo mozné soucasné
pozorovat vzorek umistény v piredmétove roving objektivu. Tato podminka vyluéuje vliozeni
nepropustnych kovovych zrcadel do tubusu mikroskopu a je tieba pouZzit dielektricka zrcadla
svhodng¢ zvolenou spektralni charakteristikou. [1]

3.2 Manipulace s mikroéasticemi

Manipulace s mikro¢asticemi pomoci svételného svazku jsou zaloZzeny na silovych
(cincich svétla. Tyto U¢inky predpovédél jiz némecky astronom Johannes Kepler v prvni
poloving 17. st. na z&kladé pozorovani sméru chvostu komet. Teoreticky predpovédel tlak
elektromagnetického zéreni J. C. Maxwell v roce 1873. Experimentaniho potvrzeni se tento
jev docka na pielomu stoleti. Jeho praktické vyuZziti v optické ¢asti spektra umoznil teprve
objev laseru v roce 1960.

v

o Qo

Obr. 3.1: Sily pisobici na dielektrické ¢astice v gaussovském svazku. Prevzato z[1].
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Prvnich experimentanich Gspéchu pii ovliviiovani trajektorie mikrocastic svételnym
svazkem dosahl Arthur Ashkin z Bellovych laboratori. Pri pasobeni fokusovaného svazku
na ¢astice pozoroval, Ze pohyb ¢éstic je ovliviiovan dvéma silami (viz Obr. 3.1). Prvni z nich
je rozptylova sila (v anglické literatuie nazyvand scattering force) — pasobi na castici
vesméru Sifeni svétla. Je zavida na odrazivosti objektu a je Umérna svételné intenzite.
Druhou je tzv. gradientni sila, ktera je umeérna gradientu svételné intenzity. V zavidosti
napoméru indexta lomu prostredi no a mikroobjektu ni sméiuje ve sméru gradientu svételné
intenzity (noni < 1), nebo opacné. Ve viech dde uvadénych experimentech jsou pouZity
dielektrické objekty sindexem lomu vétSim nez index lomu okolniho prostiedi. Vyslednou
silu pasobici na ¢éstici je pro dasi vyklad vyhodné vektorové rozloZit na silu axiani
(rovnobéznou s optickou osou svazku) a silu radidni (kolmou na osu svazku).

Pozorované jevy dovedly A. Ashkinav roce 1971 k prvnimu UspéSnému experimentu,
ktery dokézal moznost vazat mikrocastici na misto v prostoru. Byla to tzv. opticka levitace,
béhem které rozptylova sila svazku kompenzuje tihovou silu pusobici na objekt. Sily

gradientni pak zgjisti setrvani ¢éstice v rovnovazneé poloze na ose svazku.

U e
I
/yf—\

Obr. 3.2 Céstice (krouZek uprostied) vazana ve dvou protibéznych gaussovskych svazcich. Sipky u Zoyvajicich

dvou krouzkii naznacuji pohyb ¢astice do rovnovazné polohy. Prevzato z[1].

O néco pozdeéji se podarilo vézat castici v potencidové jame vzniklé pii pouZiti
souosych svazka Siticich se proti sobé (viz Obr. 3.2). V piipadé identickych protibéZznych
svazki se ¢astice ve stiedu symetrie nachézi ve stabilni rovnovézné poloze. V roce 1978
navrhnul A. Ashkin jednosvazkovou trojdimenziondni past, tzv. optickou pinzetu. Model

semu podatilo v roce 1986 Uspesné zrealizovat za pomoci svych spolupracovniki
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JM. Dziedzice, J.E. Bjérkholma a S. Chua. V tomto experimentu je objekt osvétlen shora
svazkem, ktery je silné fokusovan objektivem s vysokou numerickou aperturou. Rovnovézna
poloha (tzv. opticka past) se nachazi ve sméru Siteni zareni za ohniskem objektivu (viz Obr.
3.3). Reakéni sily zpasobené zménou hybnosti rozptylovanych fotoni jsou naschématu
naznaceny Sedymi Sipkami. Pavodni navrh experimentu sice pocital jen schytanim tzv.
rayleighovskych ¢astic (tj. ¢astic mnohem menSich nez vinova délka A dopadgjiciho zareni),

ale byl Uspédné pouzit i pro objekty znaéné vétsi (o priaméru az 100 pm).

Obr. 3.3 Rovnovazna poloha ¢astice (opticka past) v jednom silné fokusovaném gaussovském svazku je umisténa
za pasem svazku. Sedé Sipky vyznacuji reakeni sily vaniklé priichodem foton:i podél vybranych trajektorii
oznacenych ¢ernymi Sipkami. Vodorovna Sipka nahore oznacuje objektiv mikroskopu, ktery fokusuje laserovy

svazek. Prevzato z [9].

Posledni uvedeny experiment je jiZ redné pouZitelny v biofyzikdni, mikrobiologické
¢i biotechnologické praxi. Tak je moZno dosahnout nejen nedestruktivniho piesunu Zivych
mikroorganismu v kapalin¢ aei organel uvniti bunky, nebot’ jejich bunéé¢na membranaje pro
svétlo propustna. Pri manipulacich s mnohem menSimi objekty, napi. molekulami DNA nebo
jinymi nanovlé&kny je nutné pripevnit k vidknoveé struktuie kulovity objekt, se kterym se d&
vhodné manipulovat. Pfi mikrochirurgii se pouziva kombinace infracerveného kontinudniho
laseru jako pinzety a pulsniho ultrafialového ¢i Nd:YAG laseru, ktery funguje jako opticky
skalpel, nebot’ narozdil od optické pinzety jeho vinova délka je objektem silné absorbovana.

16



V mikrobiologii je rovnéZ vyhodné, Ze sily pasobici v optické pinzeté jsou srovnatelné
se silami na bunééné drovni. Tak je mozné uréit sily, kterymi disponuji bi¢iky ¢i brvy
u mikroorganismti.

Opticke sily byly rovnéz vyuzity k chlazeni atoma a za tento vyzkum byla v roce 1997

udélena Nobelova cena zafyziku. [1]

3.3 Principy optickych sil

Optické sily jsou zpusobeny prenosem zmény hybnosti fotond na mikroobjekt
v disledku rozptylu svétla mikroobjektem. Pro jegjich kvantitativni vyjadieni se vyuzZivgi
numerické postupy zaloZené na teorii rozptylu a pouze ve dvou limitnich piipadech (Gastice
mnohem VvétSi nebo mensi nez vinova délka svétla) Ize ziskat anaytické vztahy. Vypocty
pomoci paprskove optiky piredpokladaji, Ze objekt je mnohem vétsi nez vinova délka, kdezto
vypocty v tzv. Rayleighove rezimu se tykaji ¢astic mnohem mensich. Vzhledem k velikostem

nami pouzivanym ¢asticim se Rayleighovu piistupu nebudeme vénovat.

A rozloZeni intenzity B

2
P in
P, ' Poul P.
in Fout
AP
AP

Obr. 3.4: Principy chytacich sil — v rameccich jsou naznaceny zmeény hybnosti paprsku. Prevzato z[1] .

Paprsek (abstraktni jednorozmérny objekt, ktery je v kazdém bodé normaou
k vinoplose) se pii dopadu na obecné optické rozhrani déli na lomenou a odraZzenou ¢ast.
Jgjich smér je dan Snellovym zékonem, takze zavisi na poméru indexi lomu obou prostiedi,
Uhlu dopadu a roving dopadu piichazejiciho paprsku. Rozdéleni energie mezi odrazeny
aprochazejici paprsek je dano Fresnelovymi koeficienty.
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Jeden foton nese energii hu a velikost jeho hybnosti je p = h/A, kde h je Planckova
konstanta, u frekvence svétla a A vinova délka svétla v prostredi. Pri interakci fotonu Sificich
se podé paprsku s dielektrickou ¢éstici tedy vznikasila, jez ma svij pivod ve zméné hybnosti
fotont. Odrazené paprsky prispivaji silou dFs, kterd sméiuje z bodu dopadu smérem ke stiedu
objektu paraleiné s normdou k povrchu. Celkova sila, kterd pasobi na objekt v disledku
odrazenych fotont, je vysledkem sumace vSech silovych prispévki od odrazenych fotona pies
cely povrch objektu a je prfimo Umérna svételné intenzité¢ zéareni dopadajici na objekt.
Je orientovéna prevazné ve sméru Sifeni dopadajiciho zéreni, a proto se v literature obvykle
nazyva rozptylovou silou (scattering force).

Ke zméné hybnosti dochazi i u fotont prodlych objektem. Zaporné vzatd zmeéna
hybnosti fotont vyvolasilu, jgjiz elementarni slozka je oznacena dFg (viz Obr. 3.4). Pravé sila
dFg je nezbytna pro prostorové zachyceni objektu ve svazku. Jgji smér je dan gradientem
svételné intenzity a pomérem indexu lomu mikroobjektu a indexu lomu prostiedi. Je-li index
lomu objektu veétsi, resp. mensi, jak index lomu okolniho prostredi, pak gradientni sila
sméiuje po sméru, resp. proti sméru, gradientu svételné intenzity. V literature se proto tato
sila nékdy nazyva gradientni, i kdyz z fyzikdlniho pohledu to neni zcela piesné. Na Obr. 3.4
A je naznateno vychyleni objektu ve svazku s nehomogennim prostorovym rozlozZzenim
svételné intenzity. Asymetrické rozloZzeni svételné intenzity je vyjédieno tloustkou car
reprezentujicich krajni paprsky.

Gradientni sila, ktera je dasledkem zmeény hybnosti fotonu Siticich se podél paprsku
0 VEtSi intenzité, je vétSi nez gradientni sila vznikla prostiednictvim lomu paprsku 1, proto
je vysdedny pohyb kuli¢ky smérem do oblasti s vySSi intenzitou.

Pro vznik trojdimenziondni optické pasti je nezbytné, aby gradientni sily piekonaly
vliv sl rozptylovych a sily tihové. Tato situace je nakreslena na Obr. 3.4 B. Toho Ize
dosdhnout pouze tehdy, je-li gradient svételné intenzity dostatecné velky. Této strmé zmény
intenzity svétla doséhneme objektivem s vysokou numerickou aperturou, napi. imerznim
objektivem, u kterého piresahuje numerické apertura hodnotu 1.

Pojmy rozptylové a gradientni sily pochazeji z vypocta v Rayleighové rezimu. Pri
pouzivani ¢astic, jgjichZ velikost je mnohem vétSi neZ vinova délka svétla, vSak neni mozné
fyzikané separovat tyto dveé sily. S ohledem na nézornost se v3ak stale pouzivaji oba terminy
aimplicitné se predpokladd, Ze rozptylova sila sméiuje ve sméru Siteni zareni a gradientni sila
ve sméru gradientu svételné intenzity. Vzhledem ke geometrii fokusovaného svazku je

v dalSich vypoctech a odvozenich vhodné zavést radidni (horizontdni) slozku sily
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Fy (gradientni sila) asilu axidlni Fz ktera je dana souc¢tem rozptylové a gradientni slozky sily

vosez.[]]

3.4 Vypocéet optickych sil

Pro vypocet sil pouZijeme nastroji paprskové optiky. Tato aproximace vypocti
predpoklédd, Ze polomér chytaného objektu (piedpoklddame kulovy tvar) a vinova délka
pouZitého svétla splnuji podminku (1).

2
% > 100 (D)

Pro polomér kuli¢ky ve vzduchu tedy plati nerovnost:
o >1321um 2

resp. ve vodnim prostredi sindexem lomu n,= 1.33
0 > 9.93um 3

Geometricky piistup k feSeni problému je aproximaci mnohem obecnéjSich Riccatiho-
Besselovych funkci, jgichZz matematicky aparat je v3ak jiZ mimo rozsah této prace.

poloha pasu
svazku (2=0)

0

VA

Obr. 3.5 Sily v chytanych mikroobjektech. Pirevzato z[1].
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Pr vypoctu uvaZzujeme laserovy svazek modu TEMoo s gaussovskym profilem
intenzity. UvaZzujeme svazek Sitici se podél osy z, piicemzZ pas se nachazi v zo = 0. Pokud
P predstavuje celkovy vykon svazku, muZeme pro kvadrat absolutni hodnoty intenzity

elektrického pole psét (4):

E*(x,y,2) =

2P 5 x% +y? @
TNyt €EoCW?(2) exp w?(z)

Vinovou délku, kterd udava Siitku svazku, je nutné uvaZzovat v okolnim prostredi,
tj. A =4J/n. Sohledem na silnou fokusaci svazku se dostaneme mimo oblast platnosti

parciani aproximace. Proto se zavadi parametr chyby, ktery udava nepiesnost vysedki:

A
21w,

(%)

Vypocet je zaloZzen na Obr. 3.5, ktery znézoriuje objekt o poloméru o lezici mimo osu
svazku. Stied kulicky je poc¢dtkem nové soustavy souradnic (X;Y;Z). Tento stted ma
v soustavé souiadnic (X; y; 2) koordinéty (0, o o, z). Kuli¢ka se vzdy vychyli ve sméru Siteni
svételného zéreni, proto z, > 0. Smér paprsku fotont interagujicich s objektem je normalou

k pomysiné sféricke viné o poloméru:
2 2
R, =z |1+ (20 ©6)
¢ Az
Po dosazeni bodu D do uvedeného vztahu dostaneme polomér:

w2\
Re=(z,+27)|1+ </1(z5—4(-)z)> 7)
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Pro dalSi vypocet je vhodné zavést novou soustavu souiadnic (X1; Y1;Z1) podie Obr.
3.5 (0sa Y1 lezi v roviné dopadu paprsku SDC, osa Z; |eZi na spojnici bodt CS). Pomoci téchto

souradnic jejiz mozné vyjédiit Uhly a; a6;:

Z* - |92 —RzZ —0oY

cosa; = 8
" oJeT+ R, —ZZ+ i + 2V g ©
Z? — R;Z — 0o
cosf; = z 20 > ©)
Q\/(Z —Rz)? + 0
kde R;je projekce vektoru CD do osy z
RZ=JR5—02+ZZ—9§—2YQO (10)

Vyjdeme-li ze z&kona zachovani hybnosti, pak pouZitim téchto vztaht, Snellova
zékona a Fresnelovych koeficientti dostaneme vztah pro element sily a jeho rozloZeni
naaxiani aradiani slozky

dF = €, E?dAcos q; (U[ — Rug — Z TZRkTTk) (11)
k=0
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Radialni chytaci sily

D
-0.05
=
=
b -01fF
-
w
0.15
—e—Pc=13.5 mW, <Fy> = -0.0697e-10 N
—aPc=18.8 mW, <Fy>=-0.0971e-10 N
.« Pc=235mW, <Fy>=-0.1214e-10 N
—+Pc=28mW, <Fy> = -0.1446e-10 N
3 L 1 L 1 L 1 L 1
%2 0.5 1 15 2 25 3 35 4 45

y0

Obr. 3.6 Teoreticky prizbeh sil v zavisosti na poloze objektu ve vertikalni ose. Uvazovany priamer kulicek je
14,6+0,4 um. Uvazovand velikost pasu wo=1,9 um. P/evzato z[1].

dF;, = €oEfdAcos a; lcos(a’i — 6,) + Rcos(a; — 6;)

(12)
- cos(2r — a; — 0,) + Rcos(a; — 6;)
1+ R2 + 2Rcos2r
dFy, = €oxEfdAcos a; [sin(a’i — 6,) + Rsin(a; — 0,)
(13)

, sin(2r — a; — 01) + Rsin(a; — 6,)
1+ R2 + 2Rcos2r

M

Kde u;,ug a uy jsou jednotkové vektory ve sméru Siteni prichazejicich, odrazenych
¢i propusténych paprskii, dA je element plochy v bodé D a R, T je odrazivost a propustnost
kulicky jsou zavisé na Uhlu ai, polarizaci svazku a poméru indexd lomu prostiedi

i mikroobj ektu.
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Teoretické priabehy radidnich sil jsou na Obr. 3.6,
Obr. 3.7 a Obr. 3.8. JelikoZ jsou kulicky vyrébény s jistou toleranci (14,6+£0,4 pm ¢i
5,2+0,5 pm), teoreticky vypocétené funkce jsou vykresleny pro minimalni, stiedni a maximalni

pramér kuli¢ky. Sila Fy uvedena ve schématu plati pro sttedni prameér kulicky. [1]

Radialni chytaci sily

Fy [1e-10 N]

04- — e Pc=135mW, <Fy>=-0.1651e-10 N
' — g Pc=188mW, <Fy>=-023e-10N
.« Pc=235mW, <Fy> = -0.2874e-10 N
—+Pc=28mW, <Fy>=-0.3425e-10 N
05 1 2 3 ) 5 6 7 ]

y0

Obr. 3.7 Teoreticky priibéh sil v zavislosti na poloze objektu ve vertikalni ose. UvaZovany primer
kulicek je 14,6+0,4 um. UvaZovana velikost pasu wo=0,7 um. Prevzato z[1].

Radialni chytaci sily

Fy [1e-10 N]

702 k.
—e—Pc=95mW, <Fy>=-0075%-10 N
—s—Pc=152mw, <Fy>=-0.1212e-10 N
——Pc=21.0mW, <Fy>=-0.1677e-10 N
025 L L L L ' L ' ' ' 1 L L L L L L L ' L 1 L L L L L L L
0 02 04 06 08 L] 12. " 14 18 1.8 2 22 24 26 28
y0

Obr. 3.8 Teoreticky pritbeh sil v zavislosti na poloze objektu ve vertikalni ose. UvaZovany primer kulicek je
5,24+0,5 um. UvaZovana velikost pasu wy=0,5 pm. Prevzato z[1] .
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4 Zdroj zafeni

Pro dostatecn¢é stabilni zachyceni objektt v optické pinzeté je nutné pouzivat takove
laserové zdroje zéreni, jgichz vystupujici svazek lze fokusovat do stopy srovnatelné
svinovou délkou laseru a tim dosdhnout vysokého gradientu svételné intenzity ve sméru
Siteni zéreni. Této podmince vyhovuji plynové, pevnolatkové apolovodicové lasery se
z&kladnim pricnym médem TEMoo, ktery umoznuje fokusaci |aserového svazku do minimalni
stopy, pouzitelny je rovnézZ mod koblizkovy TEMo1, vhodny zejména pro objekty
nékolikanasobné vétsi, nez je velikost pasu fokusovaného laserového svazku.

Z davodu kompaktnosti byly ke konstrukci zatizeni zvoleny dva typy zdroje zareni,
polovodic¢ovy laser reprezentovany laserovou diodou a optické viakno zprostredkujici pienos

laserového zéreni z jinak rozméroveé nevyhovuijicich laseru. [2]

4.1 Laserové diody

Princip laserové diody byl poprvé demonstrovan v roce 1962, k béZzné vyrobé vsak
dochézi az v podednich dvou desetiletich. Jev je zaloZzen na primych piechodech elektroni
mezi vodivostnim a valencnim pasem polovodice. K vyzéreni fotonu dojde v pripade, Ze se
jedna o piimy prechod elektronu mezi pasy. VétSinalaserovych diod je vyrabéna ze sloucenin
skupin I11-V periodicke tabulky prvki. Jednim z nejdulezitéjSich materidlta je galium arsenid
GaAs. Tomuto materialu odpovidaji vyzarované vinové délky v rozmezi A < 630; 980 >nm.
V posledni dob¢ se jevi ¢im dd tim vyhodnéjSi pouzivat pro konkrétni aplikace laserovych
diod. Jsou kompaktni, efektivni, cenové vyhodné a v mnoha smérech lepsi nez ostatni zdroje
laserového zéreni. Efektivnosti je minén podil rozmér-vykon (kompaktni zafizeni o objemu
pul krychlového centimetru maze mit vykon stovky miliwatti). Cenova vyhodnost zahrnuje
vykon a Zivotnost za jednotkovou cenu. Zivotnost u laserovych diod mize presahnout 50000
hodin provozu. Nelze ovdem opomenout nevyhody téchto zarizeni. Laserové diody maji
men3i koherenci zéreni nez napriklad plynoveé lasery. Diky tvaru aktivniho média je svazek
astigmaticky a ma rtznou rozbihavost v na sebe kolmych osach, prurez svazku je tedy
elipticky. [1]
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4.2 Zakladni struktura a typy laserovych diod

Laserova dioda (LD) (viz Obr. 4.1) i luminiscencni dioda (LED) emituji fotony
zérivou rekombinaci nosi¢t elektrického nédboje na polovodicovém P-N prechodu. Tyto
polovodi¢ové soucéstky, ale odliduji dvé vyznamné skutecnosti. Prvni je tloustka aktivni
oblasti, kterdje v pripadé LD velmi mald, typicky v ia&du stovek nanometra.

elektrody soustava
. &pu polovodiéovych
/7 vrstev

polovodi&
typu P -

polovodic .
typu N~

aktivni oblast

emitovany
svazek zareni

Obr. 4.1 Schematicky obrazek cipu laserové diody. Prevzato z[2].

Druhou odlisnosti je, Ze ob¢ hrany ¢ipu LD jsou ukonéeny tak, aby ptsobily jako
zrcadla. LD emitujici v blizké infracervené oblasti jsou zhotoveny z materidlu GaAs a vice
nez 30 % svétla je odrazeno zpét. Samotny ¢ip LD tedy pasobi jako opticky rezonator. LD
tohoto nejjednodusSiho typu maji velkou poloSiiku spektrélni ¢ary, fadové nékolik nanometru.
JestliZe je tieba dosdhnout spektrdni cary uzsi, kvalitu rezonatoru |ze zvysit navrstvenim cel
LD tzv. laserovych fazet. LD s navrstvenym rezondtorem jsou nazyvany Fabry - Perot LD.
Dasiho zUzZeni spektrdni cary vyzarovaného zéareni je dosazeno u LD srozprostienou
zpétnou vazbou (DFB), kterd je zabezpecena odrazem na Braggové miiZce vytvorené
v heterostruktuie obklopujici aktivni oblast. LD DFB jsou konstruovany tak, aby vyzarovaly
pouze jeden podény méd. VSechny vySe uvedené LD vyzaiuji z ¢ela laserového ¢ipu. Jak uz
bylo zminéno vySe pro optické chytani je vyhodné pouzit lasery s pricnym médem TEMoo.
U laserovych diod Ize tento mod obdrzet u tzv. index guided LD, které maji rezonétor
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ohrani¢en ngenom ve sméru vyzarovani, ae také ve sméru pricném. Toto je provedeno
dodatecnym obrabénim a opétovnym epitaxnim rastem polovodi¢ovych vrstev Cipu. Index
guided LD emitujici v blizké infracervené oblasti maji aktivni oblast ¢ipu vyrobenu
zmateridlu GaAlAs. Svétlo emitujici z LD je polarizovano ve sméru kolmém na vrstvy
vinovodu (viz Obr. 4.1), tj. ve sméru proudu prochézejicim mezi elektrodami cipu. Pomer
pramétu slozek elektrického pole v rovinach YZ a XZ bézné dosahuje 100:1.

elektrody \

soustava
vrstev

emitovany
svazek

Obr. 4.2 Plodné vyzarujici laserova dioda typu VCSEL. Prevzato z[2].

Poslednim a konstrukeéng odliSnym zdrojem koherentniho zéfeni jsou plodné vyzaiujici
LD, tzv. Vertica Cavity Surface Emiting Lasers (VCSEL), které emituji zéreni z plochy
rovnobézné s rovinou prechodu (viz Obr. 4.2). V oblasti LD VCSEL probiha vyvoj zefména
v poslednich letech a jsou i komeréné nabizeny. RozSiteny jsou v oblasti telekomunikaci
z davodu dobré spektralni pieladitelnosti zménou proudu piipadné teploty cipu. Dalsi
vyznamnou vyhodou diod VCSEL je, Ze emituji kruhovy profil svazku, a proto jsou vhodné
pro vyvéazani do optickych vlidken. Zatim v3ak ngjsou k dispozici VCSEL diody s vystupnimi
vykony v radech stovek mW, a proto ani ngjsou masovéji pouzivany k vytvoreni dostatecné
stabilnich trojdimenziondnich optickych pasti a nahrazuji je hranové vyzatujici LD. [2]
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4.3 Optické charakteristiky laserovych diod

Laserové diody se déli na dva typy podle zptisobu omezeni pii¢nych rozmeéra aktivni
vrstvy. Prvni zpusob je zprostiedkovan uzkymi elektrodami, v cizojazycné literature
se nazyva gain guided. Ziskové prostiedi se nachazi pouze pod elektrodami a jinde se zéreni
nezesiluje. Druhy typ (index guided) mé aktivni vrstvu o vySSim indexu lomu nez okolni
prostiedi. Dochazi tedy k totalnimu odrazu a aktivni vrstva zastava funkci vinovodu.

VétSinalaserovych diod s nizkym vykonem (do 200 mW) ma gaussovsky pricny
profil intenzity, ktery je analogicky modu TEMoo plynovych laseri. Divergence svazku je
dana v souladu s teorii gaussovskych svazku velikosti pasu wo a vinovou délkou A. Z &irSiho
hlediska je pas definovan pii¢nymi rozmeéry polovodi¢ové aktivni vrstvy. Pramér aktivni
plochy je obdélnikovy, rozméry byvaji jednotky mikrometra (u index guided laserti vétSinou
1x3um). Divergence svazku je tedy znacnd, v tomto piipadé asi 10°x30°. Divergence v roviné
kolmé k aktivni vrstvé je vétsSi nez v roving paraelni s vrstvou. Tuto odchylku od symetrie
svazku je mozné korigovat odpovidgicimi anamorfnimi hranoly. Divergence svazku se
najednotlivych laserovych diodéch znatelné lisi. Svazek je v jednotlivych podénych fezech
gaussovsky.

Vinova délka A, kterou zafizeni vyzaruje, je zavida zeména na teploté¢ okoli
anaproudu, ktery diodou prochézi. Emitovana vinova délka se schodovité zvétduje pri
zvySovani teploty aktivni vrstvy. Je to zpasobeno zménami délky aktivniho média, indexu
lomu a pésu zakézanych energii. Pokud je poZzadovana stabilni vinova délka, je nutno pridat
termoelektricky chladi¢ s kontrolnim obvodem. Prichod elektrického proudu ovliviuje
vinovou délku dvéma zpusoby. V dusledku odporu materidlu se uvoliuje Jouleovo teplo
aroste teplota aktivni vrstvy - pro tento pripad plati stejnatvrzeni jako pro zvySovani teploty.
A déle proud nabudi populaci eektroni ve valenénim a vodivostnim pasu a dojde ke zmeéné
indexu lomu aktivniho prostiedi. Zmény vinové délky zptasobené timto jevem jsou u GaAlAs
laserovych diod 0.025nm/mA.

Zateni produkované laserovymi diodami vykazuje vZdy astigmatismus, kdy pas zéreni
produkovaného v roviné kolmeé na aktivni vrstvu se nachazi blize k ¢elni odrazné ploSe nez
pas v roviné rovnobézné. Vzdaenost mezi obéma pasy je zminény astigmatismus a jeho
velikost je u index guided diod mensi nez 15um. Velikost astigmatismu LD se lisi kus
od kusu. Astigmatismus se koriguje slabymi cylindrickymi ¢octkami (ohniskové vzdaenost
f=4000mm). [1]

27



5 Fluorescenéni mikroskopie

Vétsina z nové vyvinutych mikroskopickych technik vyuziva fluorescenci a préavé
jelich kombinace, tzv. fluorescen¢ni mikroskopie, je nesmirné silny néstroj pro zkoumani
v biologické oblasti. Fluorescenéni techniky poskytuji ¢etné vyhody v rukou veédci, kteri
chtéji vyuzivat horni hranice citlivosti a rozliseni ve svételné mikroskopii. Krome védeckého
piinosu maze prévé analyza fluorescencnich obrazi nabidnout novy pohled naredlitu, kteraje
obvykle skryta pti pohledu do mikrosvéta klasickym svételnym mikroskopem. Fluorescen¢ni
molekuly funguji jako zdroje svétla o urcité vinoveé délce, které se nachazeji ve specifickych
oblastech vzorku. Fluorescen¢ni latky vyZaduji energii k excitaci molekuly a nésledné emisi
fotonu, ktera je dodavana excitatnim zarenim mikroskopového zdroje svétla Kazda
fluorescen¢ni latka (fluorochrom) ma konkrétni rozsah excitaénich a emisnich vinovych
délek. Ve fluorescenénim mikroskopu je tieba zgjistit, aby se excitacni vinové délky Sitily
od zdroje z&feni na vzorek a intenzitné mnohem slabsi vinové délky emitované vzorkem se
musi Sitit k detektoru nebo CCD kamere. Prakticky je to feSeno fluorescencnimi kostkami,
které jsou umist'ovény do revolverové hlavy mikroskopi a zgjist'uji rychlou zménu podminek

pro pozorovani fluorescence riznych fluorochromd. [6]

5.1 Teorie fotosynteticky aktivnich organisma

5.1.1 Fluorescence organismu

Fluorescence chlorofylu mé svij pavod ve fotosyntetickych pigmentech zelenych rostlin
a odrézi Sirokou Skdlu fotofyzikdnich procesi, které probihgji v tylakoidnich membranach
uvnitt chloroplasti béhem piemény energie slunecniho (viditelného) zareni na biochemicky
dae vyuzitelnou formu — v podobé molekul pienaSecu vodiku (NADPH, redukované formy
nikoti nami dadenindinukleotidf osfatu) av makroergnich molekulach (ATP, adenosintrifosfat).
Energie kvant svételného zéreni (fotont) je absorbovana v anténnich pigmentech dvou
fotosystemu (FS | a FS I1) a piendSena do reakénich center obou fotosystému ve forme toku
excitoni. V kaskédé fotochemickych reakci donor-akceptorového charakteru je tato energie
vyuzivana k transportu elektronia z primérniho donoru (molekuly H,O) na cilovy akceptor
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(NADP+) za souc¢asného vzniku vysoce energetického substratu (ATP), potiebného k fixaci
CO; v Calvinové-Bensonove cyklu. [5]

Z&znam indukované fluorescence chlorofylu a je cestou, jak nedestruktivné zkoumat
fotosyntetické procesy v rostlinach, fasach i sinicich — obecné ve vSech fotosyntetizujicich
organizmech. Zmeény vytéZku fluorescence chlorofylu jsou citlivym indikatorem
fotosyntetickych procest probihgjicich v ¢asovém rozmezi od mikrosekund (rychlé primérni
fotofyzikdlni déje) az po mnoho minut (pomaé enzymatické procesy ve stromatu
chloroplasti). Vyhodnocenim ¢asového zaznamu fluorescence chlorofylu, tzv. Fluoresceneni
indukeni kiivky, lze stanovit hodnoty fady fluorescenénich parametra, které umoziuji
kvalitativné i kvantitativné charakterizovat funk¢nost fotosyntetického aparatu rostlin, jegjich
fyziologicky stav a rovnéz detailné studovat déje probihgjici v tylakoidnich membranéch

uvniti chloroplasta.

5.1.2 Fotosyntéza
Fotosyntéza je slozity soubor procesy, jimiZ fotoautotrofni organizmy vyuZivaji energii

kvant slune¢niho zareni k zabudovéni molekul oxidu uhlicitého (CO,) obsazeného ve vzduchu
do organickych sloucenin a k uvolnéni molekulérniho kysliku (O,) z molekul vody (H»O)
do ovzdusi. Fotosynteticka tvorba novych organickych latek a kysiku ma tedy zésadni
vyznam pro udrZeni Zivota na planeté Zemi. K tomuto Gcelu je vyuZivano elektromagnetické
zareni absorbované fotosyntetickymi  barvivy (chlorofyly, karotenoidy a fykobiliny)
v tzv. viditelné oblasti Sune¢niho spektra, tj. v intervalu vinovych délek od 400 do 700 nm.
Fotosyntéza patii k nejstarSim a také nejdulezitéjSim biochemickym pochodim na Zemi.
Prvni fototrofni organizmy vznikly na nasi planeté priblizné pred tiemi miliardami let. Velmi

zjednoduSené je fotosyntéza charakterizovana nésledujici sumarni rovnici:

hv
6C0, + 12H,0 — C¢H,;,05+60,+ 6H,0 (14)

Z této rovnice vyplyva, Ze fotosyntetické procesy v rostlinach mohou zustat aktivni
pouze pii dostatecné dlouhé dobé ozéfeni a kontinuanim piijmu molekul H,O a CO..
PouZzitim radioaktivnich a stabilnich izotopa C, N, O, P se zjistilo, Ze fotosynteticky proces je
mozno rozdélit nafazi svételnou (fotofyzikani) afazi temnotni (chemosyntetickou). Svételna

féze zahrnuje oxido-redukeni reakcee, pri nichz nastéava fotolyza vody, vytvéri se pH gradient
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avznika ATP a NADPH. Temnotni faze zahrnuje enzymatické reakce, v nichz se na ukor
chemické energie produkta svételné faze (NADPH, ATP) a za spolulcasti CO, a H,0
syntetizuji dulezité organické laky — sacharidy, tuky, bilkoviny apod., piicemz Ucinnost jejich
syntézy v chloroplastech zévisi na intenzit¢ prisunu ATP a NADPH, tj. na Gcinnosti
svételnych reakci. [5]

5.1.3 Chloroplast

Nejmensi strukturni i funkeni jednotkou, kterd je schopnai po izolaci absorbovat zéreni,
fixovat CO, a zabudovévat uhlik do sacharidu, je chloroplast. Skl&da se z dvojité povrchové
membrany, vnitini tekuté faze, zvané stroma, jeZ obsahuje enzymy uplataujici se pri fixaci

CO,, amembranovych Utvara, tzv. tylakoidi, s granani strukturou. [5]

5.1.4 Chlorofyl

Z&ladnim fotoreceptorem (l&kou schopnou zachytit piichazejici fotony), ktery se
Ucastni  fotosyntézy, je chlorofyl. Jeho molekulu tvori planarni hofecnaty komplex
redukovaného porfyrinu s navdzanym polyisoprenovym fetézcem akoholu fytolu. chlorofyl
ma v dopadajicim bilém (polychromatickém) svétle zelenou barvu, nebot’ intenzivné
absorbuje viditelné zareni v oblastech vinovych délek okolo 430 nm (modra oblast spektra)
a663 nm (Cervena oblast), zatimco zéteni ze zelené oblasti (cca 500 nm) propousti.
Rozlisujeme dva zakladni typy, které se odlisuji pouze jednim substituentem na porfyrinovém
kruhu — chlorofyl a obsahuje metylovou skupinu, kdezto chlorofyl b karbonylovou. Presto se
tato mald chemicka zameéna vyrazné projevuje na optické fyzikdni charakteristice, které
fikame absorpéni spektrum molekuly chlorofylu.

Svétlo — presnéji feceno viditelna oblast elektromagnetického zéreni/pole — je proud
fotona (kvazic¢astic) o vinové délce (1) v intervalu od 400 do 700 nm. Kazdy pohlceny foton
muZe zpusobit jednoduchy fotofyzikalni d¢j za predpokladu, Ze ,,nese” dostatecné mnozstvi
energie (Ehv). Energie fotoni pohani primérni fotochemické reakce, které iniciuji
fotosyntetickou preménu z&tivé energie na biochemicky vyuZitelnou formu a vedou k separaci
naboje v reakénich centrech fotosystému 1l a fotosystému 1), nebo je disipovana
nefotochemickou cestou — preménou na teplo a fluorescenci. Vysvétleni fotochemickych
anefotochemickych procesi v reakénich centrech vyZzaduje pouziti nékterych zakladnich

pojmi z kvantové teorie. K jgich lepSimu pochopeni slouzi nasledujici Obr. 5.1. [5]
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Obr. 5.1 ZjednoduSené t/ihladinové schéma vyuziti excitacni energie v molekule
chlorofylu reakéniho centra fotosystému I1. Prevzato z [ 5]

Energetické schéma ukazuje zakladni singletni stav (Sg) a dva singletni excitované
stavy (S1, Sp) molekuly chlorofylu. Horizontalni ¢éry znézornuji vibracni stavy uvedenych
energetickych hladin pro rizna vibracni ¢isla (v" pro zakladni stav, V' pro excitované stavy).
Vertikdni Sipky reprezentuji nésledujici kvantové procesy: (1) absorption — absorpce kvanta
zéreni s ur¢itou vinovou délkou Aa, jeZz zpasobi prechod elektronu ze zakladniho
do excitovaného stavu v ¢ase kratSim nez 10-14s, (2) dissipation to heat — rozptyleni excita¢ni
energie nezérivou vnitini konverzi na teplo, a (3) fluorescence — zériva deexcitace
vybuzeného stavu vyzarenim fotonu s vinovou délkou Ar vétSi nez 650 nm. Parametr
T 0znacuje pribliznou dobu Zivota elektronu v jednotlivych kvantovych stavech. Horizonta ni
Sipky reprezentuji tzv. fotochemickou cestu (photochemistry), tj. rozdéleni naboje v reakénim
centru fotosystému |1 jako pocétek transportu elektronu (Electron transport), a nabojovou
neutralizaci iontu chlorofylu+ elektrony dodavanymi (Donation of electrons) komplexem
Stepicim vodu (WC).
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Chlorofyl v reak¢nich centrech miazeme popsat jako oxidoredukéni systém: oxiduje se
predanim elektronu na molekulu akceptoru a poté se vraci do zé&kladniho (nédbojové
neutralniho) stavu tak, Ze piijme elektron od primarniho donoru. Potiebné mnozstvi energie
pro piechod elektronu mezi zakladnim a excitovanym stavem se ziska absorpci svétla. Je-li
absorbovan foton z modré oblasti viditelného spektra (A = 450 nm), piechazi elektron
do vy&Siho excitovaného stavu S,, dojde-li k absorpci fotonu z energeticky chudSi ¢ervené
oblasti (A = 650 nm), muZe elektron preit pouze do stavu S;. Daoba Zivota elektronu
Vv excitovaném stavu S; je ale zaroven as tisickrat delSi (t = 109 — 105 S) neZ ve stavu S,.
Béhem této doby musi byt elektron bud’ pienesen na sousedni molekulu v elektronoveé
transportnim tetézci (feofytin u rostlin), anebo se vraci do z&kladniho stavu nezarivym

(teplotni disipace) nebo zarivym procesem (fluorescence). [5]

Méereni fluorescence se provadi pomoci excitachich méficich zébleski o razné
intenzit¢ a délce. Dojde tak k vybuzeni a nasledné emisi svétla Po vybuzeni snimame
intenzitu fluorescence chlorofylu (Fq) pomoci CCD kamery pies spektrdni filtry. Jednotlivé
velic¢iny vyjadiuji intenzitu fluorescence a jsou v relativnich jednotkach. Pro pochopeni

nasledujicich fluorescenénich parametri zavedeme nékolik velicin:

Fo — signa vybuzeny kratkym a slabym méficim zableskem excitacniho svétla v temnotné

adaptovaném stavu, kdy vSechny reakéni centra PSII jsou plné oteviena

Fu — signd vybuzeny silnym saturaénim pulzem, ktery uzavie vSechna reakeni centra PSII

ve vzorku, ktery byl temnotné adaptovany

Fv — prirastek variabilni fluorescence (R, = Fv - Fo), ktery je zpusoben piechodem z temnotné
adaptovaného stavu s pln¢ otevienymi reakénimi centry PSII do pIné zavieného stavu béhem

saturacniho pulzu

Fs— fluorescen¢ni signdl ze vzorku, ktery neni temnotné adaptovany

5.1.5 Fluorescenéni parametry
Pro Gcely kvantitativni analyzy zaznamua fluorescencni indukéni  kiivky byly

vefotosyntetickém vyzkumu zavedeny tzv. fluorescencni parametry. Definovani
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fluorescen¢nich parametrti je zavisé na pétici vzagemné nezévidych uUrovni detekované
fluorescence Fcni: Fo, Fu (pro temnotné adaptovany stav), Fo, Fu' a Fs (pro svételiné
adaptovany stav). Jgjich korektni naméfeni je zcela zésadni pro spravné urceni hodnot

prislusnych Fp. Z celé fady parametria se velmi ¢asto pouziva nésledujicich Sest:
1. Maximalni kvantovy vytezek fotochemickych procesii:

F, Fy — F, F,
R _Fu=F)_, F 5
Fu  Fn Fu

QY

Parametr ®p, patii mezi nejpouzivanéjsi parametry. Jednoznatné charakterizuje
temnotné adaptovany stav. Pocitd se jako podil mezi maximanim variabilnim (F/)
amaximanim (Fy) vytéZzkem FChl. Uréuje miru maximani fotochemické kapacity
fotosystému Il a jeho stiedni hodnota u mnoha druht rostlin je za nestresujicich podminek
rovna 0,832. U rostlin vystavenych stresu anebo v pripadé jejich poskozeni se hodnota tohoto
parametru vyrazné snizuje. ®p, tedy muze velmi rychle prokazat poskozeni komplextu

fotosystému |1, ato napt. jako nasledek stresu suchem, nadmérnou ozéfenosti, chladem apod.

2. Kosficient fotochemického zhaSeni variabilni Feyy

(Fy — Fs) _AF
- - = 16
PR R 4o

Tento parametr se vztahuje k svételné adaptovanému stavu. Kvantifikuje fotochemickou

kapacitu fotosystému Il a velmi Uzce souvisi s aktualni frakci otevienych (reoxidovanych)
reakcnich center fotosystému 11.

3. Koeficient nefotochemického zhaseni variabilni Fep

gy =———=1—— (17)
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Velikost gy je odrazem Ucinnosti nefotochemickych procesi, které jsou charakteristické
pro svételné adaptovany stav. K nim patii tvorba pH-gradientu, syntéza ATP, ¢innost
Calvinova-Bensonova cyklu, aktivace regulacnich mechanizmi (odpojeni mabilnich
svétlosbérnych komplexu, aktivace xantofylového cyklu) atd. Na rozdil od gp, pii poSkozeni
fotosyntetického aparétu rostliny se hodnota gy zvysuje.

4. Koeficient relativni zmeny zakladni Fcy

qo_uzl—— (]_8)

Fo Fo

Parametr o popisuje zmeény pocéatecni Urovné Fo poté, co byl vzorek vystaven
aktinickému zéfeni. Podobné jako gy kvantifikuje déje nefotochemické povahy v svételné
adaptovaném stavu aodrazi téz konformatni zmeény uvnitié pigment-proteinovych komplexi

v tylakoidni membrang.
5. Efektivni kvantovy vytezek fotochemickeé premeny energie ve FSII
_(Fy— Fs) _AF

Fu  Fy

Parametr ®2 se vztahuje ksvétené adaptovanému stavu a kvantifikuje G¢innost

o, (19)

fotochemické konverze zérivé energie ve fotosystému Il béhem fotosyntézy, resp. U¢innost
line&rniho elektronového transportu. Je velmi ¢asto vyuzivan v terénnim vyzkumu, nebot’

nevyZaduje piedchozi temnotni adaptaci vzorku.
6. Nefotochemické zhaSeni Fcpy

Fy — F, F,
NpQ:M:_’?_l (20)
F M F M
NPQ je dulezity fluorescencni parametr vztahujici se k svételné adaptovaném stavul.
Odrézi procesy, které vedou ke sniZzeni hodnoty Fy v prabéhu adaptace rostliny na svétlo.
NPQ kvantifikuje nefotochemické procesy zpasobujici preménu velké ¢asti excitaéni energie
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na teplo. Jeho velikost souvisi stvorbou pH-gradientu, aktivaci xantofylového cyklu
(reverzibilni konverzi pigmentu vioalaxantinu na zeaxantin ve svétlosbérnych komplexech
fotosystému Il jako nasledek nadmeérné ozérenosti), fotoinhibici, resp. fotodestrukci reakénich
center fotosystému |1 atd. [5]

5.1.6 Pro€ pouzivat fluorescenci?

Fluorescencni techniky pomahaji resit konkrétni otézky tykajici se Zivych i neZivych
vzorki a vysledek barevné zakddovat. Chcete-li napiiklad uréit rozdéleni specifického
proteinu v ramci tkan¢, fluorochromy mohou byt pouzity k oznateni proteini pomoci
protildtek (imunohistochemie). S vyhodou |ze pomoci raznych barviv s riznymi spektra nimi
vlastnostmi barvit riazné ¢asti bunky a ty poté volbou vhodnych filtri oddélené pozorovat.
Jednotliva barviva se li§i excitacni a emisni vinovou délkou. Napi. jednou z moznosti jak
barvit lipidy je barvivo BODIPY 505/515 (prvni ¢islo podava informaci o excitacni vinové
délce a druhé o vinové délce emise). Pro barveni proteina lze pouZit barvivo NILE RED
549/628. Histologické postupy barveni pro transmisni svételnou mikroskopii maji dlouhou
historii. Jednou z podstatnych vyhod fotosyntetizujicich organismt je, Ze fluorescen¢ni
molekuly jsou obsaZeny piimo ve zkoumanych vzorcich a k ovéieni funkénosti fotosystému

neni treba tyto vzorky dodatecné barvit.

5.2 Pozadavky na fluorescenéni mikroskopicky systém

5.2.1 Zdroj svétla

K vybuzeni fluorescence fluorochromu potiebujeme intenzivni zdroj svétla, ktery
poskytuje potiebné budici vinové délky pro vybuzeni konkrétniho fluorochromu. Spravné
nastaveni osvétleni hraje klicovou roli ve vytvareni dobrého fluorescencniho obrazu, protoze
pokud zorné pole nebude rovnomérné osvétleno, fluorescencni obraz vzorku nemusi byt
v ur¢itych mistech vibec detekovan nebo intenzita fluorescence neposkytne spravnou
piedstavu o koncentraci fluorochromui. Vzhledem k velmi rozdilnym vzorkam a aplikacim,
které mohou byt analyzovéany fluorescenéni mikroskopii, neni pouZitelna pouze jedna metoda.
V&echny fluorochromy podiéhaji procesu vybélovani, coz je chemické zniceni odehravajici

sebéhem excitace, které muze vyustit a2 v poskozeni Zivych bunek piiliS intenzivnim
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svétlem. Z tohoto davodu je kladen maximalni diraz na omezeni jasu budiciho svétla a doby,
po kterou je bunka ozafovana. MnoZstvi svétla maZze byt upraveno Sedymi filtry, nebo

motorizovanymi Utlumovymi prvky. [6]

5.2.2 Filtrové sady

Kromé specidlni svételné drahy ve fluorescencnim mikroskopu, je nutné pouZzivat
jistych kombinaci filtri, které propusti svétlo pouze v poZzadovaném spektranim rozsahu.
Toho je dosazeno pouzitim excita¢niho filtru oznatovaného jako pasmova propust, které
ze zdroje zafeni propusti konkrétni vinové délky, které jsou potiebné k vybuzeni
fluorochromu. Nésledn¢ jsou tyto vinové délky odraZeny dichroidnim zrcadlem do vzorku,
kde excituji fluorochrom. Fluorochromy vybuzené svétlem emituji fluorescencni zéreni
o delSi vinové déice, které prochazi dichroidnim zrcadlem na emisni filtr, ktery propusti

vlinové délky odpovidgici fluorescenénimu spektru daného fluorochromu. [6]

| e——>| Stokes
Shift

Absorption —
(Excitation)

Fluorescence
7/ Emission

Relative Intensity

Spectral
Overlap

300 400 500 600 700
Wavelenght (Nanometers)

Obr. 5.2 Spektralni diagram typického fluorochromu, ktery je excitovan
modrym svétlem a nasledné dochazi k emisi fluorescence v zelené ¢asti

spektra. Prevzato z [ 6]

5.2.3 Objektivy

K dosazeni optimalni sily signalu pouzivame objektivy s velkou numerickou aperturou
angnizSim pouzitelnym zvétSenim. Napriklad pouZiti objektivu snumerickou aperturou
1,4 namisto objektivu snumerickou aperturou 1,3 stejného zvétSeni bude mit za nésledek
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35% nérast v intenzité detekovaného svétla za piredpokladu, Ze vechny ostatni faktory jsou
stejné. Dale materidl ¢ocek, ze kterych se objektiv sklada, musi dobie propoustét pouzivané
vinové délky. Dasiho zlepSeni poméru signdu a Sumu se dosahuje vybérem objektivi
sextrémné nizkou autofluorescenci pouzitého skla. Jsou-li tyto vSechny faktory dodrzeny
(tj. velka numericka apertura, dobry prenos a nizka autofluorescence) dostavame perfektni
pomér signdl Sum (silny detekovany fluorescen¢ni signd s nizkou intenzitou pozadi). [6]

5.2.4 Typ kamery

Zobrazovaci zatizeni je jednou z nejdilezitéjSich slozek v analyze fluorescen¢ni
mikroskopie. Duvodem je, Ze zobrazovaci zatizeni uréuje nejniZ8i detekovatelnou Uroven
fluorescence prisludnych struktur vzorku. Je potieba splnit nasledujici poZadavky na pouZziti
kamery ve fluorescencni mikroskopii: vysoké prostorové rozliseni (pocet pixela), extrémni
citlivost (detekce slabych fluorescencnich signdli), chlazeni Cipu (niz&i temny proud),
variabilni expozi¢ni casy, schopnost kvantifikovat intenzitu svitivosti a externi spousténi
funkci (synchronizace kamery sdalSimi procesy). PoZadovana kamera by méla spliovat
vSechny tyto poZadavky, nicméné kompromisni varianta upiednostiiuje vysokou citlivost,
nizky Sum a schopnost kvantifikovat intenzitu svitivosti (jde o pocet bita pro koédovéani
intenzity). Barevné kamery jsou méné citlivé nez jgich jednobarevné protéjsky vzhledem
k dalSimu rozkladu svétla. Je to zpusobeno tim, Ze ¢ernobil& kamera snimé dopadajici svétlo
naveétsi plose CCD ¢ipu. Na barevném CCD ¢ipu je oblast odpovidgjici jednomu pixelu
rozdélena na tii ¢ésti snimgjici jednotlivé barvy RGB. Snimame-li napi. pouze zelené svétlo,
dojde k detekci pouze na jedné tietingé ploSe Cipu oproti ¢ernobilé kamefe. Ta by signd
snimala na celé ploSe pixelu. Proto jsou c¢ernobilé kamery vhodnéjSi pro svoji citlivost.
Cernobilé kamery mohou shirat obrazy prochézejici pies barevné filtry a nasledné je pomoci
piislusnénho softwaru miZzeme soucit. Vysledné barevné obrazy mohou byt zobrazeny,
vytistény a analyzovany, nebo dale zpracovavany. Spravného vysledku |ze dosdhnout, jsou-li

spréavné vybréany fluoresceneni filtry. [6]

6 Mikrofluidni kanalky

.....

tzv. soft-litografie umoziuje velmi levné zhotovovat i komplexni mikrofluidni ¢ipy.
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Tematické oblast, ktera se zabyva manipulaci s malym (10° az 108 1) mnoZstvim tekutiny
v kandlicich o rozmérech desitek az stovek mikrometri se nazyva mikrofluidika.
Mikrofluidika ma potencid ovlivnit obory od chemické syntézy a biologické analyzy az
k optice ainforma¢nim technologiim alze konstatovat, Ze se stéle nachézi v rané fazi vyvoje a
stdle se nestala Siroce pouZivanou metodou, piestoze jegjimi hlavnimi vyhodami jsou nizké
naklady a kréatké ¢asy potiebné k analyze. V soucasné dobé existuje dostatek zpiisobi vyroby
a dostatecny rozsah komponentt, aby bylo mozné zatit pouzivat mikrofluidnich systémy
k reSeni praktickych probléma. Mikrofluidni ¢ipy se daji pouzit k tridéni bunek, k vyrobé
biosenzora, k mikroanalyze molekul nebo jako nastroj pro charakterizaci terapeutické
molekuly u l&iv. [3]

V naSem piipadé vyuzivame mikrofluidni ¢ipy k dopravé tiidénych bunek pod objektiv
mikroskopu anésledné¢ po vytridéni k transportu bunékdo piislusné nédoby. Byl pouZit
materidl sndzvem Sylgard 184, ktery stiedné viskozni kapalny elastomer vyvinuty k zalévani
a zapouzdiovani desek plodnych spoju ajinych elektronickych sestav. Zakladni materialy jsou
navrzeny tak, aby 8y snadno smichat s vytvrzujicim ¢inidlem v poméru 10:1, a tim ziskat
smés, kterd méa nizkou viskozitu a snadno i za norméniho tlaku tece a zatéka i pod drobné
elektronické soucéstky. PouZitelny je i na desky plosnych spoji se soucastkami SMD
apaenych olovnatymi SnPb i bezolovnatymi pgkami.

Sylgard 184 vytvrdne pii pokojové teploté (25°C), ae vytvrzovaci doba muze byt
zkrécena zvySenim teploty maximéné do 150°C. Tento elastomer se vytvrzuje bez vyvinu
tepla konstantni rychlosti bez ohledu na tloustku nebo stupei prostorového omezeni a bez
vedlgSich produkti. [4] Sylgard 184 Silicone Elastomers je navrZen jako lici a zapouzdiovaci
piipravek, ktery poskytuje pruznou ochranu proti vnéjSimu prostiedi pro moduly, relé, zdroje

proudu, zesilovace, transforméatory, feritovajadra, vinuti, konektory a optoel ektronika.

Charakteristické znaky elastomeru:

prasvitny,

fyzikdni a elektrickda stabilita v Sirokém rozsahu teplot, frekvenci avihkosti,
pouzitelny v Sirokém rozsahu teplot od -55 °C do +200 °C,

vynikajici ochrana proti vnéjSimu prostredi,

snadno opravitelny,
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samozhaseci,
dobra mez pevnosti v tahu,
dobra odolnost proti radiaci a mechanicka ochrana,

vytvrzovani pii pokojoveé teploté - Sylgard 184.

6.1 Soft-litografie a vyroba kanélkd

Mikrofluidni kandlky byly vyrobeny v Ustavu pristrojové techniky AV CR, v.v.i. panem
Ing. Janem Jezkem Ph.D. metodou Soft litografie vyobrazenou na Obr. 6.1. [8]

Postup vyroby mikrofluidniho kanalku:
Navrh avyroba masky (chromovavrstva na skle, potisténafolie, atd.)
Vytvoreni raznice fotolitografii (vrstva fotorezistu na rovném podkladu, napt. SU8
na kiemiku)
Odliti nebo otisk raznice do plastu (PDMS, PMMA, atd.)

Preneseni vytvorené mikrostruktury navzorek

high-resolution

,], light l / transparency
(=]

photoresist

l A. Perform phatalithography

master

E. Pour PDMS over master;
cura at 70° C for 1 hour

l C. Peel PDMS from master

l D. Seal against a flat surface

POVS microchannel
/M 1

Obr. 6.1 Schematické zobrazeni postupu vyroby

mikrofluidnich ¢ipii. Prevzato z [ 8]
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A(10:1)

30,007

Obr. 6.2 Priklad mikrofluidniho kanalku véetné rozmérii a nasledného zobrazeni

konfokal nim mikroskopem. Prevzato z[ 8]
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7 Sestaveni a konstrukce zarizeni

7.1 Laserové drivery

Béhem realizace diplomové prace bylo vyvinuto nékolik typa driverd uréenych pro
fizeni polovodi¢ovych laserovych diod. Ke zméndm v poZadavcich na jednotlivé drivery
dochézelo prabézné pii vyvoji celého zarizeni a celkem byly vyvinuty avyrobeny tiéi generace
drivera. V nasledujici kapitole budou popsany vSechny generace driverta z toho prvni dveé

zjednoduSené a posledni findlni bude popsana podrobné.

Pozadavky na driver:
velky vystupni proud
moznost volit vystupni opticky vykon
zpétna vazba pomoci PIN diody

tepel na stabilizace laserové diody

Pozadavky na laserovou diodu:

Laserova dioda byla zvolena sohledem na jgi vinovou délku tak, aby dochazelo
k co nggmensi absorpci ve koumaném fotosyntetizujicim organismu. NaSe predbézné studie
ukazuji, Ze se jedna o infracervené vinové délky v oblasti kolem 1000 nm. Z tohoto diivodu
jsme zvolili laserovou diodu TYP od firmy Axel photonics, kter4 zé&fi na vinové délce
1064 nm s maximal nim vystupnim vykonem 100 mW.

Laserovou diodu Ize poridit véetné integrované fotodiody, pomoci které je realizovana

zpétna vazba a maZzeme tak zarucit stély opticky vykon.

7.1.1 1. Generace driveru
Laserova dioda je soucastka vyzadujici presné ftizeni. Je nutné dodrzet tradu

provoznich parametri. Pro toto sloZité ovladani byla vyvinuta fada integrovanych drivera.
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Tyto pozadavky spliuje integrovany driver firmy |C Haus typové oznaceni IC-WKP.

1 — 8
ci [T LDA
17 el
GND 11 [T ]vec
3 8 E [
AGND [ 1T g 3 |1 veea
4 : 5
MDK (11 | [T ] MDA

Obr. 7.1 Zapojeni driveru.

Driver ma dale integrovanou ochranu proti prepélovéani, je mozné ho napdjet
az 15V aumoznuje modulovat vystupni vykon pomoci napéti privedeného na vstup MDA.
Nevyrabi se vSak driver svystupem na peltiérav ¢lanek pro tepelnou stabilizaci diody. Proto
bylo nutné zkonstruovat modul, ktery zabezpecil stélou teplotu laserové diody a piipadné
umoznil ménit v omezeném rozsahu vinovou délku (zménou nastaveni teploty). Doporucené
zapojeni uvadéné vyrobcem je na Obr. 7.2. Tento driver také splioval poZadavek na stabilitu
optického vykonu, protoze ve zpétné vazbé meél zapojenou PIN diodu integrovanou
do pouzdra laserové diody. M¢li jsme tim zaruceno, Ze i béhem stéarnuti laserové diody
nebude dochazet k poklesu svételného toku. Tento zamér se ae ukazal jako nevhodny, jelikoz
PIN dioda byla citliva na zpétné odrazy emitovaného svazku. Dochézelo tak k velkému
kolisani optického vykonu i béhem prejezdu laserovym svazkem pres jednotlivé méiené
bunky.
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Obr. 7.2 Doporucené zapojeni uvadéné vyrobcem. Pirevzato z [ 7] .

Driver bylo nutné ovladat pomoci osobniho pocitace, z toho diavodu byl rezistor RM

nahrazen elektronickym potenciometrem AD5282 (viz. Obr. 7.3), ktery reguluje zavérny

proud zpé&tnovazebni PIN diody.

01E
A [2]
w, [3]

AD5282

(NTG?IPGVEIE:TE) E Vss
11 GND
10| AD1
9| ADO

Obr. 7.3 Rozlozeni vyvod:: elektronického potenciometru.

Pomoci elektronického potenciometru byl ovlddan vystupni vykon laserové diody

atizeni probiha po I°C sbarnici.
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Obr. 7.4 Celkové zapojeni driveru



Obr. 7.5 Zkonstruovany driver.

Na Obr. 7.5 muzeme vidét jiz kompletni driver uzavieny v hlinikové krabié¢ce
opatieny &itkem. Tato verze driveru byla ovladana pomoci osobniho pogitate po sbérnici 1°C.
Obrovskou nevyhodou bylo pouziti klasické laserové diody bez vyvézani do vlékna a bylo
tedy velmi obtizné privézt laserové zareni az k optické pinzeté. Pro vyvézani byla pouZita
speciani hlava zkonstruovana pravé pro realizaci piechodu vzduch — optické vliakno, kdy byl
svazek fokusovéan do ohniska, v némz byl umistén konec optického viakna. Problémem této
piechodové hlavy tkvél v tom, Ze nastavovani probihalo velmi zdlouhavé a po ¢ase kvuli
teplotnimu cyklovani dodlo k rozladéni a tim ke ztrat¢ optického vykonu. Z tohoto divodu
se upustilo od klasickych laserovych diod a preSlo se na laserové diody vyvazané vyrobcem
piimo do optického vlidkna.



7.1.2 2. Generace driveru

Sohledem na predchozi problémy byla vybrana jind laserovd dioda
LU1064M200-006N10A od spolecnosti Lumics v butterfly pouzdru. Jedna se opét
olaserovou diodu ovinové délce 1064nm a optickém vykonu 200mW. Jgji obrovskou
vyhodou je vyvézani do optického vidkna, které je na konci opatiené konektorem FC/APC.
Butterfly pouzdro je navic navrzeno pro optimani chlazeni. Diodu Ize snadno pripevnit

na pasivni chladi¢ adiky integrovanému peltiérovu ¢lanku v pouzdie je snazsi diodu chladit.

Obr. 7.6 Pohled na laserovou diodu v butterfly pouzdru.

Prevzato z [ 9]
"\ '-\ I"\I

Parametry laserové diody pfi 25°C:
Vystupni opticky vykon: 200mw
Vinovadéka: 1063,4nm
Maximalni proud laserovou diodou: 372mA
Prahovy proud: 45,4mA
Napéti pri proudu 372mA 1,76V
Maximalni proud PIN diodou: 139uA
Odpor termistoru (NTC): 9,997kQ
Citlivost proudu PIN diodou: 0,7uA/mW
Maximalni proud chlazeni 0,72A
Maximalni napéti chlazeni 1,69V
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Konstrukce driveru

Integrovany driver IC-WKP se ukézal jako nevhodny z diivodu ruSivého zasahovani
PIN diody do zpétné vazby a také kvili velmi Spatnému nastavovani obvodu. Obvod
v doporuc¢eném zapojeni kmital a bylo velmi nesnadné jg nastavit. Vzhledem k piistoupeni
najiny typ laserové diody a potreby mnohem vétSiho vystupniho optickénho vykonu dodlo
k navrhu proudového zdroje pomoci operacnich zesilovati.

Bylo pozadovano, aby driver mél moznost plynulého ruc¢niho ovladani vykonu
z diavodu snadné obsluhy v laboratoti, obsahoval spoustéci vstup a disponoval dostatecnym
vystupnim proudem 372mA, ktery odpovidal nové zvolené laserové diodé. Chlazeni laserové
diody bylo prozatim realizovéno pomoci fidicich jednotek zkonstruovanych v Ustavu

pristrojové techniky AV CR, V.v.i..

Navrh zapojeni proudového zdroje

+5V

R9
10K

o 74HC00 iic 1 cs

BSS138 1]

r
1
3
AD8606 A

c23 R6 I:l RS
10uF R
1R +3.3V

' I | c12 b
100n ES
c16 ‘:]
I I | 100n 2
c17
l I | 100n ’

7805 LE33 3.3V
Llvin U1 VOUTﬁD*SV Lfvin V2 vout]2
c1 c2 c4 C13
GND i GND + 2%
2 n 2

Obr. 7.7 Schéma jednoho kanélu proudového zdroje
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Popis zapojeni

Zapojeni sestdva ze dvou linearnich stabilizétort. Jeden o typovém oznaceni LE33
disponoval napétim 3,3V a slouZil jako reference pro piesné nastavovani vystupniho vykonu
anapgeni operacniho zesilovate. Druhy stabilizétor nesouci oznateni 7805 slouzi k napajeni
zbytku obvodu.

Samotny ovladaci potenciometr je pripojen do konektoru oznaceného R,. Spolu sR; tvori
napétovy déli¢, diky kterému jsme schopni plynule regulovat napéti v rozmezi 0 — 0,2V, které
je piivedeno na neinvertujici vstup operacniho zesilovace typového oznaceni AD8606.

Rezistory Rs a Re dlouzi ke sniméni proudu. Mé&fi  se na nich napéti, které je neustale
porovnavano s nastavenou hodnotou. Jgjich celkova velikost je 0,5Q, coz pri maximanim
mozném nastaveni napéti na neinvertujicim vstupu 0,2V odpovida vystupnimu proudu
400mA.

Rezistory Rys a Ry zde maji funkci srézecich rezistoria. Usmérnovaci dioda D,
v pripadé privedeni logické arovné 1 priplusi invertujici vstup a vystupni laserovou diodou
piestane protékat proud. Tohoto se vyuziva jako spoustéciho vstupu, ktery je mozné vhodnou
logikou ¢lenu NAND obvodu 74HCOO prizptsobit poZadavkim a prepinacem piipojenym
do svorky Rg cely obvod spoustét. Zaroven mame k dispozici i druhy vstup, ktery umoziuje
zarizeni externé spoustét napt. Generatorem, nebo signdem z osobniho pocitace (piipojeny
nasvorku J). Tento signdl je piiveden skrze tranzistor fizeny polem vyznatujici se velkym
vstupnim obvodem a nezatéZuje tedy vstupni zatizeni.

Samotna laserova dioda se pripojuje na konektor Js. Dioda D3 je v shottkyho
provedeni, je tedy velmi rychla a slouzi jako ochranav piipadé, Ze se na vystupu diody objevi
napéti opacneé polarity. Toto napéti je potom svedeno do zemé.

Trojice kondenzétora Cip, Cis, Ci7 douzi jako filtracni a pripojuji se co neblize
k jednotlivym soucéstkam. Tyto kondenzatory slouZi k zabranéni rozkmitani jak operacniho
zesilovate, tak logického obvodu 74HCOO.
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VyuZiti driveru

Driver byl pavodné uré¢en pro ovlédani jedné laserove diody a postupné byl rozSiten

az namoznost nezdvide ovladat ¢tyii stejné laseroveé diody. V Uvodni fézi, kdy jsme méli jen

jeden zdroj laserového zareni, jsme zahdjili testy na biologickych vzorcich a testovali jsme

vliv laseru na bunky. Nésledné jsme bunku pomoci optické pinzety uchopili.

V dals$im kroku bylo pavodnim zadmérem tridit bunky vice nezévisle ovladanymi

lasery, jgjichz ohniska byla vhodné uspoiédana (viz Obr. 7.8). Bunky byly undSeny proudem

v mikrofluidnim kandku a postupnym spinanim laserat dochézelo kjgich vychyleni

z pavodni trgjektorie. Logika spinani laseri je zobrazena na Obr. 7.9. ProtoZze proudéni

v mikrofluidnich kand cich je laminarni nedochazi k pricnému pohybu bunék, které tak sleduji

piislusnou proudnici do zvoleného vystupniho kandlku.

x Mikrofluidni kanalek /
‘

Lasery

(O]
I8

Tok bunék & ®
O

G

bunky vybrané
selekei

2. 3. 4.
\
4\ /
@

buriky vybrané
selekei

® o
@
@

Obr. 7.8 Trideni bunek pomoci 4 laserii umisténych do stopy
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L iz

Obr. 7.9 Logika spousteni jednotlivych laseri ve stopé

Z tohoto davodu jsme zkonstruovali laserovy driver schopny ovladat hned étvefici
laserovych diod. Vychézelo se ze zapojeni uvedeného na Obr. 7.7. Toto zapojeni disponovalo
také c¢tverici externich spoustécich vstupia. Pro driver byla navrZzena DPS a ru¢né vyrobena.
Kompletni sestaveny driver je naObr. 7.10.

Béhem praktickych testi se viak ukazalo, Ze dosazené pricné vychyleni bunek v toku
bylo nedostatecné pii pouZiti ¢ty laserti. Pro zvySeni vychylovaci vzddenosti by bylo
zapotiebi uzit vétsi mnozstvi laseri, coZz by z hlediska ceny a doZitosti optické soustavy
nebylo vhodné.

Obr. 7.10 Ctyr kanalovy driver pro laserové diody
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7.1.3 3. Generace driveru

Abychom Uspesné realizovali tiidéni bunék, prikrocili jsme k feSeni, kterému jsme se
chtéli  zpocédtku vyhnout, protoze obsahovalo pohyblivé mechanické dily. Jednao se
o vychylovani jediného laserového svazku dvojici zrcatek natécenych kolem dvou na sebe
kolmych os. K provozu laseru zcela postacoval jednokandovy driver, ade sohledem
nauniversdlnost apiipadné pridani dalSiho vychylovaného svazku jsme zkonstruovali
dvoukandovy driver. Jelikoz se jedné o vyvojové nejpokrocilesi feSeni, bude jeho konstrukce
popsana 0 néco podrobnéji. Driver je opét mozné nastavovat jak rucng, tak z pocitace adriver

obsahuje teplotni stabilizaci pro laserovou diodu.

PozZadavky
dostatecny vystupni vykon odpovidgjici pouZité laserové diodé
moZnost externiho spousténi
ovl&dani vystupni vykonu laseru ru¢né a pomoci pocitace

integrovana teplotni stabilizace laserové diody
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Schéma zapojeni
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Obr. 7.11 Schéma zapojeni jednoho kanalu proudového zdroje a DAC prevodniku

pro oviddani z osobniho pocitace

Zapojeni proudového zdroje je totozné se zapojenim na Obr. 7.7. LiSi se pouze vstupni
¢asti, kdy byl misto logického ¢lenu NAND pouzit ¢len AND z diivodu poZadavku pozitivni
ovlédaci logiky. Ve spodni ¢ésti Obr. 7.11 je priddn DA prevodnik zgist'ujici ovladani
z pocitate. Prevodnik DAC6574 je ovladany po sbérnici 1°C a umoZiuje nastavit
az Ctyti adresy a pro kazdou adresu disponuje ¢tyimi vystupy. Lze tedy volbou téchto
parametri ovladat az 16 vystupu. Pro piipad budouci potieby fidit vice lasert je obvod
navrzen tak, aby byl schopen vSech téchto 16 kandlt ovladat. Rezistory R4, Ris, Ris @ Ri7
slouZi k nastaveni adresy a propojovaci lista J; slouzi k privedeni odpovidajiciho vystupu

zkratovaci propojkou.
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Obr. 7.12Schéma zapojeni jednoho kandlu teplotni stabilizace laserové diody

Laserova dioda je soucastka velmi citlivd, je proto dilezité dodrZeni urcitych
provoznich parametri. Jednim z nich jei teplotni stabilizace. Schéma se sklada z opera¢niho
zesilovace Us-A ve funkci komparatoru. Na jeho neinvertujici vstup je pfipojen mezi rezistor
R1; a vystup napétove reference REF 193 termistor NTC integrovany v pouzdie laserové
diody. Vlivem zmeny teploty se méni na tomto vstupu napéti. To je neustdle porovnavano
napétim na invertujicim vstupu operacniho zesilovace a v pripadé rozdilu napéti se zvétsi
proud do peltiérova ¢lanku piipojeného mezi svorky TEC 1.1 a TEC 1.2, ktery zchladi
laserovou diodu a poklesem teploty dojde opét k vyrovnani napéti mezi vstupy operaéniho
zesilovace Uz-A. Operacni zesilovat U, slouzi k indikaci ¢innosti stabilizétoru teploty LED
diodami umisténymi na ¢elnim panelu pristroje. Ukazuji stav, kdy je dioda dostatecné

vychlazena nebo zda probiha jeji chlazeni.
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Navrh ploSného spoje

Plodny spoj byl navrhovan tak, aby jeho velikost byla co nggmensi, a proto byly
pouzity SMD soucastky velikost 1206 pro snadné ruc¢ni osazovani. Deska plosného spoje
(DPS) je oboustranna s kombinovanou montézi jak SMD soucéastek, tak THT soucéstek. THT
byly pouzity kvili své vySSi proudoveé zatizitelnosti. Koncepce je takova, Ze jedna DPS
jevefunkci hlavni desky (je na ni umisténa také teplotni stabilizace) a dalSi desky
s proudovymi zdroji jsou umisténé na distancnich sloupcich na hlavni desce. V&e je navrzeno
tak, aby v pripadé potieby dalSich kandli stacilo piidat pouze dalSi desky DPS s proudovym
zdrojem. Muzeme mit tedy celkem 16 proudovych zdrojt vhodnych k pouZziti napt. jako zdroj
pro excitacni osvétleni. Navrh DPS je uveden v piiloze. Kompletné osazené desky jsou

vyobrazeny na Obr. 7.13.

Obr. 7.13 Pohled na osazenou DPS laserového driveru



V ramci realizace laserového driveru byla navrZzena jesté jedna DPS ato pro ovladaci
prvky. Osazenou ovlédaci desku muZeme vidét na Obr. 7.14. Tato deska je k ¢elni sténé
krabic¢ky piipevnéna pomoci distan¢nich sloupki. Navrh plosného spoje je piilozZzen v priloze.

Kompletni driver je zobrazen na Obr. 7.15. Pouzity navrh &titka je uveden v priloze.

Obr. 7.15 Pohled na kompletne sestaveny driver laserové diody
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7.2 Umisténi laserové diody

Samotné laserova dioda byla umisténa do podobné krabicky jako samotny laserovy
driver. Laserova dioda byla umisténa do zvléstni krabi¢cky z divodu nedostatku prostoru
u laserového driveru. Krabic¢ka je opatifena konektorem CANNON pro propojeni s driverem
akonektorem FC/APC pro piipojeni optického vldkna, kterym bude laserovy svazek veden
k experimentalni sestavé. Zkompletované zarizeni s nahledem do Gtrob zarizeni je na Obr.
7.16.

Obr. 7.16 Zabudovana laserova dioda
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Laserova dioda byla umisténa na pasivni chladi¢ pro zvétSeni objemu pro odvadéni
ztrétového tepla z laserové diody (v jgjimz pouzdie je integrovan i peltiérav ¢lanek) a optické

vl&kno bylo namoténo na civku s ohledem na dodrZeni minimaniho poloméru smycky.

7.3 Vychylovaci systém

Vychylovéni laserového svazku bylo uskutecnéno dvojici galv se zrcatky od spolecnosti
Spacel as typového oznac¢eni PT-40K scanning system. Primérné je toto zatizeni uréeno pro
vychylovani a kresleni obrazci pomoci laseru pro disko kluby. Galvozrcadla vidime na Obr.
7.17. Vyrobce dodava zatizeni vcetné ovlédacich drivera a zdroje. Ovladani se provédi
piipojenim napéti o velikosti £10V na ovlé&daci piny.

Tento vychylovaci systém bylo nutné kombinovat stidicim pocitacem a jeho
softwarem, aby bylo mozné polohu svazku v zorném poli pohodiné ovladat. Bylo tedy nutné
zkonstruovat DA pievodnik, ktery tuto funkci bude zastavat.

Obr. 7.17 Galva se zrcatky pro vychylovani laseru
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7.3.1 DA prevodnik pro vychylovani galv

Popis zapojeni

Prevodnik se sklada z obvodu DAC 6574 a operacnich zesilovaci. DA prevodnik
jenapgen z3,3V stabilizatoru LE33CZ a je ovladan pomoci 1,C sbérnice. Praktickou
zkouskou jsem zjistil, Ze pro vychyleni laserového svazku pies celé zorné pole kamery
jetieba napéti v ose X 55V avoseY 7,7V (coz odpovida poméru Sitkavyska 4:3). Protoze
pievodnik je schopen dodat na svém vystupu maximané 3,3V, bylo zapotiebi jg zesilit.
Pouzil jsem proto neinvertujici zapojeni operacniho zesilovace. Zesileni pro kand X a'Y

seliSilo ve vySe uvedeném pomeru.
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Obr. 7.18 Schéma zapojeni pirevodniku a zesilovace pro oviadani galvozrcadel
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Vypocet rezistorti operaéniho zesilovace

Rezistor R, jsem si zvolil 10kQ. R; jsem dopocita podle nasledujiciho vzorce:

R,
UZ = U1 (1 + R_1>
Pro osu X:
10.103
55=33(1+ - R, = 15kQ
1
ProosuY:
10.103
77=33(1+ - R, = 7,5k
1

Rezistor o velikosti 7,5kQ se nenachézi ve standardni fadé E;, proto byla pouzita
paraelni kombinace 15kQ rezistori. Navrh plosného spoje je uveden v priloze. Kompletni
osazena desticka je vidét na Obr. 7.19 a kompletné sestavend jednotka ovléadajici galva
jenaObr. 7.20.

Obr. 7.19 Pohled na osazenou DPS pro ovladani galvozrcadel
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Obr. 7.20 Pohled na kompletni jednotku oviadani galvozrcadel

7.4 Teplotni stabilizace vzorka

Pii meéfeni a sortovani jednotlivych bunék je dulezité, aby nedochazelo ke stresovéani
studovanych bun¢k vngjsimi vlivy, zefména vzrastem teploty. V naSem pripadé dlouhodobé
puasobeni laserového svazku v malém objemu kapaliny maze zpasobit nérast teploty kapaliny
a negativné ovlivnit chovani bunék. Bylo tedy zapotiebi navrhnout a sestrojit pripravek, ktery

bude udrZovat poZadovanou teplotu zkoumaného vzorku, ae nebude omezovat pohyb stolku
mikroskopu.
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Konstrukce

Byl navrZzen a sestrojen néstavec spliujici vySe uvedena kritéria, ktery je vyroben
z hliniku pro svou dobrou tepelnou vodivost. Samotné chlazeni i vytapéni je realizovano
peltiérovym ¢lankem, ktery je fizen Thermoregulatorem vyvinutym ve firmé PSI. Chlazeni
horni strany ¢lanku je proudici vodou s vyuzitim ¢erpadla. Celkovy pohled je na Obr. 7.21.

Vstup a vystup vody

Vodni chladic

Drzaky pro fixaci
mikrofluidniho gipu

Peltiérliv &lanek

Hlinikovy nastavec

Vybrus pro vstupni a
vystupni kapilary

Obr. 7.21 Pohled na zkonstruovanou teplotni stabilizaci vzorkii

61



7.5 Peristalticka pumpa

Mikrofluidni technologie vyZaduji, aby métrené bunky byly dopravovany z kultivaéni
nédoby aZ do mista mikrofluidniho kanalku proudem kapaliny, kterd v misté mikrofluidniho
¢ipu musi mit vhodnou rychlost, aby bylo mozné protékajici bunky identifikovat a tiidit.
Modifikova jsem peristaltickou pumpu vyvinutou ve firmé PSI, ktera cerpala kapaliny
v fadech jednotek aZ tisica mililitri za hodinu. Pro potieby optické pinzety bylo zapotiebi
tento pratok zpomalit az do radu femtolitrd za hodinu. Proto jsem optimalizova hlavu
apritlatny systém pavodni peristaltické pumpy sohledem na pramér hadicky. Cerpani
napavodni pumpé probihalo pomoci presouvgiciho se ohybu hadicky (odtud nazev
preristaltickd pumpa). Pro ¢erpani nizkych pratoka je zapotiebi pouZzit hadi¢ku s vnitinim
pramérem 190um. Pouhym ohybem u hadicek smaym vnitinim pamérem iz nelze
dosdhnout dostatecného stlaceni. Proto bylo navrZzeno a vyrobeno pritlacné rameno, které
hadicku pritlaci k hlavé scelkem osmi valecky. Hadicka je tedy seviena mezi pritlacnym

ramenem atocici se hlavou. Srovnani pavodni a nové pumpy muizeme vidét na Obr. 7.22.

— J
. 1
%,
o=

Obr. 7.22 Pumpa PSl piivodni (vievo) a upravena pro nizké priitoky kapaliny (vpravo)
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8 Vychylovaci hlava

Cela opticka hlava slouzici k vychylovéni laserového svazku byla sestrojena v Ustavu
pristrojové techniky AV CR, v.v.i. Tato hlava umoziuje snadné pripojeni optického vidkna,
zaostieni laseru do spravné roviny a piresné ovladani polohy ohniska svazku v oséch X a 'Y

galvozrcétky. Sestavenatestovaci vychylovaci hlavaje na Obr. 8.1.

Vstup optického
vlakna

Obr. 8.1 Testovaci vychylovaci hlava
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9 Experimenty

9.1 Vliv laseroveého zareni na kvantovy vytézek

Po zkompletovani a zprovoznéni celé sestavy se pristoupilo k ovéreni vlivu laserového
zéreni na vitalitu bunék. Experimenty probihaly pii nastavené teploté stolku 23°C, nejvyssim
vykonem laseru 60 mW v roviné vzorku pod objektivem mikroskopu a v mikrofluidnim ¢ipu,
ktery byl navrZzen pro dany typ experimentu. Mikrofluidni ¢ip, ktery byl pouzivan pro
prostorovou separaci bunek je zobrazen na Obr. 9.1. Pro tyto experimenty jsme zvolili Zivé
fasy Trachydiscus minutus, které byly teprve neddvno popsany ¢eskymi védci anejsou jesté

zcela prozkoumanym organismem.

Métené buriky

2 ]
- - —— [Vystup bunék >

@
// /,&(Q C_/ L 2 ECQD \E
L~

Mikrofluidni kanélek
s pracovnimi komtrkami

o
[ Vstup bungk >
o

Obr. 9.1 Mikrofluidni kanalek s pracovnimi komrkami

Experiment probihal tak, Ze jsem v ¢ase pozorova kvantovy vytéZzek a ve zvoleny ¢as
jsem zata bunku ozarovat laserem. JiZz na zacdtku méreni bylo zigimé, Ze bunka ¢.1 méla
vySSi kvantovy vytéZzek (rovnice ¢. 15), z ¢ehoz je patrné, Ze pravé tato bunka byla laserem

meén¢ stresovana. Bunku ¢. 1 jsem zacal ozarovat v ¢ase t=100 minut a ukoncil ozarovani
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Qy[-]

v ¢ase t=120 minut tésné pred zacdtkem dal&iho méfeni. | druhou bunku jsem ozaroval
20 minut. Z grafu na Obr. 9.2 je patrné, Ze bunka toto ozarovani vnimd, ale nedochazi
k poSkozeni jgjiho fotosystému, protoZze v nasledujicim méteni bunka dosahuje pavodnich
hodnot QY (rovnice ¢. 15). Z méfeni bylo zjisténo, Zze samotné laserové zareni ma na bunky
pouze aktinicky efekt. Je to efekt kdy svétlo vybudi rekéni centra a nemuze tedy dale
dochézet k dalSi absorpci fotoni. To se projevi zvySenim parametru Fo diky ¢emuz ndm
klesne QY. Tabulka hodnot jeuvedena v piiloze. Bunky byly béhem meéreni umisténé
v pracovnich komurkéch o prameéru piiblizné 20 mikrometrd, kam byly pied méienim

premistény optickou pinzetou. Ukézku miazeme vidét na Obr. 9.3.

Vliv laseru na kvantovy vytézek

0,5

Laseron Laseroff Laseron Laseroff
0,45

0,4

0,35
03
/\/\—0—\_‘_ ’\/

0,25

\ g Bunka 1
0,2 "

/ = BUNka 2

0,15 \\/

0,1

0,05 -

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

t [min]

Obr. 9.2 Vliv laseru na kvantovy vytézek
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Obr. 9.3 Buriky umisténé v pracovnich komorach
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9.2 Vychylovani buriky laserovym svazkem

Na Obr. 9.4 je v sekvencich zobrazen posun buiky (oznacena ¢ervenym krouzkem)
zachycené ve fokusovaném laserovém svazku. Ohnisko svazku je premistovano galvozrcadly
a bunka deduje jeho pohyb zlevého horniho rohu do pravého spodniho rohu. Timto
experimentem jsem ovéiil schopnost pohybovat vybranou buiikou po zvolené tragjektorii
(video je umisténo na priloZzeném CD). Po zjisténi funkénosti vychylovani se mohlo pristoupit

k experimentu s tridénim bun¢k pomoci intenzity jejich fluorescence.

Obr. 9.4 Vychylovani buriky laserovym svazkem. Parametry laseru: vinova délak ve vakuu 1=1064nm, vystupni vykon
laseru P=200mwW

9.3 Automaticke tridéni bunék podle intenzity jejich fluorescence

Na Obr. 9.5 je vyobrazena sekvence snimkt znazoriujici automatické tridéni bunek
podle intenzity jgjich fluorescence. Jednotlivym buiikdm je pritazeno identifikatni ¢islo a je

zmétena intenzita fluorescence a velikost bunky, které jsou uvadény v modrém policku.
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Velikost buriky a intenzita fluorescence jsou rozhodovaci kritéria, podlie kterych jsou bunky
tiidény. Zelené pIné kolecko na kazdém z obrézka (uprostied nahoi€) znati oblast, kam se
buitky maji presunout, pokud jsou spinéna obé kritéria. Cervené koletko (uprostied dole)
znati oblast, kam se buiiky piesunou v ptipadé nespinéni alespon jednoho kritéria. Svida bila
¢éra na kazdém z obrazka je hranice, za kterou jiZz dochazi k samotnému tiidéni, kdyZ bunky
prichazi zleva mikrofluidnim kandlkem. Software byl zhotoven zaméstnancem PSI, autor

préce se podilel na odladéni arealizaci experimentd.

Obr. 9.5 Automaticke trideni bunek podle intenzity jejich fluorescence. Parametry laseru: vinova délak ve vakuu

A=1064nm, vystupni vykon laseru P=200mw
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10 Zaveér

V pribéhu redlizace diplomové prace jsem se podrobngji seznamil s problematikou
fluorescencni  mikroskopie, s principem chytani mikroobjekti pomoci optické pinzety
vyuZivajici fokusovany laserovy svazek a s problematikou tykajici se fizeni laserovych diod.

Cilem prace bylo sestrojeni optického tiidiciho neinvazivniho systému schopného die
zadanych parametri tiidit a manipulovat sjednotlivymi bunkami fas a sinic bez jegich
poskozeni.

V préci jsou popsana jednotliva zatizeni, ktera bylo potieba vyvinout a sestrojit pro
zgjisténi poZzadované funkeénosti celého zarizeni a na kterych jsem se osobné podilel. Jednalo
se o laserovy driver, jednotku pro vychylovani laserového svazku, teplotné stabilizovany
stolek a upravenou peristaltickou pumpu. Driver pro laserovou diodu byl ovlivnén
postupnymi zménami koncepce celého zarizeni. Nejprve se piedpokléadalo, Ze buiky budou
vychylovany soustavou laserti, coZ se jevilo jako konstrukéné nejjednodussi a nejspol ehlivejsi
z divodu absence pohyblivych mechanickych prvka. Tato koncepce se ukazala jako
nefunkéni a neekonomicka, protoZze ani Ctyti laserové zdroje nestacily k vychyleni objektu
0 potiebnou vzdaenost a dalSi navySovani poctu laserovych diod by neimérné prodrazovalo
celou sestavu. Ztohoto davodu se preSlo na mechanické vychylovani pouze jednoho
laserového paprsku. Vychylovani bylo realizovano dvojici zrcétek upevnénych na oséch galv,
které bylo dostatecné rychlé a provedené testy prokazaly, Ze i dostatecné spolehlive.

Experimentdiné bylo ovéreno, Ze navrzenym systémem je moZzné manipulovat
sZivymi bunkami Trachydiscus minutus bez poSkozeni fyziologie bunék a zefména bez
poSkozeni jejich fotosystému. Z méieni vyplynulo, Ze laser m& pouze aktinicky efekt
afotosystém buiiky se po ukonceni ozarovéni laserem navréti do pivodniho stavu.

Vydedkem diplomové prace je kompletni zafizeni umoznujici prostorovou fixaci
amanipulaci smikroobjekty zejména bunkami. Tuto manipulaci |ze provadét také plné
automaticky. Zatfizeni je tedy mozné vyuZit k tridéni jednotlivych Zivychtas, coz je prvni
krok k nalezeni vhodnych jedinci pro produkci biopaliv tieti generace. Nabizi setaké

moznost vyuZziti v medicinském odvétvi napi. pro zkoumani vzgemného vlivu bungk.
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