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ABSTRAKT

Tato diplomovd praca sa zaoberd moznostami multiparametrickej fluorescenénej
spektroskopie, kedze hlavnym cielom tohto experimentu bolo vyhodnotit moznosti
multiparametrického merania v Laboratoriu fluorescencnej spektroskopie. Na zdaklade
literarnej resSerSe bola navrhnutd vhodna fluorescenc¢na sonda pre tento experiment, SNARF-4F
AM, ktora vykazuje vysoku citlivost na zmeny pH prostredia. Fluorofor bol rozpusteny
v roztokoch srozdielnym pH atento systém bol skiimany pomocou ¢asovo rozliSeného
spektrofluorimetra. Metédou TRES (Casovo rozlisené emisné spektrd) boli preskimané emisné
spektra fluorescenénej sondy a najdené emisné maxima. Pomocou parametra poklesu intenzity
fluorescencie pri danych vinovych dizkach bola vytvorena dekonvoliicia emisného spekira,
ktord poskytovala informécie o dobe zivota a relativnom zastupeni jednotlivych stavov
fluorescenénej sondy v roztoku. Neskor, sonda bola rozpustena v roztokoch s odlisnou hustotou
a pH — tento systém sluzil na anizotropické meranie, pocas ktorého boli ziskané jednotlivé
korela¢no-rotacné casy fluoroforu. Ziskané vysledky potom sluzili ako podklad pre
multiparametrickil analyzu, ktord bola vykonana pomocou fluorescenéného korelaéného
mikroskopu a spektrografu. Tato kombinacia umoznuje namerat potrebné fluorescenéné
parametre Vv jednom kroku. Bol vytvoreny Standardny operaény postup na ovladanie
spektrografu. Na zdklade ziskanych informacii bola postidend vhodnost’, presnost’ a citlivost’
multiparametrickej analyzy.

ABSTRACT

This diploma thesis deals with the possibilities of multiparametric fluorescence spectroscopy,
since the main objective of this experiment was to evaluate the possibilities of multiparametric
measurements in the fluorescence spectroscopy laboratory. A suitable fluorescence probe was
proposed for this type of experiment that shows high sensitivity for pH changes in the
environment, SNARF-4F AM, based on a literature research. The fluorophore was dissolved in
solutions of different pH and this system was examined using a time-resolved
spectrofluorimeter. The method named TRES (time-resolved emission spectra) was used to
obtain the emission spectra of the probe and to find the emission maximum. Fluorescence
intensity decay measurements as a function of wavelengths allowed to create deconvolution of
the emission spectra, which provided information about the fluorescent lifetime and the relative
representation of the states of probes in the solution. Later, the probe was dissolved in solutions
of different density and pH - this system served for anisotropic measurements, during which
the individual correlation-rotational times of the fluorophore were obtained. The obtained
results were then used as the basis for multiparametric analysis, which was performed by using
a fluorescence correlation microscope and a spectrograph. This combination allows to measure
the necessary fluorescence parameters in one step. A standard operating procedure was created
for the spectrograph’s control. On the basis of the obtained information the suitability, accuracy
and sensitivity of the multiparametric analysis were qualified.
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1. UVOD

Fluorescencna spektroskopia je rychla a citlivd metdda, ktord sa pouziva na charakterizaciu
molekularnych prostredi a udalosti. Existuje mnoho diagnostickych technik a metéd na
diagnostiku medicinsky dolezitych mikroorganizmov, ako su baktérie, virusy, huby alebo rozne
parazity. Avsak, takmer vSetky pouzivané metddy vykazuju urcité obmedzenia, ako napriklad
¢asova naroc¢nost’, faloSné pozitivne alebo falosne negativne vysledky. V sucasnosti sa objavuje
trend vyuzivania fluorescencnej spektroskopie ako diagnostického a vyskumného nastroja v
mnohych oblastiach medicinskych vied.

V poslednej dobe velké mnozstvo vedeckych stadii publikovalo uspesnu aplikéaciu
fluorescencnej spektroskopie ako diagnostického nastroja pre rozne baktérie pomocou
spektralnych odtlackov prsta. Boli napriklad preStudované fluorescencné profily baktérii
zodpovednych za otitis media (¢ize zapal stredného ucha) u deti. Tato diagnosticka metdda je
neinvazivna, rychla a tym padom je velmi sl'ubnym spdésobom, ako urcit konkrétny typ
bakterialnych infekcii [59].

Plesnové infekcie su tiez Casté pri mnohych ochoreniach, ako je napriklad diabetes, urcité
druhy rakovinovych onemocneni, endokrinopatie alebo pacienti s predlzenou antibiotickou
karou ¢i pacienti, ktori bert imunosupresiva. Diagnéza fungalnej infekcie sa uskutociiuje bud’
morfologickym vySetrenim hub alebo biochemickymi a molekularno-biologickymi technikami.
Tieto techniky ale nie vzdy vedia rozlisit' r6zne typy kvasiniek. Spektroskopické techniky
vyuzivaju metodu spektralneho odtlacku prsta, ktord vykazuje nadmerne presné a spolahlivé
vysledky, tym padom ul'ah¢uje a urychl'uje diagnosticky proces [60].

Fluorescen¢né zobrazovacie (imaging) techniky st napriklad pouzivané na jednotlivé
bakteridlne bunky za uéelom stanovenia aktivity in vivo kinazy a transkripcie. Studovanym
predmetom moze byt napriklad aj mobilita proteinov alebo lokalizacia bielkovin, bunkova
adhézia, interakcia typu protein-protein [61]. Fluorescenéna mikroskopia umoziuje detegovat
napriklad aj parazitické prvky malarii taktieZ nasla uplatnenie aj v imunochemickych
oblastiach, umozZznuje Studovat’ a charakterizovat protilatky a tym padom aj rozne imunologické
procesy prebichajtce v 'udskom organizme [62][63].

Uvedené priklady dokazuju, Ze fluorescenéné spektroskopické techniky st vel'mi atraktivne,
poskytuju spolahlivé a rychle tdaje a tym padom sa Casto pouzivaju okrem iné¢ho aj v
medicinskych oblastiach. Tato diplomové préaca sa zaobera multiparametrickou fluorescencnou
analyzou. Hlavnym cielom multiparametrickej analyzy je ziskat ¢o najviac informaécii o
skimanej latke v najmensom pocte krokov a tymto spdsobom zabezpecit rychlu analyzu.
Emisné spektrd danej sondy v danom prostredi, doba Zivota a anizotropia su dolezitymi
fluorescenénymi parametrami, ktoré st velmi casto predmetom S$tudia. Fluorescenény
mikroskop spojeny so spektrografom umoznuje tieto fluorescencéné charakteristiky preStudovat’
v jednom kroku. Avsak, je nevyhnutné ziskané tidaje porovnat’ aj s inou metodikou a na zéklade
ziskanych udajov posudit’ presnost’ a spolahlivost’ tejto techniky, na tento ucel bol vybrany
Casovo rozliseny spektrofluorimeter.



Multiparametricka analyza ma velky potencial v buducnosti, pretoze ul'ahcuje a urychl'uje
fluorescenéné meranie. Umoznuje ziskat' urCity pocet fluorescenénych charakteristik bez
manipuldcii so skimanym systémom, ¢o je vel’ka vyhoda hlavne pri biologickych meraniach.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Luminiscencia

Slovo luminiscencia signalizuje ziarenie emitované materidlom, ktory bol primarne
excitovany. Emitované Ziarenie pochddza z prechodu systému z excitovaného stavu do stavu
zékladného. Luminiscencné vlastnosti daného materidlu sa charakterizuju pomocou
spektroskopickych technik, ked’Ze tato metdda umoziuje analyzovat’ intenzitu a frekvenciu
emitovaného, absorbovaného alebo odrazeného Ziarenia. Ciel'om tychto technik je ziskat’ ¢o
najviac informacii 0 interakcii medzi ziarenim a materialom [1][2].

Luminiscencia sa rozdel'uje podl'a charakteru excitacie. Ked’ luminiscencia bola vyvolana
posobenim chemickej reakcie, hovorime a chemoluminiscencii. Termoluminiscencia nastane
Vv pripade, ked’ dany materidl bol excitovany termicky, €ize prostrednictvom tepla. lonizujuce
ziarenie méa za nasledok radioluminiscenciu. Dal§im prikladom je bioluminiscencia,
sonoluminiscencia, mechanoluminiscencia, atd’. Pre tto pracu je dolezité podrobne popisat’
luminiscen¢ny jav nazyvany fotolumuniscencia, kde je excitacia vyvolana svetelnym Ziarenim,
resp. opticky, absorpciou fotonov. Latky, ktoré su schopné vykazovat’ fotoluminiscenciu, st
luminofory. Dalej, luminiscencia sa deli podl'a doby dosvitu na tri podkategoérie: fluorescencia,
fosforescencia a oneskorena fluorescencia [1][3].

2.1.1. Fotoluminiscencia

Pripad, ked’ dvojica elektronov sa nachadza v zdkladnom stave a majii navzajom opacny
v termodynamickom rovnovahe. Ked material alebo analyt absorbuje ultrafialové (UV) alebo
viditelné ziarenie (VIS), resp. fotdny, jeden zjeho valenénych elektronov sa dostane zo
zakladného stavu do excitovaného, priCom zachovéd svoj spin. Excitovany elektron sa po
urcitom Case deexcituje. Touto deexcitidciou nasleduje navrat do zakladnej hladiny pomocou
roznych deaktivacnych procesov. Tieto procesy su rozdelené¢ do dvoch kategorii: Ziarivé a
neziarivé prechody. Pri Ziarivych prechodoch vZdy dochadza k emisii svetelného kvanta, ¢ize
sekundarneho Zziarenia. Emisia fotobnu zo singletového excitaneho stavu na zakladny
singletovy stav - alebo vSeobecne, medzi akymikol'vek dvoma energetickymi hladinami
s rovnakym spinom sa nazyva fluorescencia. Pravdepodobnost’ fluorescencie je vysoka,
priemerna Zivotnost elektronu v excitovanom stave je velmi kratka (10° az 107° s),
fluorescencia sa preto rozklada rychlo — akonahle je zdroj excitacie odstraneny [2][4][5].

@ —0 (b l © T

—+H- T

zakladny singletovy excitovany excitovany
elektronovy stav singletovy stav tripletovy stav

Obrazok 1: Elektronova konfiguracia pre (a) zakladny singletovy stav, (b) excitovany
singletovy stav, (c) excitovany tripletovy stav [vlastna tvorba]
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Avsak v niektorych pripadoch je elektron zo singletového, zakladného stavu transformovany
do tripletového excitovaného stavu, v ktorom uz jeho spin nie je parovany so zakladnym
stavom. Emisia medzi tripletovym excitovanym stavom a singletovym zakladnym stavom,
alebo medzi dvoma energetickymi hladinami, ktoré maji odlisny spinovy stav, sa nazyva
fosforescencia. Vzhl'adom na to, Ze priemernd zivotnost fosforescencie sa pohybuje
v rozmedzi od 10 do 10* s, dany material je schopny aj po odstraneni excitaéného zdroja urcity
¢as vykazovat fosforescenciu. Fosforescencia je pomalsia ako fluorescencia, nakol’ko emisia z
tripletového stavu je kvantovo zakazana.

Oneskorena fluorescencia nastava vtedy, ked’ elektron, ktory bol excitovany, prejde zo
singletového stavu do tripletového a potom sa vrati spiat’ reverznym medzi-systémovym
prechodom do povodného singletového stavu. Oneskorena fluorescencia vykazuje rovnaké
emisné spektrum ako okamzita fluorescencia, pretoze ¢as dohasinanie oneskorenej a okamzitej
fluorescencii je takmer identicky [2][4].

2.1.2.Fluorescené¢né a fosforescenéné spektra

Pre pochopenie fluorescencie a fosforescencie je potrebné zvazit, ¢o sa stane s molekulou
po absorpcii fotonov, ¢ize po excitacii. Predpokladd sa, Ze molekula pred excitaciou sa
nachddza na najnizSej vibracnej energetickej hladine z jej zakladného elektrického stavu, Co je
singletovy stav v naSom pripade oznaceny ako So. Absorpcia fotonu excituje molekulu — ¢ize
zvysi energiu molekuly, ktora sa takto dostane na niektort vyssiu vibraéne energeticku hladinu
z viacerych, a to bud’ na prvy excitovany elektricky stav Si, alebo na sekundarny excitovany
stav, oznaceny ako Sy. Stavy Si a Sy st striktne singletové stavy, ¢o znamend, ze v tomto stavu
celkovy spin ma hodnotu nula a multiplicita stavu je jedna. Ako uz bolo uvedené, relaxacia do
zakladného stavu nastane vdaka viacerych mechanizmov, zahrnujicim emisiu fotonov
a neemitujuce procesy. Plati, ze najpravdepodobnejSia cesta relaxacie (deaktivacie) je ta
s najkratSou dobou Zivota excitovaného stavu [3][5][8].
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Obrazok 2: Diagram znazornuje elektronové stavy molekuly a prechody medzi elektronovymi
stavmi: vr - vibracna relaxdcia, ic - vautorna konverzia, ec - externd konverzia, isc - medzi-

vve
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indikovana hrubou ciarou. Sz, S1 su excitované, singletové stavy a T1 je excitovany tripletovy
stav [vlastna tvorba].

2.1.3.Neziarivé procesy

Proces, pri ktorom sa molekula relaxuje bez emitovania foténov, sa nazyva neradia¢ny alebo
neziarivy prechod. Prikladom neradiacnej deaktivacie je vibracna relaxacia, pri ktorej
molekula v excitovanom vibraénom stave strati ur¢ité mnozstvo energii tym, Ze sa presunie na
niz$iu vibra¢nu hladinu prislusného elektrického stavu. Vibracna relaxéacia nastane z dovodu,
ze sa vytvori kontakt medzi excitovanou molekulou a molekulami, ktoré st v okoli. Excitovana
molekula okamzite po excitacii prida istu Cast’ svojej energie okolitym molekuldm pomocou
vibraénych a rotaénych procesov. Vibra¢na relaxacia je rychly proces s priemernou dobou
zivota <102 s. Vzhl'adom na to, Ze tento mechanizmus je vel'mi Gi¢inny, molekula sa rychlo

vwe

Dalsia forma neradiaénych deaktivaénych procesoch je vniitorna konverzia, v ktorej
molekula, ktora je na zdkladnej vibracnej hladine daného excitovaného stavu, prechadza priamo
na vyssiu vibra¢nu hladinu nizsieho energetického stavu, ktory mé rovnaky spin. Kombinéciou
vnutornej konverzie a vibracnej relaxacie sa molekula, ktora je v excitovanom elektrickom
stave, moze vratit' na zakladnt hladinu bez emisie fotonu. Vel'mi podobny proces neradiacne;j
deaktivacie je tzv. externa konverzia, v ktorej sa prebytok energie prenesie do rozpustadla
alebo na iny komponent matice vzorky.

Posledny typ neradiacnych procesov je medzi-systémovy prechod, v ktorom molekula na
zakladnej vibracnej hladine excitovaného elektrického stavu prechadza na vyssiu energetickll
hladinu nizSieho energetického stavu s odliSnym spinom. Pri medzi-systémovom prechode sa
cely systém posunie do tripletového stavu. Prechod medzi stavmi s odliSnou multiplicitou je
spinovo zakéazany. Cast’ energie sa strati pri prechode do energeticky niz§ieho stavu nez je
singletovy stav. Tento jav spOsobuje, Ze fosforescencia sa spravidla objavuje v dlhSich
vinovych dizkach nez fluorescencia [4][6][8].

2.1.4.Fluorescenéna relaxacia

Fluorescencia nastane, ked” molekula, ktord je v excitovanom stave na najnizSej vibracnej
energetickej hladine, sa vrati na niz8iu energeticku hladinu tym, Ze emituje fotony. Vzhl'adom
nato, Ze molekula sa vrati na niZSiu energetick hladinu tym najrychlej$im mechanizmom,
fluorescencia je zaznamena len v pripade, ked’ je relaxacia efektivnejSia ako kombinécia
neradiaénych procesoch, ¢ize vnutornej konverzii a vibra¢nej relaxacii [2][7].

Kvantitativne vyjadrenie u¢innosti fluorescencie je fluorescencny kvantovy vytazok @f, co
je definovany ako frakcia excitovan¢ho stavu molekul vracajicich sa do zdkladného stavu
prostrednictvom fluorescencie. Hodnota fluorescenénému kvantovému vytazku sa pohybuje
v rozmedzi 1 az 0. Ked je hodnota kvantovému vytazku 1, kazda molekula v excitovanom
stave podstupi fluorescencie. V pripade, ked’ je hodnota nulové, ani jedna molekula nevykazuje
fluorescenciu [4].

Intenzita fluorescencie I je priamo umerna mnozstvu radiacie absorbovaného vzorkou,
vyznaceny ako Po-Pr, a fluorescenéného kvantového vytazku:
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If:kq)f(PO_PT) 1)

kde kje konstanta, ktora charakterizuje ucinnost’ zberu a detekciu fluorescenéné emisie.
Pomocou Lambert-Beerov zakona mézeme definovat’ Po-Pr:
P _qpee 2)
PO
kde C je koncentracia daného fluorescenéného druhu, € je molarny absorpény koeficient pri
danej vlnovej dizke a pismeno b oznaduje dizku drahy. Kombinaciou tychto rovnic dostaneme
kone¢nu formu:

I, =k-®,P,(1-10%°) 3)
V pripade, ked’¢ébC<0,01 — ¢o je vel'mi Casty pripad, rovnica sa zjednodusi na
I, =2,303 -kd,&hC- Py =k'P, (4)

kde k’ je stibor konStant. Tym padom intenzita fluorescencnej emisie sa zvysuje so zvySujicou

sa ucinnostou kvantového vytazku, koncentraciou, molarnym absorpénym koeficientom,
dizkou drahy a mnozstvom radiacie zdroja [2][9].

Plati, Zze vacSina nesubstituovanych, neheterocyklickych aromatickych zlucenin vykazuje
priaznivy fluorescenény kvantovy vytazok, aj ked substiticia na aromatickom kruhu moéze
vyznamne ovplyvnit' kvantovy vytazok. Napriklad pritomnost’ skupin, ktoré pritahuja
elektrony, ako je napriklad — NO2, znizuje kvantovy vytazok, pritomnost’ elektron donorov
(napr.: -OH skupina) zase zvySuje hodnotu kvantového vytazku. Fluorescencia sa taktieZ
zvysuje v pritomnosti aromatického kruhového systému a v pritomnosti aromatickych molektl
S rigidnou planarnou Strukttrou.

Fluorescencny kvantovy vytazok danej molekuly je tieZ ovplyvneny vonkaj$imi
premennych, ako je napriklad teplota alebo rozpustadlo. VSeobecne plati, Ze s0 zvySenou
teplotou sa znizi @y, pretoZe CastejSie zrazky medzi molekulou a rozptStadlom zvySuji externu
konverziu. Pokles viskozity rozptstadla znizuje hodnotu @+ z podobnych dévodov. Ked’ ma
dany analyt kyslé alebo bazické funkéné skupiny, zmena pH moéze zmenit’ Struktiru analytu
a tym padom aj jeho fluorescencné vlastnosti[2][9].

Pocas fluorescencie sa molekula v excitovanom stave moze vratit' spit’ na aktkol'vek
vibra¢nu energeticku hladinu v zdkladnom stave. Fluorescencia sa preto vyskytuje v istom
rozsahu vlnovych diZok. PretoZe pri fluorescenénej emisii je zmena energie vieobecne mensia
ako pre absorbciu, fluorescenéné spektrum danej molekule je posunuté k vy$§im vinovym
dizkam ako je absorbéné spektrum [2][8][9].
2.1.5.Pravidla fluorescencie

Fluorescencia sa riadi tromi pravidlami. Prvy zakon, Kashovo pravidlo charakterizuje
elektronicky excitované molekuly. Pravidlo hovori, Ze emisia fotonov nastane v znateI'nom

evve

pre pochopenie emisného spektra excitovanej molekuly. Molekula, ktora je v zakladnom
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elektrickom stave So absorbuje foton, v zavislosti na vlnovej dizke fotonu sa excituje na
niektory vyssi elektronovy stav. Avsak podl'a Kashovo pravidla, emisia fotonov — teda v naSom
pripade fluorescencia — nastane z najnizSej vibracnej hladiny excitovaného stavu Si. Pred
emisiou fluorescenného kvanta dochadza k relaxacii vibracnej energie a vnutornej konverzie,
tym padom plati, Ze emisna vinova dizka je nezavisla od excitaénej vlnovej dizky. Vynimky
z pravidla vznikaju napriklad v pripade, ked st energetické rozdiely medzi excitovanymi
stavmi prili§ vel'ké (prikladom je azulén) [2][10].

Druhy zakon, s ktorou sa riadi fluorescencia vychadza z Kashovho pravidla. Vavilovo
pravidlo potvrdzuje, ze ze kvantovy vytazok a doba, ktori molekula stravi v excitovanom
stave pri zlozitych molekiil v roztoku nezavisi od vinovej dizky budiaceho Ziarenia. Z toho teda
vyplyva, Ze emisné spektrum fluorescencie nie je zavislé od excitaénej vinovej dizky. Opat
existuju vynimky, napriklad pary benzénu [2] [11].

Ked molekula absorbuje foton, ziskava energiu a dostane sa do excitovaného stavu. Jeden
spdsob, ako molekula relaxuje spit’ do zédkladného stavu, je emitovanie fotonov, ¢im straca
energiu (d’alsi sposob znizenia energie je prostrednictvom tepla). Pripad, ked’ emitovany foton
mMa& menej energie nez absorbovany foton, vytvori sa energeticky rozdiel, ktory sa nazyva
Stokesov posun. Tento jav je vysledkom dvoch akcii: vibrané relaxdcia alebo rozptylenie
a reorganizacia rozpustadla. Fluorofor je dipol obklopeny molekulami vody. Ked’ sa tento
fluorofor dostane do excitovaného stavu, jeho dipélovy moment sa rychlo zmeni, ale molekuly
vody nie su schopné tak rychlo sa adaptovat’ na tuto zmenu. Najprv nastane vibra¢na relaxacia,
az potom sa preorientuju molekuly vody (alebo molekuly daného prostredia). Stokesov zakon
teda hovori, Ze vlnové dizka emisie pri luminiscencii je vi¢sia alebo rovnaka ako vlnova dizka
excitacného svetla, z ¢oho vyplyva, ze emisné spektrum fluoroforov je oproti absorpénému
spektru posunuté k dlh§im vinovym dizkam, kde je nizsia energia [2][10][11].

2.1.6.Excitané a emisné spektra

Fotoluminiscencné spektra sa zaznamendvaju na zéklade merania intenzity emitovaného
Ziarenia ako funkcia excita¢nej vlnovej dizky alebo emisnej vlnovej dizky. Excitaéné spektrum
sa ziska monitorovanim emisie pri fixnej vlnovej dizke, zatial’ ¢o emisna vinové dizka sa meni.
Excitaéné spektrum poskytuje vhodny spdsob na vyber najlepsej excitacnej vinovej dizky pre
kvantitativnu alebo kvalitativnu analyzu [2][13].

V emisnom spektre sa pouziva fixnd vlnova dizka pre excitaciu vzorky a sledovana
je intenzita emitovaného Ziarenia ako funkcia vlnovej dizky. Dand molekula ma iba jedno
excitané spektrum ale dve emisné spektra, fluorescencné a fosforescencné spektrum.
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Obrdzok 3: Zobrazenie Stokesovho posunu a zrkadlovej symetrie medzi excitacnym a
emisnym spektrom [13].

Pre vacSinu fluoroforov absorpéné spektrum je zrkadlovym obrazom emisného spektra.
Tento jav definuje pravidlo zrkadlovej symetrie, ktoré hovori, Ze absorpcia a emisia
z prislusnych vibraénych hladin maji rovnaku pravdepodobnost. Nukledrnu konfiguraciu
danej molekuly prili§ nemeni elektronicky prechod, tym padom vzdialenost’ medzi vibracnou
energetickou hladinou a excitatnym stavom zostava takmer rovnaka ako v zakladnom stave.
Avsak existuje mnoho vynimiek zrkadlového pravidla z dovodu, ze geometrické usporiadanie
atomového jadra v excitovanom a v zakladnom stave je odlisné [2].

2.1.7.Fluorescenéna doba Zivota

Ked molekula absorbuje foton, ktory ma dostato¢nti energiu, v tomto systému dojde k roznym
fotofyzikalnym reakciam, ako je napriklad vnatornd konverzia, vibracnd relaxacia,
fluorescencia, medzi-systémovy prechod (z0 singletového do tripletového stavu), alebo
fosforescencia. Kazdy ztychto procesov nastane surcitou pravdepodobnostou, ktora
charakterizuje konstanta K. VSeobecne plati, Ze priemerny Cas na rozklad pre sadu molekul

Z jedného stavu do druhého je reciprocne imerny rychlosti rozkladu: 7 = % Tato priemerna

doba sa nazyva stredna doba zivota, alebo jednoducho doba Zivota. Tato doba zivota daného
fotofyzikalneho procesu je Cas potrebny pre populéaciu elektricky excitovanych molekal N
redukovat’ sa o faktor e. Jednoduchsie povedané, ak je populacia fluoroforov v excitovanom

o o , . s 1
stave, doba zivota oznacuje dobu, ktori molekula potrebuje, aby sa znizila na — alebo na
e

36,8 % podvodnej populacie. Doba zivota fotofyzikalnych procesoch mé vyrazne kolisava
hodnotu, od femtosekiind pre vnatorni konverziu do nanosekund pre fluorescencie
a mikrosektind alebo sekund pre fosforescencie.

Fluorescen¢na doba zivota je intrinzickd vlastnost’ fluorofora, preto nezavisi od spdsobu
merania. Doba Zivota mdze byt povazovand ako funkcia stavu, pretoze tiez nezavisi od
pociatoénych podmienok ako je napriklad excitaéna vinova dizka, doba excitacie, jedno- alebo
multifotonova excitacia a hodnotu doby zivota neovplyvni ani photobleaching. Okrem toho,
doba zivota je nezavisla od fluorescencnej intenzity a koncentracie fluorescencnej sondy.
Vzhl'adom na to, ze tento proces je spojeny s energeticky nestabilnym stavom, doba Zivota je
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citlivad na rozne vnatorné faktory, definované struktarou fluorofora a vonkajsimi faktormi ako
je teplota, polarita alebo pritomnost’ fluorescen¢nych zhasadiel [2][14].

Fluorescen¢na doba zivota sa tradi¢ne povazuje za kineticky parameter a matematicky je
definovana nasledovne:

—d[A’]

dt = (kf + I(nr ) [A*] (5)

PO integracii tejto rovnice dostaneme vztah:

W] - ©

S

A v case t =0 a s je doba Zivota excitovaného stavu S,

(7)

kde kf je stcet rychlostnych konstant radiacnych procesov a kumulativna konsStanta knr pre
neradiaéné procesy, zndme ako zhasacie procesy, [A"] je koncentracia excitovanych molekil
Avcaset=0.

Pre multi-exponencialnych rozpadoch, kazdy fluorescen¢ny rozpad ma vlastnii dobu Zivota,
ktora ma odlisny vyznam a je definovany ako vazeny aritmeticky priemer. V tychto pripadoch
st dolezité dve parametre: doba Zivota kazdej zlozky a frakény prispevok kazdej zlozky. Oba
parametre sa typicky ziskaji pomocou matematického spracovania rozpadovych kriviek.

r=f, 1+ 5,1, +.. (8)

Intenzita fluorescencie v ¢ase t = 0 je priamo imerna koncentracii [A"]:

0=k [Tk o - ©

Kde f1 a f2 su frakéné prispevky danej zlozky, 71 a 72 reprezentujti jednotlivé doby zivota kazdej
zlozky. Rozdiel medzi jedno-exponencidlnym poklesom a multi-exponencialnym poklesom je,
ze v pripade multi-exponencialneho poklesu pouzivana fluorescen¢na sonda neexistuje len v
jednom mikroprostredi, ale v mnohych, ktoré maji odliSné vlastnosti. MoZeme teda
predpokladat’, ze fluorofor v zmesi moZe existovat’ vo viacerych mikroprostrediach, takze doba
zivota sa moze distribuovat’[4][14].
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Obrazok 4: Schematické znazornenie zavislosti fluorescencnej intenzity na case, kde t je
Sfluorescencna doba zivota [26]

Okrem stanovanie fluorescencnej doby Zivota v roznych biologickych a chemickych
analytoch, tato technika naSla cestu do rychlo sa rozvijajiicej oblasti molekularneho
zobrazovania. Zobrazovanie fluorescencnej doby zivota moze byt vykonané bud’ priamo, na
zaklade merania doby Zivota v kazdom pixele, tymto spésobom sa vygeneruje mapa doby
zivota (lifetime map), alebo prostrednictvom ¢asovo riadenych experimentov, kde sa urcuje
intenzita fluorescencie pre kazdy pixel v kratkom ¢asovom intervale a vygeneruje sa intenzitna
mapa (intensity map). Meranie fluorescencnej doby Zivota je vel'mi flexibilna metdda, pretoze
hodnota doby Zivota moze byt urcend v akejkol'vek faze: plyn, kvapalina, pevna latka alebo
kombinacia tychto faz. Mézeme merat/skiimat’ vel’kt skalu systémov; od molekul po bunky
alebo aj l'udsky organizmus. Univerzalnost’ tychto metdéd umoZziuje pouzivat’ tuto techniku
vroznych oblastiach Stadia, ako napriklad materidlne vedy, umenie, letectvo,
pol'nohospodarstvo, kriminologia ale najmd sa pouziva v biologickych, chemickych
a medicinskych oblastiach [14].

2.2. Fluorescen¢na sonda SNARF-4F

Vseobecne plati, Ze SNARF fluorescencné farbiva su citlivé na excitdciu. SNARF indikatory
maju obaja dvojité emisné a dvojité excitatné vlastnosti, ¢o je obzvlast uzitocné pre konfokalnu
laserovi skenovaciu mikroskopiu alebo pre prietokovi cytometriu. Fluorescentna sonda
SNARF 4F bola pouzitd napriklad pre zobrazenie pH v oblickovych tkanivach pomocou
dvojfotonovej excitacnej mikroskopie, pozorovany bol emisny posuv, ktory je zavisly od pH.

SNARF-4F je fluorescen¢na sonda, ktora sa ¢asto pouziva na indikaciu pH. Sonda mé pKa
okolo 6,4 v zavislosti od pH ukazuje vyznamny emisny posun od zlto-oranzovej po tmavo-
cervenu fluorescenciu v kyslych a zasaditych podmienkach. Tato pH citlivost umoznuje, aby
pomer fluorescencnej intenzite sondy sa pouzival na kvantitativne stanovenie pH, pricom sonda
vykazuje dve emisné vlnové dizky, a to typicky pri 580 nm a 640 nm [15][16].

Acetomethyl (AM) ester derivaty fluorescen¢nych indikatorov patria medzi najuZito€nejsie
skupiny zltc¢enin, ktoré sa pouzivaji pre S§tadium zivych buniek. Modifikacia karboxylovych
kyselin na AM esterovu skupinu ma za nasledkom vznik nenabitej molekuly, ktora je v takej
forme schopné prenikat’ bunkovou membranou. Akondhle sa fluorescencny indikéator dostane

17



do vnutra bunky, lipofilné blokujuce skupiny sa odstiepia pomocou nespecifickych esteraz
a tento proces vedie k vzniku nabitej formy, ktora potom unika z bunick mnohokrat pomalSie
ako povodna forma latky. Vel'mi ¢asto md hydrolyza esterifikovanych skupin rozhodujuci
vyznam, vd’aka comu je ciel'ovy i6n schopny sa naviazat’ na molekulu. V niektorych pripadoch
je AM ester bezfarebny a nevykazuje ziadne fluorescencné vlastnosti pred hydrolyzou. Tato
vlastnost’ je taktiez uzitocna pri diagnostikovani spontannej hydrolyzy pocas skladovania. AM
alebo acetatové estery by mali byt’ rozpustené len v pripade potreby a vzdy s pouzitim vysoko
kvalitného, bezvodého dimethylsulfoxida [15].

Kvantifikacia pH je nezavisla od koncentracie sondy a taktiez nezavisi od intenzity lasera.
SNARF-4F je spolahlivym indikatorom pH mikroprostredia, preto sa v sucasnosti pouziva na
objasnenie ulohy prirodnych biofilmov [15][16].

Pomocou fluorescencnej sondy SNARF 4F bol skiimany aj intracelularny pokles pH v
myocytoch, ktoré boli umiestené pod krycim sklickom. Hodnoty pH v kultivovanych
myocytoch boli stanovované po excitacii pri 488 nm pomocou fluorescen¢ného mikroskopu.
Vzhl'adom na to, ze bunkova smrt’ pod krycim sklickom je priamym dosledkom metabolicke;j
aktivity buniek, pufrova kapacita tenkého filmu pod krycim sklickom nemusi byt’ dostacujuca
pre udrzanie pH s ohl'adom na vysokt metabolickll aktivitu myocytov. Bolo ocakdvané, ze
intracelularne pH myocytov pod krycim sklickom sa v priebehu Casu znizuje. Pre testovanie
tejto hypotézy, Cast’ jednovrstvovych myocytov, nalozenych fluorescenénym farbivom, bola
posunutd pod krycim sklickom. Bolo zistené, Ze intracelularne pH sa zniZilo pocas prvych
10 minut vo vécsine buniek v strednom bode a v strednych oblastiach pod krycim sklickom,
zatial’ o ziadna zmena v pH nebola pozorovana v hrani¢nej zone a v hrani¢nych oblastiach. Za
30 minat hodnota intracelularneho pH sa zniZila rovnomerne a jednotne v bunkach. Vysledky
ukazuju, Ze rychle a podstatné znizenie intracelularnej hodnoty pH sa vyskytuje v myocytoch
pod krycim sklickom pocas prvych 60 min, ked’ nastane acidoza. Intenzita fluorescencie sa
zvySuje so znizenou hodnotou pH [17].

2.2.1.Vplyv hodnoty pH na fluorescenciu

Relativne malé zmeny v pH mo6Zu mat’ niekedy radikalny vplyv na intenzitu a spektralne
charakteristiky fluorescencie. Fluorescencia aromatickych zlicenin s bazicky alebo kyslym
substituovanym kruhom je najcitlivejsia na pH zmeny. Vinova dizka a intenzita emisii s
odli$né pre protonovu a deprotonovil formu zlucenin. Zmeny emisie danej zluceniny su
sposobené roznym poctom rezonanénych Struktir, spojenych s kyslou a zasaditou formou
molekuly. V niektorych pripadoch dodatoéné rezonanéné formy poskytuju stabilnejsi primarne
excitovany stav.

Plati, ze véacsina fenolovych zlucenin je fluoreskujiici v neutralnom a kyslom prostredi, ale
v bazickom prostredi sa tvoria nefluoreskujiice fenolové i16ny. Pomocou fluorescencnych
schopnosti niektorych zlucenin sa deteguje koncovy bod pri acidobazicke;j titracii. Prikladom
tohto typu zlucenin je fenolova forma kyseliny 1-naftol-4-sulfonovej. Pridavkom bazy k tejto
kyseline sa posunie emisny pas od ultrafialovej oblasti k viditeI'nej oblasti spektra, kde moze
byt’ vizudlne detegovana.

Rozpusteny kyslik v roztoku znizuje intenzitu fluorescencie ddosledkom fotochemicky
vyvolanej oxidacii fluorescenénych druhov. Molekularny kyslik ma paramagnetické vlastnosti,
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ktoré sposobuju zhasanie. Pritomnost’ kyslika podpori medzi-systémovy prechod a konverziu
excitovanych molekul do tripletového stavu. Tym padom paramagnetické vlastnosti zhasia
fluorescenciu [2][18][19].

2.3. Fluorescen¢na anizotropia

2.3.1.Uvod, zdkladné pojmy a charakteristiky

Meranie ustalenej a najma casovo rozlisenej fluorescencnej anizotropie pontuka vel'mi sl'ubné
moznosti pre Stadium molekularnej orientacie a mobility, ale umoZiuje charakterizovat’ aj
procesy, ktoré ich ovplyviiuji. Okrem niektorych Specialnych pripadov, anizotrépia nezavisi
od koncentracie fluorescenc¢nej sondy V roztoku, tym padom ani od detegovanej intenzity
signalov. Vzhl'adom na tito podobnost’ so spravanim fluorescencnej doby zivota (resp.
fluorescencnej Zivotnosti), mézeme povazovat’ anizotropiu za d’alSiu veliCinu, ktorad poskytuje
informécie 0 fluorescenénych charakteristikéach.

Potencidlne aplikacie zahriluju napriklad skimanie membranovej fluidity/tuhosti, lokalne;j
mikroviskozity v kvapalinach a polyméroch, interakcie typu protein — protein alebo receptor —
ligand viazanie, a to v§etko na molekularnej Grovni.

Polariza¢na rovina emitovanému fluorescencnému fotoénu je definovand orientaciou
emisného prechodového momentu danej molekuly, ¢ize orientaciou samotnej molekuly v Case
emisie. Stupen fluorescenénej polarizacie je vyjadreny ako bezrozmerna veli¢ina, anizotropia,
zvyCajne ma najvysSiu hodnotu v momente exciticie apo Case tito hodnota klesa.
Tzv. anizotropicky rozklad je mozné pozorovat' aj v pevnych vzorkdch (napr. tuhé, mrazené
alebo vel'mi viskozne prostredie) v dosledku intramolekularnych procesov alebo presunu
energie medzi molekulami. Meranie ¢asovo rozliSenej anizotropie je viac informativne ako
metoda ustalenej anizotropie, ktora udava len priemerné hodnoty, bez priameho nahl'adu do
dynamiky procesu [1][2][22].

2.3.2. Definicia a zakladne vztahy

Vseobecne plati, Zze anizotropia je zalozena na dvoch koncepciach. Brownov pohyb je vlastne
nahodny pohyb ¢astic rozptylenych v danom prostredi (kvapalina alebo plyn). Molekuly alebo
atomy v prostredi sa pod vplyvom tepelného pohybu neustale zrazaja, o spoésobuje ndhodny
pohyb Castic. Smer a sila zrazok su nepredvidatel'né, tym padom poloha Castic je nahodna.
Pomocou rota¢nej koleracnej doby sa déa charakterizovat’ pohyb castic, ¢o je Vv podstate Cas
potrebny pre molekulu otac¢at’ sa 1 radian. Tato kolera¢na doba je zavisla od viskozity, teploty,
objemu nanocastice a Boltzmannovej konStanty

_V
@, Tk (10)

Druhy koncept je fotoselekcia. Ked’ sa linearne polarizované svetlo aplikuje na skupinu
nahodne orientovanych fluoroforov, vac¢sina excitovanych molekul bud tie, ktoré maji vektor
absorpéného prechodového momentu orientovany v rovine elektrického vektoru daného
budiaceho ziarenia. Molekuly, ktoré nemaji absorpény prechodovy moment v jednej ose
S rovinou excitacnej polarizacie, resp. su orientované kolmo, zostant v zadkladnom stave. Zhoda
elektrického vektoru Ziarenia a absorpéného prechodového momentu fluorofora ale nemusi byt
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uplne presnd, excituju sa aj molekuly, ktoré maji nenulovy priemet absorpéného momentu do
smeru polarizacie Ziarenia [2].

Fluorescencna anizotropia je jav, pri ktorom svetelné ziarenie emitované fluoroforom ma
nerovnomernt intenzitu pozdiZ polarizaénej osy. Metoda fluorescenénej anizotropie umoziuje
stanovenie rotaéného koleracného ¢asu fluorescen¢nej sondy, tym padom poskytuje informéacie
0 pohybe sondy a dynamike konstrukénych prvkov. Fluorescen¢na anizotropia moze byt
merana v ustalenom stave (Steady-state) alebo v ¢asovo rozlisenom (time-resolved), pricom
tato metdda poskytuje viac informacii 0 pohybe a konformaénej dynamike sondy v danom
prostredi. Anizotropia (r) je matematicky definovana ako rozdiel vertikalnej (lv) a horizontalnej
zlozky (In) polarizacnej fluorescencnej emisie, ktora je vydelena celkovou fluorescencnou
emisiou:

[I v Ih]

ENTEIN] (1)

Ustalena anizotropia je v podstate anizotropia pri kontinualnej excitacii [2][22][23].
2.3.2.1. G-faktor

Rovnica €. 11 predpokladd, Ze hodnoty |y a Ix st zaznamenané za rovnakych experimentalnych
podmienok (s vynimkou nastavenia polariza¢nej emisie, Samozrejme). V praxi by to znamenalo
konstantnt intenzitu excitovaného Ziarenia, rovné akvizi¢né intervaly arovnak G¢innost’
detekcie pre vertikdlny a horizontadlny komponent. Tieto podmienky su velmi tazko
splnitelnené, preto na vypocet hodnoty fluorescencnej anizotropie v praxi sa pouziva
nasledujtci vztah:

V() -G VH ()]
WV (t)+2-G-VH(t)]

r(t) = (12)
kde VV(t) a VH(t) oznacuju kinetiku fluorescenéného rozkladu meranej vzorky s pouzitim
vertikdlneho polarizovaného svetla a detekcie emisnych komponentov polarizovanych
vertikalne (V) a horizontalne (H). VV(t) je rovnobezny, VH(t) je kolmy polariza¢ny rozklad a G
je korekény faktor, ktory je zavisly od vinovej dizky emisie a od instrumentu, kompenzuje
polariza¢né vychylenie detekéného systému, tym padom koriguje rozdiel v citlivosti
detek¢ného kandlu. Hodnotu G-faktoru je moZné stanovit' excitdciou vzorky horizontdlne
polarizovaného svetla za konstantnych optickych podmienok a nastavenie pristroja, tym padom
polarizované svetlo osvetluje detekény kanél rovnakym pomerom horizontalne a vertikéalne
polarizovanym ziarenim [2][24].

2.3.2.2. Magicky uhol

Je dolezité poznamenat’, Ze ked’ je dana vzorka excitovana rychlym polarizovanym laserovym
pulzom, mo6zu byt’ pritomné tzv. polarizacné efekty, ktoré spdsobuju, Ze bezny fluorescenény
rozklad sa objavuje zlozitejsie, Go &asto savisi s depolarizaénym efektom. Uginnost’ prenosu
emisného monochromatoru zavisi od polarizcie ziarenia. Stupeil polarizacie vzorky
ovplyviiuje celkovl intenzitu fluorescencie, na korekciu tohto javu je nutné pri vertikalnym
nastavenim excitacného polarizatoru nastavit emisny polarizitor na magicky uhol (MA),

20



¢iselnd hodnota je 54,7° vertikdlne. Tymto sposobom sme schopni odstranit’” depolariza¢né
efekty [2] [24].

2.3.3.Casovo rozliSena anizotropia

Pri merani ¢asovo rozlisenej anizotropie sa pouzivaju pulzové zdroje svetla a obvykle sa ziska
multiexponencidlna funkcia,

r(t)= Zj r, exp(-t/6;)+r, (13)

kde r, je fundamentdlna anizotropia, € je rotatnd koleratna doba a r, je limitovana
anizotropia. r, reprezentuje anizotropiu pociato¢ne;j fotoselekcie absorpénych dipolov, ktoré st

takmer kolinearne s 0sou budiaceho svetla a uhla medzi absorpénych a emisnych dipolov.
Teoretickd hodnota fluorescencnej anizotropie zavisi od uhlu B medzi absorpénym a emisnym
prechodovym momentom molekuly fluorofora:

1
ry :g(Scos2 B-1). (14)
V skuto¢nosti rotaénému pohybu molekuly zabrafiuje rigidné prostredie, preto sa pouziva

limitna anizotropia, ktora ma vzdy mensiu hodnotu ako nez teoretickd hodnota.

Ked je uhlovy pohyb fluorofora brzdeny, anizotropia sa rozkladd na nenulovii hodnotu
(I’OO > O). Interpretacia rozkladania v zavislosti od ¢asu zavisi od konkrétneho Studovaného
model. Je dolezité si uvedomit’, ze doba Zivota danej sondy limituje rota¢nti kolera¢nu dobu.

Plati, Ze kinetiku fluorescen¢nej anizotropie je nemozne zaznamenavat’ priamo, ale je mozné
ju extrahovat’ z rozkladu polarizovanych emisnych komponentov [2][20][21].

Na vypocet hodnoty Casovo rozliSenej fluorescencnej anizotropie sa v praxi pouZiva
nasledujtica rovnica, ktora obsahuje korekény G-faktor:

_[l®-6-1,®]
[ +2G-1, 0]

r(t) (15)

2.3.4.Fundamentilna a limitna anizotropia

Pod pojmom fundamentalna anizotropia r, sa odkazuje na anizotropiu pozorovanu pri
absencii inych depolariza¢nych procesov, ¢ize v pripade, ked’ fluorofor nevykona ziadny
pohyb. Zmenu fundamentélnej anizotropie s excitaénou vlnovou dizkou sa dé interpretovat’ ako
rotaciu absorpéného prechodového momentu. PresnejSie, je to meniaca kontribtcia dvoch alebo
viacerych elektronovych prechodov, pricom kazdy prechod ma int hodnotu B (uhol medzi

absorpénym a emisnym prechodovym momentom). Plati, Zze hodnota fundamentalnej
anizotropie je nulovd, ked” [ =54,7°. Ked uhol presahuje 54,7°, anizotropia bude mat

negativnu hodnotu, pricom maximum tejto hodnoty (-0,20) ma v bode S =90°. Maximalna
hodnota je dosiahnuta v bode g =0°, kde r, =0,40. Pre akykol'vek fluorofér, ktory je ndhodne
distribuovany v roztoku, s jedno-fotonovou excitaciou hodnota fundamentalnej anizotropie
musi byt medzi -0,20 az 0,40.
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Realna namerand hodnota anizotropie sa nazyva limitna anizotropia. Tato hodnota je vzdy
mensSia ako teoretickd hodnota fundamentélnej anizotropie I, pretoze v skutocnosti rigidné

prostredie zabrafuje, aby molekula vykonala rotacny pohyb [2][23].

2.3.5.Meranie fluorescencnej anizotropie

Anizotropické merania za zvyCajne vykonavaju  Standardnymi  fluorescenénymi
spektrometrami. Laserové lampy emituju polarizované svetlo, v pripade, ked’ zdroj Ziarenia je
luminiscen¢na dioda alebo ustalena (Steady-state) lampa, polarizované svetlo sa da ziskat
pomocou vysokouc¢innych polarizatorov. Fluorescen¢na emisia je potom detegovana druhym
polarizatorom, tieZ nazyvanym ako analyzator.

V standardnych fluorescenénych spektrometroch excitacia je zvyCajne polarizovana
v zvislom smere k rovine optiky — tato zostava je L-konfiguracia. Monochromator, ktory
snima emisiu Ziarenia, je umiesteny kolmo na excitac¢ny 1G¢. Anizotropia je potom postupne
kalkulovana  z nameranych  vertikdlnych  a horizontadlnych  polarizacnych  intenzit.
U mikroskopoch je beznou metdodou pouzivat’ dva detektory a polarizacny deli¢ (beam splitter),
ktory je vlozeny medzi polarizatormi.

Pripad, kde je excitacny polarizator nastaveny vo vertikdlnom smere pri paralelnych
a kolmych signaloch a aZ potom nastaveny na horizontalny smer, sa nazyva T-konfiguracia.
Emisné polarizatory maju rovnaky smer pocas celého merania [2][20].

2.3.5.1. Vplyv fluorescencnej anizotropie na intenzitu fluorescencie a na dobu Zivota

V kazdom merani suvisiacom s fluorescenciou — vratane excitaénych a emisnych spektier,
relativnu fluorescenénti intenzitu alebo fluorescenéni dobu Zivota, atd., S vynimkou
fluorescenénej anizotropie a polarizacie vSeobecne plati, ze ¢im vysSia je anizotropia, tym
vicSia je hodnota skreslenia pri merani fluorescencnych charakteristik. Dochadza
ku kvantifikovatelnému skresleniu, ked’ meranie fluorescencie sa vykonava bez ohl'adu na
anizotropiu systému a na jej vplyv na vysledky merania.

Bolo matematicky dokazané a empiricky overené, Ze existuje nekoneény pocet kombinacii
MA (magicky uhol) parov, nie len 0° a 54,7°. Prakticky vyznam tejto skutoCnosti je
maximalizacia odstupu signalu od Sumu (SNR — signal-to-noise ratio) daného fluorescenéného
merania. Volbou uhla medzi normalnou a charakteristickou laserovou rovinou polarizacie,
magickym uhlom pri vstupe sa d4 dosiahnut’ maximalne vyuZitie excitacného vykonu, ¢im sa
vylepSuje SNR bez nutnosti pouzitia excitacného polarizatora. Sucasne sa da vyrazne zvysit
dynamicky rozsah vykonu rozsvetlenia, ¢o umoznuje excitaciu viacsich, heterogénne
fluoreskujucich vzoriek. Okrem toho menej energie sa spotrebovava pocas merania, Co
predlzuje Zivotnost’ svetelného zdroja.

Dalej plati pravidlo, ked’ emisny magicky uhol nie je nastaveny, pomer medzi nameranou
a celkovou intenzitou definuje vztah:

DFI  (2+r r
TFI 3 (16)
kde DFI oznacuje detegovant fluorescencnu intenzitu, TFI je celkova fluorescencnd intenzita

a r oznacuje anizotropiu. Vplyv tejto odchylky od proporcionality je pozorovatel'ny pri kazdom
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fluorescenénom merani kde je anizotropia nulova, obzvlast v pripade viacfazového
fluorescen¢ného prostredia. VSeobecne plati, ze biologické média su viactazové. Rozne zlozky
maju odlisné vlastnosti, ako napriklad viskozita, pH, polarizovatel'nost’, atd’. Na tieto faktory
su fluorescenéné charakteristiky ako doba zivota, anizotropia, fluorescencna intenzita,
excitatné a emisné spektra nadmerne citlivé. Diferencidlna intracelularna distribucia fluoroforu
aroz€lenenie moze produkovat mnozinu efektivne odliSnych fluoroforov s réznymi
spektroskopickymi vlastnost’ami, a to v dosledku individualnych hostitel'skych mikroprostredi.

V dosledku tohto sa moze nastat’, ze rozne fluoreskujuce sub-celularne oblasti mézu mat’
rozne emisné spektra a réznu anizotropiu. Vysledkom je tym padom stubor fluorescenénej
anizotropie, ¢o je v podstate vazena intenzitna hodnota, moze byt zavisla od emisnej vinovej
dizky. Inymi slovami, rozne emisné skupiny budi vykazovat’ rézne hodnoty fluorescenénej
anizotropie. Prakticky odchylka od proporcionality medzi DFI a TFI bude zavisla od emisnej
vinovej dizky [36].

2.4. Fluorescencna spektroskopia

Fluorescencna spektroskopia je rychla a citlivda metdda, pomocou ktorej sa da charakterizovat
molekularne prostredie a udalosti v danej vzorke. Tato technika patri medzi najpouzivanejsie
metodiky Studia fotoluminiscencie, je to druh elektromagnetickej spektroskopie, ktora analyzuje
emitovanu fluorescenciu. Plati, ze kazdy fluorofor ma charakteristické¢ a jedine¢né spektru,
z dévodu, Ze kazdy fluorofor emituje fluorescenéné Ziarenie pri roznych vinovych dizkach. Vd'aka
tomu spektroskopické techniky sa Casto pouzivaji na detekciu mnohych organickych zlucenin,
aktivnych latok vo farmaceutickych oblastiach alebo na lekarsku analyzu zlucenin.

Mnoho vyskumov bolo vykonanych za t¢elom vyvinutia novych fluorescenénych farbiv,
napriklad v oblasti forenznej vedy pre vizualizaciu odtlackov prsta pomocou lasera. Okrem toho
fluorimetrickd analyza sa pouziva napriklad pri vyvoji novych liecivych latok, pri analyze skla,
ropnych alebo aj biologickych produktov. Tato technika sa Casto pouziva ako diagnosticky
a vyskumny nastroj v lekarskej mikrobiologii, v potravinarskych, farmakologickych oblastiach,
pretoze pracuje s vysokou citlivostou, Specifickost'ou a selektivnost'ou [27] [28].

Vseobecne plati, Ze spektrofluorimeter ma dva monochromatory na rozdiel od absorpéného
fluorimetra. Jeden monochromator sa pouZiva na upravu vlnovych dizok svetla, ktorym sa
osvetluje skimana latka, priCom druhy monochromator méa za tlohu vybrat' vhodné vinové
dizky fluoroforom emitovaného svetla. V pripade absorpéného spektrometra, detektory a
optické polozky, ktoré osvietia analyzovani latku, su usporiadané v jednej osi, priCom
u spektrofluorimetra zvy€ajne uzavieraju pravy uhol, a to z dovodu, aby svetlo, ktoré ma rovnaku
vlnova dizku ako emitované svetlo fluoroforu, nerusil meranie. Intenzita fluorescencie zavisi od
Struktry fluoroforu, plati, ze organické, planarne, aromatické latky, d’alej latky s konjugovanou
dvojitou vizbou v Struktire vykazuju intenzivnejSiu fluorescenciu, tym padom su povazované za
lepsie fluorofory ako tie, ktoré konjugované dvojité vazby neobsahuju. Intenzita fluorescencie a
intenzita ziarivého svetla st priamo umerne. Pre vypocet intenzity vykazovaného svetla plati
nasledujuci vzorec:

I =k-1,--C (17)
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kde k je konstanta zahriiujiica vlastnosti kyvety a nastroja, lo singnalizuje intenzitu oZiarenia
monochromatického svetla, & oznaCuje hodnotu molarneho absorpéného koeficientu pre dant
vinova dizku a C je koncentracia skiimanej latky.

Vseobecne plati, ze v praxi sa fluorescencné spektroskopia deli na dve metddy: ustalena
alebo tiez stacionarna fluorescenénd spektroskopia a casovo korelacna fluorescencna
spektroskopia [2][28].
2.4.1.Stacionarna fluorescencna spektroskopia

Ustalena (stacionarna) fluorescencna spektroskopia je konvencna a najbeznejSia metoda
sktimania fluorescenénych charakteristik. Skima dlhodobu priemernu fluorescenciu vzorky po
osvetleni ultrafialovym, viditeI'nym alebo infraervenym svetlom. Fluorescen¢na sonda spolu
so skumanou latkou je osvetlena nepretrzitym, kontinualnym la¢om. v§eobecne plati, Ze sa
sleduje emisné spektrum pri konstantnej vinovej dizke excitacie.

Obrdzok 5: Staciondrna spektrometria: vseobecna schéma instrumentacie: A — vybojka, B —
excitacny monochromator, C — kyveta obsahujiica analyzovanu latku, D — emisny
monochromadtor, E — fotoelektricky ndsobic [8]

Obrazok ¢. 5 vSeobecne znazoriiuje inStrumentdciu fluorescenéného spektrometra.
Analyzovana latka sa osvetl'uje kontinudlnym ziarenim, ktoré zabezpecuje vysokotlakova
xendnova vybojka (oznacena ako A). Svetlo je smerované prostrednictvom optického kébla do
spektrometra cez vel'mi tizky otvor. Xendnova vybojka je schopna emitovat’ svetlo od 250 nm
aZz do oblasti infracerveného svetla. Emitované svetlo potom dopadne na excitacny
monochromator, o je optické zariadenie, ktoré prepusti len zvolené tzke pasmo vilnovych
dizok emitovanych xenénovou vybojkou, tym padom na analyzovant latku (oznaGena ako C)
dopada len svetlo o ziadanymi vinovymi dizkami. Tento lu¢ excituje skamani latku, ktora
zaéne emitovat’ fluorescenéné Ziarenie vo vsetkych smeroch. Ziarenie dopada na emisny
monochrométor (D), ktory je umiesteny za vzorcom a vymedzuje vhodni vlnovi dizku
fluorescencie. Obsahuje difrakéntt mriezku, ktord sposobuje ohyb svetla. Za emisnym
monochromatorom je umiesteny fotoelektricky nasobi¢ (oznafeny ako E), ktory deteguje
fluorescencny signdl, zosilfluje Ziarenie a prevedie ziskant informéaciu na elektricky prad, ktory
je umerny intenzite svetla. Ako vystup merania uvycajne dostdvame emisné a excitacné spektra

[2]1[29]-
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2.4.2.Casovo rozliSena fluorescencna spektrometria

Casovo rozlisena spektrometria §tuduje dynamické procesy, ktoré sa odohravaju v excitovanom
stave v chemickych zlu¢eninach a materialoch. Casovo rozlisené udaje poskytuju podstatné
informacie o fotofyzikalnych, fotochemickych a fotobiologickych procesoch prebiehajucich
v mikrosvete materialov. Na rozdiel od ustalenej, ¢asovo rozliSend spektroskopia pouziva
pulzny zdroj svetla na Studium kinetiky relaxa¢nych procesoch. Této technika umoziuje ziskat’
klIicové parametre O fluorescencnej emisii, ako napriklad spektralne profily, poziciu
maximalnej emisie, Sirku pasma, kvantovy vytazok, reakény cas, intenzitu piku a poziciu
Vv Case a najdolezitejsie, fluorescencny relaxacny ¢as. Tieto parametre su vel'mi citlivé na zmeny
zivotného prostredia a mézu byt ovplyvnené roznymi sposobmi. Napriklad so zvySujucou sa
polaritou prostredia sa zvySuje pravdepodobnost’ neradiacnych procesov, ¢o ma za nasledok
spektralny posun v emisnom spektre. Tento efekt tiez vedie k zmene kvanového vytazku, tym
padom aj k zmene ¢asu rozpadu. Existuju dve fundamentalne ¢asovo rozliSené techniky, ktoré
sa oznacuju ako pulznd metdda a metdda fdzovo modulovaného budiaceho Ziarenia.

Pulznd fluorimetria pouziva vel'mi kratky excitacny pulz ziarenia. Fdzovo modulovana
fluorimetria zase pouziva modulované Ziarenie pri r6znych frekvenciach, a tak vytvara tzv.
harmonickt odozvu vzorky, ktora je Fourierovou transformaciou odozvy pulzu. Plati, Ze fazovo
modulovana fluorimetria pracuje vo frekvenénej doméne, pricom pulzna fotometria v casovej
doméne. Oba typy fluorimetra funguji na rovnakom principu, liSia sa hlavne v in§trumentacii

[21[30].
24.2.1. Pulzna fluorimetria — metéoda TCSPC

Implementécia do ¢asovej domény vyzaduje zdznam Casovo zavislého intenzitného profilu
emitovaného svetla po excitacii kratkym bleskovym pulzom, typicky laserovym pulzom. Plati,
Ze za ucelom ziskania hodnét fluorescencnej doby Zivota a vyrieSenia multiexponencidlnych
rozpadov, je nutné docasne rozlozit zaznamenany signal. Periodicka excitacia z lasera
umoziuje rozsirenie zberu dat cez viaceré excitacné a emisné cykly. Pomocou nazbieranych
a rozptylenych fotonov sa déa rekonstruovat’ profil fluorescencného rozpadu. Na rekonstrukciu
sa pouziva celkové mnoZstvo zhromazdenych jedno-fotonovych signdlov, ktoré boli zbierané
pocas mnohych cyklov. Metoda TCSPC (Time-Correlated Single Photon Counting, ¢ize ¢asovo
korelované pocitanie fotonov) je zaloZena na opakujicej sa, presne Casovanej registracii
jednotlivych foténov, kde referencia pre nacasovanie je zodpovedajuci excitacny signal.
Pravdepodobnost’, Ze sa registruje viac ako jeden foton za dany cyklus, je nizka, histogram
zobrazujici prichod fotonov za &as reprezentuje ¢asovy rozpad. Casovo rozliseny, analogicky
zaznam (tzv. ,,single-shot*) sa pouZiva na vytvorenie tohto histogramu cez mnohondsobné
opakujuce sa cykly.

V praxi registracia fotonov pri Casovo rozliSenom fluorescenénom merani zahriuje
nasledujice dolezite kroky: ako prvy je zaznamenany ¢asovy rozdiel medzi foton emitaciou
a koreSpondujucim excitatnym pulzom. Pre tento Ucel oba optické udalosti musia byt
prevedené na elektricky pulz. Pre fluorescencny fotén sa to vykondva pomocou jedno-
fotonového detektora. Pre excitacny pulz sa pouZziva d’alsi detektor v pripade, ked’ nie je ziadny
dalsi elektricky synchroniza¢ny signal dodany priamo laserom. Kazdé4 premena na elektricky
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Obrdzok 6: TCSPC - Casovo korelacné pocitanie foténov: schéma instrumentdcie pristroja

pulz musi striktne zachovat’ naasovanie signalov. Samotné meranie ¢asového rozdielu sa
vykonava pomocou rychlej elektroniky, ktord poskytuje digitalne nacasovanie vysledku. Tento
vysledok sa potom pouZziva na predloZzenie do pamiti histrogramu tak, aby dand hodnota
¢asovania bola koreSpondujtica s danou pamét'ovou bunkou, ktord je tymto spdsobom zvysena.
Kazdy krok merania je vykonany rychlou elektronikou, aby potrebna doba spracovania pre
kazdu udalost’ bola ¢o najkratSia. Po zhromazdeni dostatoéného mnozstva signalov, pamét’
histogramu mo6ze byt sCitand a data pouzité napriklad na vypocet fluorescencnej doby Zivota

[2][31][32].

Meranie sa zac¢ina generaciou elektrického a optického pulzu v sucasnom case v zdroji
Ziarenia. Tento generovany opticky pulz je potom nasmerovany na diskriminator (Constant
Fraction Discriminator, CFD), ktory ma za tlohu presne uréit’ ¢as prichadzajiceho pulzu, a
odtial’ do $tartovacieho vstupu prevodnika ¢asu na amplitddu (Time-to-Amplitude Converter,
TAC).

Medzi¢asom skiimany vzorec sa excituje optickym pulzom a nasledne zacina emitovat’
fotony, resp. fluorescenciu. Optika musi byt spravne naladena tak, aby na fotonasobi¢ dopadol
len jeden fotén na jeden exitacny pulz. Elektricky pulz korespondujici s emisiou fotonu je
smerovany cez diskrimindtor do stop vstupu prevodnika (TAC). Zatial' schodok napétia je
generovany v prevodniku, €o je vlastne napitie, ktoré linedrne rastie s casom. Po obdrzani stopy
signalu je schodok napitia prevedeny na elektricky pulz, ked’Ze plati, Ze jeho amplitiida je
priamo umerna oneskoreniu medzi Startom a stop pulzom. Napitie moze byt zosilnené podla
potreby v zosilnovaci (Programmable Gain Amplifier, PGA) a nasledne prevedené na konecnu
¢iselnt hodnotu pomocou analégového digitalneho prevodnika (Analog-to-Digital Converter,
ADC) [4][2].

2.4.2.2. Analyza dat TCSPC

Déata ziskané pomocou TCSPC st mierne komplexné a vSeobecne plati, ze nemdézu byt
analyzované pouZitim grafickych metdd. Na ziskanie rozpadovych parametrov zo zbieranych
dat D(t) je potrebné pouzivat’ dekonvolu¢né metddy, pouzitim znalosti excitacného pulzu E(t).
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Z ohl'adom na experimentalne data z MCA (multichannel analyzer, ¢ize multikanalovy
analyzator) pocas experimentu typu SPT (single photon timing, ¢ize jednofotonové
nacasovanie) D(t), a inStrumentalne charakteristiky, ¢ize P(t), ktoré boli ziskané pri danej
vinovej dizke pouzitim rozptylovej vzorky, plati, Ze cielom analyzy dat je ziskat’ rozpadovu
funkciu G(t). Casto funkcie D(t) a P(t) musia byt korigované kvoli meraciemu pozadiu, ¢o
generuje Sum detektora alebo svetelné $kvrny v systéme. Zvolena vinova dizka moze mat’ vplyv
na odozvu fotondsobi¢a — je dolezité tento faktor brat’ do uvahy a korigovat’ v mnohych
pripadoch [2][33].

Matematickd formulécia tohto problému je nasledujica (je potrebné poznamenat’, ze tato
rovnica je len aproximacia):

D(t) = [ P(t)- Glt—t ) (18)

Tuato rovnicu (¢. 18) sa da pouzivat’ za predpokladu, Ze data histogramu st kontinualne.
Existuje mnoho sposobov ako vyriesit’ tito rovnicu, najéastejSie pouzivanou metédou je metoda
nelinedrnych najmensich Stvorcov. V praxi sa pouzivaju aj iné metody, ako napriklad metoda
momentu, Laplaceova transformdacia, metéda maximalneho entropia — ich spravnost’ a presnost’
boli porovnavané. Metdda maximdlneho entropia je relativne novy sposob analyzy dat a je
pouzivand v mnohych laboratéridch. AvSak Laplaceova transformacia a metdda momentu su v
sucasnosti menej pouzivané metody na analyzu TCSPC dat.

Metoda nelinearnych najmensich S$tvorcov zvy€ajne zahffia linearizaciu fitting (tzv.
napasovanie, prisposobovanie) funkcie arieSenie podla matematicko-$tatistickej metody
najmensich Stvorcov. Pretoze tato metdda je Statistickd, na presné vyhodnotenie je potrebné
velké mnozstvo nazbieranych dat. Vo vyhodnocovacej procedure, vysledky a parametre
odvodené znej by mali byt posudzované na zaklade fyzikalneho zmysluplného modelu
[33][34].

Metdda najmensich Stvorcov vytvori tzv. subor vykalkulovanych bodov, ktory opisuje
experimentalnu sadu. Vypocitane hodnoty su potom optimalizované minimalizovanim
vazen¢ho suctu Stvorcovych odchylok, od experimentalnych. Plati, Ze rovnica je platna len
Vv pripade, ked’ Gaussova aproximacia je platnd a vypocitany rozptyl datového bodu je nulovy.
Musi byt dostatoény pocet nazbieranych dat v MCA, pre vytvorenie Gaussovej Statistiky.
Hlavnym ciel'om metody nelinearnych najmensich Stvorcov je minimalizacia vplyvu zmenou
hodnét parametrov modelu, ¢iZze dosiahnut’ najmensi nestlad medzi nameranymi datami a
poprekladanou funkciou:

X' = : iz[N(tk)—Nc(tk)]z =2[N(tk)l\l_(t|:|3(tk)z],

kde n oznacuje celkovy pocet kanalov, N(t) je zaznamenany pocet ¢isel v danom kanali K, N¢(tx)
je vypocditany pocet Cisel v kanali k z modelovej predikcie a je premenna N(tk). 2 oznacuje
skutocnt Statisticki hodnotu vazenej premennej najmensich Stvorcov, ktora je v podstate
Statistikou rozdelenia pravdepodobnosti chi-kvadratu. Ale v praxi sa pouZiva, ¢o je redukovana
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hodnota pdvodnej hodnoty 2. Hodnota redukovaného y2 zavisi od poctu parametrov
preloZenej funkcie (p) a od poctu dat (n). Hodnota 2 sa vypocita ako:

2 2
_ X _x
=i (20)

Xk

kde n je pocet nameranych dat, p udava pocet parametrov prelozenej funkcie a v oznacuje
stupne volnosti. Ked’ze n mé spravidla ovel'a vi¢siu hodnotu ako p, x2 ma obvykle hodnotu

blizko jednej [2][33][34].

V praxi sa pouzivaju rozne Standardizaéné metddy (simplex, Marquardt, analytické, atd’.)
podl’a toho, ktord metdda poskytuje najpresnejsi vysledok, resp. najlepsi sulad. Najbeznejsi
spdsob sa nazyva Marquardt. Pre multiexponencialny model, minimalizacia 72 je vykonanz
s ohl'adom na samotny rozpadovy parameter alebo na rozpadovy a preexponencidlny faktor
(oznaceny ako aj). V praxi iniciatné moznosti pre rozpadovy faktor G(f) st zvolené
pouzivatelom, kde sa stanovuje pociato¢na funkéna forma rozpadu, ktora je matematicky
vyjadrend nasledovne:

G(t)= iake%k (21)

Pouzivaji sa iniciaéné predpoklady na determiniciu y:. Parcidlna derivicia vypo&itanych
bodov, vzhl'adom na inicia¢né predpoklady, je vypocitana a tieto hodnoty s potom pouzivané
na rozSirenia linearizovanej funkcie. Tato funkcia umoZnuje vytvorenie sady maticovych
rovnic, ktoré po vyrieSeni generuju novu sadu inkrementovanych parametrov. Tymto sposobom
st nové hodnoty re-konvolutované, kym hodnota y2 konverguje na minimum [2][33].

Metdda nelinearnych najmensich Stvorcov poskytuje najspolahlivejsie vysledky v pripade,
ak namerané data spiiajt nasledujuce podmienky:
¢ Vietky experimentéalne neistoty st na zavislej premennej, €iZze na osi y.

¢ Neistoty na zavislej premennej, to znamena, Zze nameran¢ data, maja Gaussovu distribuciu,
ked’Ze v strede je spravna hodnota.

e Ako na zavislej (os y), tak ani na nezavislej (os x) premennej sa nenachddzaju
systematické chyby.

e Predpokladand prelozena funkcia je spravnym matematickym popisom systému.
Nespravne, nepresné modely neposkytuju vhodné a presné parametre.

¢ Datové body st nezavislé od pozorovania.

¢ VZzdy musi byt dostacujuce mnozstvo datovych bodov, aby parametre boli predurcené.

V pripade, ked’ je nesulad velmi velky, naloZeny model je nevhodny. Tento pripad sa
pravdepodobne da vyrieSit pouzitim modelu pre viac parametrov poklesu. Plati, Zze aj
systematické chyby v datach mdzu zapri€init’ malé zvySenie a nestlad, v tomto pripade moze
byt spravny pouzivany model. V skutoCnosti sa pouZzivaju sofistikované programy na
vyhodnocovanie vysledku TCSPC [2].
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2.4.3.Casovo rozliSené emisné spektra

TRES znamena ¢asovo rozliSené emisné spektra, ktoré su v podstate emisné spektra namerané
v uréitej kratkej chvili po pulzovej excitacii. Casovo rozlifena spektroskopia je $iroko
pouzivany nastroj vo fotofyzikalnych, fotochemickych a fotobiologickych oblastiach na
skimanie dynamickych procesov a vlastnosti komplexnych systémov. Procesy spojené s
excitovanym stavom maju za nasledok komplexné ¢asovo zavislé rozpady, ¢o znamena, ze
maju vel’ky vplyv na emisné spektra. Okrem inych, napriklad v biologickom vyskume je Casto
Studovana odozva daného komplexného systému na externe aplikované rusenie. Pouzivaju sa
hlavne spektroskopické merania pri viacerych vinovych dizok na monitorovanie tychto
procesov a na sledovanie kinetiky. Tieto tzv. ¢asovo rozlisené spektra sa povazuju za priklad
,hiekol’kocestnych dat®.

Casovo rozlisené spektrum je najznamejsi priklad dvojsmernych dat, pretoze namerané
udaje su suborom merani v dvoch rozmeroch. Prvd dimenzia je nezavisld experimentalna
spektralna premenna: vinova dizka 4 alebo vlnové éislo v, alebo intenzita magnetického pola
B, atd’. Druhy rozmer je nezavisld experimentdlna premenna na sledovanie spektralnych zmien,
ktorymi st napriklad ¢as t po excitécii, teplota T, polariza¢na zavislost’, pH, excita¢na vinova
dizka alebo koncentracia zhaadla [Q]. Pridanie treticho rozmeru mé za nasledok trojsmerné
data. V tomto pripade naj¢astejsou kombinaciou zbieranych dat je napriklad ¢as, vinova dizka
v zavislosti od teploty alebo v zavislosti od koncentracie zhasadla [35].

Molekula daného fluoroforu sa dostane do nerelaxovaného stavu hned po excitacii
laserovym la¢om. Ked’ sa molekula fluoroforu nachadza v tomto stave, zmeni svoj dipdlovy
moment, ¢o ma za nasledok, ze rozpustadlo v blizkosti fluoroforu sa preorientuje. Zmena
dip6lového momentu je sposobend prave excitaciou fluorofora a je mozné to sledovat’ pomocou
TRES. Relaxaény proces rozpustadla ovplyviiuje napriklad aj teplota, kde plati, ze pri vysokej
teplote je relaxacia rozpuastadla rychlejSia ako emisia. Ked’ je teplota systému stredna, plati, ze
emisia Ziarenia sa zjavi prave v priebehu relaxacného procesu. Druhym prikladom procesu,
ktory ovplyviiuje emisné spektrum, su reakcie excitovaného stavu, ako napriklad zmena
konformacie vyvolana prave oddelenim naboja, alebo oddelenie naboja.

Ako uZ bolo uvedené, tieto procesy maji za nasledok casovo zavislé rozpady. Plati, Ze
rozpadové intenzita zavisi od pozorovanej vinovej dizky. Rychlejsi rozpad je zaznamenany
v pripade, ked’ je intenzita daného rozpadu zaznamenana na strane kratsich vlnovych dizok
emisného spektra. Plati, ze v tomto pripade zaznamenany rozpad je rychlejsi ako rozpad
celkovej emisie z dovodu, ze excitované fluorofory su eliminované z pozorovanej vinovej
dizky. Na druhej strane emisného spektra, &ize v ¢ervenom oblasti sa nachadzaji dlhsie vinové
dizky, emitujuce fotony st uz relaxované. V kazdom pripade je nutné brat’ do Givahy, Ze emisia
prebieha nahodne, tym padom niektoré¢ fluorofory emituju skor a iné zase nésledne. Stanovena
rychlost’ rozpadu reprezentuje rychlost’ vyhasnuti a predstavuje vzdy len priemerni hodnotu.
Fluorofory emitujiice skor, sa nachadzaju pri kratkych vlnovych dizkach ale pri vysokych
energetickych hladinach. Naopak, fluorofory pri dlhych vinovych dizkach emituju Ziarenie
neskorsie [2].
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Intenzita

Vlnova dlzka (nm)

Intenzita

Vlnova dizka (nm)

Obrazok 1: Emisné spektra — A: emisné spektrum zaznamenané okamZite po excitacii, B:
emisné spektrum zaznamenané neskorsie (relaxované molekuly), modra — nerelaxovana
molekula, cervena- relaxovand molekula , zelena (uprostred) — posun [2]

Cely proces je demonstrovany na obrazku €. 7. Pripad, ked’ emisné spektrum je zaznamenané
okamzite po excitacii (t = 1 ns). Vysledkom by tak bola nerelaxovand emisia. Oproti tomu, ak
je emisné spektrum sledované neskorSie (t = 3 ns), tento Cas staci na to, aby viac molekul
relaxovalo pri dlhsich vlnovych dizkach, &ize celé spektrum by sa posunulo &asom k dlh§im
vinovym dizkam, do Gervenej oblasti spektra. V medzi¢asovom intervale (t = 2 ns) emisia je
pozorovatel'nd v oboch stavoch. V tomto pripade ale emisné spektra su typicky SirSie kvoli
emisii oboch foriem fluoroforu. Tieto spektra, reprezentujice odlisné ¢asy po excitacii, sa
nazyvaju casovo rozliSené emisné spektrd. Stanovit’ TRES je technicky velkou vyzvou a
molekulova interpretacia je rovnako zlozita [2].

2.4.3.1. Multiexponencidalny rozpadovy model

Multiexponencialny rozpad danej zlozky pochadza bud’ z nehomogenity, alebo z rovnovahy.
V pripade, ked je pri¢inou rovnovazny stav, pocet zapojenych =zloziek definuje
multiexponencialy stupen. Extrémnym pripadom je systém, ktory ma jednu emitujicu
komponentu P, ktora je reverzibilne spojena sradom dalSich neemisnych stavov
hv«—P<-QR. Ak je tento troj-kompartmenovy systém excitovany, rozpad P spravidla ukazuje
troj-exponencialny pokles. Vzhladom na to, Zze P je jedind fluoreskujuca zlozka, jej
koncentracny profil méze byt priamym sposobom pozorovany, tym padom umoznuje urcit
(vztahy) d’alSie rychlostné konstanty v tomto komplikovane spojenom systéme.
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Je dolezité poznamenat, Ze v tomto pripade je pozorovand len jedna zlozka, ale st potrebné
tri kompartmenty na charakterizaciu kinetiky. Alternativna kineticka schéma Q<>P<<R, kde je
emisny stav P a neemisné stavy Q a R st spojené, ma rovnako za nésledok troj-exponencialny

pokles P. V pripade, ked’ je pozorovana len P emisia, systém je Strukturalne neidentifikovatel'ny
[35].

2.4.3.2. Casovo rozliSené emisné spektrd a TCSPC

Existuje rad metod, ktoré umoziuju ziskat’ TRES, sem patri aj metdéda TCSPC, ktora
dovoluje ziskat zaznam fotonov prichddzajicich v danom kratkom casovom intervale.
Vystupné impulzy z TAC su nastavite'né, tym padom mézu byt’ zvolené hodnoty napitia tak,
aby boli v danom obmedzenom rozsahu. Vybrany ¢asovy rozsah definuje pozorované ¢asové
okno. Ohranic¢ené emisné spektrum je potom registrované monochromatorom. Tato metdda ale
nevykazuje vysoku efektivnost’, preto nie je vo velkej miere pouzita.

Najcastejsia pouzivana metoda na zaznamenania TRES je nepriamym sposobom. Proces sa
za¢ina meranim &asovo rozli§enych rozpadov pri viacerych vinovych dizkach spektra, ked’ze
intenzita rozpadu je priamo zavisla od vinovej dizky. Pri kalkulacii TRES su intenzity rozpadu
obvykle analyzované pomocou multi-exponencialneho modelu:

[(A,t) = Zn:ai (1) e(’i_(;’J (22)

kde I(/l,t) je intenzita rozpadu pri roznych vlnovych dizkach, «, (l) je pre-exponencialny
faktor, 7,(1) je ¢as rozpadu.

Hlavnym ciel'om je ziskat’ parametrizovani formu pre rozpadovu intenzitu, ktora je neskorSie
pouzitd pre obnovu TRES. V kazdom pripade je nevyhnutné ur¢it' hodnotu normalizovane]
intenzity na ziskanie TRES. Normalizovand intenzita predstavuje stav, kde ¢asovo integrované
intenzity pri kazdej vinovej dizke st rovné stacionarnej (steady-state) intenzite vinovej dizky.
Dostaneme vyraz:

) 1)

S a2 (2) 23

kde H(/I)reprezentuje novu sadu intenzity rozpadu, Iss(/i) oznacuje intenzitu ustalenej

fluorescencie. Dalej plati, Ze normalizovana intenzita je rovna suc¢inu H (/1) a 1(4,t), Cize:

(L= HEN (L) 4

z ¢oho sa d4 odvodit’ kone¢ny vzorec pre vypocet TRES nasledne po excitacii laserovym
pulzom, v 'ubovol'nom case (t):

S apl 0
) =1_(1)-
> a2 (2)

(25)

I
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Tato metdda je preferovana, pretoze normalizované hodnoty 1'(A,t) st skuto¢ne funkciou

impulznej odozvy. Potencidlne skreslenia st korigované v dosledku konvolucie s funkciou
odozvy pristroja. Na urcovanie rychlosti relaxacie a na definovanie charakteru relaxacného procesu
sa pouziva tvar TRES a Casova zavislost’ spektralnych posunov [2].

2.5. Fluorescen¢na mikroskopia

Vicsina technickych zlepSeni v oblasti mikroskopie v priebehu poslednych rokov sa ststredila
na zvysenie kontrastu medzi signalom a pozadi, ¢ize medzi predmetom zaujmu VO vonkajSom
prostredi. Fluorescen¢na mikroskopia je typickym prikladom, pretoze tato metéda umoziuje
odhalit’ len predmety zaujmu, pricom pozadie zostane ¢ierne a nevyrazné. V dosledku svojej
vnutornej selektivnosti, fluorescencna zobrazovacia technika sa stala hlavnou oporou
mikroskopie, hlavne v biologickych oblastiach. Pocas posledného desatrocia vzniklo vel'ké
mnozstvo novych fluorescenénych sond, ktoré takto poskytujii ndstroj na oznacenie a
zobrazenie prakticky akéhokol'vek biologického systému. Velky spektralny rozsah dostupnych
fluoroforov umozniuje sucasné zobrazovanie roznych bunkovych, subcelularnych alebo
molekularnych komponentov. Okrem toho praca s fluorescenénymi génovymi produktmi,
najmé zelenych fluorescenénych proteinov, umozituje geneticky oznacit’ proteinové zlozky
zivych systémov [37].

Fluorescen¢ny mikroskop je skonstruovany tak, aby skiimana latka bola osvetlena jednou
vlnovou dizkou, a spiatoéné svetlo by bol odfiltrovany tak, aby bolo mozné zaregistrovat
fluorescenciu, ktora je posunutd k dlh§im vinovych dizkam. V poslednej dobe preferovany
pristup na osvetlenie analytu je tzv. epi-osvetlenie, ¢o znamena, Ze v tejto konfiguracii objektiv
mikroskopu nielen zobrazuje a zvéc¢suje skamanu latku, ale slazi aj ako kondenzator a osvetl'uje
ju. Vel'kou vyhodou tohto pristupu je, Ze zatial’ Co excitacia fluoroforu je ekvivalentna pri epi-
a transmisnych mikroskopoch, len vel'mi malé percento excitovaného svetla, ktoré je
reflektované skiimanou latkou, musi byt’ blokované v spiato¢nej drahe svetla v pripade reZzimu
epi-osvetlenia. Hlavnou technickou prekazkou tohto pristupu je, Ze excitované svetlo
a fluorescencna emisia sa prekryvaju vo svetelnej drahe, tym padom tento systém vyzaduje
zvlastny druh delica svetla, dichroické zrkadlo na separovanie excitaéného a emisného svetla.
Dichroickeé zrkadla su malokedy pouzité bez pritomnosti d’alSich dvoch filtrov: excita¢ny filter,
ktory selektuje excitovani vinovi dizku, a bariérovy filter, ktory umoziiuje prechod spit’ do
detektora iba dlh§im vinovym dizkam. Vsetky tri typy filtra su typicky interferenéné filtre, ktoré
maji velmi $pecificku selektivnost’ vinovej dizky [37] [39].

Na excitaciu sa zvycajne pouzivaju ortutové alebo xenénové vybojky, ale tieto lampy su
drahsie a potencialne nebezpeéné. Xenénova lampa pokryje vinové dizky v celej UV oblasti,
vo viditelnej a v blizkej infradervenej oblasti, ¢o je velka vyhoda. Dalej plati, ze objektiv
idedlneho fluorescenéného mikroskopu ma numericka apertiru. Je to kritickym parametrom
objektivu, dolezitejSim ako zvécSenie, pretoze definuje rozliSovaciu schopnost’ a svetelnu
ucinnost’ objektivu. Plati, Ze ¢im v&acsi je poloviény uhol (¢iZze uhol medzi vertikalnym
a maximalne Sikmym lucom, ktory eSte moze byt stustredeny do objektivu), tym sa zvicSuje
mnozstvo vnimanych fotéonov a tym vicsie je mnoZstvo svetla, ktoré sa pouziva na excitaciu
skumane;j latky [37] [38].
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Obrazok 8: Fluorescencny mikroskop - schéma strucne reprezentuje hlavné casti pristroja
[53]

2.5.1.Casovo rozliSena fluorescenéna mikroskopia

V oblasti fluorescencnej mikroskopie, fluorescenénd emisia moze byt charakterizovana nielen
intenzitou a polohou, ale aj dobou Zivota, polarizaciou a vinovou dizkou. Napriklad zobrazenie
fluorescenénej doby zivota, FLIM (fluorescent lifetime imaging) moze zaznamenat
fotofyzikalne javy, ktoré su tazké, alebo nemoze zaznamenat pomocou snimania
fluorescenénej intenzity. Dalej, zobrazenie ¢asovo rozlisenej fluorescenénej anizotropie dokéaze
merat’ a charakterizovat’ rota¢nti mobilitu daného fluorofora v prostredi, v ktorom sa nachadza
[40].

2.5.2. Fluorescenc¢na korela¢na mikroskopia

V metdde fluorescencnej korelacnej mikroskopie (FCS) je sledovana fluktuacia fluorescencnej
intenzity fluorescen¢ne znacenych molekl, ktoré boli excitované vel'mi zaostrenym laserovym
lu€om. Vzhl'adom na vysoku citlivost taito metdda umoznuje detekciu na urovni individualnych
molekul. Tymto spdsobom moZu byt’ odhalené aj termodynamické vykyvy, ktoré by sa nedali
zobrazit' pri makroskopickej urovni. Tato technika méze v podstate poskytnut’ informacie
0 akomkol'vek dynamickom molekularnom proces Vv rozsahu od nanosekind po dlhsie casy.
Informacia sa prejavuje ako zmena intenzity fluorescencie bez nutnosti akejkol'vek poruchy
alebo synchronizécie so Studovanym syst¢émom. Vdaka Specifickym funkciam je FCS
univerzalny nastroj pre biomolekuldrne Stadie, ako napriklad Studium translacnej a rotacnej
difazie, stanovenie koncentracie alebo hustoty molekul, determinacia chemickej kinetiky alebo
vézobnych reakcii [40][46].

2.5.3.Casovo rozliSeny fluorescen¢ny korelaény mikroskop

Pokroky Spickovej a vel'mi Specifickej vedy v mnohych oblastiach casto zavisia od Studia
individualnych molekal. Siroké pole stidia vyzaduje flexibilny pristroj a moZnost
prisposobenia sa jednotlivym potrebam.

Konfokalny mikroskop MicroTime 200 je v podstate casovo rozliSeny konfokalny
mikroskopicky systém, ktory poskytuje jedno-molekulovu citlivost'.
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2.5.3.1. Strucny popis systému

Excitatny podsystém sa skladd z pulzného diédového lasera aroznych laserovych hlav.
K dispozicii su pikosekundové lasery v rozmedzi od 375 do 640 nm a femtosekundovy laser
svinovou dizkou 1030 nm. Vystupovy vykon apocet opakovani sa da prisposobit
experimentalnym poziadavkam, ¢o je pozadujice pri merani fluorescencnej doby zivota.
Lasery st riadené pomocou Specifického jeden- alebo multi-kanalového ovladaca, ktory
dovol'uje tzv. multi-color experimenty. VSetky laserové hlavy st zahrnuté v laser zlucovacej
jednotke, ale do mikroskopu sa daju umiestnit’ aj d’alSie excita¢né zdroje, napriklad TI:zafirové
lasery pre multifotonovu excitaciu [43] [46][47].

Detekény subsystém je vel'mi citlivy, pretoze mikroskop bol vyvinuty Specidlne na
jednomolekularnu detekciu, s vyrazne znizenou svetelnou absorpciou. V konfokalnom
mikroskope maly otvor tzv. pinhole definuje oblast’ prepustajuceho svetla na detektor. Pinhole
neprepusta svetlo, ktoré neprechadza z oblasti okolo ohniska a tymto spdsobom zlepSuje pomer
signal/sum, odfiltruje neostry signal. Pinhole je tym padom konjugované s ohniskom SoSovky.
Priemer pouzivaného pinhole sa da menit podla poziadaviek a takto optimalizovat’ opticku
hrubku v danom useku. Konfokalny detekény systém v mikroskope sa nachadza v hlavnej
optickej jednotke (Main Optical Unit—MOU). V mikroskope st styri fotodetektory typu SPAD
(Single Photon Avalanche Diode), ktoré sa Casto pouzivaju pri TCSPC merani, pretoze su
schopné dosiahnut’” subnanosekundovu c¢asovii odozvu s vysokou kvantovou ucinnostou
a s nizkym Sumom. Tieto polovodi¢ové zariadenia zaznamendvaji aj velmi slaby signal
S nizkou intenzitou, ich citlivost umoznuje meranie na jednofoténovej trovni. Dopadajuci
foton generuje lavinovy prid vd’aka mechanizmu narazovej ionizacie [42][46][47].

Casovo rozlisena fluorescencia vyzaduje nielen registraciu jednotlivych foténov, ale aj ich
poziciu v Case, a pre zobrazovacie techniky aj v priestoru. Preto bolo vyvinuty spdsob na
zapracovanie prichadzajucich signalov TTTR (Time-tagged Time-resolved). Mod TCSPC
zaznamenava prichod daného fotonu v zavislosti od casu excitaéného pulzu, méd TTTR
registruje celkovi dynamiku fluorescencie, pretoze cas prichodu vsetkych fotoénov je
zaznamenany vzhl'adom na zaciatok experimentu [44][45].

Princip merania pomocou fluorescenéného mikroskopu MicroTime 200 je nasledujici;
excitaény zdroj, v naSom pripade laserovy 14¢, emituje Ziarenie so zvolenou vinovou dizkou.
Fotodidda umiestend za excitatnym zdrojom registruje intenzitu vysielaného laserového luca.
Tento 10¢ dopadé na opticky systém a na dichroické zrkadlo. Plati, Ze dichroické zrkadlo ma
byt zvolené tak, aby excitaéné Ziarenie so zvolenou vlnovou dizkou odrazilo smerom do
mikroskopu a naopak fluoroforom emitované Ziarenie prepustilo az na detektory. Odrazené
ziarenie prechadza objektivom na analyt, kde je skimana latka excitovana a nasledne emituje
fluorescen¢né Ziarenie. Konfokalny objem je v podstate objem osvetleny excitanym lu¢om, v
tomto objeme ndsledne dochédza k zberu dat detekcie fluktuacnej intenzity fluorescencie.
Sondou emitované Ziarenie potom prechadza spit’ na dichroické zrkadlo, pokracuje d’alej na
emisny filter, ktory mdze byt umiesteny za dichroickym zrkadlom alebo tesne pred detektormi.
Pri merani s dvoma detektormi je vhodné umiestnit’ filter za dichroickym zrkadlom. Emisny
filter v idealnom pripadu odstrani prichadzajiici signal Ramanovho rozptylu. Dalej emisné
ziarenie dopadé cez pinhole az na detektory.
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Obrazok 9: Schéma pristroja MicroTime 200 - hlavné optické jednotky pristroja a ich popis
[52]

2.5.4.Spektrograf — CCD kamera

Moderné digitalne zobrazovacie techniky preukazali uzitocnost’ vo vel'mi roznych oblastiach
od vzdelavania k medicine, astronémii alebo vede. Napriklad lekarske zobrazovacie (imaging)
techniky napomahaju pri diagnostike, liecbe chorob, ako priklad moézeme uviest' rontgenoveé
ziarenie, nuklearnu magnetickl rezonanciu alebo ultrasonografiu. Tieto digitdlne zobrazovacie
metédy umoznuju odhalit’ to, o nemdézme vidiet vol'nym okom, tym padom poskytuja
nepostradatel'né informacie o skimanom systéme, vd’aka ¢omu digitalna imaging technologia
je dnes zakladnou sucast'ou vyskumu a vyvoja [48].

Technoldgia Andor patri medzi vedecké zobrazovacie metody. Sem patria digitalne kamery,
ktoré sa vyuzivaju v roznych zobrazovacich a spektroskopickych aplikéciach.

Elektronické kamery sa pouzivaju na zachytavanie obrazu a na jeho prevod na elektrické
signaly do mikrocipu. Pri tejto technoldgii sa najéastejSie pouziva kamera vybavena s CCD
snimacom, EMCCD snimac¢om alebo CMOS, ICCD snimacom. V nasledujtcej kapitole bude
popisana CCD a EMCCD technologia [48][49].
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Skratka CCD znamena Charge-Coupled Device, ¢ize nabojovo viazana suciastka. CCD
snimaC pracuje na principe fotoefektu, ktory spociva v tom, ze fotdny pri naraze do atomu
dokazu previest’ niektory z jeho elektronov zo zakladného do excitovaného stavu, pri com mu
odovzdajt energiu. Po osvetleni polovodica, ¢ize po dopade fotonov vznikne elektricky naboj
a dojde k presunu naboja po ploche v polovodi¢ovych prvkoch. CCD mo6zeme popisat’ ako
polovodicovy prvok, ktory premienia svetelné ziarenie na elektricky signal, Cize energiu
dopadajucich foténov na tok elektronov. Snimac je v podstate kremikovy cCip, ktorého
mechanicka Struktura je tvorena vel’kym mnoZstvom pravidelne usporiadanych, na svetlo vel'mi
citlivych obrazovych prvkov, nazyvanych pixely. V pripade, ked je dostato¢né mnozstvo
miniatarnych prvkov usporiadanych do hustej plosnej Struktury, vytvori sa systém, ktory je
schopny snimat’ obraz. Pri dopade svetelného Ziarenia na jeho povrch sa obrazovy prvok nabije
elektrickym nabojom. S rasticou intenzitou dopadnutého svetla rastie aj elektricky nabo;j.
Funkciou snimaca je premena dopadajuceho svetla na zhluky viazanych nabojov, akumulaciu
nabojov a ich prenos k okrajom Cipu tak, aby ich bolo mozné spracovavat’ ako obrazovy signal

[48][50].

EMCCD kamera je nabojovo viazana suciastka vybavend elektron multiplikatorom.
Multiplikator alebo ndsobi¢ je vysoko citlivy pristroj, ktory sa pouziva na detekciu
individudlnych energetickych castic akymi st napriklad elektrony, fotony alebo iony.
Fotondsobic¢e st skonsStruované zo sklenenej vakuovej trubice, ktora obsahuje fotokatddu,
niekol’ko dyndod a anddu. Fotony dopadajice na materidl tenkej fotokatédy pri vstupe do
pristroja z nej vyrazaju elektrony produkované v dosledku fotoelektrického javu. Tieto
elektrony st usmernované fokusacnymi elektrodami smerom k elektronovému zosiliiovacu.
V zosiliiovaci je elektronovy signal vdaka sekundarnej emisii zosilneny. Zosilnenie je
sposobené kaskadou zrychlenych elektrod (dynod), ktoré urychluja elektrony na rychlost’,
ktora im umoziluje generovat’ pri naraze do dyndd nové elektrony, spravidla dvojndsobok
pévodného mnozstva [50][51].

V tychto detektoroch pixel (snima¢ tvoreny z kremikovej diody) je pripojeny k regionu,
ktory sluzi ako ulozny priestor naboja. Tento region je pripojeny k zosililovacu, ktory Cita
mnozstvo akumulovaného naboja. Dopadajuce fotony generuji elektronicky néaboj, ktory je
potom uschovany v tloznom priestore naboja. V pripade, ked’ dopadajuce fotony maju
dostato¢nu energiu a su absorbované v regione, kde dojde k vyCerpaniu resp. spotrebovaniu,
uvolnuje sa elektron, ktory mozZe byt detegovany ako naboj. Tieto transmisné a absorpéné
vlastnosti kremika urcuju spektralnu citlivost” detektora.

V CCD sa zvycajne pouziva len jeden zosiliiova¢ na rohu celého tvaru a uloZeny naboj je
postupne prevedeny cez paralelny register k linedrnemu sériového registru, potom
k vystupnému uzlu, ktory je umiesteny vedl'a ¢itacieho read-out zosilnovaca.

Vykon CCD snimaca posunul hranice v u¢innosti detekcie svetla, tento snimac je vysoko
citlivy, znizuje Sum pri merani aje schopny zachytavat aj neviditelné spektrum
elektromagnetického ziarenia. Slabinou CCD je skuto¢nost, ze CCD je v podstate sériovy
snimac¢, tym padom nizky Sum je mozné dosiahnut’ iba na ukor nizkej ¢itacej rychlosti. EMCCD
snimac ale umoznuje zniZovat’ Sum a pracovat’ pritom s relativne vysokou rychlost'ou.
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EMCCD snima¢ ma v podstate rovnaku Strukturu ako CCD snimac, s pridavkom vel'mi
dodlezitej funkcie. Ulozeny naboj sa prenasa cez paralelny register k linedrnemu registru presne
tak ako pri CCD, ale pred vstupom Kk vystupnému uzlu je naboj posunuty do dodato¢ného
registra. Tento register sluzi ako nasobic, v ktorom je ndboj zosilneny. Signal tym padom moze
byt’ zosilneny a Sum znizeny, ¢o umoznuje dosiahnut’ vyssiu citlivost EMCCD snimaca. CCD
a EMCCD snimace maji podobnu Strukturu a podobny ¢as expozicie. Intenzivnejsie CCD
kamery st ale schopné dosiahnut’ mimoriadne kratke expozi¢né ¢asy [49][50].

V obrazovom zosiliiovaci je umiestend fotosenzitivna plocha nazyvana fotokatdda, ktora
zachytava dopadajuce fotony a generuje elektricky ndboj. Tento ndboj je potom zosilneny
a snimany. Fotokatdéda méa podobny charakter ako fotosenzitivne oblasti fotonasobica.
Fotonasobic¢e su ¢asto pouzivané v spektrometroch a v konfokalnom mikroskope. Fotokatoda
vyuziva energiu dopadajucich fotonov na to, aby uvolnila elektrony. Uvolnené elektrony st
potom zrychlené k elektronovému multiplikatoru, ktory sa sklada z radu Sikmych trubiek,
znamych ako mico-channel plate alebo mikrokanalovy panel. Potencial zrychl'ujuci elektrony
umoznuje im ziskat’ dostato¢nll energiu na to, aby odrazili d’alSie elektrony a tym sa zosilfiuje
povodny signdl (viz. nahor odstavec EMCCD kamera). Tento signal potom modze byt
detegovany roznymi sposobmi, a to bud’ priamou detekciou s pouzitim CCD, alebo nepriamo,
pomocou fosforu a CCD.

CCD kamery su najCastejSie zvolené pre vedecké aplikacie, ktoré vyzaduju citlivost’
a dynamicky rozsah. Siroka §kala moznosti CCD snimada poskytuje perspektivu na vyber
vhodného senzora s pozadujicimi vlastnostami a charakteristikami pre vel'mi rézne aplikacie.
CCD technolégia je pomerne vyspeld a bezkonkuren¢nd vo vedeckych oblastiach. EMCCD
kamera je vhodna v pripade, ked’ vysoka rychlost’ a citlivost’ je hlavnou podmienkou merania
—ako napriklad vo fluorescenénej mikroskopii alebo v ultra-rychlej spektroskopii [48][50][51].
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3. SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

V tejto kapitole bola venovana pozornost' hlavne vyuzivaniu multiparametrickej analyzy
Vv fluorescencnej chémie a na jej rozne aspekty a uplatnenie v praxi. Je nutné dodat’, Ze tento
typ analyz sa zvyCajne pouziva na charakterizaciu urcitého skiimaného systému a len
zriedkakedy je dany experiment zamerany jednoznac¢ne na multiparametrickt analyzu.

Kombinacia konfokalneho mikroskopu so spektrografom, ¢iZze kamerou umoziuje
simultdnne ziskat' informdacie o intenzitnej fluktudcii, fluorescen¢nych charakteristikach
a spektralnych datach. Umoziuje tak preskimat’ nano-struktiry a pracovat’ na Grovni jednej
molekuly (single molecule). V tejto kapitole st uvedené priklady pouzitia multiparametrického
analyzy v praxi v su¢asnom vedeckom vyskume.

Marcelle Koning a Sebastian Tannert vroku 2011 publikovali dokument, v ktorom
popisali, ako spojili fluorescencni mikroskopiu a spektrograf za ucelom analyzy
jednomolekulového systému.

Pouzivali fluorescen¢nt sondu Atto655, ktord bola imobilizovana na skle. Na zaciatku bolo
nutné vykonat FLIM analyzu, ¢ize Fluorescence Lifetime Imaging — zobrazovanie
fluorescencénej doby Zivota, aby molekula na povrchu skla mohla byt’ identifikovana. Molekula
sa objavuje ako limitna difrakéna Skvrna s fluorescencnou dobou Zivota priblizne 4 ns. Niektoré
Skvrny mozu byt’ zobrazené s Ciernymi €iarami, ¢o typicky sposobuje tzv. blikajice spravanie
jednotlivych molekul fluoroforu. Casova krivka fluorescenénej intenzity ukazuje blikajuce sa
spravanie jednotlivych molekul v milisekundovom ¢asovom rozsahu.

Z rovnakého stiboru tidajov bol vytvoreny TCPSC histogram, pomocou ktorého sa presne
vykalkulovalo fluorescen¢na doba zivota. Samozrejme, aj iné fluorescencné tdaje mozu byt
vykalkulované, ako napriklad anizotropia alebo FRET, v zavislosti od konfiguratného
nastavenia experimentu. PretoZze pocas tohto experimentu spektrograf bol pripojeny
k mikroskopu, bolo nutné fluorescenéné ziarenie rozdelit’ tak, aby bolo mozné sucasne merat’
fluorescencné charakteristiky a spektralne udaje. Fluorescen¢na frakcia bola nasmerovana na
spektrograf pouzitim 20/80 beamsplitter (deli¢ 1a¢ov), kde 80 % fluorescen¢ného Ziarenia ide
na spektrograf. PretoZe detegované fotony st rozlozené v spektralnych kanaloch kamery, bol
zvoleny integracny Cas, ktory zabezpecuje eSte prijatel'ny Sum pocas merania. Tento Cas bol
stanovany na 3 S.

Ziskané vysledky potvrdili, Ze spojenie kamery s fluorescenénym mikroskopom otvori nové
prospekty v oblasti jednomolekulového Stadia. Vysledky potvrdzuji vysoku citlivost’ tejto
metddy. V zavislosti od kontextu daného $tadia, dana Cast’ fluorescencie moze byt’ pouZzitd na
ziskanie spektralnych dat. Tato kombindcia navySe umoznuje pozorovat spektralne tdaje
v zavislosti od ¢asu alebo porovnavanie spektra réznych molekul [56].

Christian Blum, Alfred J. Meixner a Vinod Subramaniam publikovali ¢lanok
o fotofyzikalnej Stadii zelenych fluorescencnych proteinov typu Aequorea pomocou spektralne
rozliSenej jednomolekulovej spektroskopie. Je znamy fakt, Ze varianty zelené¢ho
fluorescen¢ného proteinu typu Aequorea (GFP) sa vyskytuju vo vzajomne nepremenitelnych,
spektroskopicky odlisSnych forméch, ktoré st ale zatemnené pre bezné spektroskopické
techniky, ktoré su vykonané pri laboratornej teplote. Analyzou réznych variantov zelenych

38



fluorescencnych proteinov, konkrétne EYFP a EGFP, pomocou spektralne rozliSenej
jednomolekulovej spektroskopii sa podarilo zaznamenat spektroskopicky rozne formy
a proteiny a dynamicky monitorovat’ prechody medzi tymito formami pri laboratorne;j teplote.

Okrem prevladajucej B-formy EYFP bolo detegované modré posunutie I-formy, pritom tato
forma bola doteraz pozorovana len pri kryogénnych teplotach. Prechod medzi tymito formami
bola tiez registrovana. Dalej pre EYFP a pre EGFP identifikovali tri d’alsie doposial’ nezname
formy scervenym fluorescenénym posunom. Medzi dominantnymi formami a ¢erveno-
posunutymi formami je tzv. ,tmavy cas“. Tento tmavy ¢as naznacuje existenciu
nefluoreskujuceho medziproduktu. Spektralna poloha novoidentifikovanych foriem s ervenym
posunom a ich tvorba cez nefluorescenény medziprodukt naznacuje, Ze tieto stavy mozu
predstavovat’ potencialnu fotoaktivaciu pozorovanu v hromadnych experimentoch.

Vsetky jednomolekulové experimenty boli vykonané pri laboratornej teplote v prirodnych
podmienkach. Obrazky znézoriiujice intenzitu fluorescencie boli ziskané rastrovym snimanim
vzorky aintenzita emisie bola zaznamenana pomocou lavinovej fotodiddy. Zo ziskanych
obrazkov boli selektované odlisne fluorescencné skvrny na spektralnu analyzu. Fluorescen¢né
spektra boli ziskané pomocou spektrometra a chladenou CCD kamerou. Boli zaznamenavané
spektralne sekvencie ako rychla naslednost’ jednomolekulovych fluorescenénych spektier az do
kone¢ného vyblednutia molekul. Akvizi¢ny ¢as na kazdé spektrum bola jedna sekunda.

Ukazalo sa, ze spektralne rozliSena jednomolekulova spektroskopia dokéaze identifikovat’
spektralne odlisni submnozinu, napriek tomu, Ze tieto formy GFP su takmer nerozlisiteI'né.
Kombinacia FLIM a spektrografu vykazuje vel'mi presné vysledky a vysoku citlivost’, ktora
dovoluje zaznamenavat’ aj malé spektralne zmeny. Fluorescenéné proteiny sa prejavuju ako
spektralne vel'mi dynamické systémy, ktoré vykazuji intenzitné zmeny prislusnych spektier
ako aj spektralne prepinanie na dant, spektralne jasne odliSni formu. Pozorovana spektralna
dynamika a vSestrannost’ si prejavom vnuatornej pruznosti a variability v bielkovinovom
prostredi obklopujuceho chromofora, ktory mozno pozorovat’ len na trovni jednej molekuly v
doésledku priemerovania suborov poc¢as hromadnych experimentoch [57].

Frank Stracke, Stefan Becker aspol. publikovali ¢lanok, v ktorom Studovali dvojité
a viacuroviiové spektralne prepinanie jednotlivych polystyrénovych molekual. V jednotlivych
molekuléch fluorescenéného farbiva PI a DAPI v polystyréne boli pozorované rozne spinacie
procesy so skokmi medzi dvomi alebo viacerymi spektralnymi stavmi. Spinacie procesy boli
zistené v temporalnych trajektoriach takmer kazdého spektralneho parametra. Pomocou
fluorescen¢nych a hlavne spektroskopickych metdod boli vykonané Statistické analyzy
rozlozenia skokovych §irok a korelacie medzi nimi. Tymto spésobom bolo mozné rozliSovat
medzi vonkaj§imi a vnitornymi mechanizmami, ktoré aktivuji spinaciu dynamiku aj bez
predpokladu o0 povahe samotného mechanizmu. Dalej pomocou multiparametrickej analyzy
bolo dokédzané, ze fluorescenéné sondy PI a DAPI sa spravaju znacne odliSne v pripade
jednomolekulovej spektroskopie napriek tomu, ze vo velkom objeme vykazuji takmer
identické chovanie.

Pri tohto experimente pouzivali zase kombinaciu fluorescenéného konfokalneho
mikroskopu spojeného so spektrografom. Tato metdda je natolko citliva, Ze je schopna
detegovat’ na molekulovej urovni fluorescencné ziarenie. Pomocou CCD kameryvedci boli
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schopni identifikovat’ rdzne odlisné spektralne stavy jednotlivych molekul. Principy tohto
Studia sa daju 'ubovol'ne preniest’ do akéhokol'vek host’-hostitel'ského systému, pomdzu takto
charakterizovat’ dynamické spravanie luminiscenénych castic. Plati, ze Studium dynamiky
viacsieho poctu molektl tymto spdsobom ma v budicnosti vel’ky potencial, hlavne pre presnt
analyzu a podrobnejsi popis dynamickych procesov fluorescencnych farbiv prostrednictvom
multiparametrickej analyzy a Statistickej identifikacie vnutorne riadeného prepinania, ale aj pre
Stadium $pecifickej dynamiye polymérov [56].

Zaujimavy c¢lanok publikovali Cheng-Che-Chu, Guillaume Raffy aspol. o stadiu
supramolekularnych fullerénov schopnych sebazostavovania prostrednictvom interakcii
vodikovych vézieb. Pouzivali fluorescencny mikroskop, pomocou ktorého stanovili
fluorescencnti dobu Zivota pouzivanej sondy, ktord bola nalozena do krystalovej Struktary
fullerenov. Sonda vykazovala nehomogénnu distribuciu dob zivota, ¢o naznacoval tri odlisné
nanografické prostredia v ramci krystalu.
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Obrdzok 10: Fluorescencnad sonda nalozena do krystalu vykazuje nehomogénnu distribuciu
dob zivota. Pomocou spektrografu boli identifikované emisné spektra odlisnych emisnych
druhov, oznacenych ako A, B, C [58].

Normalizované emisné spektra ziskané pomocou spektrografu ukazuju odliSna intenzitu
fluorescenéného Ziarenia roznych emisnych druhov fluorofora. Tato distribucia naznacuje, Ze
Struktara krystalu nie je homogénna, avsak poskytuje priestranné dutiny [58].

Na zéklade roznych publikacii mdzeme skonStatovat, Ze multiparametrickd analyza
fluorescenénych charakteristik poskytuje rychle a spolahlivé vysledky. Téato metoda
a kombinacia  mikroskop-spektrograf umoZziiuje vykonat velmi citlivé merani,
a charakterizovat’ dany systém na molekulovej urovni. Multiparametricka analyza sa povazuje
za vel'mi mnohostrannu a univerzalnu techniku, ktord umoziuje spojit’ odlisné technolégie, ako
napriklad FLIM, FRET, TCSPC alebo anizotropické metody so spektralnymi technikami, a to
vSetko v jednom kroku bez manipulacie so skimanym systémom.
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4. EXPERIMENTALNA CAST
4.1. Pouzité chemikalie
Tabul’ka 1: Pouzite chemikdlie

PENTA
NaOH
Hydroxid sodny ¢. Sarze: 1905160514
Muw: 39,99 g - mol?
CAS: 011-002-00-6

KHPO Lach:ner
] 3| o 2 4
Dihydrogenfosforecnan ¢. Sarze: PP/2009/00261
draselny Mw: 139,09 g - mol*
CAS: 231-913-4
Life Technologies
. ) (CH3)2SO
Dimethylsulfoxid (DMSO) ¢. Sarze: P35379
Mw: 78,13 g - mol*
CAS: 67-68-5
) ) (CH3).SO
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Mw: 78,13 g - mol*
Cz2H24FNOg Life Technologies
SNARF-4F
Muw: 585,54 g - mol* ¢. Sarze: S23921
Voda cistena (Mili Q) Pristroj: PURELAB — flex Milipore academic
Glycerol

4.2. Pristroje a vybavenie
4.2.1. METTLER TOLEDO S20 SevenEasy — pH meter

pH meter typu SevenEasy je jednokanalovy pristroj ureny pre rutinné meranie pH
a vodivosti. Je ddlezité, aby pristroj bol kalibrovany pred meranim, kalibrécia sa uskuto¢iiuje
pomocou roztoku pufra so znamym pH (najcastejSie to je pH 7), pretoze pufor bude udrziavat’
svoju hodnotu pH aj v pripade pritomnosti kontaminacie. Rozsah merania v pripade merania
vodivosti: -1999 az 1999 mV s presnost'ou a rozlisenim 1 mV. V pripade merania pH: 0,00 az
14,00 (pH Skala) s presnostou arozliSenim 0,01. pH meter pouZiva polymérnu elektrodu
S otvorenym krytom a portom, o zabezpec€uje volny tok iénov a tym padom rychlu odozvu aj
vo velmi hustych roztokoch. Elektroda je odolna voci tlaku a pracuje pri teplote od -5 az
110° C, ¢o umoznuje meranie pri rdznych davkovacich cykloch. Tento typ elektrody nemoze
byt naplneny, tym padom udrzba je vel'mi jednoducha.
4.2.2. Aminco Bowman Series 2 — luminiscen¢ny spektrometer

Vysokovykonny fluorescenény spektrometer Aminco Bowman (ThermoFisher) pracuje

S dualnym svetelnym zdrojom, vdaka osvetlovaciemu systému, konfiguracii (L aT)
a horizontalnej geometrii 1Gca je tento spektrometer relativne citlivy a tym padom je schopny
zaznamenat aj pomerne nizku intenzitu fluorescencie. Pracuje xendénovou vybojkou s rozsahom
vinovych dizok od 220 do 850 nm, s presnostou +0,50 nm. Rychlost’ skenovania sa pohybuje
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v rozmedzi od 3 do 6000 nm/min, ako detektor sa pouziva fotoelektricky ndsobic.
Luminiscen¢ny spektrometer Aminco Bowman sa pouzivalo na sledovanie fluorescencnej
intenzity pocas doby hydrolyzy sondy — sonda SNARF-4F vykazuje fluorescenciu az po
hydrolyze sondy v roztoku.

4.2.3.Fluorocube — spektrofluorimeter na principu TCSPC

Fluorocube od firmy Horiba Scientific je luminiscen¢ny spektrofluorimeter pracujuci na
principe TCSPC. Tento pristroj pouziva ako zdroj Ziarenia sadu nanosekundovej LED laserove;j
diody, tym padom umoziiuje pracu s roznymi vlnovymi dizkami, od 260 do 740 nm. Excitaény
zdroj pracuje s frekvenciou IMHz. TBX pikosekundovy foton-detektor modul zabezpecuje,
aby systém detegoval s vysokym rozliSeni, 20 ps/kanal. Elektronika umoziiuje merat’ v rozsahu
od pikosekund do sekund, v zédvislosti od excitacného zdroja. Systém zahriiuje aj emisny
monochromator, ktory prepusta len vybrany usek spektra, tym padom umoziuje meranie
casovo rozliSenych emisnych spektier. Systém obsahuje rozne filtre a polarizatory umoziujlice
merat’ anizotropiu. Rozsah déb Zivota je od 10°° do 10® s. Flurocube umoziiuje merat kvapalné
aj pevné vzorky. Kvapalné vzorky mézu byt’ po¢as merania premiesané.

4.2.4.MicroTime 200 — konfokalny fluorescenény mikroskop

Pristroj MicroTime 200 od firmy PicoQuant s konfokalnym mikroskopom Olympus IX71 je
kompletny konfokalny systém s laserovou a multikanalovou detekénou jednotkou. Diody
umoznuju excitaciu v Sirokom rozsahu od 375 do 640 nm (resp. 1030 nm v pripade
femtosekundového laseru). Pristroj obsahuje sadu dichroickych zrkadiel a 4 detektory typu
SPAD, dva v hlavnej casti pristroja a dva vo vedlajsej Casti. Systém umozfiuje pracovat
v TCSPC a TTTR reZimu pre skimanie dynamiky FCS a FLIM. Po¢as merania st k dispozicii
rozne filtre, long pass a short pass. Pre kazdé meranie je potrebné vybrat’ vhodny filter. Piezo
(tlakovy) skenovaci rezim umozinuje 2D a 3D zobrazenie dob zivota a presné urenie danej
polohy. Dale, systém obsahuje dva volitelné vystupne porty pre d’alsi hardvér, napriklad
spektrograf.

4.2.5.Andor CCD kamera - spektrograf

Andor kamera je v podstate konvenény CCD detekény systém, optimalizovany pre
vysokovykonné spektroskopické aplikacie. Kamera typu Newton od firmy Andor Technologies
je schopna zaznamenat’ 1600 spektra za sekundu, chladi¢ pracuje az do -100° C. Kamera sa
pouziva na velmi rychle meranie v ultrafialovej, viditenej a blizkej infracervenej oblasti
spektra. Pristroj ma vysoké rozliSovacie schopnosti (13,5 x 13,5 um pixelov). Pracuje
s frekvenciou 3 MHz, rychlost’ snimania pixelov je 12,9 ps. Vykon zosiliiovaca sa reguluje
pomocou softvéru podla potreby. QE, ¢ize kvantova ucinnost’ sa pohybuje medzi 80 az 95 %.
Kvantova u¢innost definuje pravdepodobnost’ detekciu fotonu pri uréitej vinovej dizke.
V pripade tejto kamery plati, Ze nizky Sum je mozné dosiahnut’ iba na Ukor nizkej Citacej
rychlosti.
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4.2.6.PouZzité softvéry
Tabulka 2: Pouzité pristroje a programy

ziskanie spektier ustalenej

Aminco Bowman Series 2 AB2 (ThermoFisher) fluorescencie

ziskanie dat meranych
metddou TCSPC,
anizotropické meranie

DataStation v2.4 (HORIBA Jobin
Yvon Inc.)

Fluorocube
analyza poklesu intenzity

DAS6 (HORIBA Jobin Yvon Inc.) fluorescencie, analyza
anizotropickych merani

analyza a ziskanie dat
Microtime 200 Symphotime 64 (PicoQuant) meranych metédou TCSPC,
anizotropické meranie

ziskanie fluorescen¢nych

Newton Kamera Solis (i) (Andor Technologies
M gies) emisnych spektier

4.3. Priprava zasobnych roztokov a priprava vzoriek

Zasobné roztoky pufrov s5 réznymi pH boli pripravené pouzitim NaOH a KH2POq
rozpustenym v Mili Q vode. Podl’a teoretickych vypoctov sa zistilo potrebné mnozstvo NaOH
a KH2PO4, vypocitané mnozstvo bolo navdzené na analytickych vahach tak, aby vysledna
koncentracia roztokov bola priblizne 0,05 M v 500 ml roztoku. Roztoky boli mieSané 30 mintit
na magnetickom mieSadle. Hodnota pH sa overila na pH metri typu METTLER TOLEDO S20
SevenEasy. Tymto postupom nachystané pufry boli d’alej skladované v tme pri laboratdrnej
teplote.

Podl’a predoslych merani na pristroji Fluorocube bola experimentalne stanovend optimalna
koncentrécia fluorescen¢nej sondy v roztoku. Tato najvhodnejsia koncentracia bola stanovena
na 10® M. Tym padom fluorescen¢né charakteristiky sondy SNARF—4F budeme sledovat’ pri
rovnakej koncentracie.

Vzorky SNARF—4F vyrobca Life Technologies dodava v ampulach, kazda ampula obsahuje
50 pg vzorky (viz. prilohy). Zasobny roztok sondy bol pripraveny pridanim potrebného
mnozstva dimethylsulfoxida ku 50 pg sondy. Zasobny roztok je nutné skladovat’ v chladnicke,
bez pritomnosti svetla, ampulka musi byt’ pevne zazatkovana.

Zo zasobného roztoku bol odpipetovany prislusny objem tak, aby v 4 ml roztoku pufra bola
vysledna koncentricia fluorescenénej sondy SNARF-4F 10 M. Tymto postupom nachystané
vzorky boli skladované pri laboratdrnej teplote, v tme.

Nasledne boli pripravené zadsobné roztoky glycerinu s r6zné pH, podl'a tabul’ky:
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Tabulka 3: Zdasobné roztoky glycerinu

pH Objemovy zlomok glycerinu [%]

30
6 40
50

30
7 40
50

30
9 40
50

Pri priprave roztoku glycerinu sa pouzivali predom nachystané zasobné roztoky fosfatovych
pufrov. Najprv pomocou pH metra METTLER TOLEDO S20 SevenEasy bolo overené pH
zasobného roztoku, d’alej bolo odpipetované potrebné mnozstvo pufra a potrebné mnozstvo
glycerinu (99,9%) tak, aby vysledny objem zasobného roztoku bol 50 ml a vysledny objemovy
zlomok glycerinu v roztoku by bol 30 %, 40 % a 50 %.

Po nachystani zasobnych roztokov glycerinu bolo nutné overit’ pH na pH meteri a v pripade
potreby korigovat’ pH na presnu hodnotu. Vzorky boli 30 minit mieSané na magnetickom
mieSadle a uchované pri laboratornej teplote bez pritomnosti slnecného svetla.

Pouzitim glycerinovych zasobnych roztokov sroznym pH boli nachystané vzorky
obsahujuce fluorescenénit sondu SNARF-4F. Zo zasobného roztoku sondy s DMSO bol
odpipetovany prisluSny objem do vialiek a nésledne bol pridany 4 ml glycerinovy roztok
S patricnym pH a objemovy zlomok.
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Tabul’ka 4: Pripravené zdasobné roztoky

Zasobny roztok pH Podmienky skladovania Koncentracia [%]
e . 4°C, v tme

6

7 X
Fosfatovy pufor 7,4

8 Laboratérna teplota, bez

9 pritomnosti svetla

6 30, 40, 50

Glycerinovy roztok 7 30, 40, 50
9 30, 40, 50

4.3.1. Nastavenie pristroja podl’a poziadaviek

V prvom rade bolo nutné ziskat’ emisné a excitacné spektra fluorescencnej sondy typu SNARF-
4F, pretoze tieto udaje si podstatné pre nasledujuce meranie. Na tento ucel bol pouzity
luminiscencny spektrometer Aminco Bowman Series 2. Kvapalné vzorky boli merané
v Standardnych kremennych kyvetdch. Spektra boli skimané po 1 nm s pouzitim bandpass
filtru. Citlivost’ pristroja bola regulovand automaticky, v pripade slabej odozvy bol zapnuty
reZim vysokého napitie (800 V). Rychlost’ skenovaniu bola nastavena na 5 nm/s. Pomocou
spektrometra bol stanoveny excitacny a emisny rozsah sondy:

Tabul’ka 5: Fluorescencné viastnosti fluoroforu

Rozsah excitaéného spektra 350 — 650 nm
Rozsah emisného spektra 540 — 750 nm
Idealna excitaénd vinova dizka 488 nm alebo 530 nm
Maximum fluorescencnej emisie 580 nm a 640 nm

Spravnost’ nameraného rozsahu emisného spektra bola overend na pristroji Fluorocube.
Casovo rozlidené fluorescenéné merania tieZ prebichali na zariadeni na pristroji Fluorocube pri
laboratornej teplote. Pri merani kvapalnych vzorcov je vZdy nutné stanovit’ signal lampy, ¢ize
prompt pomocou koloidného kremika (ludox), pricom emisny monochromator bol nastaveny
na vlnovii dizku pouZitej nanoLED diody.

Experiment prebiehalo v reverznom rezime, najprv bola namerana odozva pristroja pre
nasledujicu dekonvoltciu. V pripade vel'mi vysokych fluorescencnych intenzit je nutné pouzit’
neutralne filtre podl'a potreby. VSetky kvapalné vzorky boli merané pomocou nanoLED di6dy
s vlnovou dizkou 508 nm a dizkou pulzu 1,2 ns. Potas merani bol excitaény polarizator
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nastaveny na 0° a emisny polarizator na magicky uhol, ¢ize 54,75°. Meskanie signalu bolo
nastavené (coaxial delay) na 65 ns, rozsah TAC bol nastaveny na 100 ns, synchroniza¢né
meskanie (sync. delay) na 50 ns, pocet nameranych fotébnov v maxime poklesu (peak preset)
bol nastaveny na 10 000, pricom na krajoch emisného spektra pocet fotonov bol zmeneny na
5000 — vtomto pripade bolo nutné urobit’ novy prompt. Opakovacia frekvencia diddy
(repetition rate) bola nastavena na 1 MHz. V kvapalnych roztokov bol pokles intenzity
fluorescencie merany od 530 nm do 750 nm s krokom 10 nm v $tandardnej kremennej kyvete.

Fluorescencny mikroskop MicroTime 200 bol pouzity vrezime TCSPC na meranie
fluorescenénych dob Zivota. Na excitaciu sa pouzival laser s vhodnou vinovou dizkou, v nasom
pripade s 510 nm. Frekvencia laseru pocas experimentu bola 40 MHz a intenzita sa pohybovala
okolo hodnoty 6 uW. Na zdklade spektralnych charakteristik pozivanej fluorescen¢nej sondy
SNARF-4F bola zvolend vhodna kombinacia excitaéného laseru a emisného filtru pre
jednotlivé experimenty. Pocas merani bol pouzity emisny filter 550/49. Bolo nutné vylucit’ pik
Ramanovho rozptylu vo vodnych roztokoch. Doba zdznamu sa pohybovala v rozmedzi 6 az 12
minuat, na zaklade odozvy skumanej latky. Analyt bol naneseny na ¢isté sklicko pomocou
automatickej pipety, sklicko bol upevnené v drziaku a umiestené na prislusny stolik nad
objektivom.

Spektrograf je priamo spojeny s fluorescenénym mikroskopom. Po manualnom zapnuti je
nutné nastavit’ teplotu ochladzovania, v naSom pripade na -80° C a pockat, kym systém
dosiahne zvolenu hodnotu. Okrem inych, cielom tejto prace bolo experimentalne zistit’ vhodné
nastavenie spektrografu ana zaklade ziskanych informacii vytvorit® §tandardny operacny
postup na ovladanie tohto pristroja, tym padom podrobnejsi popis nastavenia a operacny postup
je prilozeny ako priloha v tomto dokumente.
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5. VYSLEDKY A DISKUSIA
5.1. Stanovenie vhodného ¢asu merania fluorescenénych charakteristik

Fluorescencna sonda SNARF-4F AM je pH citliva sonda, ur¢ena primarne pre aplikaciu
Vv zivych bunkach. Nabita forma danej sondy nie je schopna prestipit’ do bunky, preto je nutné
chemicky modifikovat’ fluorescencné farbivo tak, aby molekula bola neutralna. Tato forma ale
nie vzdy vykazuje fluorescenciu. AZ po transporte sondy do vnutra buniek je neutralna forma
farbiva pomocou nespecifickych endogénnych bunkovych esterdz premenena na nabitd formu.
Tym padom nehydrolyzovana forma fluorescencnych farbiv obsahujucich AM esterovi
skupinu nevykazuje fluorescenciu — len hydrolyzovana forma sondy fluoreskuje.

Pretoze na$ experiment neprebiecha vnutri buniek, fluorescencné farbivo nevykazuje
fluorescenciu okamzite. Hydrolyzuje sa v roztoku postupne, tym padom bolo potrebné sledovat’
intenzitu fluorescencie a stanovit’ ¢as, kedy sonda vykazuje najintenzivnejSiu fluorescenciu,
resp. dostacujiicu na meranie fluorescencnych charakteristik. Po nachystani roztoku so sondou
bola sledovand intenzita fluorescencie pomocou stacionarnej fluorescencie v r6znych casovych
intervaloch: okamzite po nachystani, 12 hodin po nachystani, 24 hodin, 48 hodin, 72 hodin atd’.
Pomocou tohto experimentu bolo dokazané, ze sonda SNARF-4F AM vykazuje najvyhodnejSiu
fluorescenciu v roztoku po 14 diioch. Tato informacia je esencialna pre nasledujuce merania.

1,00 -
0.80 - po 14 ditoch
po 6 dioch
0.60 -
& —— po 3 diioch
0.40 - }
— po 2 diioch
0,20 -
0’00 - /I//I\ :
520 570 620 670 720
A [nm]

Obrazok 11: Graf zndzornuje zmenu fluorescencnej intenzite v zavislosti na case V roztoku
opH7,4

5.2. Prvotné overovanie koncentracii SNARF-4F AM vo fosfatovom pufri

V povodne nachystanom fosfatovom pufri bola rozpustena fluorescenéna sonda SNARF-4F.
V tomto experimentu pH fosfatového pufru nehra dolezita rolu, tym padom bolo zvolené
I'ubovol'né pH. Pretoze ciel'om tohto experimentu bolo stanovit’ vhodnu koncentraciu sondy pre
meranie, roztok so sondou bol pripraveny vo viacerych koncentraciach, konkrétne: 10° M,
3-10% M, 5:10° M, 8:10°® M. Pomocou stacionarnej fluorescencie boli namerané excitacné a
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emisné spektra vzorky, na zaklade obdrzanych vysledkov sa usudilo, ze najvhodnejsi roztok
pre tento experiment je roztok s koncentraciou 8-10° M. Optimalna koncentracia znamena, ze
pri koncentracii 8-10° M v systému nevznikaji neziaduce agregaty sondy a intenzita
fluorescencie je dostacujlica a umoziuje rychlejsi zber dat.

5.3. Emisné spektrum fluorescen¢nej sondy SNARF-4F AM pomocou pristroja
Fluorocube

V prvom rade bolo nutné namerat’ emisné spektra fluorescen¢nej sondy v roztokoch s roznym
pH pomocou pristroja Fluorocube. Tieto hodnoty sltizia hlavne na overovanie spravnosti a
prirovnani nameranych dat pomocou spektrografu Newton. Dal§im ciefom tohto experimentu
bolo zistit', ako sa meni tvar emisného spektra v zavislosti od zmeny pH v prostredi, kde sa
nachadza sonda. Emisné spektrum bol namerané po 1 nm, vSetky vzorky boli namerané trikrat,
bola pouZitd vypocitand priemernd hodnota na zndzornenie dat.
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Obrazok 12: Normalizované emisné spektra sondy SNARF-4F v roztoku pri réznych pH

Emisné spektrum sondy ukazuje, ze SNARF-4F vykazuje fluorescenciu v rozsahu 540 nm
az 750 nm. Je doleZité poznamenat’, Ze fluorescenné farbivo meni tvar svojho emisného
spektra v zavislosti od pH. V mierne kyslom prostredi ma sonda dve emisné maxima, a to pri
580 nm a 640 nm, pricom plati, Ze pri vinovej dizke 580 nm sonda vykazuje intenzivnej§iu
fluorescenciu ako v menej energetickej oblasti emisného spektra. Plati ale, ze so zvySujucim sa
pH hodnota intenzity emisného maxima v bode 580 nm zacne klesat’, pri pH 8 uz vébec nie je
pritomné toto emisné maximum — dominuje emisné maximum pri 640 nm. Modzeme
skonstatovat’, ze sonda reaguje na zmenu pH prostredia posunom emisného spektra (resp.
maxima). VSeobecne plati, Ze tieto spektralne posuny umoziuju tzv. pomerové Stadium alebo
meranie, pricom pomer fluorescencie pri dvoch réznych vlnovych dizkach je nezavisly od
celkovej koncentracie sondy, od fotobleaching (fotochemicka destrukcia fluoroforov) alebo od
indtrumentélnych podmienok, ktorymi su napriklad dizka optickej drahy, excitatna intenzita
alebo citlivost’ detektora.
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Je vel'mi pravdepodobné, ze sonda SNARF-4F AM ma v roztoku dve formy, protonovanu
(AH*) adeprotonovanti (A*), a to vdaka protolytickym procesom odohravajucim sa
Vv prostredi. Protonovana forma sondy, ¢ize AH* je viac pritomna v kyslom prostredi, priCom
deprotonova forma v bazickom, preto pri zvySujucom pH sa znizuje fluorescen¢na intenzita
emitovand protonovanou formou sondy — pri vysoko bazickych pH (8 alebo 9) uz vobec nie je
pritomny tento emisny druh sondy, fluorescen¢né Ziarenie emituje len deprotonovana, bazicka
forma. Pomocou nameranych vysledkov mdézeme odvodit, ze intenzita protonovanej
a deprotonovanej formy sondy je rovnaké pri pH priblizne 6,4. Protolytické rovnovahy
odohravajuce v excitovanom stave su ¢asto odlisné od tych, ktoré sa odohravaji v zdkladnom
stave, pretoze pri excitacii sa odohravaju procesy suvisiace s redistribuciou napatia [55].

Intenzita fluorescencie je tiez zavisla od pH prostredia, o potvrdzuje nasledujuci grafikon:
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Obrdzok 13: Schéma zndzornuje zavislost fluorescencnej intenzity sondy SNARF-4F AM od
pH prostredi

Intenzita fluorescencie sa so zvySujucou sa hodnotou pH zvySuje. Tato vlastnost’ sondy sa da
vyuzivat’ napriklad v pripade, ked cielom danej Studie je charakterizovat rozne organely
s odlisnym pH — takto intenzita fluorescencie v kyslych organeloch bude menej intenzivna.

Napriklad v pripade determinacie pH v biofilmoch, pomer emisnej intenzity pri 640 nm
a 580 nm hré dolezita rolu. Napriklad 640/580 nm tiez ukazuje na fakt, Ze tento emisny pomer
je proporcionalny k pH prostredia.
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Obrdzok 14:Schéma zndzoriiujiica korespondujiice pomery intenzit pri vinovej dizke 640 nm
a 580 nm — emisny pomer je proporcionalny k pH
5.3.1. Casovo rozliené emisné spektrum fluorescenénej sondy v roztoku s pH 6
Najskor bol preskimany 8-10° M roztok fluorescenénej sondy v prostredi s réznym pH. Tato
koncentracia sondy umoznovala relativne rychly zber dat. Namerané emisné spektra boli

pouzivané na rekonstrukciu ¢asovo rozliSenych emisnych spektier. Na zéklade nameranych dat
bolo vytvorené TRES fluorescen¢nej sondy v kazdom roztoku s odliSnym pH.

et =(,01 ns

t=0,03 ns
t=0,05ns
0.8 -
t=0,1ns
—t=0,3ns
0.6 - t=0,5ns
— t=1ns
t=3ns

—t=5ns

0,2 4

535 585 / [nm] 635 685 735

Obrdzok 15: TRES - SNARF-4F AM (8-10° M) v pufri s pH 6
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TRES vykazuje dva emisné piky, pri¢om emisny pik pri krat$ich vinovych dizkach vykazuje
malé odchyleniec od 580 nm az do 590 nm. Pri dlhSich ¢asoch sa maximum vyskytuje pri
580 nm, ale pri kratsich ¢asoch (0,5 az 0,01 ns) sa blizi k vlnovej dizke 590 nm. Druhy emisny
pik sa nachadza pri 640 nm. Poklesy intenzity fluorescencie su uvedené s presnost'ou + 5 nm,
pretoze emisné spektrum od 520 nm do 750 nm bolo namerané s krokom 10 nm. Iss je intenzita
fluorescencie namerana pomocou metddy stacionarnej fluorescenénej spektroskopie. Vodné
prostredie je malo viskodzne, Co znamenad, Ze Cas relaxacie rozpustadla nie je porovnatel'ny S
fluorescenciou.

535 585 . 635 685 735
Z [nm]

Obrdzok 16: Dekonvoliicia emisného spektra SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku s pH 6

Ziskané poklesy intenzity fluorescencie pri jednotlivych vinovych dizkach s krokom 10 nm
umoznili vytvorit dekonvoluciu emisného spektra fluorescen¢nej sondy. Dekonvolucia
preukazala, Ze SNARF-4F AM ma v pufri tri emisné druhy. Emisny druh ¢islo 1 (oznaceny ako
t1) ma najintenzivnejSie relativne nastlipenie, jeho maximum emisie sa nachadza pri 580 nm.
Hodnota intenzity emisie postupne klesa so zvy$ujicou sa hodnotou vinovej dizky, aviak okolo
640 nm vykazuje malt odchylku — intenzivnej$iu emisiu. Tento emisny druh je dominujlci az
do 620 nm. Emisny druh ¢islo 2 (oznaceny ako t2) je tiez pritomny v celom emisnom spektre,
avSak do 620 nm mé menej intenzivnejSiu emisiu ziarenia ako emisny druh ¢islo 1. Od 620 nm
az do 750 nm dominuje druhd emisnd forma sondy, pri¢om jej emisné maximum sa nachadza
v bode 640 nm. Treti emisny druh m4 velmi malé relativne zastipenie, napriek tomu je
pritomny v celom emisnom spektre, maximum emisie vykazuje pri 580 nm. Intenzita tejto
emisnej forme sondy potom postupne klesa.

Doba zivota prvej emisnej formy bola stanovena na = 0,40 ns (jej hodnota sa pohybovala
v rozmedzi 0,38 az 0,42 ns). Tento emisny druh pravdepodobne vykazuje protonovana forma
sondy AH*, ktord ma emisné maximum pri kratsich vlnovych dizkach spektra. Druh4 emisna
forma, intenzivnejsia pri dlhsich vinovych dizkach, je tym padom deprotonovana forma sondy
A¥*, ktora je intenzivna pri vysokych pH. Priemerna doba zivota tejto formy sondy bola
stanovend na = 0,73 ns. Treti emisny druh sondy ma tiez emisné maximum v bode 580 nm, ¢o
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naznacuje, ze ide o protonovani formu sondy, ktora sa prejavuje intenzivnejSie v Kyslom
prostredi. Priemerna doba zivota tretej emisnej formy bola stanovena na 2,80 ns.

Na zédklade nameranych a vypocitanych dat mézeme skonstatovat’, ze fluorescencnd sonda
SNARF-4F AM ma v pufti s pH tri emisné druhy, priCom dva emisné druhy su pritomné
v roztoku v protonovej forme. Jedna forma ma vel'mi kratku fluorescen¢nu dobu Zivota, ale
vykazuje intenzivnejSiu emisiu ako druhd, ktorej doba Zivota je dlhSia.

5.3.2.Casovo rozli$ené emisné spektrum fluorescenénej sondy v roztoku s pH 7

Na zaklade nameranych dat bolo zostrojené emisné TRES, ktoré vykazuje dva emisné piky,
podobne ako sonda v roztoku s pH 6. Je dolezité poznamenat’, Zze v ¢ase 3 NS a 5 ns po excitaci
emisné maximum pri 640 nm je menej preukdzate'né. Maximum emisie pri kratSich vinovych
dizkach sa v pozorovanych ¢asovych intervaloch posunulo od 580 nm do 585 nm, ale je nutné
dodat’, ze udaje skryvaju chybu + 5 nm, pretoze emisné spektrum bolo vyhodnocované s
krokom 10 nm. Posun moze byt spésobeny tbytkom fluorescencie v kratsich ¢asoch. TRES
ukazuje, ze v roztoku dochddza k reakcii sondy, ktord vykazuje tzv. model dvoch stavov.
Prislu$né piky st pritomné pri priblizne 580 nm a 640 nm, pricom druhy pik je slabsi a po Case
sa mierne vytraca.
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Obrdzok 17: TRES — SNARF-4F AM (8-10°° M) v pufri s pH 7

Dekonvolticia emisného spektra na jednotlivé komponenty ukazala tri emisné druhy
a celkom tri odlisné doby Zivota. V tomto pripade uz ale emisny druh oznaceny ako ¢islo 2 je
najintenzivnej$i v celom spektre. Tento emisny druh je pravdepodobne deprotonovana, bazicka
forma A*, ktora ma dobu zivota priblizne 0,70 ns, maximum emisie vykazuje pri 640 nm.
Emisny druh ¢islo 1 a3 st protonované kyslé formy sondy, ktoré vykazuji intenzivnu
fluorescenciu na modrej strane emisného spektra. Doby zivota boli stanovené na 11~ 0,38 ns
at~1,75ns.
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Obrazok 18: Dekonvoliicia emisného spektra SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku s pH 7

Graf znazoriuje, ze v pripade pH 7 dominujtci emisny druh je oznaceny ako t2 — Cize
dominuje bazicka forma sondy. Emisny druh t1 je menej intenzivny, vykazuje maximum pri
580 nm, emisny druh t3 ma najmensiu intenzitu a jeho maximum emisie je posunuté do 575 nm.

5.3.3. Casovo rozliené emisné spektrum fluorescenénej sondy v roztoku s pH 7,4

Pomocou nameranych tdajov bol zostrojeny TRES v ¢asoch 0,01 az 10 ns fluorescenéného
farbiva SNARF-4F v roztoku s pH 7,4. Tvar ¢asovo rozliSeného emisného spektra sa zmenil —
TRES nevykazuje dva vel'mi rozliSiteI'né emisné maxima, pretoZe pik pri 580 nm je mene;j
rozpoznatelny a intenzivny ako v predoslych pripadoch. V dlhsich ¢asoch (3, 5, 10 ns) je
emisni pik posunuty na priblizne 590 nm. Plati ale, Ze spektrum bolo namerané s krokom
10 nm, ¢o spdsobuje chybu + 5 nm. Tento posun mdze taktiez sposobit’ ibytok fluorescencie
pochadzajuci od fluorofora, ktory ma dlhsiu dobu Zivota a vykazuje fluorescenciu na modrej
strane emisné¢ho spektra. Na ziklade vyhodnotenych dat moézeme usudit, ze v pH 7,4
V excitovanom stave reagovala sonda, av§ak mierne odliSne ako v kyslom prostredi.
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Obrdzok 19: TRES — SNARF-4F AM (8-10°° M) v pufri s pH 7,4

Dekonvoltcia emisného spektra potvrdila predpoklad, ze sonda ma stale tri emisné druhy
a tri odlisné doby Zivota v roztoku, avSak protonové formy fluorofora st ¢im d’alej tym mene;j
intenzivnejSie. Dominujuca deprotonovana forma ma fluorescenéni dobu zivota priblizne
0,80 ns, ¢o znamen4, ze doba zivota tejto formy v pH 7,4 sa predlzovala. Emisny druh oznaceny
ako tl je menej intenzivna ako deprotonovana forma, maximum vykazuje v bode 580 nm
a 640 nm, jeho stanovena doba Zivota je 0,45 ns. Tretia, najmenej intenzivna forma fluorofora
ma maximum emisie v bode priblizne 590 nm, napriek tomu, Ze jej intenzita je vel'mi mala, tato
forma je pritomna v celom spektre. Doba zivota tretej formy bola stanovend na cca 3,50 ns.
Vysledky potvrdzuja, ze v pufri spH 7.4 vSetky tri emisné formy sondy vykazuju dlhSiu
fluorescenénu Zivotnost’.
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Obrdzok 20: Dekonvoliicia emisného spektra SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku s pH 7,4

5.3.4.Casovo rozliSené emisné spektrum fluorescenénej sondy v roztoku s pH 8

TRES v bazickom prostredi s pH 8 vykazoval vel'kt zmenu tvaru oproti predoSlym prikladom.
Emisné maximum pri 580 nm takmer zmizlo, v spektre nie je pritomny tento emisny pik.
Dominuje emisny pik posunom maxima z 640 na 630 nm. V tomto pripade moze ist
0 kontinudlny model alebo taktiez model dvoch, popripade troch stavov. PretoZze vodné
prostredie je malo viskdzne, tym padom pravdepodobne;jsi sa javi model troch stavov.
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Obrdzok 21: TRES — SNARF-4F AM (8-10°° M) v pufri o pH 8
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Dekonvoluciou emisného spektra sme potvrdili predpoklad, Ze v roztoku st pritomne tri
emisné druhy fluorescencnej sondy — avsak intenzita protonovych foriem klesé so zvysSujiicou
sa hodnotou pH.
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Obrazok 22: Dekonvoliicia emisného spektra SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku o pH 8

Pomocou dekonvoltcie emisného spektra sa potvrdilo, Zze ide o model troch stavov. Ako
bolo predpokladané, emisny stav sondy oznaceny ako t2 dominuje, ma vysokl intenzitu
fluorescencie, jeho maximum emisie sa nachadza pri 640 nm. Fluorescen¢na doba zivota tejto
formy bola stanované priblizne na 0,80 ns. Kyslé formy sondy su stale pritomné v roztoku,
avSak emituju relativne malo intenzivne. NajdlhSia doba Zivota stanovena priblizne na 3,50 ns
emituje na ¢ervenej strane spektra vel'mi slabo, ale stale je pritomny aj tento emisny druh sondy.
Doba zZivota formy t1 bola stanovena na 0,45 ns.

5.3.5.Casovo rozliSené emisné spektrum fluorescenénej sondy v roztoku s pH 9
Sonda sa spravala vel'mi podobne ako v pufri s pH 8, TRES vykazuje jedno emisné maximum
v bode 640 nm. Maximum TRES sa v pozorovanom ¢asovom intervalu posunulo od 640 nm

k 620 nm s chybou £+ 5 nm. Tento velky posun emisného maxima méze spdsobovat’ tibytok
fluorescencie fluorofora v odlisnom stave.
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Obrdzok 23: TRES — SNARF-4F AM (8-10°° M) v pufri s pH 9

Dekonvoltcia emisného spektra ukazala, Ze napriek tomu, ze sonda ma stale tri rozlicné
emisné formy, vroztoku spH 9 sa sprava do istej miery inak ako v predchadzajicich
prikladoch. A to hlavne preto, lebo forma oznacena ako t1, ktora zatial’ mala najintenzivnejsiu
emisiu pri 580 nm, teraz ma emisné maximum pri 640 nm, presne ako deprotonovana forma
sondy A*. Podl'a tychto vysledkov m6Zeme skonsStatovat’, Ze vo vel'mi bazickom prostredi s pH
9 fluorofor bude mat’ v roztoku dve deprotonované, bazické formy emitujlice na cervenej strane
spektra, priCom protonovany emisny druh oznaceny ako t3 bude mat’ maximum emisie pri
580 nm, ¢ize na modrej strane emisného spektra.
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Obrdzok 24: Dekonvoliicia emisného spektra SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku s pH 9

Najintenzivnejsi emisny druh ma dobu Zivota stanovenu na priblizne 0,80 ns, emisny druh
oznaceny ako tl ma priblizne 0,40 ns. Hodnota doby Zivota tretej formy sondy oznacenej ako
t3 je priblizne 3,50 ns. Graf potvrdzuje predpoklad, ze v pufri s pH 9 st pritomné dve bazické,
deprotonované formy sondy a jedna kysl4 forma emitujica na modrej strane emisného spektra.
Vo vodnych roztokoch spravidla plati, Ze prostredie okolo fluorofora nie je dostato¢ne viskozne
na to, aby relaxacia rozpustadla bola Casovo porovnatel'na alebo dlh§ia v porovnani
s fluorescenciou.

Je vel'mi pravdepodobné, Ze absorpéné spektrum protonovanej a deprotonovanej formy
sondy je mierne odli$né, a to kvoli odlisnej stabilizacii vo svojom okoli. Tym padom excitacna
vinova dizka hra tiez ddlezitu rolu v tomto pripade ama vplyv na emisné spektrum. Plati
napriklad, ze ked’ je dand forma sondy v LE (local excited) stave, na excitaciu je potrebné
pouzivat’ ziarenie s mierne vys$Sou energiou nez na excitaciu formy, ktora je v stave ICT
(intramolecular charge transfer). V nasom pripad je, dolezitym faktorom aj molarny absorp¢ny
koeficient. Hodnota molarneho absorpcného koeficientu sa meni v zavislosti od excitacnej
vinovej dizky. Molarny absorpény koeficient (MAK) protovanej formy AH* pri excitacii
S 410 nm ma nizSiu hodnotu ako MAK deprotonovanej formy. AvSak pri excitacii s 514 nm
hodnota MAK protonovanej formy je dvakrat vyssia ako deprotonovanej [55].

Ako uz bolo spomenuté, protolytické rovnovahy v excitovanom stave su ¢asto odlisné od
odohréavajucich sa v zdkladnom stave. Tieto zmeny v rovnovéaeu tieZ moézu spdsobit’ zmenu
Vv emisnom spektre alebo posun emisného maxima. Fluorescenéna intenzita ako funkcia pH
striktne sleduje koncentraciu danej formy sondy. Ked’ je koncentracia deprotonovanej formy
sondy V roztoku vysoka, tento druh bude vykazovat' najintenzivnejsiu fluorescenciu. Dalej
plati, ze fluorescencné doby zivota so zvySujucou sa hodnotou pH vykazovali mierne
predlzenie.
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5.4. Stanovenie dob Zivota pomocou fluorescenéného mikroskopu

Tento experiment je sicastou multiparametrickej analyzy, kde ciel'om je ziskat’ v jednom kroku
¢o najviac informécii o Studovanom systému. Doby zivota fluorescencnej sondy SNARF-4F
AM a jej emisné spektrd boli preskimané pomocou €asovo rozliSenej spektroskopie. Tieto
esencialne udaje (a eSte viac) sa ale daju ziskat’ v jednom kroku pomocou fluorescencéne;j
mikroskopie. Ziskané udaje je podstatné porovnat’ ana zéklade toho posudit’ relevanciu
a presnost’ multiparametrickej analyzy.

Vysledkom mikroskopického experimentu je TCSPC histogram, ktoré je potom prekladany
pomocou metddy rekonvolucie multiexponencidlnym modelom. Program, ktory ovlada
vyhodnocovanie, je SymPhoTime 64, tiez pracuje S metddou nelinearnych najmensich Stvorcov.
Je dolezité poznamenat’, ze pri vyhodnocovani je podstatné sicasne sledovat’ dva parametre.
Prvy parameter je x2 a druhym parametrom je samotnd rezidualna analyza. Plati skutocnost’,
ked’ skimany syst¢tm ma dva alebo viac dob Zivota, v rezidudlnom analyze bude vidiet
systematickt odchylku. Tato odchylka spdsobuje, Zze rozlozenie bodov nebude presne
nasledovat’ osu X, pretoze rozlozenie nebude celé nahodné. Ked’ nastane tento pripad, je nutné
pridat’ dal§i parameter, v naSom pripade ide o d’alSiu dobu Zivota. Tym padom budeme
vyhodnocovat’ d’alej multiexponencialny model.

4 ——Rezidua

Odchylka [Cnts]

t [ns]

Obrazok 25: Schéma znazornuje priklad rezidudlnej analyzy pre triexponencialnu krivku,
SNARF-4F AM (8-10° M) v roztoku s pH 6

Plati, Ze pri kazdom experimente je nutné namerat’ odozvu pristroja, ¢ize IRF. IRF ma na
zacCiatku kratku a vysoku intenzitu, ktord strmo klesne a zbytok je len Sum. Pri vyhodnocovani
je nutné IRF od¢itat’. Priklad tejto krivky je uvedeny na obrazku cislo 26.
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Obrazok 26: Schéma uvedena ako priklad: Rekonvolucia vyhasinacej krivky, ktora je
oznacena zlto. Tato krivka je potom polozend matematickym modelom (oznaceny cerveno).
IRF sa pre analyzu odcita.

Plati, ze v pripade multiexponencidlneho modelu, ked’ze je pridany d’al$i parameter, pri
vyhodnocovani musime pocitat’ s d’alSou veli¢inou. Tato veli¢ina oznacena ako A definuje
relativne zastipenie pridaného parametra (v naSom pripade dobu zZivota) v skimanom systéme.
Pri vyhodnocovani sa pocita s jednotlivymi dobami zivota aich relativnym zastupenim,
s priemernou hodnotou dob Zivota, s prislusnou intenzitou fluorescencie — ¢o je v podstate
integral pod jednotlivymi monoexponencidlnymi zavislostami. Namerané vysledky st uvedené

Vv tabulke.
Tabulka 6: Priemerné fluorescencné doby Zivota SNARF-4F AM V roztokoch s roznym pH

Doba Zivota 11 Doba Zivota 12 Doba zivota 13
pH 6 0,33 £0,0045 0,67 + 0,0097 2,78 £ 0,029
pH 7 0,40 £ 0,0028 0,71 £0,011 3,12 £ 0,046
pH 7,4 0,48 £0,0048 0,75+0,014 3,55+0,019
pH 8 0,50 + 0,0035 0,80 + 0,0082 3,75 £ 0,0042
pH 9 0,50 + 0,0026 0,86+ 0,01 3,80 + 0,0047

Namerané udaje potvrdili, Ze najdlhsia doba Zivota m4 najmenSie relativne zastipenie
v roztoku a doba zivota oznafena ako T ma najvacSie relativne zastupenie. Na zaklade
vysledkov, mézeme potvrdit’ predpoklad, Ze sonda ma tri doby Zivota v roztoku, ¢ize tri emisné
druhy, pricom sonda v roztoku je pritomna tak v protonovanej ako aj v deprotonovanej forme.
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5.5. Emisné spektra pomocou kamery Newton

Najddlezitou sucastou multiparametrického experimentu je pripojit CCD kameru Newton,
nakalibrovat’ a nastavit’ kameru tak, aby sa dala pouzivat’ pocas mikroskopickych meraniach.
Ciel'om tohto experimentu bolo vytvorit’ Standardny operacny postup na ovladanie kamery, na
zaklade vytvoreného postupu namerat’ emisné spektra sondy SNARF-4F AM, porovnat’ ziskané
vysledky a na zaklade porovnani posudit’ pouzivatel'nost’ presnosti tejto metody.
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Obrazok 27: Graf znazornuje emisné spektrum fluorescencnej sondy SNARF-4F AM v
roztokoch s réznym pH. Koncentrdacia sondy v kazdom roztoku je 8-10° M.

Ako obrazok ¢islo 8 znazornuje, fluorescenéné farbivo emituje ziarenie v rovnakom rozsahu
ako to bolo namerané pri predoslych merani. Pri pH 6, 7 a 7,4 st pritomné dva emisné maxima,
avSak maximum pri 580 nm je menej rozliSitelné ako pri predchadzajicom merani. Pri
vysokych pH 8 a9 uz nie je pritomny tento emisny pik pri 580 nm, sonda vykazuje jedno
emisné maximum, a to pri priblizne 640 nm. Nevyhodou tejto metody je, Ze kamera je vel'mi
citlivd na vonkajSie podmienky. Mald zmena v externych podmienkach mdZe sposobovat
nepresnosti, preto je nutné kalibrovat” kameru pred experimentom a po€as experimentu uz

v

nevykonavat’ ziaden pohyb.

Velkou vyhodou tohto zariadenia je, Ze umoZiuje namerat emisné spektrum danej sondy
V tzv. online reZimu a je schopné namerat’ spektrum okamzite, tym padom poskytuje rychle
vysledky. Na zdklade tohto experimentu moZeme povazovat tito metddu za spolahlivy
a obzvlast’ rychly spdsob meranie emisného spektra. Umoziuje ziskat’ okamzité vysledky a
spolupracovat’ s mikroskopom pri multiparametrickych meraniach. AvSak plati, Ze
nadpriemerna rychlost’ merania ma za nasledok mensiu citlivost’ pristroja. Ciel'om tejto prace
je na zéklade ziskanych vedomosti pocas prace s kamerou vypracovat’ Standardny operacny
postup na ovladanie tohto zariadenia, tento postup je prilozeny medzi prilohami.
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5.6. Zavislost’ rota¢nej korelacnej doby od hustoty prostredi — ¢asovo rozliSena
anizotropia

Na charakterizaciu Casovo rozliSenej fluorescencie sa pouzivalo roztok glycerolu s réznou
koncentraciou. V tomto roztoku bola rozpustend fluorescencnd sonda tak, aby vysledna
koncentracia sondy bola 8-10° M. Na analyzu dat ziskanych pomocou ¢asovo rozlisenej
fluorescencie sa pouziva program DAS6 Fluorescence Decay Analysis od firmy Horiba. Na
vyhodnocovanie sa pouziva rekonvolu¢na analyza.
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Obrdzok 28: Ako priklad na vyhodnocovanie je uvedeny graf, kde prompt oznacuje odozvu
lampy, sum je suma jednotlivych fluorescencnych poklesov a fit oznacuje prelozenu funkciu

Najskor je nevyhnutné analyzovat’ sumu nameranych dat s vyuzitim matematického modelu.
V pripade fluorescencnej sondy SNARF-4F je nutné pouZivat mnohoexponencialny
matematicky model, konkrétne triexponencidlny model, pomocou ktorého sa ziskaji rota¢né
Casy. Priemerny rotany ¢as je vypocitany nasledne.

Bolo o¢akavané, ze s rastucou viskozitou prostredia (v naSom pripade ide o zmes glycerinu
a fosfatového pufru) sa bude zvySovat hodnota fluorescenénej anizotropie. PretoZze sonda ma
dva emisné¢ maxima v spektre, hodnota anizotropie bola sledovana pri 580 nm a 640 nm, ¢ize
pri vinovych dizkach, kde sonda emituje najintenzivnejsie.
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Obrazok 29: Histogram zndzornuje zavislost rotacného casu od hustoty glycerolu s pH 6

Ocakavanie, ze rotatny cas sondy v roztoku bude stipat’ so zvySujucou sa hustotou
glycerolu, sa potvrdilo. Rota¢né korelacné €asy pri 580 nm a 640 nm v 30 % roztoku st vel'mi
podobné, priemernd rota¢na doba pri 580 nm je priblizne 0,827 ns, pri 640 nm tato hodnota je
priblizne 0,848 ns, ¢o znamen4, ze emisny druh pri 640 nm ma vyssiu hodnotu rotacného Casu.
V 40 % roztoku hodnota rota¢nej doby pri 640 nm nahle narastie, priemerna hodnota bude cca
1,767 ns, avSak hodnota pri 580 nm nevykazuje taky nahly prirastok, priemernd hodnota
rotaéného ¢asu bola stanovend na 1,105 ns, zatial’ Co rota¢ny Cas pri 640 nm je cca 35% vyssia.
V 50 % glycerolovom roztoku rozdiel medzi rotaénymi ¢asmi pri 580 nm a 640 nm je eSte
V&, pri 580 nm priblizna hodnota bola stanovena na 1,225 ns, pri emisnej vinovej dizke 640
nm bola 2,313 ns, ¢o je cca 0 46 % vysSia hodnota ako pri 580 nm. Rota¢né doby pri 580 nm
nevykazovali vel’ky a strmy prirastok, o znamena, Ze tento emisny druh sondy ma stéle kratSiu
rota¢nu dobu v roztoku, ¢iZe nie je pevne viazana, moze vol'ne rotovat’. Emisny druh vykazujtci
fluorescenciu pri 640 nm je pri vyssich hustotach vyrazne menej pohyblivy. V 30 % roztoku su
emisné formy sondy takmer rovnako pohyblivé, av§ak emisny druh vykazujici fluorescenciu
pri 640 nm pri vyssich hustotach vykazuje vyrazne mensiu pohyblivost’ a dlhsi rotaény Cas.
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Obrazok 30: Histogram zndzornuje zavislost rotacného ¢asu od hustoty glycerolu s pH 7

Vroztoku spH 7 sonda vSeobecne vykazuje menSie hodnoty rotaéného casu.
V 30 % roztoku pri 580 nm je rotaéna korela¢na doba stanovena na 0,763 ns, pri 640 nm
0,791 ns. Tento rozdiel nie je vyrazne velky, av§ak hodnoty st mensie ako v roztoku s pH 6.
V 40 % roztoku priblizna hodnota rota¢nej doby je pri 580 nm 0,995 ns, pri 640 nm 1,183 ns —
tento rozdiel je uz vacsi ako v predoslom pripade, avSak systém nevykazuje nahly prirastok.
V najhustejSom roztoku (50 %) je priemerna hodnota rota¢ného ¢asu pri 580 nm 1,539 ns, pri
640 nm je 2,125 ns. V tomto pripade bol zaznamenany najvacsi rozdiel medzi rotacnymi ¢asmi,
pretoZe rotacna doba pri 640 nm je cca o 27 % vicSia, ¢o je stale mensi rozdiel ako bolo
namerané v predoSlom experimentu v roztoku s pH 6. Na zaklade nameranych dat mozeme
skonstatovat, Ze rotacny Cas sondy raste os zvySujucou sa hustotou v roztoku, avsak v kyslom
prostredi emisny druh sondy emitujtci pri 640 nm vykazuje vacSiu hodnotu rota¢ného Casu.
Emisny druh vykazujaci fluorescenciu pri 580 nm mé naopak v bazickom prostredi dlhsi
rotacny €as. Z toho mdézeme usudit’, Ze tento emisny druh pri nizkych hodnotach pH rotuje
vol'nejsie v roztoku.
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Obrdzok 31: Histogram zndzornuje zavislost rotacného c¢asu od hustoty glycerolu s pH 9

Podl'a ocakévania, fluorescenéné farbivo vykazuje vacsi rotacny cas so zvySujucou sa
hustotou prostredia. Rota¢ny ¢as emisnej formy pri 580 nm bol stanoveny na priblizne: 0,768 ns
(v 30 % roztoku), 1,109 ns (v 40 % roztoku), 1,708 ns (v 50 % roztoku). Tieto hodnoty st vacsie
ako rotacné Casy namerané pri pH 6 a 7, avSak nie je zaznamenany prudky narast. Emisny druh
vykazujtci fluorescenciu pri 640 nm ma rotacné doby Zivota priblizne: 0,796 ns (v 30 %
roztoku), 1,467 ns (v 40 % roztoku), 1,982 ns (v 50 % roztoku). Rota¢né korela¢né doby tejto
emisnej formy pozorovatelne klesaji so zvySujucou sa hodnotou pH, ¢o mdze znamenat’, ze
Vv bazickych pH je tato forma sondy menej viazana v roztoku, tym padom moze vykonat’ vol'ny
rotacny pohyb.

Pomocou nameranych vysledkov a ich relativnou amplitidou sa vypocita priemerny rotacny
korela¢ny ¢as sondy v roztoku.

5.7. Zavislost’ rotacnej korela¢nej doby od hustoty prostredi — ustilena
anizotropia

Hlavnym cielom multiparametricjkej analyzy je v ¢o najmenSom pocte krokov ziskat' ¢o
najviac fluorescencnych parametrov. Pomocou fluorescencného mikroskopu sa nam podarilo
namerat’ v jednom kroku emisné spektra danej sondy sucasne s fluorescenénymi dobami zivota
v roztokoch, ktoré mali rdézne mikrookolie. AvSak je mozné namerat okrem tychto
charakteristik aj iné parametre, ako je napriklad fluorescentna anizotropia. Je nutné
poznamenat’, ze mikroskop pracuje na zaklade metddy ustalenej fluorescencie. Pred meranim
je nutné vypocitat’ G-faktor a ziskanu hodnotu zadat’ do systému.

Priemerné rotané korela¢né Casy sa nasledne vypocitaju podl'a nasledujtiicej rovnice, ktorti
uvadza vyrobca v manuali SymPhoTime64:
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(DII'G)_ D,
(D,-G)+2:-D,

(26)

Kde Dj oznacuje paralelnu fluorescencnil intenzitu zaznamenanu detektorom, D, oznacuje
vertikalnu fluorescen¢nu intenzitu, ktora bola zaznamenana detektorom, a G oznacuje G-faktor.
Po dosadeni do tohto vzorca bola stanovena priemerna rotacna korelacna doba sondy.

Tabulka 7: Stanovené priemerné rotacné casy sondy SNARF-4F AM

pH 6 pH 7 pH 9
30% 0,074 £ 0,00125 [ns] | 0,015 + 0,00074 [ns] | 0,010 = 0,02696 [ns]
40% 0,078 + 0,00124 [ns] | 0,036 + 0,00163 [ns] | 0,012 + 0,00060 [ns]
50% 0,114 +0,00134 [ns] | 0,067 + 0,00045 [ns] | 0,044 +0,00219 [ns]

Ako namerané vysledky ukazuju, potvrdilo sa o¢akavanie: hodnota priemernej rotacnej doby
stupa so zvySujucou sa hustotou roztoku. Plati avSak, Ze so zvySujliicou sa hodnotou pH hodnota
rotaéného Casu klesd. Tymto meranim sa potvrdili predom namerané ,,kontrolné* udaje, tym
padom mozeme tento multiparametricky experiment povazovat za ispesnu a presnu metodu na
ziskanie viac fluorescen¢nych charakteristik v jednom kroku.
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Obrazok 32: Histogram zndzornujuci zavislost rotacného c¢asu sondy v roztoku s réznym pH
od hustoty prostredia

Na zéklade nameranych dat pomocou ustalenej anizotropie mdzeme skonStatovat, ze
fluorofor SNARF-4F AM v roztoku s pH 6 vykazuje najvicsie rotaéné Casy, ¢o znamena, ze
Vv kyslom prostredi vykazuje mensiu pohyblivost’. So zvySujlicou sa hodnotou pH klesd hodnota
rotacnej doby, molekuly sondy sa pohybujli vol'nejsie v roztoku, vykazuju kratSie rotacné Casy.
Na zaklade TRES bolo zistené, Ze pri vysokych bazickych pH dominuje deprotonovand forma
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fluorescencnej sondy A*, ktora (podl'a uvedenych anizotropickych vysledkov) vykonava rychly
rotatny pohyb, tito forma volne rotuje, pravdepodobne nie je viazana v roztoku.
Pravdepodobne malé Struktirne zmeny molekuly sondy mézu spdsobovat’ zmenu viskozity
mikroprostredia okolo molekul fluorofora. Tieto malé zmeny mézu byt potom detegované
napriklad pomocou anizotropickych merani, tym padom multiparametrickd analyza moze
poskytovat’ vzacne informacie okrem inych aj o blizkom prostredi obklopujucom danu
fluorescencnu sondu.
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6. ZAVER

Cielom tejto diplomovej prace bolo zoznamit’ sa s vybavenim Laboratdria fluorescencnej
spektroskopie, hlavne s c¢asovo rozliSenym  spektrofluorimetrom a fluorescenénym
mikroskopom a na zaklade ziskanych informacii vyhodnotit moznosti multiparametrického
merania pomocou dostupnych technik.

Bolo nevyhnutné navrhnat fluorescenénti sondu, ktord je vhodna na tento typ analyzy
areaguje na aspon dva parametre mikrookoli. Na zaklade vykonanej reSerSe bolo navrhnuté
fluorescencné farbivo SNARF-4F AM, pretoze tato sonda je schopnd reagovat’ na zmeny pH
Vv prostredi, Casto sa pouziva pri biologickych meraniach a je schopnd preniknut’ do vnutra
buniek. Posledna vlastnost’ ma vel’ky potencial v buducnosti z dovodu, Ze v sucasnosti na nasej
fakulte prebieha praca stvisiaca so Stadiom bakterialnych buniek typu Cupriavidus necator.
Fluorescen¢na sonda SNARF-4F AM vykazuje vyhovujice vlastnosti na analyzu bakterialnych
buniek, tym padom by teoreticky mohla byt pouzitou sondou na §tidium a charakterizaciu
tychto organizmov.

Aby sa dali vyhodnotit’ moznosti multiparametrického merania na nasej fakulte, bolo najprv
nutné¢ skumané fluorescenéné parametre porovnat’ s vysledkami ziskanymi pomocou inej
metédy apodla nameranych udajov posudit vhodnost, presnost a citlivost. Studované
fluorescencné parametre boli: emisné spektrd, fluorescencné doby zivota a fluorescencna
anizotropia. Najprv bolo nutné tieto udaje namerat’ a vyhodnotit’ vysledky pomocou ¢asovo
rozliSenej spektrometrie. Tato metéda je uz dobre znama, avSak neposkytuje moznost
multiparametrickej analyzy, ¢ize neumoziuje vSetky parametre namerat’ v jednom kroku bez
manipulaciou so skimanou latkou. Namerané vysledky potom boli pouzité hlavne na postdenia
vhodnosti multiparametrickej analyzy na fluorescenénom mikroskopu.

SNARF-4F AM vykazuje pri nizkych pH emisné spektrum obsahujice dve maxima, a to pri
580 nm a 640. So zvySujicou sa hodnotou pH sa znizuje intenzita emisného maxima pri
580 nm. Dalej bola vykonana TRES analyza a nasledne dekonvolticia emisného spektra, podla
ktorého boli definované tri odlisné emisné druhy fluorofora. SNARF-4F ma v roztoku
deprotonovanu formu, ktora ma priemerne kratku dobu Zivota a mé najintenzivnejSiu emisiu
pri 640 nm, a dve protonové formy, ktoré vykazuju maximum emisie pri priblizne 580 nm.
Samozrejme v roztokoch sodlisnym pH boli zaznamenané mensie zmeny, ktoré su
podrobnejSie popisané v prislusnej kapitole, avSak pre vyhodnotenie multiparametricke;
analyzy tieto podrobné vysledky nie st esencialne. Dalej bolo vykonané anizotropické §tadium,
kde bola stanovena priemerna rotacna doba sondy, avSak spektrofluorimeter vykazuje ¢asovo
rozliSené anizotropické vysledky. Pocas tohto merania sa potvrdilo predpoklad, Ze so
zvysujucou sa hustotou roztoku sa zvySuje rotacny Cas sondy. Plati ale, Ze so zvySujicou sa
hodnotou pH prostredia klesa hodnota rotacného ¢asu, ¢ize sonda v roztoku vykazuje vacsiu
pohyblivost’.

Namerané vysledky slazili na porovnanie s vysledkami ziskanymi pomocou
fluorescen¢ného mikroskopu. K mikroskopu bol pripojeny spektrograf, pomocou ktorého boli
namerané emisné spektra sondy astCasne bola vykonand TCSPC analyza a potom
anizotropicka analyza. Vysledky boli porovnatelné s vysledkami ziskanymi pomocou ¢asovo
rozliSeného spektrometra. Boli namerané tri doby zivota sondy, ktoré mali takmer rovnaké
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hodnoty ako pri predchadzajicom merani. Emisné spektrd namerané pomocou spektrografu
vykazovali rovnaké vysledky a potvrdilo sa, ze so zvySujucou sa hodnotou pH klesa intenzita
fluorescencie pri 580 nm emisného spektra. Dolezitou sucast'ou tejto prace bolo zoznamit’ sa
s nastavenim spektrografu a na zadklade ziskanych informacii vytvorit' Standardny operacny
postup a popisat’ kalibraciu tohto zariadenia. Anizotropické merania potvrdili predpoklad, ze
so zvysujucou sa hustotou stipa hodnota rotaéného casu. NavySe potvrdila sa aj druha
konkluzia, ktora definuje, ze sonda v nizkych pH ma nizsi rotany ¢as, ¢ize je viac pohybliva
ako v bazickych roztokoch. Okrem TCSPC a anizotropickej analyzy di sa vykonat' na
mikroskopu aj FLIM alebo FRET analyza, a to v§etko v jednom kroku, avsak tieto typy analyz
pre tito pracu neboli podstatné.

Na zaklade ziskanych informacii sa da skonStatovat, ze pomocou fluorescencného
mikroskopu a spektrografu sa dd vykonat na naSej fakulte multiparametricka analyza, ktora
poskytuje presne a spol'ahlivé vysledky porovnatelné aj s inymi technikami, avSak tymto
sposobom sa daju namerat’ tieto fluorescen¢né charakteristiky v jednom kroku a vysledky su
dostupné ihned’. V buducnosti by sa dali tieto informacie pouzivat napriklad na analyzu
bakterialnych buniek, kde je dolezitym faktorom aj rychlost’ vykonania merania.
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8. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ADC analogovy digitalny prevodnik

AM acethomethyl

CCD nabojovo viazand suciastka

CFD diskriminator

CMOS dopliujtci sa kov-oxid polovodic¢

DAPI 4',6-diamidin-fenylindol

DFI detegovana fluorescencna intenzita
DMSO dimethylsulfoxid

EGFP vylepSeny zeleny fluorescencny protein
EMCCD nabojovo viazand suciastka vybavena elektron multiplikdtorom
EYFP vylepseny zIty fluorescenény protein
FCS fluorescenc¢na korelacna spektroskopia
FLIM fluorescent lifetime imaging

FRET Froster resonance energy transfer

GFP zeleny fluorescencny protein

ICCD intenzivna nabojovo viazana stciastka
ICT intramolecular change transfer

IRF odozva pristroja

LED elektroluminiscen¢na dioda

MA magicky uhol

MAK molarny absorpény koeficient

MCA multikanalovy analyzator

Mili Q voda Cistena pristrojom PURELAB-flex
MOU hlavna opticka jednotka

PGA zosiliovac

pH zaporny dekadicky logaritmus koncentracie vodikovych i6nov v roztoku
Pl propidium jodid

SNR signal-to-noise ratio

SPAD single photon avalanche diode - typ fotodetektorov
SPT jednofotéonové nacasovanie

TAC prevodnik ¢asu na amplitidu

TCSPC casovo korelované Citanie fotonov

TFI celkova fluorescen¢na intenzita

TRES ¢asovo rozliSené emisné spektra



TTTR
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time-tagged time-resolved: spdsob na spracovanie prichadzajtcich signalov
ultrafialové ziarenie
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9. PRILOHY
9.1. Standardny operaény postup kamery Newton od firmy Andor Technologies

Dolezitou stucastou tejto diplomovej prace je zhrnut postup merania so spektroskopickym
detektorom Newton CCD. Detektor ovlddame pomocou programu Andor iXon.

Po zapnutim pocitac¢a uvidime na pracovnej ploche odkaz na softvér Andor iXon. Kliknutim
na ikonu sa otvori program, pomocou ktor¢ho nastavime ziadané podmienky meranie.
Potvrdime spustenie programu, na obrazovke sa objavi obrazok prezentovany na obrazku ¢islo
33.

18]

File Acquisiion Calbrate Command Hardware Window Help

2| | a2 S] ] == 2|

Autoscale: Min. Max (3, 3)>(510, 510) Frame Transfer Counts 1MHz at 16-bit, x2 4, Conventional

i start| | ® andor SOLIS for Imag... &4 New Bitmap Image - Win... 2 V@B 234
Obrdzok 33: Program Andor iXon
Je nutné poznamenat’, Ze predbeZne nastaveny konfiguracny subor je nacitany automaticky,
¢o spdsobuje, ze kamera sa za¢ne chladit’ a vSetky uzavierky sa zatvoria. (V pripade, ked’ tento

konfiguraény program chceme modifikovat, jednoducho nastavime softvérové parametre
podl'a nasho vyberu, potom prepiseme .cfg subor pod File — Configuration File.

Teplota sa zobrazuje v 'avom dolnom rohu, pri¢om ¢ervené pole indukuje neustalent teplotu
a modré pole ustalent. Len v pripade ustalenej teplote mézeme zacat’ merat’.

Ak chceme zbierat’ data, uzavierky musia byt otvorené. Klikneme na Hardware — Shutter
Control a zaistime, Ze inertné uzavierky st nastavené na trvalo otvoreny mod.
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Pre nastavenie ziadanych parametrov merania klikneme na ikonu, ktord zobrazuje biely
francuzsky kl'u¢, alebo na Acquisition — Setup Acquisition menu. Typicky sa zobrazuje
okienko zndzornené na obrazku ¢islo 34.

S vorso —
~ =
3| H] ww[2[ 8@ =] 2
I
$eup CCD | Binning | Auto-Save | Spooing | Image Orientaion | Video Mods | Photon Counting |
Acquisition Mode Triggering Readout Mode
| Kinetic L} Internal L] Ilmage :}
Timings Vertical Pizel Shift
Exposure Time [secs) 0.28557 3.4806 Hz Shift Speed (usecs) 33 v
t Vetical Clock Nomal ¥
Voltage =
4 Smnthida
Hox: | Pixel S hif
Kinetic Senes Length 1 ulzcelel Eisals i
[— ) Readowt Rate ,m
Nvber of prsacina [0— Pre-Amplifier Gain 24z ¥
Output Amplifier: ¢ Electron Multiplying
[V Frame Transfer
(¢ Conventional
[ Isolated Crop Mode
Note: Exposure Time = Fire pulse length.
Baseline Electron Multiplier (EM) Gain
[~ Baseline Clamp r M}
Baseline Offset (counts) 1] v 1 j
B b |
Setup Acquisition Parameters
i ‘start|| # Andor SOLIS for Imag... 1f Solisi - Paint 2 VABY 235m

Obrazok 34: Okienko Setup Acquisition umoziuje nastavit podmienky merania

Doba expozicie (exposure time), pocet expozicii (number of exposures) a rychlost’ ¢itacieho
zosilnovaca (readout rate amplifier) sa hodnoty, ktoré su zvyc¢ajne zmenené medzi snimkami.

Triggering, ¢ize sptstanie by malo byt nastavené na vnutorny (internal) v pripade, ked’ mate
V plane pracovat’ so snimkami vytvorenymi pomocou softvéru Solis. Externy Start zvolite
Vv pripade, ked’ chcete, aby kamera vytvorila tzv. datové kocky obsahujuce urcity pocet snimok,
Specifikovany programom Solis. Vo vécSine pripadov sa pouZiva vnatorny rezim.

Rychlost’ presunu (shift speed) urcuje ¢as posunu elektronov na CCD riadok. Softvér
umoziuje vybrat hodnotu, ¢im umoznuje zbierat’ data rychlejsie, ale s rychlost’ sa zvySuje
pravdepodobnost’ straty niektorych elektrénov.

,,Readout rate, ¢ize rychlost’ od¢itania umoznuje selekciu zosiliiovaca: 1 MHz (konven¢éné
a nasobi¢ elektronov EM), 3 MHz (konvenéné a EM), 5 MHz (EM) alebo 10 MHz (EM). Je
dolezité poznamenat’, Ze rychlejSie ¢itanie znamena aj vyssi Sum. EM mdd moéze fungovat pri
deaktivovanom nasobic¢i elektronov (EM), tymto spdsobom sa zabezpeCuje, ze lavinové
zosiliovacie procesy nebudu ohrozené, av§ak meranie v tomto rezime sa neodporica, pretoze
EM musi byt dostatocne vysoky, aby kompenzoval vysoky ¢itaci Sum, a tak prekrocil faktor
Sumu v tychto rezimoch. Z tohto dovodu sa neodporuca pouzivat’ ani vel'mi nizke hodnoty EM.
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Sc¢itacie zosilnenie (Readout gain) v e/ADU je selektované vol'bou “Pre-amplifier gain”,
¢o znamena predzosilnovac. Hodnoty koreSpondujice s uvedenymi ¢islami su Specifikované
Vv technickych brozurach.

Pocet predbeznych skenovani (number of prescans) by mal byt nastaveny na nenulova
hodnotu v pripade, ked” chceme zabezpecit, aby prva snimka kazdej uloZenej kocky
neobsahovala rezidualny signal. Predbezny skenovaci méd sa nepouziva pri zékrytovych alebo
¢asovo Specifickych meraniach. Zvycajne sa rusi prvy datovy ramec v priebehu analyzy.

Je potrebné skontrolovat’, aby okienko ,,Frame Transfer bol ozna¢ené a tymto postupom
zaistit, aby kamera fungovala bez problémov. Snimky (.fits) sa daju otvorit’ pomocou softvéru
Solis (zoznam File) alebo v ds9.

Pre zobrazenie dat (zobrazenie snimok bez uloZenia) je potrebné kliknat na ikonu
videokamery s oznacenim ,,preview* (predbezné zobrazenie) na obrazku ¢. 35. Ikona oznacena
ako STOP zastavi predbezné zobrazenie.

3 or s LIE]
3| ul| @[S @ s 2
preview
take data
date y x
stop taking data v e | | | | | | |
o el . up Binning | Auto-Save | Spooling | Image Orientation | Video Mode | Photon Counting
data acquisition setting Accuistion Mods Thas Readout Mode
| Kinetic _'_J I'I-rre-mal _'J | Image _'J
Timings Vertical Pixel Shift
Exposure Time [secs) 0.28557 3.4806 Hz Shift Speed (usecs) 33 =
- Vettical Clock [Nomal =]
Voltage
4 Bmnkida
Kinetic Senes Length 1 foseon A Esel i
[— ) Readout Rate lm
Pre- e Gas -]
Niiobes of precar [U—‘ re-Amplifier Gain 2.4x
Output Amplifier: ¢ Electron Multiplying
[V Frame Transfer
(¢ Conventional
[~ Isolsted Crop Mode
Note: Exposure Time = Fire pulse length.
Baseline Electron Multiplier (EM) Gain
[~ Baseline Clamp (wl: M‘
Baseline Offset (counts) 1] ¥ 1 - :IJ
Cancel Help
Setup Acquisition Parameters
i Start| | @ Andor SOLIS for Imag... | Solisl - Paint 2 V@ABY 235

Obrdazok 35: Ikony na rychle oviddanie merania — zber dat a ukoncenie zberu dat

Pre zber dat je potrebné kliknut na ikonu fotoaparatu. Kliknutim na STOP tla¢idlo ukon¢ime
zber dat.

Poznamka: Konfigura¢ny stibor je aktudlne nastaveny na automatické zarad’ovanie, uloZenie
a postupné ocislovanie datovych suborov. Ked’ tito automaticka funkciu (autospool) chceme
vypnut’, je potrebné zmenit’ nastavenie. Bez automatického zarad’ovania kazda namerand
snimka spolu s moznostou pomenovania a ulozenia by mala byt zobrazena bezprostredne.
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Pre automatické zarad’'ovanie a pomenovanie dat prejdite do okna Setup Acquisition
a kliknete na zarad’ovanie (spooling) a/alebo na automatické ulozenie (auto-save). V pripade,
ked zvolite “Use Append Setting from Autosave tab”, zaradené data budi zhromazdené do
datovej kocky a pomenované budu prostrednictvom vybraného/vytvoreného vzoru, ktory ste
vytvorili v polozke auto-save.

|53 Andor SOLIS for Imaging: X-2171 =8|
35| d] wls|2| S rs] 2|
x|
Setup OCD | Binning | AutoSave  Spooing | Image Orientaion | Video Mode | Photon Counting |

[ Enable Spooling

FieType  C Binay C Sif I {Update Dispky Diing Bcqweiion
Fo5Ews U ATH Acquistion Size MB) =1
Cam &0 Availsble RAM (MB) =1540
- Avaiable Disk Space (M) = 63070

File Name spool fis

Location IE:\Documen(s and Settings\E nd-user\My Documents\T _]

Format unsigned 16 bitinteger  v| ¥ Open spooled data when complete

[V Use Append Settings from Autosave tab

Note: FITS data will not be post-processed and will therefore not be affected by data type
transformations of orientation settings.

== _ten |
Setup Acquisition Parameters
i start Io Andor SOLIS for Imag... 1f Solis2 - Pant | V@AY 236

Obrdzok 36.: Moznosti uloZenia zbieranych dat

V pripade, ked’ chcete zmenit' chladiace nastavenie, je potreba kliknut' na Hardware —
Temperature Control (regulécia teploty). Tu moézete nastavit’ ziadant teplotu, jednoducho
uved’te Ciselni hodnotu alebo v °C, alebo nastavte hodnotu na Skale. Chladi¢ by mal byt
zapnuty a okienko “on at program startup“ by malo byt’ oznacené.

Temperature Control ll
—Temperature Setting— [ Cooler

z & On

Cancel |

Help |

v Cooler On at program startup

Obrdzok 37: Chladiace nastavenie kamery
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Pri ukonc¢eni merania je nutné vypnut softvér, jednoducho kliknutim File — Close (zavriet).
Ventilator kamery moze fungovat’ d’alej v pripade, ked’ pocitac, ktory ovlada softvér, zostane
zapnuty, preto sa odporuca vypnut cely systém pri dokonceni experimentu, resp. na noc.

9.2. DalSie prilohy

Obrazok 38: Pripravené zasobné roztoky sondy s réznym pH

Obrazok 39: Pripravené zasobné roztoky sondy s réoznym pH
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Obrazok 40: Fluorescencéna sonda SNARF-4F AM v ampulke
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