Fluorescen¢ni mikroskopie a fluorescenc¢ni korela¢ni spektroskopie jako
nastroje pro méreni velikosti a pohyblivosti nanocastic

Jan Sykora

(oddéleni biofyzikalni chemie;
T: 266053142, 3484, 3187, jan.sykora@jh-inst.cas.cz)

Jak nazev prednaSky napovidd, budeme hovofit o fluorescenci. Fluorescence je jev, kdy
molekula po excitaci elektromagnetickym zafenim o vhodné vlnové délce pifi ndvratu do
zékladniho stavu vyzaii energii ve form¢ fotonu o niz§i energii (tzn. pfi standardni jedno-
fotonové excitaci vyzaii svétlo o delsi vinové délce nez excitacni zateni). Tuto skuteCnost
popisuje tzv. Jablonskiho diagram (Obr. 1). Je tfeba zdlraznit fakt, Ze excitacni a emisni
(fluorescencni) zareni maji rozdilnou energii a tak se daji od sebe snadno rozlisit a oddé¢lit.
Proto je mozné méftit i slaby fluorescencni signal na pozadi intenzivniho excitacniho zéteni.
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Obr. 1: Zjednoduseny Jablonskiho diagram. Po excitaci elektromagnetickym zdrenim o vhodné energii
dochdzi k absorpci a molekula prechazi ze zdakladniho elektronového stavu do excitovaného
elektronového stavu. Cist této absorbované energie predd molekula ve formé tepelné energie okoli
(naznaceno vinovkou). Zbylou energii miize molekula vyzarit v podobé fluorescencniho fotonu a
prejde tak zpét do zakladniho stavu.

Jaké moznosti ndm poskytuje fluorescence? V prvni fad¢ je to vysoké selektivita sbiraného
signalu. Zdaleka ne vSechny molekuly totiz fluoreskuji po excitaci blizkym UV a viditelnym
svétlem. Fluorescenci vykazuji tak zvané fluorescencni sondy neboli znacky, ke kterym se
fadi napt. nékteré organické latky se systémem dvojnych konjugovanych vazeb, polovodi¢ové
nanocastice ¢i fluorescencni proteiny. Soucasné chemické a biologické metody umoziuji
témito sondami oznacit selektivné pravé jeden druh molekul, a tak mizeme pomoci
fluorescence ziskavat informace o rozmisténi, pohyblivosti a vlastnosti mikrookoli jediného
druhu molekuly pfitomného ve slozitych systémech. Fluorescence je pritom citlivd na Sirokou
Skalu parametrii naptiklad na polaritu, viskozitu, potencial, koncentraci riznych iontt a latek
ptitomnych v mikrookoli dané sondy.

Druh4 cast prednasky bude vénovana fluorescenéni mikroskopii, ktera je zaloZena na
obdobném principu jako klasickd mikroskopie. Pomoci mikroskopli pozorujeme rozlozeni
fluorescen¢niho signélu ve fluorescencné oznacenych mikroobjektech. V zasadé rozliSujeme
dva zékladni typy fluorescen¢nich mikroskopi: prvnim z nich je mikroskopie Sirokého pole,
kdy ozafujeme najednou cely vzorek a snimame fluorescen¢ni signal z celé ozafené plochy.
Druhym typem je skenovaci konfokalni mikroskopie, pfi které projizdime vzorek bod po bodu
s vysoce zaostfenym laserovym paprskem (Obr. 2), méfime fluorescencni signal v kazdé



pozici a vysledny obrazek vznikd vynesenim intenzity fluorescence pro jednotlivé
proskenované body. Schéma konfokéalniho mikroskopu je znazornéno na (Obr. 3). Jak jiz bylo
zminéno v piredchozim odstavci, i s fluorescenénimi mikroskopy muizeme pozorovat signal
pochdzejici pouze z jednoho druhu molekul, po ptipadé i z jednotlivych molekul.
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Obr. 2: Schéma zaostreného laserového paprsku. Fluorescencni Signal pochazi pouze z detekcniho
objemu (Cervené zbarvené molekuly). Molekuly, které jsou mimo fokusovany paprsek, nejsou
excitovany a nevykazuji fluorescenci (Cerné tecky).
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Obr. 3: Schéma konfokadlniho skenovaciho mikroskopu. Excitacni laserové svétlo (naznaceno modrou
barvou) je vedeno do objektivu, ktery paprsek zaostii do miniaturniho konfokalniho objemu. Totozny
objektiv potom sbira fluorescencni zareni, které je od odrazeného c¢i rozptyleného excitacniho zareni
oddeéleno dichroickym zrcadlem a emisnim filtrem. Fluorescencni fotony jsou registrovany citlivym
detektorem.

Fluorescen¢ni korela¢ni spektroskopie (FCS) je aplikace konfokélni skenovaci mikroskopie,
ktera nam prinasi dodate¢né informace o velikosti, pohyblivosti a koncentraci fluorescencni
latky ve vzorku. Pouziva obdobného uspofadani jako konfokalni fluorescencni mikroskopie
s tim rozdilem, Ze se zaostfenym laserovym paprskem nepohybujeme, ale snimame ¢asové
proménny signal pouze zjednoho bodu. Princip této metody spociva ve sledovani vyvoje
intenzity fluorescencniho signalu pochazejiciho z jednotkového mnozstvi molekul v Case.
Jestlize fluorescenéni molekula dorazi do oblasti vzorku, kterd je ozafena zaostfenym
laserovym paprskem, dojde k nartstu fluorescenéniho signalu. Naopak, kdyZ tento prostor



molekula opusti, dochazi k poklesu signalu. Statistickou analyzou (Obr. 4) téchto fluktuaci
fluorescencniho signalu, jez jsou zpiisobeny prichody fluorescencénich molekul zaostfenym
laserovym paprskem, Ize urcit, jak dlouho molekula primérné¢ v tomto laserem ozaifeném
objemu pobyvala (informace o pohyblivosti a velikosti ¢astice) a kolik molekul v tomto
ozateném objemu se prumérné vyskytovalo (umérné koncentraci ¢astic ve vzorku).
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Obr. 4: Nacrt principu fluorescencni korelacni spektroskopie a statististické analyzy. Panel A
zachycuje casovy vyvoj intenzity fluorescencniho signalu. Na obrazku jsou patrné fluktuace zpiisobené
prichody jednotlivych fluorescencnich molekul konfokalnim objemem. Panel B potom ukazuje
statistické zpracovani tohoto casového vyvoje intenzity. Vypocita se tzv. autokorelacni funkce G(7),
Jjejiz hodnota je pro kratké casové intervaly (t;) velka, pro vetsi casové intervaly (t;) se snizuje, protoze
hodnoty intenzity fluorescence na zacdtku a na konci intervalu t, uz spolu nesouvisi. Cas tp (tzv.
difuzni ¢as) udava dobu, po kterou se fluoreskujici castice primérné zdrzuje v detekcnim objemu.
Tento cas zavisi na velikosti, respektive pohyblivosti fluorescencné oznacenych castic. Absolutni
hodnota G(7t) pro © = 0 ms je potom nepiimo umérnd poctu castic v detekcnim objemu a odrazi
koncentraci fluorescencni latky ve vzorku.



