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1. Uvod

Mit moZnost sledovat proteiny nebo nukleové kyseli-
ny na urovni jednotlivych molekul je pranim vsech, kdo se
snazi objasnit klicové procesy v zivych buiikdch. Jednou
z technik, ktera se snazi toto prani naplnit, je fluorescencni
korela¢ni  spektroskopie  (FCS). Metoda  vznikla
v 70. letech 20. stoleti’. Od té doby se podafilo vyrazné
zlepSit jeji experimentdlni uspofaddni a byla vyuzita
v Sirokém spektru biologickych aplikaci vcetné méfeni
uvniti zivych bunék™’.

Fluorescencni korelacni spektroskopie vyuziva konfo-
kalni mikroskop. Nevytvaii se pfi ni ale skenovanim obraz
vzorku jako v klasické konfokalni mikroskopii. Principem
této metody je sledovani casovych fluktuaci intenzity fluo-
rescence pochazejici z malé ohniskové oblasti mikroskopu.
Tyto fluktuace jsou zptusobeny difuznim pohybem fluores-
kujicich molekul.

Mikroskop je zaostien do malé oblasti — detekeni
objem je asi 1 femtolitr. Vzhledem k tomu, ze sledujeme
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vzorky stadové nanomoldrni koncentraci fluorescencné
oznacenych molekul, je v tomto objemu primérné pouze
jedna fluoreskujici molekula. Na fluktuacich signalu se
proto vyrazné projevi, jak molekuly termalnim pohybem
prichazeji do detekéniho objemu a jak ho opoustéji. Ze
statistické analyzy Casové proménlivého fluorescencniho
signalu pak lze urcit primérnou dobu, po kterou molekula
zustava v detekénim objemu, difuzni koeficient a koncent-
raci dané latky. Pro urCeni téchto parametrii je potfeba
sledovat fluktuace n¢kolik minut az nékolik hodin.

Mizeme zkoumat roztok in vitro, vnittek zivych bu-
nék nebo jejich membranu. Lze ziskat informace o dé&jich,
které ovliviiuji difuzni koeficient urcité molekuly — napfi-
klad o sbaleni proteinu nebo nukleové kyseliny, protein-
proteinovych interakcich, navazani substratu na protein,
navazani molekuly na membréanu.

SN

2. Experimentalni uspoiadani

Experimentalnim zatizenim pro FCS je invertovany
konfokalni fluorescen¢ni mikroskop (obr. 1). Pouziva se
objektiv s velkou numericku aperturou, vétSinou s vodni
imerzi. Laserovy paprsek excitacniho svétla je fokusovan
do zkoumaného vzorku. Vytvari ohnisko, jehoz velikost je
limitovana difrakci. Fluorescence excitovanych molekul je
sniména objektivem a pomoci dichroického zrcadla
a emisnich filtri je oddélena od excitacniho zafeni. Do
detekeni ¢asti optické drahy je umisténa konfokalni Stérbi-
na (pinhole) o priméru 40—-100 um, ktera efektivné bloku-
je svétlo, které pochazi z oblasti mimo ohniskovou rovinu.
Velikost detekéniho objemu (oblasti, ze které snimame
fluorescenci) je asi 0,3—1,0 femtolitrii (obr. 2).

vzorek
objektiv

excitacni filtr
laser

I:IW dichroické zrcadlo
Cocky emisni filtr
rozSifujici
excitaéni .
paprsek Cocky

detektor

pinhole

Obr. 1. Schéma konfokalniho mikroskopu
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Obr. 2. Detekéni objem v ohnisku mikroskopu

Jinou moZnosti je pouziti dvoufotonového fluo-
rescencniho mikroskopu. Pro excitaci dvéma fotony je
zapotiebi mnohem vyS$§i hustota zafeni nez pro jednofoto-
novou excitaci, proto se vyrazn¢ omezi oblast, ve které
jsou molekuly excitovany. V tomto usporadani uz neni
potieba pouzit pinhole. Vyhodné je také, zZe se zmensenim
excitované oblasti omezi fotodestrukce vzorku — to je
zvlaste dilezité u intracelularnich méfeni.

FCS klade velké pozadavky na pouzita fluorescencni
barviva. Stejné jako pfi tradicni spektroskopii je dilezity
vysoky ucinny prufez absorpce a kvantovy vytézek fluo-
rescence, navic hraje velkou roli fotostabilita barviva, kte-
ré musi vydrzet vysokou intenzitu svétla v ohnisku mikro-
skopu. Mezi pouzivana barviva pro FCS patfi napt. skupi-
na barev Alexa s riiznymi excitacnimi a emisnimi vlnovy-
mi délkami, rhodaminy a cyaniny. Pouzivaji se také fluo-
rescencni proteiny — rizné formy GFP a DsRed.

3. Autokorela¢ni funkce

Informace o pohybu jednotlivych molekul 1ze ziskat
statistickou analyzou fluktuaci fluorescencniho signalu, F.
Vytvéiime tzv. autokorela¢ni funkci G(t). Ta je definovana

6o)= (8F(t)-5F (r + 1)) (1)

()’

kde< > zna¢i primérou hodnotu v ¢ase, F(f) intenzitu
fluorescence a 6 okamzitou odchylku signalu od jeho pru-
mérné hodnoty:

(FO) =+ [ Floh @
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SF ()= Fl(e)-(F(r)) (3)

Autokorelacni funkce ukazuje, jak souvisi intenzita
fluorescence s intenzitou fluorescence po urcité casové
prodlevé t (viz obr. 3). Z fluktuujiciho fluorescencniho
signalu (¢ast méfeni je schematicky znazornéna na obr. 3a)
urc¢ime G(t) pro rizné intervaly 1 . Typicky tvar autokore-
la¢ni funkce je na obr. 3b. Pro t=0 dava funkce podle
rovnice (/) druhou mocninu pramérné relativni odchylky.

Autokorelac¢ni funkce ma své maximum pro malé T,
pro delsi ¢asy t© funkce klesa k nule. Pro¢ vypada prave
takhle? Zkusme to kvalitativné vysvétlit. Do detekéniho
objemu pfichazeji difuznim pohybem jednotlivé molekuly
oznacené fluorescen¢nim barvivem a zase z n¢j odchazeji.
Ve zjednoduseném piikladu budeme predpokladat, ze je
vném bud jedna fluoreskujici molekula, nebo Zzadna.
V okamziku, kdy v detekénim objemu molekula je, je od-
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Obr. 3. Vytvoreni autokorela¢ni funkce: a) naméfené fluktuace
fluorescenéniho signalu, b) autokorelaéni funkce. Pro kratké
Casové intervaly (t;) je hodnota autokorelacni funkce velka, pro
veétsi Casové intervaly (1) se sniZuje, protoze hodnoty intenzity
fluorescence na zac¢atku a na konci intervalu uz spolu nesouvisi.
Cas 1p udava dobu, po kterou se fluoreskujici &astice primérmg
zdrzuje ve fokdlnim objemu. Autokorelacni funkce odpovida
hodnotam PN = 3, tp = 54 ms, zo/ro =7
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chylka od primérné hodnoty fluorescence &F kladna,
v okamZiku, kdy tam neni, zdpornd. Pokud je Casovy in-
terval T natolik maly, Ze je pravdépodobné, Ze pokud na
jeho zacatku byla v detekénim objemu fluoreskujici mole-
kula, tak na jeho konci tam tataz molekula stale jesté je (na
zacatku 1 na konci intervalu je 8F > 0), pfipadné, pokud
tam na zacatku molekula nebyla, pravdépodobné se tam
nestaci za dany Casovy interval Z4dné objevit (na zaCatku
ina konci intervalu je 8F <0), pak soucin odchylek na
zacatku a na konci intervalu bude vétSinou kladny a jeho
vystiedovanim pres celé méfeni dostaneme kladné cislo.
Pokud zvolime dlouhy Casovy interval t, v detekénim ob-
jemu se béhem néj vystiida nékolik riznych molekul. In-
tenzita fluorescence na zacatku intervalu nijak nesouvisi
s intenzitou na konci. Soucin odchylek na zacatku a na
konci intervalu ma ndhodné hodnoty, nékdy kladné, nekdy
zaporné. Pii vystfedovani pres celé méfeni dostaneme
nulu.

Casovy interval tp, pro ktery ma autokorelaéni funkce
polovi¢ni hodnotu, neZ ma ve svém maximu, pak miizeme
povazovat za pruimérnou dobu, po kterou se jedna moleku-
la zdrzuje v detekénim objemu.

Odchylku od prumérného fluorescenéniho signalu
v Case ¢ je mozné vyjadfit jako

5F(1)= j (e B(nC (e, ))dr )

kde integrujeme ptes detekéni objem. C je lokalni koncent-
race Castic, | parametr nezavisly na prostorovych soufad-
nicich, ktery urcuje pocet fotonti detegovany z jedné Casti-
ce za jednu sekundu (zavisi na celkové intenzité excitacni-
ho svétla, ucinnosti detekce, u¢inném prifezu absorpce
svétla a kvantovém vytézku fluorescence). W(r) udava
prostorové rozlozeni emitovaného svétla. Casto se aproxi-
muje tfidimensionalni Gaussovou funkci

)

kde z; udava charakteristicky rozmeér detekéniho objemu
ve sméru optické osy mikroskopu a 7y rozmér v ohniskové
roving.

Pokud budeme piedpokladat, ze u castic, které sledu-
jeme, se parametr 11 neméni v ¢ase a Castice se pohybuji
volnou difuzi ve tfech dimensich, je mozné odvodit teore-
ticky tvar autokorelacni funkce:

(©)

Ve je efektivni detekéni objem,

3 (7)

2.2
Vagg =% 15 - 2o
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tpjetzv. difuzni Cas, parametr udavajici, jak dlouho je
Castice v detekénim objemu, souvisi s difuznim koeficien-
tem D fluoreskujici molekuly vztahem:

()

r02
=15

Pokud tedy naméfime fluktuujici fluorescencni signal,
spocitame autokorelaéni funkci podle vztahu (/) a prolozi-
me ji teoretickou zavislosti (6), mizeme ziskat dulezité
informace o sledovaném systému: difuzni ¢as tp, ktery
charakterizuje rychlost pohybu molekul ve vzorku, pri-
mérny pocet Castic (,,particle number” — PN ) v detekénim
objemu:

v L _ ©

G(0) Veff<C>

a pokud zndme rozméry detekéniho objemu, mizeme urcit
difuzni koeficient a koncentraci dané latky.

4. Tripletni stav fluoreskujici molekuly

Pfi odvozovani predchozich vztahli jsme predpokla-
dali, Ze se v ¢ase neméni fluorescenéni vlastnosti fluorofo-
ru — parametr 1. Pro redlnd fluorescencni barviva to ale
neplati. Po excitaci ze zakladniho singletniho stavu do
excitovaného singletniho stavu mtize totiz barvivo pfejit
do tripletniho stavu. Pfechod z tripletu zpét do zakladniho
singletniho stavu trva fadové delsi dobu nez vyzéteni fluo-
rescen¢niho kvanta. V této dobé molekula nemize vyzatit
foton. To se projevi tmavymi intervaly, béhem kterych
molekula prochazejici detekénim objemem nesviti. Diky
tomuto ,,blikani® fluoroforu se zméni tvar autokorela¢ni
funkce v oblasti kratkych ¢ast t (viz obr. 4).

G(7)

0.0
1E-4 1E-3 0.01 100 1000 10000

Obr. 4. Tvar autokorela¢ni funkce pfi pFechodu barviva do
tripletniho stavu (PN = 3, 1p = 54 ms, zy/ro =7, T = 0,15, 1r =
5 us)
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Pokud plati, ze doba Zivota tripletniho stavu je fadové
mensi nez tp, lze tyto déje oddélit:

Gcelk (‘C) = Gpohyb (T) : Xtriplet (T) (1 0)

Dynamiku tripletniho stavu miZzeme vyjadfit vzta-
hem:

T ( 11 )
1-T+T-e '
Kigiplet\T)=—————
trlplet( ) -7
kde 1 je relaxacni Cas tripletniho stavu a T je podil ¢astic,
které se nachézeji v tripletnim stavu. Naméfené autokore-
la¢ni funkci pak mizeme prolozit kiivku:

T (12)
1-T+T-e ™ 1 L 1

1-T PN [ T
I+—

D))

G(‘C)

Analogicky jako pfechod do tripletniho stavu miize-
me do analyzy autokorela¢ni kfivky zahrnout dalsi rychlé
jevy, které zptisobuji prechody mezi stavem, kdy molekula
fluoreskuje, a mezi stavem, kdy nesviti, a zaroven neovliv-
fuji difuzni koeficient molekuly.

5. Korelace dvou riznych signala
a dvoubarevna FCS

Kromé autokorelacni funkce Ize také spocitat korelaci
dvou ruznych signali (kroskorelaci). V tomto ptipadé sle-
dujeme podobnost jednoho signalu s jinym signalem po
daném casovém intervalu t.

Typické vyuziti kroskorelace dvou signalu je
v dvoubarevné fluorescenéni korelaéni spektroskopii*”. P¥i
pouziti této techniky se dva druhy molekul oznaci dvéma
fluorescencnimi barvivy, kterd maji dostatecné odlisné
emisni vinové délky. Fluorofory jsou vybuzeny excita¢nim
svétlem o dvou rliznych vinovych délkach. Pomoci dichro-
ického zrcadla a filtrii je rozliSena jejich fluorescence. Je
detegovana dvéma detektory. MiZeme pak spocitat auto-
korelaéni funkce jednotlivych komponent i jejich krosko-
relaci. Tato technika se pouziva napf. pfi sledovani vytva-
feni komplexi dvou molekul.

U dvoubarevné FCS je nicméné obtizné nastavit op-
tickou aparaturu tak, aby se presné piekryvaly oba fokuso-
vané svazky o riznych vinovych délkach. Tento problém
Ize omezit pti dvoufotonové excitaci — 1ze najit dvojice
barviv s dostate¢né vzdalenymi maximy emisniho spektra,
které je mozné excitovat zafenim o jedné infracervené
vlnové délce’.
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6. Casové rozlisena FCS

Casové rozlisena fluorescenéni korelaéni spektroskopie
(fluorescence lifetime correlation spectroscopy — FLCS)’
vyuziva spojeni dvou experimentalnich pfistupi — FCS
a TCSPC (Casove korelovaného ¢itani fotontl). Umoziluje
rozli$it ve smési fluorofory, které se lisi dobou Zivota. Lze
tak ziskat autokorelacni funkce jednotlivych fluorofori
i jejich kroskorelaci.

Vzorek je excitovany kratkymi laserovymi pulsy opa-
kovaci frekvenci v tadu desitek MHz. Pro kazdy foton
prichazejici na detektor jsou zaznamenany dva casy:
,makrocas“, ktery zaznamendvd polohu registrovaného
fotonu na kontinualni ¢asové ose od zacatku experimentu,
a ,,mikrocas®, ktery udava, jaka doba uplynula mezi po-
slednim laserovym pulsem a zaregistrovanim daného foto-
nu. ,,Makrocas* je méfeny s piesnosti v fadu sto nano-
sekund, ,,mikrocas® s pfesnosti v fadu desitek pikosekund.
V ,,makrocase se projevi difuze molekul, ptechody do
tripletniho stavu a podobné. Hodnota ,,mikrocasu® nam
poskytuje informace o priibéhu dohasinani fluorescence
fluoroforu, ze kterého byl dany foton emitovan®.

V jednoduchém ptipad€¢ zkoumame vzorek slozeny ze
dvou komponent oznaceny dvéma barvivy s odlisSnymi
dobami Zivota fluorescence. U obou barviv musime do-
pfedu znat jejich prubéh dohasinani (viz fluorofor A
a fluorofor B na obr. 5). Z priib¢hu dohasinani jednotli-
vych barviv a z dohasinani méfeného vzorku (idaj ziskany
z ,,mikroCasu® pfichdzejicich fotontl) je mozné spocitat
statistické filtry f) a fz (viz obr. 6). Tyto filtry urcuji, ke
kterému fluoroforu se s jakou vahou maji pritazovat foto-
ny prichazejici v ur€itych ,,mikrocasech. Napftiklad pokud
prijde foton velmi brzy po laserovém pulzu, je pravdépo-
ty fluorescence fluoroforu A, ze které se pak pocita auto-
korelaéni funkce komponenty oznacené fluoroforem A, se

pocet fotont

0 50 100 150 200 250 300 350 400

¢islo kanalu (1 kanal = 8 ps)

Obr. 5. Dohasinani smési dvou fluorescen¢nich barviv, A —
fluorofor s krat$i dobou zivota, B — fluorofor s delsi dobou Zivota,
D — dohasinani fluorescence ve smési fluorofori A a B
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Obr. 6. Statistické filtry pro dvé fluorescenéni barviva; A —
fluorofor s krat$i dobou zivota, B — fluorofor s del§i dobou Zivota

tak tento foton zapocita s koeficientem fj =1,5. Celkové
se ale tento foton smi zapoditat pouze jednou, proto se do
prubc¢hu intenzity fluorescence komponenty oznacené
fluoroforem B zapocita s koeficientem fz =—0,5. Pro foto-
ny pfichazejici ve vyssich ,,mikrocasech® je pravdépodob-
vahou do intenzity fluoroforu B a se zapornou vahou do
intenzity fluoroforu A (obr. 6).

Pouzitim filtr vzniknou ze signalu celého vzorku dva
oddélené signaly — od komponenty oznacené fluoroforem
A a od komponenty oznacené fluoroforem B. Jejich inten-
zity fluktuuji vcase (v naSem oznaCeni se jednd
0 ,;makrocas®). Z téchto signali mizeme spocist jak auto-
korelacni funkce obou komponent, tak jejich vzajemnou
kroskorelaci.

Vyhodné je vyuzit FLCS pifi zkoumdni procest, pfi
kterych se meéni doba zivota fluorescen¢niho barviva
v disledku zmény jeho nejbliz§iho okoli. Prikladem tako-
vého déje je kondenzace DNA. Interkalacni barvivo, kte-
rym je DNA obarvend, ma jinou dobu Zivota
ve zkondenzované a nezkondenzované molekule DNA.
Proto mizeme sledovat zvlast' signal od nezkondenzova-
nych a zkondenzovanych molekul DNA a ziskat tak blizsi
informace’ o mechanismu sbaleni fetézce DNA.
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7. Zavér

Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS) méfi
a analyzuje fluktuace fluorescencniho signalu zplsobené
difuznim pohybem fluorescenéné znacenych molekul.
Z t&chto fluktuaci je mozné urcit difuzni koeficient dané
latky a jeji koncentraci. V dvoubarevné FCS se navic kros-
koreluji signaly pochdzejici ze dvou skupin molekul ozna-
¢enych barvivy s odlisnym emisnim spektrem. Tato meto-
da je vhodna pro sledovani vytvaieni komplext. Casové
rozliSena FCS je zalozena na pouziti pulsni excitace,
umoziuje rozlisit signaly pochazejici od fluorescencnich
znacek, které se liSi dobou Zivota.
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L. Beranova, J. Humpolickovda, and M. Hof
(J. Heyrovsky Institute of Physical Chemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Fluorescence
Correlation Spectroscopy

Basic principles of fluorescence correlation spectros-
copy (FCS) are explained. The method affords diffusion
coefficients and concentrations of fluorescent-labeled spe-
cies by studying temporary fluctuations of fluorescence
signal caused by diffusion through the focal volume of
confocal microscope. In dual-color FCS, cross-correlation
of two signals from molecules labeled with two spectrally
shifted dyes allows to observe interactions between the
two molecules. It is also possible to distinguish between
the signals of two dyes with different lifetimes. FCS uses
pulsed laser excitation.



