8. M eni kinetiky dohasinani
fluorescence v asové domen



Kinetika dohasinani fluorescence
Po excitaci vzorkw-pulsem se hladina;S

depopuluje podle
90~ (. +k ()

dt
Prointegrovanim a uva enim, e nena

iIntenzita je umrna potu astic, dostaneme
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kdedoba ivotat = (k: + k)*

St edni doba ivota je rovna (pro
jednoexponenciélnl’ dohasinani)
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St edni doba ivot la na
koncentragiproto byvaji informace o
mikrookoli fluoroforu spolehlivjSi ne
pouhé m eni intenzity.
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Problemem je analyza slo jSich system
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St edni doba Ivota

Vice-exponencialni kinetika dohasinani fluorescence

t Fractional Intensities of the Positive Decay Components:
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detekce (gated detection)

Pulsni (asova) doména — excitadgoulsem

intenzita
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Hradlovana (gated) detekce
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otev eni

N hradla

Historicky nejstarSi metoda pro m eni kinetiky
dohasinani fluorescence v asové domen
Hradlovani m e byt zajist no bu tim, eje
detektor zapnut jen na velmi kratkou dobu, nebo
tim, e detektor je zapnut po celou dobou

m eni, ale elektricky signal je sniman
stroboskopicky.

Intenzita je prom ena pro asove intervaly s

r zn dlouhou prodlevou po excita nim pulzu
Diky horSimu rozliSeni (IRF~3 ns) a
systematickym artefakt m prakticky opust na,
nyni se v n kterych aplikacich za ina vracet
Vyhody:

- relativn  levna

- mo nost rychlého na teni celé dohasinaci

K ivky

- s vyhodou vyu ivana nap . v mikroskopii nebo
prom eni pomalejSich kinetik



Metoda asov -korelovaného

itani foton

(time-correlated single-photon counting, TCSPC)

Intenzita ~ Pravd podobnost emise

Vzorek oza ujeme sérii pulz

Po ka dém pulzu detekujeme nejvyse jeden

emitovany foton, pron j p esn zm ime
as, ve kterem p ilet | na detektor

Udaje o asech p iletu shroma ujeme v

histogramu

Pro velky po et zaznamenanych foton

histogram rekonstruuje dohasinaci k ivku

Vyhody:

- vysoké rozliSeni (b né p istrojet > 50 ps)

- analyza vice-exponencialniho dohasinani

- mala nachylnost k systematickym artefakt m
- sm rodatna odchylka po tu detekovanych
foton v ka dém kanalu (N ) je dana
Poissonovskou statistikou (N;)*?

- mo nost porovnani fitovaného modelu s
teoretickou p edpov di

Detector
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Fig. 1: TCSPC Measurement Principle

Becker&Hickel, The bh TCSPC handbook




Principm eni TCSPC

START STOP

Pulsed Light Source

,} Sample Compartment

T T Fifter or Monochromator
s Negtral density (reduce to one photony/puilse)
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Converter (TAC)

Instrument Considerations

7 Excitation pulse width

Excitation pulse frequency

Counts

Timing accuracy

Time Detector response time (PMTs 0.2-
0.9 ns; MCP 0.15 to 0.03 ns)




Rychlost m eni

chceme na ist co nejvice foton (alespo 5.106)

opakovaci frekvence je limitovana hardwarov
kinetikou dohasinani

NG|\

U innost detekce - im v tSi, tim lepsi ...
... ale jen do ur ité miry




Statistika musi byt uplna !
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Eliminace ,pile-up” efektu:

,count-rate* musi byt < 1%.

Tzn. p i opakovaci frekvenci 10 MHz
m eme detekovat max. 10 ° foton
za 1s.

\ 4

optimalnich podminek nasbirat histogram
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P esnostm eni

log | tvar excita niho pulsu
nestabilita elektroniky (time-jitter)
asovy interval pro 1 kanal p i ukladani dat
transit-time spread
po et detekovanych foton
stabilita vzorku

v
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Funkce p istrojové odezvy neni d-funkce

M=IRFAD

asovy posun (shift) mezi detekci IRFaM |

Dohasinani nemusi byt monoexponencialni
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Analyza dat
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Metody vyhodnocovani

Metoda
zadame model dohasinani

zadame parametry, které chceme najit
hledame minimum funkce
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Pou itelnost LSA

1. Neur itost v experimentalnich datech
se tyka pouze zavislé prom nné (y-osa)
2. Neur itosti v zavislé prom nné maji
Gaussovskou distribuci

3. Zavisla (y) ani nezavisla (x) prom nna
neni zati ena systematickou chybou

4. Funkce pou ita pro fitovani je
spravnym matematickym popisem
systému. Nespravné modely davaji
nesmysiné parametry.

5. VSechny body v souboru jsou
navzajem nezavisle.

6. Mame dostate né mno stvi dat, tak e
hledané parametry jsou p eur ene.

Tyto podminky byvaji
v TCSPC spln ne



Metody vyhodnocovani

Metoda VIEM)

vybereme interval, ve kterém o ekavame,

e se doby ivota budou nachazet

rozd lime tento interval nan Aasti 12000,  ouspenze chloroplastu

fitujeme podle modelu
t
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t i
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Vyhodné p i1 analyze slo itych systém
Nep edpokladame a priori po et komponent ani jejich distribuce



Kvalita fitu

1 N (X.EXP - X )2 1 N (X_EXP X )2
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Autokorela ni funkce

udava, nakolik koreluje odchylka v k-tém bod s odchylkou v (k+j)-tém bod

D, ... odchylka v k-tem bod
C(t.): M = n ... celkovy po et kanal
J m ... po et kanal p es ktery se po ita autokorelace
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Provazanost parametr

Support Plane Analysis
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Detektory

Fotonasobi e (PMT) - levné, transit-time-spread > 100 ps, after-puls

Intensity [Counts]
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desti ky (MCP PMT)

transit-time-spread ~ 30 ps
mensi intenzita afterpuls
dra Si

CHANNEL WALL

rosLecTron I N NP 2t
PHOTOELECTRON ELECTRONS
-1 T4
fe—— voLracE —>

Lakowicz — Principles of Fluorescence
Spectroscopy, 2.ed., Kluwer/Plenum, 1999

(PD)

velmi levne, ale nemaji pot ebné zesileni

fotodiody (APD)

rostouci popularita, pro n které aplikace nejpou ivan |Si detektor
problémem velmi mala aktivni plocha (typicky 10 nm x 10 nm)
FWHM pulsu od 20 ps



kamera (streak camera)

sou asn zaznamenana informace o asovych charakteristikach a o vinové délce
vyhodné pro sou asné zaznamenani celého spektra

L
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Fig.2 Operation Timing (at time of sweep)



Umo uje detekci velmi kratkych as <2ns
RozliSeni je dano Si kou laserového pulsu (> 10 fs)

detektor
A
e
= / o M ,cut-on® filtr
G | / . S e
c . excitace cut-off* filtr s itani frekvenci
o !
| %
S | . /
Ny emise
. hradlovaci pulz /
N /
AN
N\

generace druhé harmonické frekvence

pulzni Ti:Sapph |
laser, 800 nm




(decay-associated spectra)

1 (t,1) =1,S a(l ) exp (-tt;)
Globalni analyza

Mo nost rozliSeni komponent,
jejich emisni spektra se
p ekryvaji, ale lifetimy jsou rzné.

Lakowicz — Principles of Fluorescence Spectroscopy].2iduwer/Plenum, 1999



(time-resolved emission spectra)
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(time-tagged-time-resolved)

Je zaznamenano zpo d ni emitovaneho fotonu v i excita nimu pulzu, ale
také doba p iletu v absolutni asové Skale

Toumo uje sledovat kompletni asovy vyvoj systemu - intenzity i kinetiky
dohasinani

Becker&Hickel, The bh TCSPC handbook



FluoTime 200 (PicoQuant)

Zdroje: pulsni LED 298 nm (10 MHz, 1,8 n\V)

pulsni LED 308 nm (10 MHz, 0,9 n\V)

pulsni laserova LED 445 nm (40 MHz, 1,8 mW)
Excita ni a emisni polarizator
Motorizovany monochromator (I ,,,.=450 nm)
Fotonasobi PMA-182-P-M (185-820 nm)
PicoHarp 300 (rozliSeni 4 ps)
Software: FluoFit Pro 4.2.1 (LSA)

Flame5 (MEM)



SHRNUTI

M eni doby ivota excitovaneho stavu asove domén
Excitacepulznimzdrojem svtla (idealn -pulz)

Zp sob zaznamu kinetiky dohasinani - hradlovana detékcelované itani
jednotlivych foton (TCSPC), zaznam TTTR (time-tagged-time-resolved)
Analyza dat dekonvoluce dstrojove funkce, pou iti spravného modelu, problén
p i analyze slo it jSich systemu, metoda nejmensitverc (LSA), metoda
maximalni entropie

|dentifikace spravného fitu 2, rozlo eni rezidui, autokorelai funkce
Detektory - fotonasobe, MCP, fotodiody, lavinové fotodiody, rozmitaci kagne
metoda ,,up-conversion®

Metody se spektralnim rozliSeninTRES, DAS




