9. Méreni kinetiky dohasinani
fluorescence ve frekvéni domen



Gavioliv experiment (1924)
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Tato rovnost indikuje, ze se kinetika
dohasinani daného fluoroforu je
jednoexponencialni
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[Pfl’klad 9.1: Bi frekvenci harmonické modulace &ha f = 30 MHz bylo
zjisttno, ze emise ma fazovy posub = 45°. Jaka je doba zivota
excitovaného stavu &eneho fluoroforu ? Jaka je demodulace emise, pokud

Kje kinetika dohasinani jedno-exponencialni ? y
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Odvozeni vztah pro posun faze a demodulaci
pri 1-exponencialnim dohasinani

Excitujeme sinusa¥ymodulovanym sstlem

L(t) = a + b sint)

takze m = b/a je modulace dopadajiciha8a. Hredpokladame, ze populace
excitovaného stavu se budeémit se stejnou frekvenci, ale faze a modulace budeu |
F(t) = A + B sinut-®)

Nyni musime nalézt vztah mezi dobou zivota fluoreseem posunem faze a
demodulaci. F’edpokladejme, ze kinetika dohasinani fluorescenaxpibacid-pulsem
je 1-exponencialni

1(t) = 1, exp(-th)

zderivovanim pak dostaneme

di(t)/dt = - 11 I(t)

coz udava kinetiku depopulace excitovaného stavu. dPs&tasre vzorek excitujeme
swtlem s¢asovym piibéhem L(t), pak pro populaci excitovaného stavu plati
di(t)/dt = - 11 I(t) + L(t)

Dosazenim vztahu pro F(t) dostaneme vztah mekia demodulaci

wB cos(it-®) = -1/ [A + B sin(wt-P)] + a + b sinfot)



Odvozeni vztah pro posun faze a demodulaci

S pouzitim vztat

Sin (X-y) =sin X COS Yy - COS X Siny

COS (X-y) =COS X COS Yy + Sin X siny

miizeme rovnici upravit na

wB [cos(wt) cosd + sin (t) sind )] = -1/t {A + B [sin(wt) cosP) -
cos(t) sin®)]} + a + b sin(wt)

Tato rovnice musi platit pro vSechégsy, sdruzime tedy konstantni
¢leny, sinové a kosinow#leny a dostavame rovnice

a-Alt=0

wcosP - (1/1)sind =0

wsin® + (1/1) cos® = b/B

Z druhé rovnice pak plyne

sin®/cos®=tgd=wTt,

Ze soutu druhych mocnin druhé &eti rovnice s pouzitim A =&
dostaneme

m = (B/A) / (b/a) = [1+ @ T,,)7] 2



Indikace 1-exponencialni
Kinetiky

T4 | T, JSOU Stejné pro vSechny frekvence
T, = T, NA kazdé frekvenci

Pro zjiS€ni hodnotyr pii 1-exponencialnim dohasinani&@tenérit na
1 frekvenci, pro slozsSi kinetiky je poteba pronirit ® a m na vice
frekvencich.

(Priklad 9.2: Bi méfeni na frekvenci 30 MHz jsme nafili
fazovy posun® = 30° a demodulaci m = 0,5. Mac¢heny
fluorofor jednoexponencialni kinetiku dohasinani ?pddreba
\_Méfit jeSE na dalSich frekvencich 72 Y,




Rozsah frekvenci
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Rozsah naricich frekvenci jefeba pizpusobit dolg zivota fluoroforu,
typicky frekvence zhruba v intervalu 0,14£2) az 10/(2r 1)



Analyza dat

Obecr pro kinetiku dohasinani I(t) Pro sumu exponencial
(jakoukoliv i neexponencialni)
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Analyza dat

Vypocitané hodnoty fazového posudny, a demodulace gyjsou pak
dany

N
tand_ =—=

D,

m,, =N2 + D2
Kvalita fitu

2:1 cbw_q)ca) 2 1 mw_mcwjz
i) ™

w Va)

d® adm jsou empiricky utené chyby réreni pro® a m



Experimentalni usgadani - MHz oblast

Pockel's Cell

) Sample Compartment
CW Light Source

Filter or Monochromator

Analog PMTs (can aiso be done with photon counting)
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Cross-correlation detection

umozauje zpracovani signalu na nizkych frekvencich

Casova zavislost intenzity signalu
1(t) = 1, [1+m cos(ut+D)]

Zesileni na detektoru je také sinusovodulovano
G(t) = G, [1+Mg COSEut+P)]

Vynasobenim dostaneme, ze signal je roven
S(t) = LGy [1 + m cos@t+d) + M. cost+P) + M cos@it+®P) cost+d.) |

Posledntlen je pak roven
mMmM/2 [COSAWt+AD) + cos(o-t+ wt+AD)]
kdeAw= w; -walAd =P, - P

Mame tedyleny s frekvencemw, w, wt+w- aAw. Prvni i jsou
elektronicky odfiltrovany a poslednien stale nese informaci o

demodulaci a fazovem posunu.



Méreni v MHz oblasti

Intenzita

ref. PMT

cas
ref. vzorek

mereny
vzorek

Méreni je omezeno
vlastnostmi elektro-
optickeho modulatoru
(do zhruba 200 MHZz)
a frekvegnimi
vlastnostmi
fotonasohie (300 -
1000 MHz). Omezeni
EO modulatoru je
mozno obejit pouzitim
modulovaného zdroje
swtla (LED).

refererni vzorek - rozptyl, nebo vzorek se znamym



Experimentalni usgadani - GHz oblast

Excitace pulsnim laserem
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Jako detektor nutno pouzit
MCP-PMT nebo rychlou
fotodiodu



Fazo\ rozliSena spektra

Detektor zapnut jen naipperiody s fazovym posuvem,
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Srovnani mifreni véasové a fazove domé&n

»Ob¢ metody jsou teoreticky ekvivalentni, poskytujijisgeinformace, nelibharmonicka
odezva je jen Fourierovou transformaci odezvyp-pails.

»Moderni @istroje pouzivaji stejné zdroje&la, detektory i opticky modul, odliSna je pouze
elektronika, takze i cena je srovnatelna.

»Rozdilné jsou metodiky,fgemz kazda ma sveé vyhody a nevyhody

»Pulsni metoda umdkije vizualizaci kinetiky dohasinani, zatimdegstavit si ji na zaklad
posunu faze nebo demodulace je problem.

»Pulsni metoda je zalozena na detekci jednotlivytbinfoa ma tedy obrovskou citlivost,
zatimco pro pesné vyhodnoceni analogového signalu ve fazové déopaiebujeme silgyjSi
signal.

»Ve fazové doménhnepotebujeme dat dekonvoluci, zatimco v pulsni don#ge to casto
nezbytné a zejmena pro velmi rychlé kinetiky jerpba zngiit IRF s velkou pélivosti.
»Dobre definovana statistika v TCSPC je velkou vyhodolsmiudomeny fi analyze dat, ve
fazové doméaurceni snérodatné odchylky pro fazi a demodulaci nemusi byhgetliché.

»V casové doméhje jednodussi greni TRES.

»Dekompozice spekter na zaktadbby zivota je jednodussi ve fazove domeéen

»Rychlost méteni zavisi na slozitosti signalu. Pro 1-exponencidaimetiku je rychlejSi mireni
ve fazove domen(vyhoda v mikroskopii), pro vice-exponencialni js@sy srovnatelné (liio
je poteba nasbirat mnoho fotbnebo ndrit pii mnoha frekvencich)



Shrnuti

Princip nereni doby zivota ve fazové dontenexcitace harmonicky
modulovanym sétlem

Mérené velkiny - fazovy posuvd ademodulace emism, vypaet
doby zivota zdchto paramefr

Analyza dat velmi rychla pro jednoexponencialni kinetiky, velmi
slozita pro slozijsi modely

Experimentalni usgadani, princip ,cross-correlation detection*®
Experimentalni usgadani pro réreni v GHz oblasti (excitace
pulznim laserem, detektory s rychlou frekénehodpowdi)

Fazow rozliSena spektra

Vyhody a nevyhody gfeni véasove a fazové domén




