Prehled

+ Detekce jediné molekuly/atomu
* Spojeni separacnich technik s luminiscenéni detekci
» Sekvenovani DNA

* Fluorescenéni mikroskop

Detekce jednotlivych atom( a molekul

Stanoveni Na(g) laserovou rezonanéni fluorimetrii
Fairbank, W. M. et al. J. Opt. Soc. Amer. 1975, 65, 199 - 204.

- Rezonanéni fluoroscence - silna absorbce a fluorescence
- Vysledny detekéni limit ~ desitky Na atomu/cm?2
(v detekénim prostoru: < 1 atom)

Stanoveni Na(g) laserovou rezonanéni fluorimetrii

cela s Na(g)

paprsek
‘ laseru

8 E detektor (fotonasobic)

Zvyseni SIN
1. Modulace A barvivového laseru a detekce pfi modulaéni
frekvenci

2. Vstupni Stérbiny - omezeni rozptyleného zareni (+ laserovy
paprsek)

. Vystupni &térbiny - omezeni rozptyleného zareni

. Naklonéné vystupni okénko - odklonéni svétla (pfirozeny odraz)
. Wooduv roh - ¢erné pozadi (neodrazi zpét svétlo)

. Vymezeni detekéniho prostoru fokalnim prostorem €ocky

. Cocka s dobrou kolekci svétla (velky prostorovy thel)
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. Citlivy detektor: fotonasobig, lavinova fotodioda - detekce v
rezimu poéitani fotont (photon counting)

Fluorescenéni detekce v kapilare

Detekce jediné molekuly

- malé mnoZstvi, ale objem téz maly (c = n/V)

prostorova filtrace: $térbiny (excitace i emise)

filtrace svétla (2): fitry, hranoly, mfizky (excitace i emise)

silny excitaéni zdroj s vhodnymi smérovymi vlastnostmi: laser

kolekéni optika s dobrou svételnosti

citlivy detektor — fotonasobic, lavinova fotodioda

- silné fluoreskujici molekula analytu — napf. rhodamin G,
mnohanasobné derivatizovana biomolekula analytu

chemicka amplifikace molekuly pred detekci




Priklad: schema sestavy CE LIF Konstrukce CE LIF
skiin
laser
injekéni vialka
v karuselu
zdroj " fotonasobic
vysokého, stinitko
napeti L . L __stérbina filtry|
d] |
R I_ -l
mikroskopovy objektiv
na posuvném drzaku
J___|| detektorova
- vialka
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Vybér luminiscenéniho barviva: spektralni vlastnosti CE LIF: velmi nizké detekéni limity
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B Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x1012 mol/l, excitace: 532 nm, 5 mW; emise: >
" 560 nm, kapilara: 50 mm i.d., 375 mm o.d., | = 30/37 cm, davkovani: U =5
. kV, t;= 10 s nebo Ah = 2cm, t;= 30s, separace: 0,02 mol/l fosfat v 10%
A MeOH, pH 10; U = 10 kV
LOD ~ 2 x 10 mol/l ... ~102 molekul
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LOD: srovnani s absorbanc¢ni detekci Separace rhodaminovych barviv

ovoms Rhodamin B Rhodamin 6G

ooont

Absorbance, 540 nm

ooont

m = mn & P P

1)

Analyt: Rhodamin B, ¢ = 1x10° mol/l (pfi obdobném davkovani)
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Separace rhodaminovych barviv

-31200

-31400
-31600 3
-31800
-32000

-32200

Fluorescence (lib. jedn.)

-32400

e e BT |

-32600

100 20 0 400 500 500 700 800
t(s)
Piky: 1,2 - Rh 123, 3 - Rh 6G, 4 - Rh B
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Analyza obsahu jednotlivych bunék

Pro¢ analyzovat jednu bunku?
Vysledkem klasické analyzy mililitrdi krve (mnoho erytrocytu) je
primérné slozeni. Analyza kazdé z bunék zvlast muze odhalit napr. 1
pozménény erytrocyt z 1000 (napf. jiny pomér forem
laktatdehydrogenasy) ... v€éasna detekce chorob (histogram).

Separaci + citliva detekce
1. Vpraveni bunky do kapilary pod mikroskopem.
2. UvolInéni bunééného obsahu do pufru (destrukce bunééné membrany)

3. Separace (pf: elektrolyt = laktosa + NAD + pH pufr). Separace
zastavena dfive nez analyty opusti kapilaru.

4. Chemicka amplifikace v pfit. analytu: NAD* + SubH « NADH* + Sub
po del$i dobu (~hodina).

5. Zapnuti elektr. pole, migrace produktd k detektoru.

6. Detekce NADH*
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CCD a CID kamery

CTD
(Charge Transfer Device)

PO

CCD CID
(Charge-Coupled Device) (Charge Injection Device)

CTD ... polovodic¢ovy ¢ip s 2-rozmérnym polem fotocitlivych
elementt (pixelt)
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Princip CTD

hv
-10v S5V

elektrody (pruhledny kovovy film)
 izolant (SiO,)

1. vznik ndboje po absorbci fotonu

2. akumulace naboje (dér) v potencialové jameé u negativné nabité
elektrody

3. prenos naboje (manipulaci napéti na okolnich elektrodach) k A/D
prevodniku
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CCD

1. posun nabojl (celych rad) 2. posun naboje v fadé a jeho zméreni

(SIS ]

AT TN T

[ [AID prevodnik

» Velmi G¢inny pfenos naboje mezi pixely (99,99999%)
« | pro stanoveni naboje v jednom pixelu je nutno precist celé pole
« Destruktivni ¢teni (naboj neutralizovan béhem ¢teni)
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CID

» Umozriuje ndhodné adresovani pixell, Ize Cist pouze ¢ast pole
* Nedestruktivni ¢teni
« Pixel tvofen dvéma elektrodami s nezavislymi p¥ivody:

- akumulace naboje (+) pod 1. elektrodou pixelu

- pfevod naboje pod 2. elektrodu sniZzenim jejiho napéti

- zméfeni zmény napéti pod 1. elektrodou

- mnohanasobné opakovani cyklu pro zlepSeni S/N

- vypuzeni naboje zvySenim napéti obou elektrod

18




Sdruzovani pixeltl CCD (Binning)

Ugel: dosazeni vyssiho S/N
» Definovana podmnozina celého pole, napf. 2 x 32 pixelQ.

» Naboj naakumulovany pod 64 sdruzenymi pixely precten
najednou.

Typické parametry CTD

Pocet pixelG: 1000 x 1000, (1 000 000, "megapixel")

Rozméry pole: 1 x 1 cm?, (tj. velikost pixelu: 10 x 10 mm)

Max. kvant. a¢innost: ~ 90% pfi urcité vinové délce

Rozsah vinovych délek: 200 - 1000 nm (kdy kvant. G¢innost > 10 %)
Sum prevodniku: 1 - 10 elektront

Max. naboj: 106 elektronti

Zbytkovy proud: < 10 elektronl/s (s chlazenim)

+ velmi citlivy detektor (porovnatelny s fotonasobic¢em)

+ multikanalovy detektor, nahrada fotografické desky
- obvykle relativné pomaly (mnoZstvi dat)
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Zdroj a 1 pixel 64 pixelt 64 sdruzenych pixelt
zpracovani (méfenych (méfenych najednou)
dat zvlast)
Zvyseni SIN 1 8 64
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Aplikace CTD
Spektroskopie
- absorpéni, emisni
- plodny detektor za monochromatorem (pofadi pixelu = (1))
Zobrazeni (imaging)
- vzorku (mikroskop)
- paralelnich vzorku (Cip)
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Sekvenovani DNA

« Stanoveni sekvence bazi v DNA

DNA < protein. DNA: dédi¢nost.

Lidska burika: 46 chromozomu (22 parl + X/Y).
6 miliard bazi (haploid, polovi¢ni sada - 3x10°)

1953 Watson & Creek: model DNA.

1977 Sanger: enzymaticka metoda
Maxam a Gilbert: chemicka degradace
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Amplifikace DNA

PCR (Polymerase Chain Reaction)

Sangerova metoda: Analyzovana DNA = pfedloha pro syntézu
smési fragmend DNA se stejnym pocatkem ale rGznou délkou.
Separace fragmentt pomoci gelové elektroforézy. Detekce
radioaktivniho zafeni nebo fluorescence.

pfedloha: ~ 3'ATACGCATTS'
fragmenty: PT

PTA

PTAT

PTATGCGTAA
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Analyza lidské DNA

1990 Human Genome Project (USA)
Cil = kompletni analyza lidskeho genomu do roku 2003 (2005).

Znalost souvislosti mezi chorobou a geny = |é¢ba a prevence
chorob.

Podpora novych technologii pro ultrarychlé a levné sekvenovani.
3x10° bazi pfi rychlosti 1baze/s ... 100 let

26. cerven 2000 Craig Venter, Celera Genomics

- ukonéeni zakladni analyzy lidského genomu
- shotgun genomics
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Zakladni techniky pro sekvenovani DNA

1. Sangerovo sekvenovani (PCR) - gelovéa elektroforéza (vrstva,
kapilara)
~ 1000 nukleotidl

2. Hybridizace - ¢ip

3. Exonukleasova reakce
postupné odstépovani koncové baze

4. MS: fragmentace
pro kratké fetézce, < 50 nukleotidl
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Elektroforéza v kapilarnich polich pro
sevenovani DNA

Analyza fragmentu DNA pfipravenych Sangerovou metodou

Klasicky postup

elektroforéza na vrstvé polyakrylamidového gelu

+ mnoho vzorku na jedné desce gelu (paralelni drahy)
- Casova naroc¢nost (hodiny - den)

Kapilarni elektroforéza
+ vy88i pomér povrchu substratu k objemu gelu (kapilara versus deska) =
dokonalejSi chlazeni b vyssi elektrické pole b krat§i doba analyzy
(hodina)
Gel: sitovany polyakrylamidovy gel
linearni nahraditelné gely (polyakrylamid, polyethylenoxid atd.)
- 1 kapilara = analyza pouze jednoho vzorku = kapilarni pole
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Usporadani pro detekci fluorescence z
kapilarnich poli
A. Skenovaci
B. Zobrazovaci (imaging)

A. Skenovaci detekce
(R. A. Mathies et al. Electrophoresis 1994, 17, 1852 - 59)

Konfokalni excitace a emise: zaostfeni pomoci mikroskopického objektivu.
Objektiv se pohybuje nad kapilarnim polem nap#i¢; frekvence ~ 2 Hz.
Usporadani kapilar linearni nebo na obvodu valce.

+ uc€inna kolekce fluorescence

+ nizké naroky na vykon laseru (pouze jedna kapilara ozafena v Case)

- pouze zlomek Casu se stravi excitaci a detekci dané kapilary (duty cycle)
- pohyblivé soucasti
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Schema konfokalni fluorescencni detekce

fluorescence

I

paprsek

excitacniho laseru |
polopropustné

I zrcadlo

objektiv

kapilara (pole kapilar)
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Zobrazovaci detekce (Imaging)

a) Excitace: laser zaostien zvrchu na pole kapilar jako ¢ara
Detekce: CCD kamera s filtry nad polem kapilar.

(E. S. Yeung et al. Anal. Chem. 1994, 66, 1424-31)

+ excitace a detekce soucasné pro vSechny kapilary

+ z&dné pohyblivé soucasti

- neucinna kolekce fluorescence

- vysoké naroky na vykon laseru (vykon rozdélen mezi celé pole)

b) Excitace: optickymi vlakny

Detekce: kolekce fluorescence optickymi viakny, monochroméator, CCD
(A. Zhang et al. Electrophoresis 1996, 17, 1841 - 51)

+ u€inna excitace a kolekce fluorescence

+ zadné pohyblivé soucasti

- vysoké naroky na vykon laseru (vykon rozdélen mezi celé pole)

- problémy pro mnnoho kapilér
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Zobrazovaci detekce (Imaging)

c) Excitace: laser zaostren zboku (svételny vodic)
Detekce: CCD kamera s filtry nad polem kapilar.

(H. Kambara Anal. Chem. 1994, 66, 1021 — 26)

+ excitace a detekce sou€asné pro vSechny kapilary

+ Zadné pohyblivé soudasti

+ niz8i naroky na vykon laseru (paprsek se $ifi skrz celé pole)
- neucinna kolekce fluorescence

- ztrata zaostfeni a energie paprsku laseru pfi postupu polem

d) Excitace: laserem na konci kapilar
Detekce: CCD kamera oproti koncim kapilar
+ vhodné pro 2-rozmérna pole kapilar, vy$si pocty kapilar
- problémy s nahrazovanim gelu v kapilarach
30
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Legenda k obrazkim

(a) On-column line-focusing detection (Ueno, K.; Yeung, E. S. Anal.
Chem. 1994, 66, 1424-31.3).

(b) Fiber-optic array imaging detection. (Quesada, M. A.; Zhang, S.
Electrophoresis 1996, 17, 1841-51).

(c) Multiple-sheath flow detection (Takahashi, S.; Murakami, K.;
Anazawa, T.; Kambara, H. Anal. Chem. 1994, 66, 1021-26.)

(d) Rotary confocal scanning detection (Scherer, J. R.; Kheterpal, |.;
Radhakrishnan, A.; Ja, W. W.; Mathies, R. A. Electrophoresis,
1999)
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Sekvenovani DNA na Cipu

A. Cip jako nahrada kapilarového pole
B. Hybridizaéni pole na ¢ipu

Cip (chip, microfluidic device, microfabricaed device)

Analogie s polovodi¢ovymi Cipy ne zcela presna.

 Miniaturni zafizeni vyrobené podobnymi technikami jako
polovodicové Eipy (fotolitografie, laserova ablace) na vhodném
substratu (sklo, Si, plast). Kontrastni fotorezisty pro submikronové

struktury.
hvy  hy Maska

Nové metody sekvenovani DNA

« Next generation sequencing

* George M. Church, Harvard (pozdéji Life Technologies, nyni by
Thermo Scientific)

454 pyrosequencing (nyni Roche)

« lllumina (nyni Solexa)

« lon Torrent semiconductor sequencing

« Heliscope single molecule sequencing (Helicos)

* atd. atd.
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fotorezist ,lii,
I
substrat ‘4-‘ ‘4. HF“ ‘MT_.
naneseni expozice vyvijeni leptani a
povlaku odstranéni
poviaku33
Fluorescenc¢ni mikroskopie
« obr. 34-46: vytah z Genova Lectures 2006
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In the compound microscope the Finite Corrected Objective Forms a Real Image At the
Ocular Front Focal Plane: The Primary or Intermediate Image Plane (IIP)

Conventional Optics
Objective with finite Focal Length
(Optical Tube Length, OTL, Typically 160 mm)
Mg, = OTL/,,
Total Magnification = Mg, x My, = OTL/fy, x 250mm/f°§6



http://www.fluorescence-foundation.org/2006_course.htm
http://www.fluorescence-foundation.org/2006_course.htm
http://www.fluorescence-foundation.org/2006_course.htm

Infinity-Corrected Objective System

Modern Mi; [of [of
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MICROSCOPE COMPONENTS
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Specimen Focus and Diffuser

Key component: the objective

Achromats: corrected for chromatic aberration for red, blue

Fluorites: chromatically corrected for red, blue; spherically
corrected for 2 colors

Apochromats: chromatically corrected for red, green & blue;
spherically corrected for 2 colors

Plan-: further corrected to provide flat field

The 3 Classes of Objectives
Common Objective Optical Correction Factors
10x Achromat 10 Fluorite

10x Apochromat

Figure 2

Chromatic and Mono-Chromatic CorrectionsMactrer

Flat-Field.
Correction

Lateral
Magnification
Specialized,
Optical
Properties
Tube Length

Cover Slip
Thickness

60x Plan Apochromat Objective

7, Nosepiece
- ——nMounting
( Thread

| _ Aberration
Correction

Numerical
Immersion
Medium

Working
Distance

Magnification

Ty Color Code

Spring-Loaded
Retraction
Stopper

Figure 1
E.D. Salmon
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What is numerical aperture (NA)?
FIG. 2.1 Numaerical aperture of collection (a), or
lumination (b)
* Image Intensity: | ~ NAG2/M,,2
« Image Lateral Resolution for Corrected
Objective:
-Fluorescence: r = 0.61A/NAy;
-Trans-lllumination: r = A/(NAg; + NA¢yq)
b)
42




Why oil immersion lenses have greater resolution

Oil Immersion and Numerical Aperture

Airy Disk Formation by Finite Objective
Aperture:

D=0.61 1 cos a / n(NA)?
The radius of the Airy Disk at the first

minimum, r’, occurs because of destructive
interference; the diffraction angle, a, is
given by: Low power, NA~ 0.25 D~ 8 um
sin(a) = 1.22A/D, where D = diameter of
objective back aperture

Hi, dry,  NA~05 D~ 2 um

Oil immersion, NA~ 1.3 D~0.4 um

Figure 1 m

CONTRAST MODES OF LIGHT MICROSCOPY

Index of refraction

MODE MECHANISM OF CONTRAST
Brightfield Absorption of light
Phase contrast Optical path length

(index, density)
DIC Rate of change of optical path
Widefield fluorescence Absorption of light, quantum

yield of fluorophore

same as fluorescence

Confocal tiuorescence

Darkfield light scattering by edges in
specimen
Interference refiection contrast interference between

refiections from ventral cell
surface and substratum

Polarization Extinction between crossed
polars caused by specimen
birefringence
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Basic design of the epi fluorescence microscope Filters
Fluorescence Interference Filter Block
eye

To Detector

green fluorescence

eyepiece Retainer
Barrier

ao
3—

—{—1 barrier filter
) ¥ LPS15

{ | blue

excitation ®

® light :

excitation
filter SP 490

mercury arc amp

blue

——————— = red

chromatic beam
splitter CBS 510nm

N objective

—tle cpecimen

Objekt ozaren a sniman ze stejné strany

a7

Exciter

Flange

Figure 1 Retainer

Rack
-~Mounting




