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ABSTRAKT

Tato bakaldiska prace pojednava o problematice testovani a navrhu laboratorniho
optického piistroje nazyvaného tiipasmovy fluorescenc¢ni reader, jenz je urceny pro flu-
orofory Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647. Obsahuje teoretickou ¢ast
s klicovymi védomostmi nejenom z oblasti pfirodnich véd, jakymi jsou fyzika, chemie,
biologie, ale také soucasné technické moznosti, které jsou nezbytné pro zpracovani prak-
tické casti. V praktické ¢asti se nachazi vypracovéani cili bakalaiské prace, kterymi jsou
méfeni a vyhodnoceni zkoumanych vzorkti pomoci monochromatoru, pofizeni a vyhodno-
ceni snimkli pomoci stavajici soustavy, sestaveni spektralni analyzy propustnosti, tvorba
a simulace vlastniho feSeni soustavy a vytvoreni konstrukéniho navrhu. Po proméfeni
vzorkl a piistroje i vytvoreni simulace, byl zhotoven mechanicky model sestavy readeru.

SUMMARY

This bachelor thesis deals with the issue of laboratory testing and design of an optical
instrument called a tri-band fluorescent reader, which is designed for fluorophores Alexa
Fluor 488, Alexa Fluor 555 and Alexa Fluor 647. It contains a theoretical part with
key knowledge not only in the natural sciences, such as physics, chemistry, biology, but
also the current technical capabilities that are necessary for the practical part. In the
practical part is drafting the objectives of the thesis, which are the measurement and
evaluation of the samples examined using a monochromator, acquisition and evaluation
of images using the existing system, build spectral analysis throughput, create a simulation
of custom solutions and create a system engineering design. The mechanical model of the
reader assembly was made after measuring the samples and the device and creating the
simulation.

KLICOVA SLOVA

fluorescencni reader, fluorescence, Jablonského diagram, fluorofory, spektralni analyza,
excitace, emise, ELISA.
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Uvod

Predmétem této prace je testovani a iprava tiipasmového fluorescenéniho readeru, ktery je
urcen pro vybrané fluorofory. Fluorescenéni readery jsou optické ptistroje slouzici ke kva-
litativni fluorescenc¢ni spektralni analyze fluorescen¢nich barviv obsahujicich fluorofory
v ruznych koncentracich.

Prace je délend do dvou casti. Prvou je teoretickd ¢ast pojednavajici o podstateé,
charakteristice a vyuziti fluorescence. Vénuje se problematice fluorofort, jejich vyuziti
pii vyzkumu a vyvoji v ruznych védnich oblastech, vyskytu v prirodé a potiebé uméle
vytvaret latky s vlastnosti fluorescence a vlastnostem jednotlivych ¢asto vyuzivanych flu-
oroforii. Obsahuje resersi na téma fluorescencni readery. Jsou pfedstaveny modely readert,
jak pro detekci fluorescence, absorbance, luminiscence a dalsich specifickych veli¢in a jevu,
tak i multifunkéni, které jsou v soucasnosti komeréné dostupné. Druha cast je prakticka
a byla vytvorena na zakladé pozadavku zaddvajici firmy BioVendor Instruments.

Hlavnimi cili prace bylo:

e Promeérit samotné fluorofory komerénim monochromatorem.

e Pomoci stavajici optické soustavy readeru poridit a vyhodnotit snimky
fluorofori.

e Provést a vyhodnotit spektralni analyzu propustnosti optické soustavy
readeru.

e Vytvorit optickou simulaci vlastni soustavy readeru, pripadné pro ni vy-
tvorit konstrukéni navrh.






1 Fluorescence

1.1 Historicky tvod

e/ e

racovavat rostlinné extrakty pro lékafské ucely. Pro vytvoreni medikamentu byly rost-
liny casto dovazené z exotickych krajin louhovany ve vodé, ktera diky rozpusténi latek
schopnych fluorescence ziskala barevny nadech. Popis tohoto tikazu podal spanélsky 1ékar
a botanik Nicolds Monardes v roce 1565. Posléze se pokustum s témito latkami vénovalo
velké mnozstvi védct. O podrobny popis a zavedeni terminu fluorescence se zaslouzil irsky
matematik a fyzik George Gabriel Stokes v roce 1852 [1].

1.2 Aplikace fluorescence

V soucasné dobé se s fluorescencénim jevem mozné setkat prakticky na kazdém kroku.
Pfi pouziti béznych a snadno dostupnych zdroju svétla jako vybojek a LED diod [2].
Castou a dulezitou aplikaci fluorescence je jak v laboratorni biomedicing (napfiklad stu-
dium DNA, farmaceuticky prumysl), tak i pii studiu pfirodnich pochodu, které budou
nastinény v ¢asti 3, ktera se zabyva jednotlivymi fluorofory uzivanych pro zviditelnéni
struktur latek. V pfirodnich védach jakymi jsou chemie, fyzika, biologie je fluorescence
dulezitym néastrojem pro analyzu slozeni a dalSich vlastnosti vzorku.

Vyznamnou aplikaci fluorescence v oborech lékatstvi a materidlového inzenyrstvi [3,
4] jsou metody spektroskopie. Vyznamna odvétvi spektroskopie jsou fluorescenéni ko-
relacni spektroskopie [5] a rentgenova fluorescence [6]. Fluorescenéni spektroskopie je stéle
se rozvijejici védni obor, ktery se snazi o ziskani efektivnéjsi analyzy vzorku.

Do kategorie ptistroju zalozenych na principu fluorescence latek a jeho detekei je mozné
zafadit ruzné modifikace spektrofluorometru, fluorescenénich mikroskopu, fluorescenénich
skenert (sem se fadi i fluorescenéni readery) a prutokovych cytometru [7].

1.3 Popis a definice fluorescence

Aby bylo mozné popsat a definovat samotnou fluorescenci, je dulezité se nejprve vénovat
pojmum, jako jsou atom, molekula a foton. Atom, skladajici se z kladné nabitého jadra
a zaporné nabitého elektronového obalu, je elementarni stavebni ¢astice hmoty. Podle mo-
delu kvantové mechaniky atomu, je elektronovy obal tvofen zaporné nabitymi elektrony,
jez obklopuji jadro atomu v orbitalech. Jednotlivé orbitaly charakterizuje hlavni kvantové
¢islo popisujici jeho energii. Pfechody mezi orbitaly jsou doprovézeny excitaci a emisi
fotona. Termin foton zavedl americky chemik Gilbert Newton Lewis v roce 1926 [8].
Jedna se o elementarni castici elektromagnetického zareni neboli svétla s danou energii.
Pokud atom excituje urcité mnozstvi fotonu, alespon jeden elektron preskoci z orbitalu
o nizsim hlavnim kvantovém ¢isle, tedy s nizsi energii, na orbital o vyssim hlavnim kvan-
tovém cisle, tedy s vyssi energii. Naopak kdyz elektron ptfechézi z orbitalu s vyssi energii
na orbital s nizsi energii, musi emitovat foton, jehoz energie je rozdil energii obou orbitali
[9].



Jsou-li atomy vazany do molekuly, mohou elektrony v rdmci molekuly prechazet
mezi jejimi jednotlivymi energetickymi hladinami, navic diky kmitavému pohybu vazanych
atomu dochézi k prechodiim mezi jejimi vibra¢nimi stavy v ramci jednoho energetického
stavu molekuly. Tento piechod je opét doprovazeny zménou energie, ale tato zména je
o mnoho nizsi, nez je zména energie mezi jednotlivymi energetickymi hladinami a dale
bude oznacovan jako relaxace vibra¢ni energie [9].

Diky znalostem pojmu atom, molekula a foton je nyni mozné definovat samotnou
fluorescenci. Fluorescence je schopnost latky pohlcovat elektromagnetické zareni o urcité
vlnové délce a vyzarovat elektromagnetické zareni o vinové délce vyssi, tedy o nizsi energii
nez byla energie pohlcovaného svétla. Priibéh fluorescence se déli do t¥i skupin: na excitaci,

cvv s

jevem je fosforescence [9], kterd bude také blize predstavena v ndsledujici éasti.

1.4 Jablonského diagram

Prubéhem absorpce a emise fotont latkou se zabyval polsky profesor Alexander Jab-
lonski [10], ktery je oznacovén za otce fluorescenéni spektroskopie. Zakladem je ener-
geticky tzv. Jablonského diagram, ktery je grafickou interpretaci energetickych hladin
a prechodu mezi nimi. Pomoci diagramu, znazornéném na obr. 1 [3], je mozné sledovat
absorpci urcitého kvanta energie, kdy se molekula dostane z rovnovazné singletni hla-
diny Sy do nékteré excitované singletni elektronové hladiny S,, a pfipadné pak nasledkem
mezisystémového pfechodu do tripletni elektronové hladiny T,. Aby se molekula mohla
dostat do tripletniho stavu, musi elektron podstoupit spinovou konverzi, kdy elektron
ziskd opacny spin [3].

Molekula nachéazejici se v excitovaném stavu mé vyssi energii. Aby se dostala do zaklad-
ni energetické hladiny Sy musi ztratit energii. Toho muze docilit bud’ z4Fivym, nebo nez4-
fivym energetickym prechodem. Zafivého piechodu je docileno pomoci emise fotonu (flu-
orescence nebo fosforescence). Nezarivé piechody predstavuje vnitini konverze, mezi-
systémovy prechod (viz obr. 1 [3]) a relaxace vibracni energie. K ni dochdzi, pokud se
snizuje energie, ale molekula si zachovava svuj urcity singletni nebo tripletni stav. Doba
trvani nezarivych prechodi je nizsi nez u zafivych pfechodu. Pro fluorescenci se uvadi
jako typick4 hodnota fddové 1078 s, u fosforescence je typickd delsi doba trvani v faddech
milisekund az sekund [3]. Fluorescence umoziiuje pfesun z excitovaného singletniho stavu
do zéakladniho singletniho stavu. K fosforescenci muze dojit az po spinové konverzi, kdy se
molekula nachazi v excitovaném tripletnim stavu a néasledné pfechazi opét do zakladniho
singletniho stavu [7].

Vedle fluorescence a fosforescence je mozné sledovat i tzv. zpozdénou fluorescenci. Ta je
charakteristickd prechodem z excitovaného singletniho stavu, ale béhem prechodu prejde
molekula na urcitou dobu do tripletniho stavu. Doba trvani celého pfechodu je tedy delsi,
nez by tomu bylo u fluorescence, ale emisni spektrum odpovidé fluorescenci [7].

S1, na kterou se molekula dostane relaxaci vibra¢ni energie a vnitini konverzi [7]. Emisn{
spektra jsou dle Vavilovova zékona nezavisla na vinové délce excitace [7].
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Obrézek 1: Schéma Jablonského diagramu. Pfevzato a upraveno z [3]. Ex - excitace, F1 -
fluorescence, Fo - fosforescence, VK - vnitini konverze, VS - vibra¢ni stavy, MP - mezi-
systémovy piechod, R - relaxace, ZEH - zdkladni energetickd hladina.

1.5 Charakterizace fluorescence

Latku lze charakterizovat pomoci excita¢niho a emisniho spektra. Excita¢ni spektrum
ukazuje relativni uc¢innost ruznych vinovych délek dopadajicitho zaifeni na fluoreskujici
molekulu. Po absorpci zafeni, zacne fluoreskujici molekula emitovat zafeni neodpovidajici
vlastnostem ptuvodniho absorbovaného zéateni. Jestlize uréime relativni rozlozeni vinovych
délek tohoto emitovaného zéfeni, ziskdme emisni spektrum [6].

Aby bylo mozné ziskat excita¢ni a emisni spektrum, je do méfici optické soustavy
(viz obr. 2) vlozen proménny excitactni monochroméator slozeny z excita¢nich filtri a pro-
ménny emisni monochromator slozeny z emisnich filtri. Pfi méfreni excitacniho, piipadné
emisniho spektra je emisni, ptipadné excita¢ni monochromator nastaven fixné a na excitac-
nim, piipadné emisnim monochromatoru se nastavuji jednotlivé vlnové délky a sleduje
se piislusné spektrum. Zobrazenim emisniho a excita¢niho spektra do jednoho grafu
ziskdme fluorescencni spektrum. Napt. fluorescenéni spektrum barviva Alexa Fluor 555
je ukdzano na obr. 3 [11]. Pti analyze spekter lze urcit ztratu energie vznikajici na flu-
oreskujici molekule a tim vznikly Stokestuv posun, ktery vyjadiuje rozdil vlnovych délek
mezi peaky excitaéniho a emisniho spektra viz obr. 4 [7, 12].

Dilezitym parametrem pii hodnoceni vlastnosti fluoreskujici molekuly je kvantovy
vytézek, ktery se pohybuje v intervalu 0 az 1 a ktery vyjadiuje schopnost vyvolat fluores-
cenci. Stanovuje se podilem mnozstvi vyzarenych fotonu k mnozstvi pohlcenych fotonu
[12].

Dalsim dulezitym parametrem je intenzita fluorescence, ktera je definovana jako pocet
fotont pohybujicich se v ur¢itém smeéru za jednotku casu. Lze ji stanovit pomoci kvan-
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Obréazek 2: Schéma méfeni excitacniho a emisniho spektra. ZD - zdroj svétla, ExM -
excitatni monochromator, D - detektor, EmM - emisni monochromator, VZ - vzorek.
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Obrézek 3: Fluorescenéni spektrum barviva Alexa Fluor 555 [11].



tového vytézku, ktery je vyndsoben danou intenzitou absorpce fotonu [7].

Cas, po ktery molekula existuje v konkrétnim excitovaném stavu od absorbce po emisi
fotont, tzce souvisi s nezarivymi pfechody a stanovuje dobu dohasindni fluoreskujici
molekuly [7].

Polarizované zaieni je charakteristické vektorem elektrické intenzity, ktery kmita v jed-
né roviné. Pokud by nepohybujici se molekula absorbovala toto svétlo, pak by také
vyzafovala vyrazné polarizované zareni. V normadlnich podminkéach se molekuly pohy-
buji a rizné se nataci pti pohlcovani zafeni a proto se objevuji rizné elektrické intenzity
ve vice rovindch [3].
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2 Fluorofory

Latky vyznacujici se schopnosti fluorescence se oznacuji jako fluorofory. Jednotlivé flu-
orofory charakterizuje pfesné dané absorpéni a excita¢ni maximum. Ta jsou ovlivnéna
strukturou latky (napfiklad poctem benzenovych jader) [12].

Fluorofory je mozné roztiidit podle jejich pivodu do dvou skupin, na vnitfni{ (intrinsic,
vlastni) a vnéjsi (extrinsic, nevlastni). Skupinu vnitinich fluoroforu tvoii pfirozené se obje-
vujici fluorescenéni latky ve vzorku. Vnéjsi fluorofory se uméle pridavaji tak, aby se docililo
pozadovanych fluorescenénich vlastnosti vzorku [7].

2.1 Vnitini fluorofory

Mezi zastupce této tiidy patii aminokyseliny, kofaktory enzym, cytochromy, chlorofyl,
hemoglobin, myoglobin, peroxidaza, zeleny fluorescenc¢ni protein, fytofluory, fykobilipro-
teiny a dalsi. Aminokyseliny zajistuji fluorescenci proteini v ultrafialovém pésmu spektra
a to zejména aromaticky tryptofan (nejvétsi podil — dulezitd indolova skupina), déle pak
tyrozin a fenylalanin (nejmensi podil) [7]. Oblast viditelného spektra muzeme sledovat
napiiklad u chlorofylu a kofaktoru enzymu — nikotinamid adenin dinukleotid (NADH),
nikotinamid adenin dinukleotid fosfatu (NADPH), flavin adenin dinukleotid (FAD), py-
ridoxal fosfat, riboflavin a flavin mononukleotid (FMN) [7]. Pomoci vnitini fluorescence
chlorofylu se provadi studium rostlin, hlavné sledovani procesu zvaného fotosyntéza. Dale
slouzi napiiklad pii rozborech vody — pfitomnost fytoplanktonu [3].

2.2 'Vnéjsi fluorofory

Jestlize sledovany vzorek nemé potiebnou intenzitu fluorescence pro méfeni (probihd
slabd nebo neprobihd zadné fluorescence), je mozné na néj navézat tzv. nevlastni flu-
orofory a docilit tim kvalitnéjstho pozorovani chovani daného systému. Duraz je kladen
predevsim na to, aby pfidani fluoroforu do vzorku mélo minimalni vliv na funkei biolo-
gického systému. Dalsimi pozadavky jsou stabilita pii ozafovani a vysokd intenzita flu-
orescence [12].

Podle charakteru chemické vazby, kterou mezi sebou vytvaii fluorofor a molekula,
se déli na fluorescenéni znacky (silnd kovalentni vazba) a fluorescenc¢ni sondy (slabé neko-
valentni vazba). Pti kovalentni vazbé dojde ke sdileni jednoho nebo vice paru elektroniu.
Pokud nedojde ke sdileni elektront, nastava vazba nekovalentni.

Fluorofory mohou, ale i nemusi mit vliv na kvantovy vytézek fluorescence. Latky,
které se vyznacuji tim, ze zachovavaji kvantovy vytézek jsou aplikované ve fluorescenc¢ni
cytochemii a [7]. Naopak existuji fluorofory, které po zavedeni do systému velmi méni
kvantovy vytézek a zdvisi na prostiedi, ve kterém se nachézi [7].

2.2.1 Fluorescenc¢ni znacky

Jak jiz byla zminéno je fluorescencni znacka véazand pomoci nepiimé kovalentni vazby
s molekulami napftiklad proteint, peptidu, ligandu a oligonukleotidu. Pouzivaji se v imu-
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nologii, histochemii, afinitn{ chromatografii a dalsich védnich oborech [7].

Mezi nejpouzivanéjsi znacky v imunofluorescenénich metodéch patii Fluorescein (Flu-
orescein Isothiocyanate, FITC) — zelené barvivo, Rhodamine (Tetramethylrhodamine Isot-
hiocyanate, TRITC) — ¢ervené barvivo a Diamidin Fenylindol (DAPI) — modré barvivo
[12]. Dalsimi zdstupci jsou Cyanine Dyes. Znadi se Cy (napfiklad Cy2, Cy3, Cy3.5, Cy5,
Cy5.5, CyT7), maji vyssi kvantovy vytézek nez Fluorescein a Rhodamin, ale nizsi Stokesuv
posun [12]. Obsahuji nasycené heterocykly a dalsi aromaticka jadra. Alexa Fluor Dyes
[11] jsou popsény v ¢asti 2.3.

Nové objevené fluorofory béru se objevuji pod oznacenim BODIPY. Disponuji vyssim
kvantovym vytézkem fluorescence na tikor nizkého Stokesova posuvu [7]. Vyhodou je také
nezavislost na polarité a na pH.

2.2.2 Fluorescenc¢ni sondy

Oproti fluorescenénim znackam se vyskytuje mezi fluorescen¢ni sondou a vzorkem piimé
nekovalentni vazba. Nasledkem takové reakce miize dojit a mnohdy i dochazi ke zméné flu-
orescencnich vlastnosti. Sondy se prevazné vazou na bunéénou sténu, bunéénou membra-
nou nebo nukleovou kyselinou [12].

Mnozstvi doposud zaevidovanych sond je fadové v tisicich [7]. Membrénové fluores-
cenéni sondy se vyuzivaji pii zkouméni pfechodu molekul pfes danou membranu [13],
pohybu lipida v bufice [14], reakce membrany na pfitomnost 1é¢iv [15], recyklace sy-
naptosomil [16] nebo mikroviskozity membran [17]. Diilezité jsou lipidové sondy. Radi
se sem napiiklad Pyrene, Dansyl, rizné fosfolipidy a dalsi. Ke studiu nukleovych kyselin
jsou urceny fluorescen¢ni sondy pro nukleové kyseliny. Oproti membranovym sondam,
které se vazi na nepolarni uhlovodikovy fetézec, se zde muze uskutecnit vazba na riznych
mistech. Pfi studiu chromozomu se ¢asto vyuziva Acridine Orange (pro DNA) [18],
Acridine Orange (pro RNA) [19], Ethidium Bromide [20] nebo Propidium Iodide [21].
Existuji fluorescenéni sondy pro zjisténi polarity prostiedi (1-anilinonaftalén-8-sulfonét,
2-ptoluidinonaftalén-6-sulfonat) [22], pro stanoveni membranového potencidlu (Merocy-
anine, Carbocyanine, styrylové sondy, atd.) [23] nebo také sondy pro stanoveni pienosu
energie mezi akceptorem a donorem [24].

2.3 Ztrata fluorescence

Pokud dochazi ke snizovani kvantového vytézku fluorescence, pti zachovani fluorescenéniho
emisniho spektra, nastava tzv. zhaseni fluorescence. Zhaseni mtize mit dvé pficiny. Prvou
z nich je zhdSeni fluoroforu sebou samym (samozhdseni), které muze nastat pfi pozorovani
vzorku o vysoké koncentraci fluorescencniho barviva, piipadné vysoké hustoté znaceni
vzorku. Druhou pfi¢inou zhaseni je styk se zhasejici latkou. Pokud dojde ke styku fluoro-
foru se zhésejici latkou, nastdva bud dynamické (srazkové) nebo statické zhdseni. Statické
zhaseni se projevuje chemickou zménou molekul. U dynamického zhaseni chemicka zména,

v v

s absenci zafeni [7].
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Dalsfm procesem, pti kterém dochézi ke ztraté fluorescence je proces fotovybélovani
(photobleaching). Pfi intenzivnim ozafeni miize dojit k nevratnym zménam ve struktute
fluoroforu, které mizou vyustit az do celkového vybéleni. Fluorofor pak neni schopen

emitovat zafeni [12].
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3 Metoda ELISA

Mezi hlavni imunochemické metody patif imunoeseje [25], imunoblotovani [26], imunopre-
cipitace [27], imunoafinitni chromatografie [28] a imunosenzory [29]. V této praci bude blize
pojedndvéano o metodach imunoeseje, mezi které patii i metoda ELISA (Enzyme-Linked
Immuno Sorbent Assay). Tyto metody lze rozdélit podle ruznych hledisek, napiiklad
na homogenni a heterogenni. Homogenni metoda je jednodussi a nevyzaduje oddéleni
vazané a volné znacené protilatky nebo antigenu, protoze navazani protilatky na antigen
ovlivni intenzitu signalu. Heterogenni metoda se vyznacuje navazanim jednoho z reak-
tanti (antigenu nebo protildtky) na pevny nosi¢ (napiiklad na mikrotitra¢ni desticku
(viz obr. 5) nebo zkumavku), ktery usnadnuje oddéleni vdzanych a volnych znacenych
reaktant. Oddéleni reaktant je nutné, protoze interakce neovliviiuje intenzitu signélu.
Ke znaceni reaktantti muze byt pouzit bud radioisotop (RIA - Radio Immuno Assay),
enzym (EIA - Enzyme Immuno Assay) nebo fluoreskujici barvivo.

Obrazek 4: Pevny nosi¢, mikrotitracni desticka.

ELISA slouzi pro diagnostiku protilatek. Jedna se o imunochemickou metodu se zna¢enymi
reaktanty, presnéji o heterogenni enzymovou imunoanalyzu, ktera je zalozena na speci-
fikované interakci antigenu! s protilatkou?, kdy je stanoveno mnozstvi jednoho z reak-
tanti. Do dané smési se piid4 substrat?®, ktery je katalyzovdn navizanym enzymem s pro-
tilatkou nebo antigenem, kde jeden z nich je zakotven na pevny nosi¢. Enzym je vazan
pomoci kovalentni vazby na protilatku nebo antigen. Vysledkem reakce je pak fluoreskujici
smés, jehoz koncentrace je imérnd jednomu ze c¢lenti reakce. Pomoci spektrofotometrie
nebo fluorescence je testovano, zda ve zkoumané smeési jsou nebo naopak nejsou protilatky
pro dany antigen a lze takto napfiklad stanovit pfitomnost patogent v organismu [30, 31].

'Makromolekula, kterd je vyhodnocena organismem jako nevlastni.
2Molekula, jenz po navézani s antigenem vyvold obranou reakci pied cizf latkou.
3Chemicks, latka, ktera reaguje s enzymem a tfm zménf svoji barvu.
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Metoda ELISA se déli na nekompetitivni (sendvicovou) a kompetitivni. P¥i nekom-
petitivni metodé je neanalyzovana latka v nadbytku. Na protilatku, ktera je navazana
na pevny nosic, je navazan antigen a nésledné je na tento antigen navazana sekundérni
protilatka, timto se vytvori tzv ,sendvic“. Pii kompetitivni metodé je vzdy nadbytek
antigenu. Neznaceny a znaceny antigene soutézi o omezeny pocet mist na protilatkach.
Dalsi déleni metody ELISA je na pfimou a nepfimou metodu. P¥ima metoda ELISA slouzi
ke stanoveni pfitomnosti antigenu nebo antigenu. Vyznacuje se reakci znacené protilatky
s neznacenym antigenem nebo znaceného antigenu s neznacenou protildtkou. Nepiima
metoda ELISA umoznuje stanovit pfitomnost i koncentraci protilatek ve vzorku. Pti této
metodé se prvné vaze antigen s protilatkou a nasledné se ptida sekundarni znacend pro-
tildtka [31, 32]. Metody ELISY jsou pouZity pfi pripravé vzorku.

16



4 Fluorescenc¢ni reader

Diky rozvoji biomediciny v oblasti vyvoje a vyzkumu, poptavka po fluorescenénich rea-
derech stoupa. Konkurence ve vyrobé readeru je nemald, proto se firmy snazi pfichazet
s inovacemi v oblasti finanéni dostupnosti a multidetekénosti readeri. Na dneSnim trhu
1ze nalézt jak pfistroje pracujici na bazi detekce konkrétniho déje (napfiklad fluorescence,
luminiscence, absorpce), tak i multidetekéni readery. Ve vyvoji a vyzkumu v moderni
biomediciné nasly readery rozsifené uplatnéni a to v ruznych modifikacich dle speci-
fickych pozadavki. V této praci je vénovano nejvice pozornosti fluorescenénimu readeru,
jehoz zakladnim principem je méfeni emise zafeni po jeho absorpci vzorkem o riznych
vlnovych délkach, diky cemuz lze detekovat vlastnosti zkoumaného vzorku.

4.1 ReSerse fluorescenénich readeru

Fluorescenéni readery jsou zélezitosti moderni doby. Na konci 20. stoleti se objevilo nékolik
navrhu optické soustavy pristroje na zkoumani luminiscenénich jevi. Jednoduché schéma
soustavy slozené z ¢ocCek a zrcadel probéhlo optimalizaci. V roce 1999 je v Némecku pub-
likovén patent na opticky systém readeru [33], ktery je uréeny pro mikrotitracni desticky.
Tento opticky systém umoznioval méfit nejenom fluorescenci, ale také absorpci a lumi-
niscenci. Typické schéma dnesnich readeri je publikovano v roce 2007 v patentu na re-
ader [34] také pro mikrotitrac¢ni desticky. Nejrozsifenéjsimi readery soucasnosti jsou re-
adery pro mikrotitra¢ni desticky, jejichz pocet jamek se pohybuje v rozmezi 6 - 384,
podle zvoleného modelu readeru. Firmy nabizi sirokou skalu modela fluorescenc¢nich a mul-
tidetekénich readert. Multidetekéni readery umoznuji uzivateli flexibilni méfeni vzork,
napiiklad méfeni fluorescence, absorpce, luminiscence, a dalsi. Readery mohou byt spe-
cifikovany pro konkrétni fluorofory. V takovém piipadé je pro kazdy fluorofor vytvorena
konfigurace excitacniho a emisniho filtru a dichroického zrcadla. U multidetekénich rea-
deru se Castéji vyskytuji monochroméatory, které umoznuji upravit spektrum bilého svétla
na pozadovanou vlnovou délku. Soucasti readeru byva inkubator na vzorky s moznosti
zvolit teplotu inkubace.

Vyznamnou pozici na poli firem, které se zabyvaji laboratornimi piistroji, je firma
BioTek [35] nabizejici jak fluorescenéni readery, tak i multidetekéni readery. Mezi konku-
ren¢ni firmy v oblasti laboratornich pfistroju patii firma Tecan [36] a firma Lonza [37].
Firma Lonza se vénuje nejenom vyvoji readerti ale predevsim je svétovym dodavatelem
v oblasti farmaceutického primyslu. Mezi lidry na poli diagnostiky patii firma Thermo
Fisher Scientific [38]. Firmou specializujici se na vyvoj a vyrobu readeru pro mikrotitraéni

.....

4.2 Opticka soustava fluorescencniho readeru

Typické schéma fluorescenéniho readeru je zobrazen na obr. 5 [40]. Rozsah vinovych délek
zafeni je ddn charakterem konkrétné zvoleného zdroje ZD. Mezi pfirodni zdroje svétla lze
zafadit napfiklad chemické reakce nebo vyboje elektrického proudu. Za umélé zdroje

17



se povazuji zarivky, vybojky, zarovky, lasery a diody. Podle rozméri lze zdroje rozlisit
jako bodové, plodné a prostorové zdroje svétla [41].

Siroké spektrum vlnovych délek svétla je pomoci excitaéniho monochromatoru ExM
a v ném obsazenych filtri zizeno na mensi interval vlnovych délek, tedy na paprsek
svétla o charakteristické vinové délce. V monochromatorech 1ze pouzit velké mnozstvi
optickych filtri zhotovenych z ruznych materiali. Jednd se o filtry z barevného skla [42],
interferenéni (excitacni a emisni) [43], disperzni [44] a v neposledni fadé polarizacni filtry
[45].

Filtry zajistuji, aby na vzorek VZ dopadal vybrany svazek svétla dle pozadovaného roz-
sahu vinovych délek a aby do detektoru D bylo propousténo pouze fluorescencni zareni
osviceného vzorku.

Protoze je nutné oddélit emisni (fluorescenéni) a excitacni svétlo, je do optické sou-
stavy vlozeno dichroické zrcadlo DZ. Pomoci interference svétla na rozhrani dvou vrs-
tev o ruznych indexech lomu dokéze efektivné propoustét emisni svétlo do detektoru D
a odrazet excitacni svétlo na vzorek VZ. Dichroické zrcadlo DZ se umistuje pod tihlem
45°.

Propojeni optické soustavy readeru s fidicim systémem je uskutecnéno pomoci detek-
toru D, kterym byva fotodioda, fotondsobi¢ (PhotoMultiplier Tube - PMT) nebo Charge
Coupled Device (CCD) [46]. Pomoci néj dochdzi k preddvani spektralnich informacich
o emisnim zareni uzivateli.

I

\\:\:(:\\ |

|
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EmM

DZ

vZ

Obrézek 5: Schéma fluorescenéniho readeru [40]. ZD - zdroj svétla, ExM - excitaéni mo-
nochrométor, D - detektor, EmM - emisni monochroméator, DZ - dichroické zrcadlo, VZ -
vzorek.
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5 Proméreni vybranych fluoroforti dostupnymi pri-
stroji

Vybrané fluorofory Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647 byly prométeny
pomoci readeru Synergy H1 spole¢nosti BioTek [35] a nafoceny stévajici optikou readeru
firmy BioVendor Instruments.

5.1 Fluorofory Alexa Fluor Dyes

Jedna se o sulfonované derivaty Rhodaminu, které byly navrzeny pro imunofluorescencni
testy tak, aby bylo dosazeno oproti béznym fluoroforim vysoké intenzity fluorescence
— vysoky jas barviva a nizky jas pozadi. Vyznacuji se vysokym kvantovym vytézkem —
svitivosti a i zesilenou fotostabilitou, kterd umoziuje delsi dobu sniméni vzorku (nej-
stabilnéjsi fotostabilita ze zndmych fluorofort), moznosti pouziti Sirokého rozmezi pH
a v neposledni fadé dobrou rozpustnosti ve vodé. Umoznuji vybér ze Sirokého rozsahu
maxim excitacniho zareni, ktera se pohybuji v rozmezi 402 — 784 nm a Sirokého rozsahu
maxim emisniho z&feni 421 — 814 nm (viz tab. 1). Oznaceni jednotlivych fluorofort je dano
vinovou délkou excitacniho maxima. Nejvétsiho kvantového vytézku je dosazeno u Alexa
Fluor 488, jehoz hodnota muze dosahovat az 0,92. Vyuzivaji se jako fluorescenéni znacky
pfi zkoumadni vzorku tkéani, zivych bunék, fixovanych preparatu a dalsich [11, 12, 47].

Tabulka 1: Charakteristické hodnoty excitacniho a emisniho spektra fluorofora Alexa Fluor
[47].

Fluorofor Maximum excitaéniho | Maximum emisniho
spektra [nm)] spektra [nm)]
Alexa Fluor 488 495 519
Alexa Fluor 555 555 965
Alexa Fluor 647 650 668

5.2 Meéreni na readeru Synergy H1

Pro ovéreni schopnosti fluorescence jednotlivych fluoroforti pfi excitaci urcitou vinovou
délkou jsem prométila fluorofory Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647 po-
moci komeréniho readeru Synergy H1 spole¢nosti BioTek [35], ktery pomoci spektroskopie
ultrafialového a viditelného spektra umoziuje méfit intenzitu fluorescence. Pro méreni
byly naneseny do jamek mikrotitrac¢ni desticky nefedéné a logaritmicky fedéné fluorofory.
Pro kontrolu bylo do prvniho fddku také naneseno ¢isté rozpoustédlo (voda), které ne-
vyzafuje fluorescenéni zafeni. Takto pripravené desticky byly nasledné prométeny, kde byla
zvolena hodnota excitace a emise dle tab. 1 [47].
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Tabulka 2: Maximum excita¢niho spektra 490 nm, maximum emisniho spektra 525 nm,

uvedené hodnoty v RFU.

Maximum excitacniho spektra 490 nm, maximum emisniho spektra 525 nm
Koncentrace barviva | Alexa Fluor 488 | Alexa Fluor 555 | Alexa Fluor 647

0 % (kontrola) 32 26 33

100 % 7494 42 106

10 % 5660 34 47

1% 3216 35 26

0,1 % 699 30 33

0,01 % 86 36 25

0,001 % 44 41 34

0,0001 % 34 40 45

Tabulka 3: Maximum excitacniho spektra 550 nm, maximum emisniho spektra 580 nm,

uvedené hodnoty v RFU.

Maximum excitacniho spektra 550 nm, maximum emisniho spektra 580 nm

Koncentrace barviva

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 555

Alexa Fluor 647

0 % (kontrola) 5 7 6
100 % 14 17824 40

10 % 0 6656 20

1% ) 1456 6

0,1 % 3 300 3
0,01 % 0 384 4
0,001 % ) 209 4
0,0001 % 4 2 )
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Tabulka 4: Maximum excita¢niho spektra 645 nm, maximum emisniho spektra 675 nm,
uvedené hodnoty v RFU.

Maximum excitac¢niho spektra 645 nm, maximum emisniho spektra 675 nm
Koncentrace barviva | Alexa Fluor 488 | Alexa Fluor 555 | Alexa Fluor 647
0 % (kontrola) 1 0 0
100 % 0 0 531
10 % 0 0 196
1% 0 2 53
0,1 % 0 0 6
0,01 % 0 0 0
0,001 % 1 0 2
0,0001 % 0 1 0

Pro fluorofor Alexa Fluor 488 byla zvolena hodnota excitacniho peaku 490 nm a hod-
nota emisnfho peaku 525 nm, pro fluorofor Alexa Fluor 555, resp. Alexa Fluor 647 byla
zvolena hodnota excitacniho peaku 550 nm, resp. 645 nm a hodnota emisniho peaku
580 nm, resp. 675 nm. Pfi takto zvolenych parametrech je nejvyssi intenzita fluores-
cence pii vSech méfenich zaznamendna dle ocekdvéni pravé u daného fluoroforu (viz
tab. 2 - 4) a klesd s klesajici koncentraci fluoroforu. Naméfené hodnoty jsou v jednotkach
RFU (Relative Fluorescence Units). U ostatnich fluorofort se objevuje slabé fluorescence,
ale ve srovnani s danym fluoroforem se da povazovat za zanedbatelnou. Tato slaba flu-
orescence je dusledkem charakteru excitacni a emisni kiivky ve fluorescenénim spektru.
Kontrola probéhla dspésné, u rozpoustédla nebyla naméfena témér zadna fluorescence.
Tyto naméfend data odpovidaji charakteristickému chovani fluorofort, mezi které patii
snizovani intenzity fluorescence s klesajici koncentraci a existence fluorescence pii spravné
zvolené hodnoté excita¢niho a emisniho peaku pro kazdy fluorofory.

5.3 Snimky fluorofori porizené pomoci stavajici optiky readeru
firmy BioVendor Instruments

Ucelem tohoto méfeni je vyhodnoceni spravnosti sestaveni stavajici optické soustavy.
Do jamek mikrotitracni desticky byly opét naneseny nefedéné, logaritmicky fedéné flu-
orofory Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647 a pro kontrolu rozpoustédlo
(voda). Pomoci stavajici optické soustavy byly pofizeny snimky jednotlivych jamek. Po-
kud doslo k excitaci fluoroforu odpovidalo zafeni jamky intenzité excitacniho zareni. Po-
kud fluorescence nenastala, na snimku bylo vidét pouze tmavé pozadi. Snimek jamky s vo-
dou by tedy také mély vykazovat pouze tmavé pozadi. Zdroj excita¢niho svétla stavajici
optické soustavy tvorily t¥i LED diody, jez byly zvoleny na zékladé excitacnich spekter
z predchoziho méfeni (viz ¢ast 6.2). Pro kazdy fluorofor byla pouzita jedna LED dioda,
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kterd vykazovala nejlepsi vlastnosti a optimalni vysledky. Zareni produkované LED di-
odou prochéazi excitacnim filtrem a nasledné dopada na vzorek. Soustavu LED diody a ji
prislusejicimu filtru budeme oznacovat jako osvétlovac. Piehled ziskanych vysledku je zo-
brazen v tab. 5 — 7. Aby bylo mozné snimky porovnat, byla na detektoru nastavena stejna
expozice pro vSechna méfeni.

Tabulka 5: Snimky fluoroforu Alexa Fluor 488, barvy jsou v nepravych barvach stupnice
hall2.

Alexa Fluor 488

Osvétlovac pro | Osvétlovacé pro | Osvétlovac pro
Koncentrace barviva Alexa Fluor Alexa Fluor Alexa Fluor
488 555 647

0% (kontrola) -
100% -

10%

1%

0 [bit] 255

Ze snimku fluorofort Alexa Fluor 488 (viz tab. 5) je patrné, ze fluorescence se pro-
jevila pouze pii pouziti osvétlovace pro Alexa Fluor 488. Nejvyssi intenzita byla zazna-
menana u jamky s nejvyssi koncentraci a klesala s klesajici koncentraci, coz odpovida
vysledkum z ptedchozi ¢ésti 6.2. Obdobné vysledky se objevily u fluoroforu Alexa Fluor
647, které zndzornuje tab. 7. Snimky fluoroforu Alexa Fluor 555 (viz tab. 6) a Alexa Fluor
647 (viz tab. 7) ukazuji fluorescenci i pfi osviceni osvétlovaci pro Alexa Fluor 488 a Alexa
Fluor 555 u Alexa Fluor 555 a osvétlovaci pro Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647 u Alexa
Fluor 647, coz je nezddouci. Tato skutecnost muze byt ¢astecné zpusobena charakterem
emisntho spektra jednotlivych fluoroforu, protoze prubéh téchto kfivek ve fluorescenénim
spektru nelze upravit, je proto nutné upravit spektralni propustnost pouzitého emisniho
filtra. Ve stavajici optice readeru je jednotny emisni filtr pro vSechny fluorofory. Vysledky
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Tabulka 6: Snimky fluoroforu Alexa Fluor 555, barvy jsou v nepravych barvach stupnice
hall2.

Alexa Fluor 555

Osvétlovac pro | Osvétlovac pro | Osvétlovac pro

Koncentrace barviva Alexa Fluor Alexa Fluor Alexa Fluor
488 555 647

0% (kontrola)

100%

10%

1%

=
—
=
=
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Tabulka 7: Snimky fluoroforu Alexa Fluor 647, barvy jsou v nepravych barvach stupnice
hall2.

Alexa Fluor 647

Osvétlovac pro | Osvétlovac¢ pro | Osvétlovac pro

Koncentrace barviva Alexa Fluor Alexa Fluor Alexa Fluor
488 555 647

0% (kontrola)

100%

10%

1%
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ukazuji na nutnost zmény navrhu stavajici optické soustavy. Z tohoto métfeni vyplyva,
ze navrh nové optické soustavy readeru se bude tykat ipravy spektralni propustnosti re-
aderu a upravy excita¢niho spektra osvétlovacu tak, aby dochézelo k excitaci a nasledné
fluorescenci pravé jednoho fluoroforu, pro ktery je osvétlova¢ navrzen. Kontrola pomoci
rozpoustédla u vSech méteni byla v porddku, ve snimcich bylo patrné pouze tmavé pozadi.
Nésledujici méteni je vénovano spektralni analyze propustnosti stavajici optické soustavy
readeru.

5.4 Spektralni analyza propustnosti stavajici optické soustavy
readeru firmy BioVendor Instruments

Pomoci spektrometru jsem ziskala kiivky excitace a emise a sestavila spektralni analyzu
propustnosti optické soustavy readeru. Pro kazdou LED diodu a excita¢ni filtr byla
naméfena jedna kfivka excitace. Vybranou LED diodou byla prosvicena osvétlovaci ¢ast
optické soustavy stavajictho readeru a zméfena spektralni analyza kazdého osvétlovace.
Abych ziskala kiivku propustnosti zobrazovaci ¢asti, zvolila jsem jako zdroj svétla bilé
svetlo, diky kterému jsem pokryla vSechny vinové délky potiebné k sestaveni spektralni
analyzy. Namétrené hodnoty byly normovany, jelikoz zdroj bilého svétla mél nizsi vykon
nez pouzité LED diody a tudiz maximalni hodnota intenzity fluorescence u osvétlovact
byla o nékolik Ffadi vyssi nez u zdroje bilého svétla. Hodnoty intenzity zafeni u zdroje
bilého svétla pro méfeni nejsou smérodatné, jelikoz slouzi pouze k ziskdni emisni kfivky.
Namérena data byla zpracovana do jednoho grafu zavislosti intenzity zafeni na vlnové
délce pro jednotlivé osvétlovace. PTi méreni se v mistnosti eliminovaly ostatni zdroje
svétla, aby zareni zachycené detektorem pochazelo pouze od zvoleného osvétlovace u mére-
ni excitatniho spektra a zdroje bilého svétla pfi méfeni propustnosti. Tak bylo mozné
zaznamenat prubéhy jednotlivych kiivek bez vnéjsich vlivi.

Osvétlovac je zdrojem zareni o tizkém rozsahu vlnové délky, proto je v grafu videét
zretelny peak, ktery ukazuje jeji nejvyssi intenzitu (viz obr. 7). Poloha peaku by méla od-
povidat vlnové délce uvedené na jednotlivych LED diod. Pii méfeni excitacniho spektra
byl naméfen velmi nepatrny Sum, z toho zle usoudit, ze vSechny osvétlovace propousti na-
tolik vysoky vykon, ze vnéjsi vlivy jsou zanedbatelné. Prubéh kfivky propustnosti ve vSech
pripadech vykazuje pomérné vysoky sum, ktery je zpusoben diky jiz zminénému nizkému
vykonu zdroje bilého svétla a normovani kiivek spektra. Pii samotném méfeni fluores-
cen¢nim readerem je nezadouci, aby se do detektoru dostalo excitaéni zafeni. Z obrazkiu je
patrné, Ze ve vSech piipadech se podafilo pomoci tfipasmového emisniho filtru toto zareni
z velké casti eliminovat. Z tohoto méfeni lze usoudit, Ze z hlediska propustnosti optické
soustavy, je optickd soustava navrzena spravne.

5.5 Vyhodnoceni méieni stavajici optické soustavy readeru

Kazdy fluorofor méa danou polositku excita¢niho peaku. Pokud se kiivka excita¢niho spek-
tra fluoroforu presné nebo castecné piekryvéa se spektrem jemu uréenému osvétlovaci,
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Spektralni analyza stavajici optické soustavy readeru

Kiivka
propustnosti
| — Osvétlovac
pro Alexa
Fluor 488

! ‘ | — Osvétlova¢
S | U 5 NRSUS— W | — : ; j pro Alexa

i | ‘ i Fluor 555

A — S — Osvétlova¢
| ' pro Alexa
Fluor 647

Intenzita zéfeni [-]

Vlnova délka [nm]

Obrazek 6: Spektralni analyza stavajici optické soustavy readeru, hodnoty normovany.

dochéazi k zadané fluorescenci. OvSem z vysledku méfeni v ¢asti 5.3 vyplyva, ze dochéazi
k nezadouci excitaci fluorofori i jinym osvétlovacem. Na obr. 7 jsou znazornénd spek-
tra vybranych fluoroforti a maxima spekter osvétlova¢tu pro né navrzenych. Z obrazku je
patrné, ze pii pouziti osvétlovace pro Alexa Fluor 488 dojde k prekryti excitac¢niho spek-
tra fluoroforu Alexa Fluor 488 a Alexa Fluor 555. Podobné u osvétlovace pro Alexa Fluor
555 dojde k prekryti excita¢niho spektra fluoroforu Alexa Fluor 555 a Alexa Fluor 647.
Jakmile pak dojde k fluorescenci fluoroforu, do detektoru se dostava i nezadouci emisni
zafeni, protoze tiipasmovy emisni filtr propousti vsechna emisni zafeni vybranych flu-
oroforii. Tato skute¢nost odpovidd snimkim z méfeni v ¢asti 5.3. V ndvrhu nové optické
soustavy readeru je nutné navrhnout osvétlovac¢ tak, aby nedochézelo k témto pirekryvim,
tudiz aby dochézelo k fluorescenci pouze zkoumaného fluoroforu. Piekryvy je mozné elimi-
novat vhodné zvolenym excita¢nim filtrem s uzsim spektrem. I kdyby k nezadouci fluores-
cenci jiného fluoroforu doslo, pomoci vhodné zvoleného emisniho filtru bude propusténo
emisni zafeni pouze od pozadovaného fluoroforu. Proto ve vlastni optické soustavé rea-
deru bude misto tiipasmového emisniho filtru navrzen jednopasmovy emisni filtr pro kazdy
fluorofor.
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Fluorescenéni spektrum vybranych fluorofora

. Excitatni spektrum
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Obrazek 7: Fluorescen¢ni spektrum vybranych fluoroforti a maxima spekter osvétlovacu
pro né navrzenych, hodnoty normovany.
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6 Navrh vlastni optické soustavy readeru

Na zdkladé métfeni propustnosti optické soustavy readeru a méfeni samostatnych flu-
oroforu bylo zjisténo, Ze je potiebné optimalizovat osvétlovace pro jednotlivé fluoro-
fory, aby nedochézelo k prekryvani jejich spektra s excita¢nimi spektry vice fluorofori.
Byl proto zvolen §irokospektralni zdroj svétla (fluorescenéni vybojka) tak, aby pokryl
excitacni spektra vsech fluoroforii. Aby se omezila excitace nezadoucich fluorofori i jinym
excitacnim filtrem a zabranilo se prostupu emisniho svétla tohoto fluoroforu na detektor,
byla zvolena sestava s vyménnymi jak excitacnimi, tak i emisnimi filtry. Pii feSeni vlastni
soustavy readeru byly zvazovany dvé varianty navrhu soustavy.

6.1 Navrh soustavy readeru

Optické komponenty soustavy tvoii zdroj svétla ZD, ¢ocky C;_4, optické filtry ExF
a EmF, dichroické zrcadlo DZ a detektor D. Schéma prvni varianty navrhu je zobrazen
na obr. 8. Rozbihavé paprsky vyvolané zdrojem svétla ZD jsou pomoci dvou spojnych
cotek Cq_o usmeérnény na rovnobézny svazek paprski, ktery je déle veden pfes excitaéni
filtr ExF. Excita¢ni filtr ExF upravi interval vlnovych délek svazku a pomoci dichro-
ického zrcadla DZ je svazek paprski odrazen na vzorek VZ, kde je buzena fluorescence.
Vzorek VZ se tak stdvé sekundarnim zdrojem svétla a svazek emisniho svétla prochazi
dichroickych zrcadlem DZ a emisnim filtrem EmF, ktery odrazi excitacni svétlo a pro-
pusti pouze emisni svétlo. Nésledné emisni svétlo prochdzi spojnou ¢ockou Cs, kterd je
navrzend tak, aby fluorescenéni obraz vzorku vznikl v roviné detektoru D (kamera).

ExFEE
EmF
vz I] YO0
DZ &

Obréazek 8: Prvni varianta navrhu soustavy readeru. ZD - plosny zdroj svétla, Ci_s - spojné
cocky, ExF - excitacni filtr, VZ - vzorek, DZ - dichroické zrcadlo, EmF - emisni filtr, D -
detektor.

Na rozdil od prvni varianty, se ve druhé varianté navrhu soustavy readeru nevyuziva
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odraz svétla pomoci dichroického zrcadla DZ (viz obr. 9). Excitaéni svétlo dopadé na po-
vrch vzorku VZ, ktery je naneseny na dné jamky mikrotitracni desticky. Emisni svétlo
prochéz{ dnem mikrotitraéni desticky a pomoci dvou ¢ocek Cs_4 je vytvoFen obraz vzorku
v roviné detektoru D (kamera).

ISES R ST

Obrazek 9: Druhd varianta ndvrhu soustavy readeru. ZD - plosny zdroj svétla, Ci_y -
spojné cocky, ExF - excita¢ni filtr, VZ - vzorek, EmF - emisni filtr, D - detektor.

Pro kazdy fluorofor je navrzen excitacni ExF a emisni EmF filtr. Filtry jsou upevnény
na revolverové hlavici, aby bylo mozné je ménit pro jednotlivé fluorofory. Obé varianty
byly posuzovany jak z optického, tak i konstrukéniho hlediska. Z hlediska konstrukéni
naro¢nosti je prvni varianta jednodussi. Pro vybrany fluorofor by byla sestavena fluores-
cencni kostka, kterd by se skladala z dichroického zrcadla DZ a excita¢niho ExF a emisniho
EmF filtru. Tudiz pfi zméné jednoho dilu (kostky) by bylo dosazeno vymény vsech tif
komponentii. Protoze je otka Cs umisténs daleko od vzorku VZ, zachyti mensf mnozstvi
zafeni. Tato varianta tedy vykazuje nizsi kvalitu pozorovani. Druhd varianta je kons-
filtru. V této varianté se nevyuziva odrazu paprsku, tudiz neni potieba pouzit dichroické
zrcadlo DZ. Diky cocce tii Cs, kterd je tésné za vzorkem VZ, je zachyceno vétsi mnozstvi
zatfeni od vzorku VZ. Pro vlastni optickou soustavu readeru jsem zvolila druhou variantu,
ktera pfinese vyssi kvalitu pozorovani.

6.2 Opticka simulace soustavy readeru v programu Zemax

Soustava readeru se sklada z osvétlovaci a zobrazovaci casti. Obé ¢asti jsou navrhovany
nezavisle.

6.2.1 Osvétlovaci c¢ast

P#i navrhovani osvétlovaci ¢asti bylo dulezité celym svazkem svétla zdroje ZD a osvitit
vzorek VZ. Protoze prumér jamky mikrotitraéni desticky, kde je nanesen vzorek VZ,
je 7 mm, je vhodné kolimétorem slozenym z cotek Cy_p vytvoiit svazek o priméru cca
Dy = 8 mm. Zvolené komponenty soustavy byly vybrany z katalogu firem, které se zabyvaji
prodeje optického ptislusenstvi. Zdrojem svétla ZD byla zvolena fluoresceé¢ni lampa s xe-
nonovou vybojkou (SLS401) o vlnovém péasmu 240 - 2400 nm s vykonem 1,3 W s aper-
turou Dz = 35 mm a divergenci 3,5° od firmy Thorlabs [48]. Achromatické cocky C; o
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byly hledany tak, aby jejich propustnost byla v rozmezi vlnovych délek pro dané fluoro-
fory. Tato navrzens soustava byla postupné namodelovdna v programu Zemax. Cocka Cq
(AC508-100-A-ML) je vybrdna z katalogu firmy Thorlabs [48]. Jednd se o dvoupalcovou
cocku s ohniskovou vzdalenosti f; = 100 mm a s aperturou Dy = 45,06 mm, ktera pti pouzi-
ti zvoleného zdroje svétla ZD vytvaii svazek paprsku se seénou vzdalenosti L; = 123,57 mm
(viz obr. 10) a s konvergenci a:

D, 22,53

¢ _ _ —0.1823

an(a) 2 L, 123,57 %
a = 10,33°.

Pak lze stanovit pro pozadavek kolimovaného osvétlujiciho svazku ohniskovou vzdale-
nost f ¢otky Cy podle vzorce:

Dy 4,00

fa = 21,94 mm

" 2-tan(a)  0,1823

Obréazek 10: Vypocet parametrii ¢ocky Cp. Ci_q - spojné Gocky.

Na zékladé vypoctu a moznosti dostupnych cocek byla ¢ocka Cy zvolena jednopalcové
(65-553) s ohniskovou vzdélenosti fo = 25 mm od firmy Edmund Optics [49], kterd vytvaii
kolimovany svazek o readlném priuméru D, = 8,26 mm. Schéma osvétlovaci ¢asti vytvoiené
programem Zemax je na obr. 11 a optické parametry jsou uvedeny v tab. 8.

Ziskanou hodnotu koncentrace energie excitacniho svétla ve vzorku VZ lze vycist
z obr. 12. Pfi osviceni oblasti o poloméru 4,2 mm bylo dosazeno hodnoty koncentrace
energie okolo 96 %. Ztraty energie jsou tedy pomérné nizké.

6.2.2 Zobrazovaci ¢ast

Utelem zobrazovaci ¢dsti optické soustavy je zobrazit fluorescencni obraz vzorku VZ na ro-
vinu detektoru kamery D (viz obr. 13). Vzorek VZ o pruméru 7 mm se stdva sekundarnim
zdrojem svétla a vytvari rozbihavy svazek svétla. Vzorek VZ je vlozen do ohniskové roviny
cotky Cs, diky éemuz je za ni vytvoren systém rovnobéznych svazeki paprskit. Detektor
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Obrézek 11: Navrh osvétlovaci ¢ésti. ZD - plosny zdroj svétla, Ci_ - spojné ¢ocky, VZ -

vzorek. Optické parametry osvétlovaci ¢asti jsou uvedeny v tab. 8.

Tabulka 8: Optické parametry osvétlovaci césti.

Povrch | Komentai | Radius | Tloustka | Material | Volna apertura

[mm] [mm] [mm]
1 Zdroj ZD - 286,12 - 35,00
2 Cocka Cy 71,10 16,00 N-BAF10 50,80
3 Cocka Cy | -44,20 4,00 SF10 50,80
4 Cotka C; | -363,10 | 123,57 - 50,80
5 - 10,00 - 0,57
6 Cocka Cy | 41,70 5,00 N-SF6 25,00
7 Cocka Cy 13,84 15,33 | N-BASF64 25,00
8 Coctka Cy | -18,85 40,00 - 25,00
9 Vzorek VZ - - - 8,27
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Obrézek 12: Koncentrace energie v zavislosti na poloméru excitacniho svazku v roviné
vzorku VZ.

D, kamera byla vybréna z katalogu firmy Basler [50]. Jednd se o CMOS (Complemen-
tary Metal-Oxide Semiconductor) kameru (107383) urc¢enou pro fluorescenéni mikroskopy
s rozliSenim 2448 x 2048 pixeld a velikosti pixelu 3,45 x 3,45 um. Pti takto zvolenych pa-
rametrech, je opticka soustava navrzena tak, aby velikost pfedmétu Dp = 7 mm a velikost
obrazu Do byly v poméru 1:1. Tohoto poméru je dosazeno pomoci dvou shodnych jedno-
palcovych cocek Cs_y (AC254-050-A-ML) od firmy Thorlabs [48], které maji ohniskovou
vzdéalenost 50 mm. Schéma zobrazovaci ¢asti vytvofené programem Zemax je na obr. 13
a optické parametry jsou uvedeny v tab. 9.

Obrézek 13: Navrh zobrazovaci ¢ésti. VZ - vzorek, Cs_4 - spojné cocky, D - detektor.
Optické parametry zobrazovaci ¢asti jsou uvedeny v tab. 9.

Diky vadam optického zobrazeni vychazi realné velikost obrazu Do = 5,92 mm a také
dochézi ke zhorseni kvality obrazu. Jelikoz reader je urceny k detekci intenzity zateni
a neni u néj kladen takovy duraz na kvalitu obrazu, tyto vady nejsou smérodatné a je
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mozné je zanedbat.

Tabulka 9: Optické parametry zobrazovaci ¢asti.

Povrch | Komentai | Radius | Tloustka | Material | Volna apertura

[mm] [mm] [mm]
1 Vzorek VZ - 43,40 - 7,00
2 Cocka Cj 33,30 9,00 N-BAF10 25.40
3 Cotka C3 | -22,30 2,50 SF10 25.40
4 Coctka C3 | -291,10 50,00 - 25,40
5 Cocka C4 | 291,10 2,50 SF10 25,40
6 Cocka Cy | 22,30 9,00 N-BAF10 25,40
7 Cocka Cy | -33,30 43,40 - 25,40
8 Detektor D - - - 5,92
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6.3 Spektralni analyza propustnosti navrzené optické soustavy
readeru

Jak jiz bylo zminéno, je nezbytné zoptimalizovat osvétlova¢ pro jednotlivé fluorofory.
Jelikoz ve vlastni optické soustavé readeru je zvolen Sirokospektralni zdroj svétla, je
dulezité vhodné zvolit excitaéni filtry. Excitaéni a emisni filtry jsou zvoleny jednopalcové
od firmy Semrock [51], kterd se specializuje na optické filtry. Excita¢ni filtry byly zvoleny
tak, aby dochéazelo k excitaci pouze vybraného fluoroforu. Pro fluorofor Alexa Fluor 488
a Alexa Fluor 555 bylo obtizné vybrat excitacni filtry, protoze dochazelo k prekryti spek-
tra excitacniho filtru s excitaénim spektrem vice fluoroforu (viz obr. 14). Tento piekryv
jsem se snazila co nejvice eliminovat. Tam kde nebylo mozné zabranit prekryvu, bylo
nezbytné zvolit emisni filtr, ktery propusti pouze emisni zafeni vybraného fluoroforu.

Spektralni analyza vlastni optické soustavy readeru

| = ExcitaCni a emisni

- ; pro Alexa Fluor 647

= spektra fluoroford
E ; Excitacni filtr
g ! —— pro Alexa Fluor 488
LB ‘ pro Alexa Fluor 555
*Q | | = pro Alexa Fluor 647
L o i {
g ! | Emisni filtr

2] | — pro Alexa Fluor 488

! ™~~~ — pro Alexa Fluor 555
0.2

400 450 500 550 600 650 700 750
VInova délka [nm]

Obrazek 14: Spektralni analyza navrzené optické soustavy readeru, hodnoty normovany.
Propustnosti vlnovych délek jednotlivych filtri jsou uvedeny v tab. 10.

Tabulka 10: Propustnosti vinovych délek jednotlivych filtru.

Zvoleny filtr Propustnost vlnovych délek [nm]
Excita¢ni filtr pro Alexa Fluor 488 446,0 — 486,0
Emisni filtr pro Alexa Fluor 488 517,65 —522,5
Excitac¢ni filtr pro Alexa Fluor 555 541,5 — 556,5
Emisnf filtr pro Alexa Fluor 555 570,5 — 599.,5
Excita¢ni filtr pro Alexa Fluor 647 630,0 — 650,0
Emisni filtr pro Alexa Fluor 647 672,0 - 712,0
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6.4 Konstrukéni navrh

Takto navrzend opticka soustava fluorescencniho readeru je vymodelovana v programu
SolidWorks (viz obr. 15). Soustava se sklddd z optické soustavy a mechanickych prvka.
Modely jednotlivych dilta soustavy jsou volné dostupné ke stazeni na webovych strankach
danych firem. Vétsina mechanickych prvku je zvolena od firmy Thorlabs [48], kterd nabizi
klecové systémy se Sirokou Skalou moznosti upinani jednotlivych komponentu soustavy.
Komponenty optické soustavy jsou spojeny pomoci vodicich tyci VT, které zajistuji
linealni vedeni optické soustavy. Pomoci redukce R je zajistén prechod z dvoupalcové
na jednopalcovou optiku. Aby bylo mozné ménit excita¢ni a emisni filtry, jsou do sou-
stavy vlozeny dva Sestipozi¢ni ménice filtru MExF a MEmF (FW102C) s revolverovou
hlavou od firmy Thorlabs [48]. Po zohlednéni tekutosti vzorku jsem zvolila vertikdlni
osvétleni dopadajici na horizontdlné umistény vzorek, ktery je na obrazku zndzornén
jako zastavbovy prostor pro mikrotitracni desticku ZP. Stolek vzorku VZ neni zakres-
len, protoze lze pouzit stavajici stolek firmy BioVendor Instruments. Opticka soustava je
pripevnéna pomoci podpér P;_5 a Sroubt k boéni desce DB. Jelikoz soustava bude zabu-
dovanéa ve skfini piistroje a nebude k ni volny pfistup, je nezbytné najustovat zobrazeni
optickou soustavu tak, aby vznikl zaostfeny obraz vzorku na detektoru a najustovat koli-
movany svazek osvétleni optické soustavy. Toho bude docileno pomoci spravného osového
ustaveni cocek readeru.

Toto je pouze opticka soustava, kterda bude doplnéna elektrickymi zafizenimi a dal§imi
komponenty. Cela soustava bude nasledné zabudovana do skiiné piistroje. Seznam dila
optické soustavy je uveden v dodatku A.
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Obrazek 15: Konstrukéni navrh soustavy readeru. DB - boéni deska, DZ - zédkladni deska,
7D - zdroj svétla, Cq_4 - spojné ¢ocky v objimkéch, VT - vodici tyce, R - redukce 30 mm
na 60 mm, P;_5 - podpéry, ZP - zadstavbovy prostor pro mikrotitra¢ni desticku, MExF' -
ménic¢ excitacnich filtri, MEmF - méni¢ emisnich filtra, D - detektor (CMOS kamera).
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ZAaveér

Pfedmétem této préce bylo otestovat stavajici optickou soustavu tiipasmového fluores-
cenc¢niho readeru firmy BioVendor Instruments a navrhnout jeji optimalizaci pro vybrané
fluorofory.

P#i méteni jednotlivych fluorofort na komerénim readeru Synergy H1 byla ovéfena je-
jich schopnost fluorescence pii excitaci vhodné zvolenou vlnovou délkou. Pomoci stéavajici
optické soustavy readeru byly pofizeny snimky jednotlivych fluoroforu. Ze snimku bylo
patrné, Ze je nutné upravit spektralni propustnost readeru tak, aby pfi zvoleni urc¢itého
osvétlovace byla zaznamenana fluorescence pouze vybraného fluoroforu. Pri métreni spekt-
ralni analyzy propustnosti soustavy readeru bylo zjisténo, ze navrzené kombinace LED
diody a excitacniho filtru pro jednotlivé fluorofory umoznovaly fluorescenci i nezadoucich
fluorofort, protoze t¥ipasmovy emisni filtr propustil na detektor kamery emisni zafeni
od v8ech fluorofortu, u kterych probéhla fluorescence. Na zdkladé téchto méfeni byla vy-
tvorena nova opticka soustava readeru. Hlavnimi zménami nové soustavy readeru oproti
stavajici soustave je vyuziti sirokospektralniho zdroje svétla namisto LED diod a navrzeni
jednopasmovych emisnich filtrii namisto t¥ipdsmového. Takto navrzena soustava eliminuje
zdznam fluorescence nezadoucich fluoroforii, coz byl hlavni problém stavajici soustavy rea-
deru. Pomoci programu Zemax byla vytvofena opticka simulace osvétlovaci a zobrazovaci
c¢asti, aby bylo docileno kvality obrazu optické soustavy. Optickd soustava readeru je
slozena z komponentu, které jsou vybrany z katalogu specializovanych firem. Navrzena
optickd soustava byla doplnéna mechanickymi prvky a vymodelovana v programu Solid-
Works.

Navrzena optické soustava je uréena pro fluorofory Alexa Fluor 488, Alexa Fluor
555 a Alexa Fluor 647. Diky Sirokospektralnimu zdroji svétla je ale mozné méfit i jiné
fluorofory, nez pro které je soustava navrzena, coz u stavajici optické soustavy nebylo
mozné. Staci do soustavy vlozit vhodné excitaéni a emisni filtry. Excita¢ni a emisn{ filtry
jsou umistény na dvou Sestimistnych revolverovych hlavicich, tudiz je mozné vlozit az Sest
excita¢nich a Sest emisnich filtrl, coz umoznuje rozsiteni vyuzitelnosti readeru.
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Dodatek A

Tabulka 11: Kusovnik konstrukéniho navrhu readeru.

Polozka | Ks Nazev Vyrobce - katalogové ¢islo
1 1 Zdroj svétla ZD Thorlabs - SLS401
2 1 Kamera D Basler - 107383
3 2 Ménic filtra Thorlabs - FW102C
4 4 Drzak optiky 30 mm Thorlabs - CP02
5 1 Drzak optiky 60 mm Thorlabs - LCPO1T
6 1 Redukce 30 mm na 60 mm Thorlabs - LCP02
7 1 Cotka C; Thorlabs - AC508-100-A-ML
8 1 Cotka Cy Thorlabs - 65-553
9 2 Cocka C3,4 Thorlabs - AC254-050-A-ML
10 4 Vodici tyce 1”VT Thorlabs - ER1
11 4 Vodici tyce 3”VT Thorlabs - ER3
12 4 Vodici tyce 4”VT Thorlabs - ER4E
13 4 Vodici tyce 8” VT Thorlabs - ERS
14 2 Podstavec Thorlabs - PH30E/M
15 2 Opticka tyc Thorlabs - TR2
16 2 Upinaci vidlice Thorlabs - CF125C/M
17 1 Bo¢ni deska DB Thorlabs - MB1236
18 1 Zakladni deska DZ Thorlabs - MB18
19 1 [jhlovy drzak Thorlabs - AP90RL
20 1 Adaptér s vnéjsimi zavity Thorlabs - SM1A39
21 1 Sroub M6 x 1,0 Thorlabs - SH6MS10
22 1 | Excitaéni filtr pro Alexa Fluor 488 | Semrock - FF01-466/40-25
23 1 Emisnf filtr pro Alexa Fluor 488 Semrock - FF01-520/5-25
24 1 | Excitaéni filtr pro Alexa Fluor 555 | Semrock - FF01-549/15-25
25 1 Emisni filtr pro Alexa Fluor 555 Semrock - FF01-585/29-25
26 1 | Excitaéni filtr pro Alexa Fluor 647 | Semrock - FF01-640/20-25
27 1 Emisni filtr pro Alexa Fluor 647 Semrock - FF01-692/40-25
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