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Souhrn

Bakalarské prace ptredstavuje zdkladni charakteristiky metod pouzivanych pro Casové rozliSené
méteni fluorescence na nakosekundové Skale, popisuje jednotlivé soucasti experimentalniho
usporadani a matematické modely pouzivané pro vyhodnoceni naméfenych dat. Ukazuje pouziti
téchto metod na modelovych ptikladech. Jeji soucasti je software pro zpracovani dat ziskanych pfi

méfeni v modu TTTR.

Abstract

The bachelor work introduces the basic characteristics of the methods used for nanosecond-
timescale time resolved fluorescence measurements, describes the parts of experimental setup and
mathematical models used for the data analysis. It demonstrates the usage of this methods by
showing model examples. It contains processing software for data obtained in TTTR measurement

mode.



Seznam zkratek

ADC Analog-to-Digital Converter; analogové-digitalni prevodnik

ASE Asymptotic standard error; asymptotickd standardni chyba

IRF Instrument response function; funkce pfistrojové odezvy

SNR Singal to noise ratio, pomér signal/Sum

TAC Time-to-Amplitude Converter; pfevodnik ¢asu na amplitudu

TCSPC Time correlated single photon counting; ¢asové korelované Citani fotona
TRES Time resolved emission spectra; ¢asove rozliSend emisni spektra

TTS Transit time spread; rozptyl ¢asu letu

TTTR Time-Tagged Time-Resolved; Casove znacené, Casove rozliSené
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1. Uvod

Fluorescence je jev, jehoz sledovéani se dnes vyuzivd v mnoha biologickych, biochemickych ¢i
medicinskych aplikacich, at’ uz se jedna o vlastni fluorescenci zkoumané latky, nebo o vzorek
oznaceny fluorescenénim barvivem. Casové rozlisené méfeni, na rozdil od kontinualniho méfeni,
pfinasi krom¢ informace o intenzit¢ a vlnové délce emitovaného svétla i znalost toho, jak rychle

po vybuzeni kratkym pulzem dochézi k dohasinani fluorescence.

Diky tomuto ,,novému* parametru, nazyvanému doba Zivota, jsme schopni napiiklad rozlisit
komponenty, které emituji na podobné vlnové délce, ale s jinou rychlosti dohasinani (naptiklad dvé
aminokyseliny umisténé v riznych castech molekuly), rozliSit statické a dynamické zhéasSeni
fluorescence nebo sledovat relaxace molekuly. Doba Zivota také obvykle neni zavisla
na koncentraci fluoroforu, tudiz poskytuje spolehlivéjsi informaci o jeho okoli, neZ pouhé méfeni

intenzity.

Cilem této prace je predstavit zakladni metody pouzivané pii Casové rozliSeném méieni, jejich
experimentalni uspotradani a zpisoby vyhodnoceni ziskanych dat a prakticky ukazat pouziti téchto

metod na modelovych ptikladech.

2. Dynamika fluorescen¢nich procest

2.1. Jablonského diagram

Zakladnim schématem pouzivanym k popisu fluorescence je tzv. Jablonského diagram, ktery
zobrazuje mozné piechody molekuly mezi jednotlivymi energetickymi hladinami pfi interakci se

svétlem.

Po absorpci svétla dochazi k excitaci fluoroforu na nékterou z vyssich elektronovych a obvykle
1 vibracnich hladin, nasledn¢ vSak dochazi k relaxaci molekuly na nejniz$i vibracni hladinu
elektronového stavu S; (vnitini konverze) . Tento proces je velmi rychly (107 s), takze k nému
dochazi ptfed samotnou fluorescenci. Z této hladiny potom molekula ptechazi zpét do zakladniho

stavu za uvolnéni energie bud’ nezafivymi procesy, nebo zaiive fluorescenci.



Obr. 1: Jablonského diagram — tmave modra Sipka znazornuje excitacni impulz, svétle modra a

vy

hladinu elektronového stavu S, zelend fluorescenci. Tmavé Sedd intersystéemovou konverzi a

Cervena fosforescenci.

V nékterych molekulach mutze dojit k intersystémové konverzi ze singletni hladiny (S))
na energeticky niz§i tripletni hladinu (T;). Tento proces je o né€kolik fadi pomalej$i nez
fluorescence, protoze pfi ném dochdzi k pieklopeni spinu a pfechod z tripletni hladiny (T))
na zékladni singletni (Sy) je spinové zakdzany. Vyzafeni svétla z tripletni hladiny se nazyva

fosforescence a je v porovnani s fluorescenci posunuta k ¢ervené oblasti spektra.

(Lakowicz 2006, s. 5 )

2.2. Doba zivota excitovaného stavu

Primérny cas, ktery fluorofor stravi v excitovaném stavu se nazyva doba Zivota excitovaného stavu
a oznacuje t. Je to statistickd veli¢ina a emise fotonu je ndhodna udalost, tudiz v§echny fluorofory
neemituji foton v dob€ rovné dob¢ Zivota. Zavislost poctu emitovanych fotonli na ¢asu od excitace
je zaznamenana experimentdlné¢ jako kiivka dohasindni intenzity a jejim proklddanim
matematickymi modely dohasinani lze poté ziskat hodnotu doby zivota, pfipadné pomeéry

jednotlivych slozek dohasinéni.

(Lakowicz 2006, s. 99)



2.3. Modely kinetiky dohasinani

2.3.1.Jednoexponencialni model

Pti vyhodnocovani dat ziskanych TCSPC métfenim dochéazi k prokladani histogramu teoreticky
pfedpokladanym tvarem kiivky dohasinani. V pfipadé excitace fluoroforu idedlnim o-pulsem
dochazi k depopulaci excitovaného stavu podle vztahu

dn(t)
dt

= (kza'f + kneza'r' )n(t)

kde k., je rychlostni konstant zafivych k... nezafivych pfechodd a n(t) pocet excitovanych
molekul v ¢ase t. Emise fotonu probihaji ndhodné¢ a v daném casovém intervalu ma kazdy
excitovany fluorofor stejnou pravdépodobnost emise fotonu, takZe feSeni této diferencialni rovnice

bude ve tvaru

V ptipadé, Ze vezmeme intenzitu fluorescence imérnou poctu excitovanych molekul, mizeme tento

vztah piepsat do tvaru

kde 7= P je doba Zivota excitovaného stavu a I, intenzita pro t=0 .

zar nezar

(Lakowicz 2006, s. 99 )

2.3.2.Viceexponencialni model

V systémech, kde se nachazi vice fluorescencnich komponent (naptiklad protein s nckolika
tryptofany), je vysledna intenzita dana souctem piispevkil od jednotlivych komponent.
V matematickém vyjadfeni je pak
ot
10)=5 ae®

i=1

kde t; je doba zivota i-té slozky a A; je preexponencialni faktor urcujici jeji pomérné zastoupeni.

(Lakowicz 2006, s. 101-103 )
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2.3.3.Dalsi modely

2.3.3.1. Gausovské rozlozeni

Tento model, vyuzivany napf. pro heterogenni vzorky, ptfedpokladd, Ze stfedni doba zivota

excitovaného stavu molekul ma gaussovskeé rozlozeni okolo urcité hodnoty T.

z(t):_}mp(,)e * g
Pro
H;l - i ZH 4 FWHM
p(r):n ELEeHzﬁ UfEH L O ( Hi)H,
) E(Gi(zﬂ)gig H (8m2) 5 F

kde A; je pomérné zastoupeni i-t¢ slozky, 1; jeji doba zivota a A rwnm ;i poloSitka jejiho rozptylu.

(FluoFit : User's manual and technical data.)

2.3.3.2. Protazené exponencialy

Tento model fituje naméfend data pomoci souborem protazenych (,,stretched™) exponencialnich
funkci podle vztahu

(8)

n =)
1(t )=Z die 7,
i=1
kde A; je faktor urcujici pomér jednotlivych slozek, t; jejich dobu Zivota a B; je parametr popisujici
jejich rozloZeni, kdy pfi B = 1 je fit ekvivalentni viceexponencidlnimu a pro [p~0 popisuje

nekonecéné Siroké rozlozeni.

(FluoFit : User's manual and technical data.)

2.3.4.IRF a konvoluce

Vyse zminéné modely dohasinani plati za predpokladu excitace vzorku &-pulsem (excitatnim
pulsem se zanedbatelnou Sitkou v porovnani s dobou dohasinani) a idedlni odezvou detektoru.
V redlnych piipadech je nutno vzit v potaz také funkci pfistrojové odezvy (instrument response

function, IRF), coz je nejuzsi Casovy profil, ktery mize byt danym piistrojem zmétfen. K jeho

11



zjiSténi se pouziva napiiklad vzorek, ktery pouze rozptyluje svétlo. Vzhledem k tomu, Ze rozptyl
probihd o nékolik adu rychleji, nez fluorescence, miizeme s dobrym pfiblizenim povazovat jeho
—0.

Redlny excita¢ni puls si ovSem muzeme piedstavit jako vznikly slozenim postupnych d-pulsii
s riznymi amplitudami. Kazdy z téchto pulsti pak vybudi fluorescenci vzorku s intenzitou zavislou

na jeho amplitud€. Pro ¢as t je pak intenzita vybuzend k-tym d-pulsem (v Case ty) rovna
I ()=L(t,)I(t—t,)at (t>1,)
kde L(t) je intenzita excitacniho pulsu a vyraz (t-t;) znazornuje, Ze pred ¢asem exitace t, nedochazi

zadné emisi. Namétend kiivka intenzity dohasinani pak odpovida souctu jednotlivych dohasinani

vybuzenymi riznymi d-pulsy v riizny Cas, takze pro Cas t; plati:
=t =t
N(tk) = 2 I(tk) - Z L(tk)[(t_ tk)At

t=0 t=0

a pro malé hodnoty At se tento vztah da prevést na takzvany konvolu¢ni integral

M) = Lle)ile- tlar

0

Utelem rekonvoluce je tedy ze znalosti IRF prolozit naméfena data nékterym z modelti dohasinani,
tak, aby pro vypoctené parametry (t, A, ...) byl rozdil naméfenych a vypoctenych hodnot co
nejmensi.

(Lakowicz 2006, s. 103 -107)

3. Méreni kinetiky dohasinani fluorescence metodou

korelovaného ¢itani jednotlivych fotoni

3.1. Princip metody

Metoda casové rozliseného ¢itani fotoni (Time-Correlated Single Photon Counting, TCSPC) je
zalozena na detekci jednotlivych fluorescen¢nich fotonl, méfeni jejich doby letu a nasledné

rekonstrukci tvaru pivodni kiivky dohasinani.

Zakladnim piredpokladem je nizkd pravdépodobnost detekce vice nez jednoho fotonu na jeden
excitaéni puls. Detekovany signal je pak série jednofotonovych impulsi s periodou nékolikrat

mensi (1-10%) neZ perioda excitaci.
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Pii dopadu fotonu na detektor dochazi ke zmeéteni Casu od excitaéniho pulsu po detekci a jeho
zaznamenani do histogramu (pocet fotond pro jednotlivé kandly cast priletu od excitace). Pro
velkém mnozstvi cykll a dostatecné mnozstvi kanalli pak histogram odpovid4d ptivodnimu tvaru

dohasinani fluorescence.

(Becker 2008., s. 29-30)

3.2. Vyznamné charakteristiky

3.2.1. Rozliseni

Na rozdil od analogovych méfeni neni u TCSPC rozliSeni omezeno Sitkou odezvy detektoru
na jeden foton, ale na schopnosti detektoru urcit pfesny cas piiletu jednotlivych fotond. Tato
schopnost je zavisla na tom, jak moc se od sebe li§i doby reakce detektoru na rtizné fotony. Tato
charakteristika, nazyvana rozptyl dob letu (transit time spread, TTS), byva typicky o fad mensi, nez
odezva detektoru na jeden foton, tudiZ se pfi pouZiti daného detektoru pouzitého pfi méfeni v modu

¢itani fotonl da dosdahnout desetkrat vétsi presnosti nez pii analogovém méfeni.

Protoze vyhodnocovani vysledki méteni probiha pomoci prokladani ziskanych dat matematickym
modelem, Ize tak, pfi dostatecném mnozstvi namétenych fotonll identifikovat i komponenty s kratsi

dobou Zivota, nez Sifka samotné IRF.

(Becker 2008., s. 31)

3.2.2.Sum

Prestoze je zesilovani signdlu na detektoru fotonii zalozeno na ndhodnych procesech emise
elektront, a tudiz vznikd rozdil mezi amplitudami signali pro rtzné fotony, pfi méfeni pomoci
TCSPC je kazdy foton pocitan se stejnou vahou, a tudiz Sum detektoru celkovy pomér signal/Sum
neovlivituje. 1 dalS§imi parametry (Sitka IRF, nevyraznost signdlu pozadi, $itka jednotlivych
casovych kandlti) se TCSPC blizi k idedlnimu piipadu, pro ktery plati, Ze pomér signal/Sum
(signal-to-noise ratio, SNR) je dan poissonovskym rozdélenim, tedy

SNR=VN,

kde N je pocet detekovanych fotoni.

(Becker 2008., s. 32)
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3.2.3. Frekvence signalu, pile-up efekt

Pile-up efekt je jev, ktery nastava v piipade, kdy je v jednom emisnim pulzu emitovan vice nez
jeden foton. Druhy foton (a pifipadné dal§i) pak dorazi na detektor v takzvané mrtvé dobé
(,,dead time*), kdy je zpracovavan signal z prvniho fotonu, a neni zaznamendn. Namétené
dohasinani je pak zdanlive rychlejsi, nez ve skute¢nosti. Pro minimalizaci tohoto efektu by méla byt

frekvence dopadu emisnich fotonii zhruba 1-10% frekvence pulzl zdroje.

(Lakowicz 2006, s. 116 )

3.3. Soucasti pristroje

3.3.1. Elektronika

3.3.1.1. Proces méfeni

Samotné méfeni zacind excitatnim pulsem (start signal), ktery zaznamenad Constant Fraction
Discriminator (CFD). Tato soucastka slouzi k omezeni vlivu fluktuaci signalu zptisobenych Sumem
zdroje nebo rtiznym zesilenim fotonti na detektoru. Druhy CFD je napojen na detektor emitovanych

fotont (fotodiodu nebo fotonasobic) a poskytuje stop signal.

Tyto dva signdly zpracovava time-to-amplitude converter, TAC, ve kterém po dobu mezi start a stop
impulzem dochézi k narlstu napéti na kondenzatoru, které pak odpovida dobé letu emitovaného

fotonu vici excitacnimu pulsu.

Signal z TAC je pak zesilen a poslan do Analog-to Digital Converter, kde dochézi k jeho rozdéleni
do jednotlivych ¢asovych kanald a pfifazeni mista v paméti signald jednotlivych fotont, které jsou

pak pouzity pro vytvoieni histogramu pro jednotlivé Casy letu.

(Becker 2008., s. 34-35)

3.3.1.2. Constant Fraction Discriminator (CFD)

Po dopadu fotonu na detektor dochazi k nékolikandsobné emisi elektrontl, které poté dopadnou
na detektorovou anodu. Protoze je vSak proces sekundarni emise elektronti ndhodny, dochazi
k uvolnéni rizného mnozstvi elektronii pro razné fotony. Pro TSCPC je vSak nutné pocitat
jednotlivé fotony se stejnou vahou a zarovei s co nejvétsi moznou piesnosti doby doletu. V piipadé
pouziti takzvanych ,leading-edge* diskriminatori (ndbéhové hrany), které zaznamendavaji

prekroceni ur¢ité hodnoty proudu, by u pulsti s riiznou amplitudou dochézelo k odchylkam
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na zéklad¢ rizné ,piikrosti“ pulsi s rGiznou amplitudou. Constant Fraction Diskriminator
(,,rozlisSova¢ konstantniho poméru®) oproti tomu pracuje tak, ze rozdéli puls z detektoru na dva
(v ur¢itém poméru, ktery je pro vSechny pulsy stejny) a posléze jeden zpozdi a druhy prevrati. Po
jejich opétovném slozeni dojde k vytvofeni nulového bodu, jehoz pozice je nezavisla na amplitudé a
proto urceni jeho pozice v Case je zatizeno menSi odchylkou (zhruba dvacetkrat), nez v ptipadé

pouziti ,leading-edge* diskriminatora.

a) b)

/TN
.4 N

Obr 2: Porovnani ,,leading-edge “ (a) a Constant Fraction (b) diskrimindtoru.
(Lakovicz 2006, s. 114)

3.3.1.3. Time-to-Amplitude Converter (TAC)

Po obdrzeni start signdlu (od zdroje excita¢niho pulzu) dochéazi v Time-to-Amplitude Converter
(,,pfevodnik ¢asu na amplitudu®) k linedrnimu nérGstu napéti, az po okamzik obdrZeni stop signalu,
po kterém napéti zlstava konstantni. Protoze pii mnoha excitacnich pulsech neni emitovan foton
(a tudiz nedojde k zaznamenani stop signalu), musi byt k TAC piipojen dalsi okruh, ktery v ptipadé
prekroceni urc¢itého napéti TAC vypne a resetuje. Pii vysokych frekvencich zdroje excitacniho
svétla (50-100 MHz) by vsak mohlo dochazet k tomu, Ze doba resetu bude stejna, nebo delsi nez
perioda excitacnich pulst, tudiz by doslo k zahlceni TAC resety a nemohlo by dojit k zaznamenani
signalu emitovanych fotoni. Proto se nékdy vyuziva opacné uspotadani ,,reversed start-stop®, kdy
je jako start signdl pouzity signdl z detektoru a stop signdl je nasledujici excitacni pulz.
K ptevraceni ¢asové osy pak dochazi bud’ pii Cteni signalu z ADC, nebo az softwarové pii tvorbé
histogramu.

(Becker 2008., s. 34-35)

3.3.1.4. Analog-to-Digital Converter (ADC)

Analogové-digitalni pfevodnik (Analog-to-Digital Converter, ADC) je soucastka pievadéjici

zesileny signal z TAC na zdznam v paméti pocitace. K tomu se pouziva pomocného (,,dithering®)
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signalu, ktery se v analogové podobé pficte k signdlu z TAC. Tento spojeny signal potom projde
konverzi na digitalni, poté se od n¢j odecte pomocny signal v digitalni podob¢ a je mu ptidélena

pozice v jednom z asovych kanali a paméti.

V nekterych sestavach je ADC uz piimo spojen s TAC a spolu vytvati Time-to-digital Converter,
TDC.
(Becker 2008., s. 52, 64)

3.3.2. Experimentalni usporadani

3.3.2.1. Obecné vilastnosti

Stejn¢ jako u jinych meéfeni fluorescence, 1 pro Casové rozliSené meétfeni se vyuziva takzvané
,»L- usporadani®, pti kterém dochéazi k méteni fluorescence v pravém thlu k excitacnimu paprsku.
Excitacni svétlo mlze prochdzet filtrem nebo monochromatorem pro zuzeni jeho spektralniho
profilu, byt fokusovdno cockou nebo tlumeno zavérkou. Emitované svétlo milze byt také
fokusovano nebo filtrovano monochromatorem, piipadné polarizacnim filtrem. Pro zmirnéni efekta
vznikajicich rizné rychlou rotaci rizné velkych molekul ve vzorku se pouZivaji dva polariza¢ni

filtry (jeden pted vzorkem, jeden za nim) v takzvaném ,,magickém thlu* 54,7°.
3.3.2.2. Zdroje excitacniho svétla

3.3.2.2.1. Laserové diody, LED

Pulzni laserové diody a LED patii k nejnovéji aplikovanym soucastkam, které jsou vyhodné diky
své relativné nizké cené a snadné obsluze. Diky tomu, Ze jsou to polovodiCové soucastky s emisi
svétla ovladanou napéjecim proudem, lze na rozdil od laserti lehce ménit jejich repeti¢ni frekvenci,
az po maximdalni hodnotu 40 MHz. Laserové diody emituji obvykle na jedné vinové délce a
poskytuji pulsy o Sifce desitek pikosekund, zatimco LED maji $irs$i spektralni profil a polositku
pulsu v fadu jednotek nanosekund. Oba druhy diod jsou dostupné pro nckolik vinovych délek,

pficemz LED Iépe pokryvaji ultrafialovou, zatimco laserové diody ¢ervenou oblast spektra.

(Lakowicz 2006, s. 108 )

3.3.2.2.2. Titan-safirovy laser

Titan-safirovy laser poskytuje femtosekundové pulsy s primarni frekvenci 80 MHz. K jeho provozu

je potieba jesté sytici argonovy laser o vykonu jednotek wattl a vinové délce 514 nm. Vyhodou
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tohoto laseru je to, Ze diky vlastnosti titano-safirového krystalu (takzvany self-mode locking), mize
byt aktivovan kontinudlnim svétlem a sam pak poskytuje svétlo pulzni, navic o vysoké intenzit¢.
Nevyhodami Ti:Sapph laseru je vysoka primarni frekvence pulst, kterd musi byt sniZovdna pomoci
,vybirace*“ (pulse picker) za sniZzeni intenzity, a poskytované svétlo o dlouhych vinovych délkach
(720-1000 nm), takze pro dosaZeni niz§ich vlnovych délek je potifeba pouZivat frekvenéni
zdvojovac (na 360-500 nm) ¢i ztrojovac (210-330 nm), coz jsou pro takto kratké impulsy pomérné

komplikované soucastky.

(Lakowicz 2006,s. 109-110 )

3.3.2.2.3. Barvivové lasery

Pied nastupem LED a laserovych diod byly barvivové lasery nejpouzivanéjsim zdrojem excitaci pro
TCSPC s pikosekundovymi pulsy o frekvencich od kilohertzi az po 80 MHz. Barvivové lasery jsou
syceny bud’ nebo Nd:YAG nebo castéji argonovym laserem, ktery musi byt ,,mode-locked*, coz
znamend, ze jeho paprsek prochazi akusto-optickym modulatorem, ktery zpusobuje interferenci
paprskii o n€kolika vinovych délkach na pulzni svétlo. Vystup z argonového (Nd:YAG) laseru
o vlnové délce 514 nm (532 nm) a frekvenci pulsi 80 MHz poté syti barvivovy laser, ktery ma
rezonan¢ni dutinu o stejné délce jako sytici laser. V jeho dutiné je umistény takzvany
»cavity dumper®, akusto-optické zatizeni, ktery je ovlddan radiovym signdlem o pozadované
frekvenci a v pozadovanych intervalech odklani paprsek v rezonan¢ni dutin€ barvivového laseru
na hranol, ktery jej odrazi ven. Pfi tomto procesu nedochazi ke ztraté intenzity, coz je vyhodné
zvlaste proto, ze svétlo z vétSiny barvivovych laseri musi pro dosazeni vlnovych délek
pouzitelnych pro excitaci fluorescence projit frekvenénim zdvojovacem, ktery ma naopak vysoké
ztraty.

(Lakowicz 2006, s. 110-112)

3.3.2.2.4. Pulzni vybojky

V dnesni dobé patii vybojky mezi méné pouzivané zdroje pro casov€ rozliSend méteni
kviili pomérné velké Sitfce pulsu (2 ns), jeho nizsi intenzité a zvlasté frekvenci. Spektralni slozeni
svétla z vybojek zalezi na plynu, kterym jsou vyplnény (dusik, vodik, deuterium) a jeho tlaku.
Hlavni nevyhodou vybojek je nizkd maximalni repeti¢ni frekvence v tfadech kHz, ktera velmi

prodluzuje dobu nutnou pro ziskani dostate¢ného mnozstvi dat.

(Lakowicz 2006, s. 112)
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3.3.2.2.5.Synchrotronové zareni

Synchrotron je druh urychlovace castic, ve kterém koluji elektrony o vysokych rychlostech
(blizkych rychlosti svétla) a pfi tom vyzafuji energii ve formé¢ pulsti svétla o raznych vinovych
délkach. Ztejmou nevyhodou synchrotronu je jeho vysokd cena a naro¢ny provoz,vyhodou naopak

mnozstvi dostupnych vinovych délek se stejnou frekvenci a $itkou pulsi.

(Lakowicz 2006, s. 112-114)

3.3.2.3. Detektory pro TCSPC

3.3.2.3.1. Fotonasobice

Fotonasobice vyuzivaji k detekci fotonti vnéjsiho fotoelektrického jevu, kdy foton po dopadu na
fotokatodu zptisobi emisi elektronu. Ten je pak urychlovan napétim mezi fotokatodou a dynodou, na
niz dojde k sekundarni emisi elektronii. Pii dopadu na dal$i dynodu dochazi k zesileni
elektronového svazku, celkem (po dopadu svazku na anodu) v fadech 10° 10°. Fotonasobige jsou
dostupné v raznych uspofddanich, které zvySuji pfesnost méfeni, nebo umoziuji prostorové
rozliSent.

(Becker 2008., s. 67)

3.3.2.3.2. Mikrokanalové desticky

Mikrokanalové desticky funguji na podobném principu jako fotondsobice, jenom misto série dynod
obsahuji kanalky o velikosti n¢kolika mikrometrti, z jejichz stén dochdzi pod vlivem vnégjsiho
gradientu napéti k sekundarnim emisim elektrond. Diky jejich malé velikosti dochdzi ke zmenseni
rozdilad v dobé priletu riznych elektrond, tudiz i k zvétSeni rozliSeni (az 25 ps). Pokud
je anoda nahrazena anodovou mfizkou, jde dosahnout i prostorového rozliSeni dopadu fotonu.

(Becker 2008., s. 67-68)

3.3.2.3.3. Lavinové fotodiody

Lavinové fotodiody jsou polovodi¢ové souastky vyuzivajici vnitiniho fotoelektrického jevu, kdy
po dopadu fotonu dochéazi k vytvofeni paru elektron-dira. Dioda je zapojena v zdvérném sméru
na takové napéti, Ze elektron uvolnény po dopadu fotonu uvolni lavinovité dal$i. Aby nedoslo ke
spaleni diody, je k ni pfipojeny zhaseci okruh, ktery po spusténi lavinového efektu zvysSuje napéti
nad kritickou hodnotu. Aktivni plocha lavinovych diod je vSak v porovnani s fotonasobi¢i a

mikrokanalovymi destickami mensi (20-150 um)
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(Becker 2008., s. 69-70)

3.4. Metody vyhodnocovani dat

3.4.1. Metoda nejmensich ¢tvercu

Slouzi k vyhodnocovani rozdilu mezi vypoctenou hodnotou N(t;) a zméfenou Ney,(tk). Pro vSechny

Casy pak ziskadme parametr kvality fitu vztahem

4 (Nexp(tk)_ N(tk))z

2 _
X —Z 5
=1 o0,

kde 6.’ je standardni odchylka pro kazdy bod (€asovy kanél). Pro TCSPC na zékladé poissonovské

statistiky plati, Ze 6" = Negp(ty),

takZe miiZeme psat

) © (Nexp(tk) - N(tk))2
* _Zzl Nexp(tk) '

Protoze samotny y’ zavisi na mnoZstvi dat, pouZivd se k vyhodnocovani spravnosti fitu

redukovany *:

2
2o X X

kde n je pocet datovych bodl, p pocet parametri a v = n - p je pocet stupiili volnosti daného
systétmu. U TCSPC je obvykle pocet datovych bodl daleko vétsi nez pocet fitovanych parametrd,
takze n — p je priblizné rovno n. TudiZ pokud k ¥’z pfispivaji pouze ndhodné chyby, je jeho hodnota
blizka jedné.

(Lakowicz 2006, s. 131)

3.4.2. Autokorelacni funkce

Pro spravny model bez systematickych chyb jsou rezidua (rozdily mezi modelem a namétenymi
hodnotami) rozloZzena nahodné kolem nuly. Tuto ndhodnost zkouma autokorela¢ni funkce, ktera
vyhodnocuje vztah rezidui v jednotlivych kandlech a ovéfuje, jestli odchylka v daném kanéle

predpovidd znaménko odchylky v j-tém kanale za nim.
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Vztah pro autokorela¢ni funkeci je:

1
m £

C(tj) - 1

1
L0
=1
kde Dy je odchylka v k-tém kandle a Dy; v k+j-tém kandle. Vypocet se obvykle provadi pouze pro

polovinu kanali, takze graf autokorela¢ni funkce ma poloviéni pocet hodnot, nez je kanalt v

puvodnim histogramu. (Lakowicz 2006, s. 132 )

3.4.3. ASE

Zakladnim nastrojem pro odhad intervalu, v némz se s danou pravdépodobnosti bude nachéazet
parametr nejlépe odpovidajici naméfenym datim (v okoli hodnoty urcené fitem) je uréeni takzvané
»asymptotické standardni chyby* (asymptotic standard error), naptiklad pomoci sledovani derivaci
prostoru %° kolem hodnot nejlépe fitujicich parametrii. Omezenim této metody je to, Ze plati pouze

v ptipadé, kdy jsou vSechny parametry na sob¢ nezavislé.

(Lakowicz 2006, s. 134 )

3.4.4. Support plane

Metoda support plane (,,pomocna rovina®“) se pouziva k presnéjSimu urceni mozné odchylky
fitovanych parametrti, nez podle odhadu pomoci asymptotické standardni chyby (ASE). Pfi této
metodé dochazi ke zkoumani roviny ¥’z pomoci drobné zmény jednoho z parametrii a zopakovani
fitu, kterym se mohou pozménit ostatni parametry. Pokud nasledna hodnota ¥’z nepfesahuje uréitou
hodnotu, dany parametr se opét mirn¢ pozméni a fit se opakuje. Hodnota, pro kterou je nové
ziskané y’x jesté ,dostate¢né malé“ se urcuje takzvané pomoci F, statistiky. Ta je znazornéna

vztahem

2
_xalpar) b
F =40\ 11 P plyp P
* ya(min) +U [p.7)

pro nové vypodtenou, x’r(par), a minimalni, y’z(min), hodnotu y’x, po&et parametrii p, podet stupiti
volnosti v a F(p,v,P), coz je funkce parametrti, stupiiti volnosti a pravdépodobnosti. Jeji hodnoty 1ze
najit v matematickych tabulkéach. Pro standardni odchylku plati, ze pravdépodobnost, Ze nafitované

parametry odpovidaji namétenym datim je 68%, coz odpovida hodnoté P=0,32.

(Lakowicz 2006, s. 135)
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3.4.5. Bootstrap

Metoda Bootstrap vychazi z analyzy chyb pomoci metody Monte Carlo. Vychazi z naméfeného
souboru dat, pfidd ndhodné Sum (v praxi vezme nékteré namefené hodnoty vicekrat) a pak provede
fit tohoto nove vytvotreného souboru. Po mnozstvi opakovani lze urcit interval hodnot ve kterém

se s danou pravdépodobnosti nachazi nejlepsi vysledek fitu.

(FluoFit : User's manual and technical data.)

3.5. Pokrocilejsi metody akvizice dat

3.5.1. TRES

Metoda TRES (Time-Resolved Emission Spectra, ¢asové rozliSend emisni spektra) vyuzivad méfeni
dohasinani fluorescence na rliznych emisnich vinovych délkach a nasledného spolecného
vyhodnocovani ziskané¢ho souboru dat. Tato metoda je vhodna napiiklad pro sledovani relaxa¢nich
procest latek, u kterych probihaji pomaleji, nez v obvyklych ¥adech 10"* s. Pokud je rychlost
relaxaci ve stejném fadu jako stfedni doba zZivota fluorescence, dochdzi ke zméné rychlosti
dohasinani pro rtizné vlnové délky. V kratkovinné ¢ast spektra dochazi k dohasinani rychleji,
protoze je dana vibra¢ni hladina depopulovéna jak fluorescenci, tak relaxaci, zatimco v dlouhovinné

oblasti je dohasinani pomalejsi, protoze pfed emisi fotonu musi nejprve dojit k jeho relaxaci.

(Lakowicz 2006, s. 236-240 )

3.5.2. Méfreni v TTTR modu

Pii méfeni v médu TTTR (Time-Tagged Time-Resolved) dochézi kromé& zaznamenani informace
o dobé letu fluorescencéniho fotonu (vyuZivané pii tvorb€ histogramu) také z urceni Casu pftiletu
fotonu od pocatku experimentu (,,time tag®). Na rozdil od standardniho TCSPC méfeni nedochazi
k zaznamenani pouze rozloZeni fotont do jednotlivych €asovych kanald, ale k uloZeni doby letu
pro kazdy foton zvlast. Kvili vétSimu objemu dat ziskanych pti detekci jednoho fotonu je k métici
sestavé pripojena jeSté vyrovnavaci pamét, ktera je pak v rezimu FIFO (First In First Out)

nové moznosti pro naslednou analyzu dat.

(Becker 2008., s. 45-46)
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4. Material a metody

Vsechna meéfeni byla provedena na spektrometru FluoTime200 se softwarem pro akvizici dat

PicoHarp 300 (PicoQuant, Némecko).

Pro méfeni kinetiky dohasindni fluorescence a TRES byla zdrojem excita¢niho svétla laserova
dioda o emisni vlnové délce 298 nm (repeticni frekvence 10MHz) a polarizacni filtry byly
v magickém uhlu 54,7°. Funkce pfistrojové odezvy (IRF) byla naméfena na roztoku LUDOXu pii
298 nm. Vyhodnoceni probihalo pomoci softwaru FluoFit 4.1 (PicoQuant, Némecko). Métenym

vzorkem byl 25uM roztok HSA v 10mM TRIS a 100mM NacCl s pH =7,5.

Pti méteni kinetiky dohasinani byl emisni monochromator nastaven na vinovou délku 350 nm,
meéieni bylo zastaveno pti dosazeni 10 000 fotonll v jednom Casovém kanale a rozliSeni histogramu

bylo 32 ps/kanal.

Pii méfeni v moédu TRES byly proméfeny emisni vinové délky 320-420 nm s krokem 10 nm

a dobou méteni 180 s na jednu vinovou délku. Rozliseni histogramu bylo 32 ps/kanal.

Pro méfeni v médu TTTR byl jako vzorek pouzit list tabdku, ktery byl v nadobé s vodou ponechan
po dvacet minut ve tm¢ a poté z n¢j byly postupné nastiihdny kousky o velikosti asi 1x2 cm, které
byly na drzaku vlozeny do kyvety. Méfeni probihalo 5s, se zapnutim laseru az po zacatku méteni.
Jako zdroj slouzila laserovéa dioda o vlnové délce 445 nm (repeticni frekvence 20 MHz), emisni
monochromator byl nastaven na 685 nm. Osvétlena ¢ast listu byla asi 1mm?®, pii vykonu zdroje
1,8mW. Vyhodnoceni probihalo pomoci vlastniho programu, ktery je schématicky popsan v

nasledujici sekci a jehoz cely text je pfilozen v ptiloze. Polariza¢ni filtry byly v magickém thlu.

4.1. Software pro vyhodnoceni dat z méreni v TTTR médu

Software se spousti v programu Matlab a tvoii jej dva programy. K vyhodnoceni dat ziskanych
v méfeni slouzi ten s nadzvem tttr.m. V prvnim kroku uzivatel pomoci dialogového okna zvoli
soubor .pt3 ziskany méfenim v mddu ,,T3*“ pomoci software PicoHarp 300. Z tohoto souboru jsou
pak precteny udaje o Casu letu a ¢asu od pocatku experimentu, které jsou zapsany do matice Al.
V ,,Command Window* jsou vypsany zakladni informace o méieni — ndzev souboru, dobé méfeni,

rozliSeni, celkovy pocet fotond, atp.
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Nasledné dojde (pomoci matice Al) k vytvoreni ,histogramové* matice B, jejiz pocet fadkil je dan
vztahem syncperiod/Resolution, tj perioda impulst zdroje/rozliSeni. Jednotlivé fotony jsou pak
rozdéleny do jednotlivych ¢asovych kanalli — fadk matice odpovidajicich celo¢iselnému zékladu

podilu jejich doby letu a rozliSeni. Ve druhém sloupci matice B je pocet fotonil v daném tadku.
I-ty foton z matice A1 je tak do j-té¢ho fadku matice B umistén zptisobem:

j=floor (Al (i, 1) /Resolution) (urceni Cisla fadku)

B(j,1)=j*Resolution (vypocet Casu letu pro dany tadek)

B(j,2)= B(3,2)+1 (pricteni fotonu)

Poté je nalezeno maximum ,,histogramu® a jemu odpovidajici ¢as (F).

V dal$im dialogovém okné je uZivatel pozadan o vloZeni velikosti ¢asového intervalu ns. Pro kazdy
z téchto intervali je poté spocitana stfedni doba Zivota, intenzita a konstanta zativych prechodu. Je

nutno mit na paméti, Ze nejmensi mozné rozliSeni zavisi na celkovém poctu fotond.

Samotny vypocet probiha v matici C, ktery je nejprve naplnéna z matice A1 zpisobem

Al (i,2)<k*intcas (urceni do kterého intervalu dany foton patii)
C(k,1)=k*intcas (vypocet ¢asu od pocatku pro dany interval)
C(k,2)=C(k,2)+1 (pticteni fotonu)

C(k,3)=C(k,3)+Al(i,1) (pticteni Casu letu)

Ve ttetim sloupci matice C je ted” soucet Casi letu, od kterého je v dal§im kroku odecten nejcastéji
se vyskytujici Cas letu (,,maximum histogramu* z matice B) a poté je spocitdna doba zivota na

zakladé vztahu:
05 1.0
o D,Zzl "

N
I
=1

kde n; je intenzita (podet fotonil) a t; Gas letu. Ctvrty sloupec matice C tvoii konstanta zafivych

2

pfechodl ziskana vztahem
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a paty sloupec je tvofen hodnotami t*intenzita, které jsou poté pouZity pro ziskdni primérnych

hodnot pro vice soubort dat.

Poté je pomoci primérné intenzity za prvni 0,2s (doba pfed zapnutim laseru v prubéhu
experimentu) matice C ,,ofezdna“ o Sum na pocatku experimentu za vytvotreni matice D, kterd je
pak zapsana do textového souboru ve stejné slozce a se stejnym nazvem, jako soubor .pt3 ziskany

métenim a jednotlivé sloupce jsou vykresleny v grafu.

Pro vytvareni priméra jednotlivych veli¢in z vice méfeni se pouziva druhy program (scitac.m),
ktery spocitd vazeny prumér sttednich dob Zivota a aritmeticky primér intenzit, konstant zafivych
pfechodii a hodnot t*intenzita pro ptfipadné dal$i primérovani vysledkt. Na zavér vypiSe vysledky
do souboru vysledky.txt v aktivni slozce Matlabu. (Tudiz je v pfipadé nékolikandsobného
vyhodnocovani tento nejprve soubor piemistit nebo pfejmenovat). Tento program je konstruovan na
zprumérovani deseti soubort, v ptipadé jejich mensiho poctu dojde pii zavieni dialogového okna

vyzyvajiciho k vloZeni souboru k vlozeni nulovych hodnot.

Cely proces je pomérné vypocetné narocny pocitace a v pripadé vétsiho rozliSeni i casove narocny.
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5. Vysledky a diskuze

5.1. Dohasinani kinetiky fluorescence

HSA (human serum albumin) je protein ziskany z lidské krevni plazmy, obsahujici jeden tryptofan.

Dohasinani kinetiky HSA bylo nafitovano funkci
(=t~ )
f IRF (1 Z de * di”,

se tfemi slozkami o stfednich dobach zivota t;, = 0,856 ns, t, = 4,334 ns, t3 = 7,694 ns a
preexponencialnich faktorech (odpovidajici poctu fotont, kterymi dana slozka ptispéla do celkové

intenzity fluorescence) A, = 1452 , A,=6705,9 , A;=4837,4. y’zpro ten to fit je 1,018.

Obrazek 3 ukazuje pribéh dohasinani a IRF pro tento fit.

0% |

—
=
w
T

—
=
=
T

Intenzita [pocat fotond]

—_—
=

=

10% k
o 10

I mmwwmnunmmm WMIWM L Ll

cas [nsl

Obr. 3: Dohasinani HSA (Cervena) s IRF (svetle modra) pro triexponencialni model.

Ttiexponalni model byl zvolen, protoZe jedno- a dvouexponencidlni dostate¢né nevyhovovaly
experimentalnim datim. Na obr. 4 jsou porovnana rezidua pro tyto tfi modely, se zfetelnymi
odchylkami od pozadovaného rovnomérného rozlozeni kolem nuly pro jedno- a dvojexponencialni

fit. Také z porovnani autokorelacnich funkci (obr. 5) je zfejmé, Ze jedno- a dvojexponencialni model
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maji daleko vétsi rozptyl odchylek nez tiiexponencidlni. & pro jednoexponencialni model byl 3,005

a pro dvouexponencialni 1,054.
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Obr 4: Rezidua pro jednoexponencialni (nahore), dvouexponencialni (uprostred) a triexponencialni

model dohasinani HSA
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Q15 i 0025
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Obr 5: Porovnani autokorelacnich funkci pro jednoexponencialni (a), dvouexponencialni (b) a

triexponencialni (c) dohasinani HSA

26



K zjisténi odchylek v tfiexponencialnim modelu byly pouzity tfi metody - ASE, Support plane a

Bootstrap, jejich porovnani je v tabulce 1.

Tabulka 1: Porovnani odchylek pro riizné metody jejich ziskani

parametr |Hodnota [ns] |odchylky ASE [ns] |odchylky Support Plane [ns] |odchylky Bootstrap [ns]
T 0,856 -0,202 0,202 -0,567 0,808 -0,333 0,458
T 4,334 0,053 0,053 -0,531 0,844 -0,348 0,315
Y 7,694 -0,056 0,056 -0,403 0,937 -0,213 0,299

Muizeme vidét, ze odchylky ziskané pomoci ASE jsou nékolikrat mensi, nez ty ziskané pomoci
jinych metod, tudiz jsou to hodnoty spiSe pouze orientacni. Pro pfesnéjs$i urceni odychlek je
vyhodnéjsi pouzit metody Support Plane nebo Bootstrap, které mohou také odhalit, pokud se
parametry nalézaji pouze v lokdlnim minimu ¥’ . U parametru T, je také vidét, Ze odhadované
odchylky jsou vzhledem jeho hodnoté pomérné velké, coz je dano relativné malym poctem fotona

prispivajicich k tého komponent¢.

Obr. 6 a 7 ukazuji vysledky analyzy odchylek parametri pomoci metody Support Plane, respektive

Bootstrap graficky. Obr 7 pak jasn€ ukazuje, ze parametry fitu nejsou zcela nezavislé.
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Obr 6: Vysledky analyzy chyb pomoci metody Support plane pro parametry t;, T, a 15 . Sedd ¢dra
zndzoriuje zvolenou hodnotu poméru pozménéné a minimdlni hodnoty y’r a cervené cary pak

odchylky pro jednotlivé stredni doby Zivota.
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Obr 7: Vysledky analyzy provazanosti parametrii pomoci metody Bootstrap pro parametry t, a 7.

Zelené jsou vyznaceny hodnoty nejlepsiho fitu, cervené jejich odchylky.

5.2. TRES

Pti vyhodnocovani dat ziskanych v médu TRES bylo vyuzito funkce globalniho fitu — tj nékteré
parametry ( v tomto ptipad¢ stfedni doby Zivota 1, = 0,856 ns, 1, = 4,334 ns, 13 = 7,694 ns) jsou
povazovany za konstantni pro vSechny méfené vlnové délky. Maximum emisniho spektra prvni
komponenty je pti vinové délce 380 nm, druhé komponenty pii 390 nm a tieti komponenty pii 330

nm. T¢zisté jednotlivych emisnich spekter jsou 373 nm, 378 nm a 362 nm. Nekorigovana emisni

spektra jsou zobrazena na obr 8.
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Obr 8: Emisni spektra jednotlivych komponent(A, modrd, A, cerna, A; Cervenda)

5.3. TTTR

Po osviceni rostliny pfedtim ponechané ve tmé dochdzi k fluorescencnimu indukénimu jevu, pro
ktery je charakteristickd takzvand O-J-I-P kiivka. Tato kiivka zndzorfiuje postupny narust
fluorescence od pocatecni hodnoty intenzity (O) po jeji maximum (P, 1s), pfi¢emz body J (1ms) a |
(10ms) oznacuji lokdlni zastaveni narGstu intenzity odpovidajici pfesunim naboje ve

fotosyntetickych centrech.

Nartst z pocatecni hodnoty O na hodnotu J odpovida akumulaci redukovaného chinonu
(oznaCovany Qa, primarni stabilni akceptor elektronli ve fotosystému II). Z néj pak elektrony
piechazi na plastochinon, (Qg), ktery se uvoliiuje do do prostoru tylakoidni membrany. Akumulaci
jeho redukované formy (zaroven s redukovanym Q,) odpovida nardst mezi hodnotami J a I, zatimco

nardistu mezi hodnotami I a P odpovida dalsi redukci plastochinonu na Qg

(Lazér 2006, 33, s. ,9-30. )
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O-J-I-P kiivka tak znazorfiuje postupné piesuny naboje ve fotosyntetickém fetézci, ktery se po

vystaveni svétlo postupné uvadi do chodu. Jednim z predpokladii spravnosti vysledkt pti sledovani

nezafivych pfenosl energie pomoci zafivych procesi, je nezavislost konstanty zarivych

prechodt (k i) na Case.

Na obr. 9 je zobrazen priibéh intenzity fluorescence meéfeny v médu TTTR s ¢asovym intervalem

vypoétu 10“s a zprimérovany pro deset méfeni. V &ase kolem ls je zietelné vidét maximum

intenzity odpovidaji bodu P, mirné pozastaveni nartistu intenzity se nachazi i v okoli 10 ms

odpovidajici bodu I.
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30 4—

intenzita (pocet foton()

1E-3

0.01 0.1
celkovy c¢as (s)

1E-4

Obr 9: Pribéh intenzity - primér pro deset méreni (rozliseni 107 s/interval)
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Obr 10: Pribéh stiedni doby Zivota — vazeny primér deseti méreni (rozliseni 107 s/interval)

Obr 10 zachycuje priibéh stiedni doby Zivota opét pro deset méteni s délkou vypocetniho intervalu
10™s. Doba Zivota se pohybuje v rozmezi 1,5 — 2,5 ns, coz odpovida luminiscenci chlorofylu ve

fotosyntetickém aparatu.
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Obr 11: Priibéh rychlostni konstanty pro zdrivé prechody - priumeér deseti méreni (rozliseni 107

s/interval)

Na obr 11 vidime, ze hodnoty rychlosti konstanty zatfivych pfechodt jsou v intervalu péti sekund od

pocatku méfeni pomérné rovnomérné rozlozeny kolem hodnoty 30 rel. j. po celou dobu méteni.
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Obr 12, 13 a 14 ukazuji prubeh jednotlivych veli¢in (intenzita, stfedni doba zivota a konstanta

zativych piechodi), pro rozliseni 10° s na vypodetni interval a ¢asové rozmezi 107 az 5*¥10™* s.
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Obr 12: Pribéh intenzity - prumér pro deset méreni (rozliseni 107 s/interval)

Z obr 12 muzeme vidét, ze intenzita (pocet fotonll) v jednotlivych intervalech se pohybuje pouze v

fadu jednotek, coz zpisobuje velkou zaSuménost vysledk.
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Obr 13: Pribéh stiedni doby Zivota - priimér pro deset méreni (rozliseni 107 s/interval)

Z obr. 13 vidime, Ze je stiedni doba Zivota rozlozena kolem hodnoty 2ns. V ¢ase 40 ps a

400 ps se nachdzeji ztetelné vrcholy prubéhu doby Zzivota, pficemZ prvni z nich odpovida svou

polohou nariastu hodnoty rychlostni konstanty pro zativé prechody (viz obr. 14).
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Obr 14: Pribéh rychlostni konstanty pro zdarivé prechody- priimér deseti méreni (rozliseni 107

s/interval)

Na obr 14 vidime prubéh rychlosti konstanty zafivych prechodd s vyraznym maximem pfi Case 40
us od pocatku méteni. I ptes nizky pocet fotonl v jednotlivych intervalech je tento vrchol natolik
vyrazny, ze mize znamenat naruSeni predpokladu vyhodnocovani O-J-I-P kiivky o nezévislosti

konstanty zativych pfechodi na case.
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6. Zaveér

Metoda TCSPC se pouzZivana pro méfeni kinetiky dohasinani fluorescence v fadu nanosekund po
vybuzeni vzorku kratkym excitatnim pulsem. Umoziiuje dosahnout vysokého rozliSeni a velké

rychlosti méfeni.

Pti vyhodnocovéni dat je mozné vyuzit rizné modely dohasindni a nékolik zpiisobti hodnoceni

ptfesnosti fitu a odchylek jednotlivych parametri.

Metoda TRES vyuzivd méteni dohasindni na nékolika vinovych délkach, proto je mozné ji vyuzit
pro sledovani relaxacnich procest, které jsou charakteristické zmény prib&hu dohasinani v
zavislosti na vinové délce. Pii méteni v modu TTTR je k informaci o dobé Zivota zaznamenana i
informace o casu priletu dan¢ho fotonu, ¢ehoz je mozZzno vyuzit ke sledovani dynamiky

fluorescencnich procest.

Tato prace shrnuje zékladni informace o metodé¢ TCSPC, jejich charakteristikach, experimentalnim
uspotadani pro jeji pouziti a nasledném zpracovani z dat ji ziskanych. Na modelovych pokusech
ukazuje vyhodnoceni dohasinani, analyzu chyb a méfeni TRES. Byl vytvofen software pro
vyhodnoceni dat z naméfenych v mdédu TTTR, ktery byl pouzit na méfeni fluorescenéniho

induk¢niho jevu, kde odhaluje moznou zménu rychlostni konstanty zativych prechodt v case 40 ps.
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Pfilohy

Software:

Data:

tttr.m

scitac.m

1.pt3
2.pt3
3.pt3
4.pt3
5.pt3
6.pt3
7.pt3
8.pt3
9.pt3
10.pt3
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