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MIKROSKOPOWE TECHNIKI KORELACJI FLUORESCENCJI

WSTEP

Ruchliwos¢ molekularna i procesy trans-
portu maja fundamentalne znaczenie w wie-
Iu procesach fizycznych, chemicznych oraz
biologicznych. Przykladem jest mobilnos¢
bialek w komorkach, ktéra moze by¢ bada-
na przy uzyciu mikroskopii fluorescencyjnej
techniki odzysku fluorescencji po fotoblak-
nieciu (ang. fluorescence recovery after pho-
tobleaching, FRAP) lub utraty fluorescenciji
w fotoblaknieciu (ang. fluorescence loss in
photobleaching, FLIP) (RErrs i NEEFES 2001,
KLONIS i wspotaut. 2002, BANTING 2004,
SPRAGUE i MCNALLY 2005, ISHIKAWA-ANKER-
HOLD i wspotaut. 2012). Pozwalaja one wy-
znaczy¢ odpowiednie wspotczynniki dyfuzji,
state wiazania oraz nie mobilna frakcje mo-
lekut (CARRERO i wspotaut. 2003, 2004; SPRA-
GUE i wspotaut. 2004; SPRAGUE i MCNALLY
2005). Nalezy jednak zauwazyc, ze skala cza-
sowa dostepna przy uzyciu FRAP oraz FLIP
jest ograniczona przez szybkoS¢ rejestracji
obrazow mikroskopowych. Inna wada wspo-
mnianych metod jest koniecznoS$¢ uzycia in-
tensywnego Swiatla do wywotania blakniecia
fluoroforo6w w zywych komorkach, co moze
indukowac efekty fototoksyczne (DOBRUCKI i
wspolaut. 2007, WOTZLAW i wspotaut. 2007,
NISSIM-RAFINIA i MESHORER 2011). Alternaty-
we¢ stanowi bezpoSredni pomiar ruchu po-
jedynczych (izolowanych) czasteczek (ang.
single particle tracking, SPT) lub wykorzy-
stanie spektroskopii korelacji fluorescencji
(ang. fluorescence correlation spectroscopy,
FCS). Technika ta zostala wprowadzona we
wczesnych latach 70. XX w. przez Magde i

wspotaut. (MAGDE i wspotaut. 1974, patrz tez
TIAN i wspotaut 2011), ktérzy wykorzystali
ja do badania dynamiki interkalacji bromku
etydyny do DNA. W pracy tej fluktuacje in-
tensywnosci fluorescencji byly generowane
przez rOznice wydajnosci kwantowej (ang.
quantum efficiency, QE) barwnika zwiaza-
nego z DNA (wysoka) i wolnego (niska). W
pOzniejszych pracach zbadano wplyw dy-
fuzji na fluktuacje fluorescencji, rozwijajac
rownoczes$nie technologie niezbedna do ich
rejestracji i analizy (KOPPEL 1974). Znaczny
stopien komplikacji technicznej oraz nie-
wielka czuloS¢ przeszkadzaly jednak w po-
pularyzacji tej metody. Swoj renesans FCS
zawdziecza zastosowaniu konfokalnego sche-
matu detekcji (EIGEN i RIGLER 1994). Pozwo-
lito to na implementacje FCS w mikroskopii
biologicznej, przynoszac w rezultacie szereg
instrumentéw dostepnych komercyjnie (Ze-
iss Confocor, Picoquant, Becker and Hickl i
in.). FCS dostarcza informacji o zachowaniu
pojedynczych molekul poprzez uSrednianie
pomiaréw duzego ich zbioru, osiagajac dzie-
ki temu znaczna precyzje (DIGMAN i GRAT-
TON 2011, TIAN i wspotaut. 2011). Z drugiej
strony, pomiar FCS jest z natury punktowy,
co utrudnia mapowanie ruchliwosci molekut
w Srodowiskach o zlozonej strukturze prze-
strzennej, takich jak komorki.

Niniejszy artykul opisuje zasady oraz
ograniczenia klasycznego pomiaru FCS, a tak-
ze pochodne techniki, ktore, dzicki wykorzy-
staniu korelacji przestrzennej pozwalaja na
obejScie tych ograniczen.
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PODSTAWY PUNKTOWEGO FCS

Wspolczesnie podstawe FCS stanowi
analiza statystycznej zmiennoS$ci sygnatu flu-
orescencji generowanego przez niewielka
liczbe molekutl znajdujacych si¢ w objetosci
konfokalnej (TIAN i wspotaut. 2011, pozo-
state artykuly w tym numerze KOSMOSU).
Pomiar FCS wymaga zatem czuloSci pozwa-
lajacej na rejestracje sygnalu pochodzacego
od pojedynczych molekul, jednak jego re-
zultaty opisuja usrednione parametry duzej
ich liczby (wspotczynniki dyfuzji, stezenia,
stanu agregacji). Schemat typowego pomia-
ru FCS jest przedstawiony na Ryc. 1. Wiaz-
ka wzbudzenia (laser) jest ogniskowana w
preparacie przy uzyciu obiektywu o wyso-
kiej aperturze numerycznej (NA>1.1), ktory
w polaczeniu z przystona konfokalna (inne
artykuly w tym numerze KOSMOSU) two-
rzy sub-femtolitrowa (<107"> 1) objetos¢ de-
tekcji, z ktorej rejestrowana jest fluorescen-
cja pochodzaca od zawartych tam molekut.
Jezeli stezenie fluoroforu nie przekracza
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10 nM w tej objetoSci znajduje si¢ Srednio
nie wiecej niz jedna molekuta. W nastep-
stwie ruchu (dyfuzji) molekulty wchodza i
opuszczaja objetoS¢ detekcji, czemu towa-
rzysza rozblyski fluorescencji (fluktuacje jej
intensywnoSci). Charakterystyczna dlugosc
rozblyskOw jest zalezna od wspotczynnika
dyfuzji (mobilnosci) fluoroforu, podczas
gdy wariancja (amplituda fluktuacji) zawie-
ra informacje o Sredniej liczbie molekut w
objetosci detekcji. Zazwyczaj oba te para-
metry wyznacza si¢ wykorzystujac funkcje
autokorelacji intensywnosci fluorescencji
W czasie:

gdzie: <I> jest (czasowa) Srednia (< >) inten-
sywnosci fluorescencji, dI(t) odchyleniem od
Sredniej intensywnoSci w czasie t, za$ t cza-
sowa skala korelacji.

Intensywnosé fluorescencji

Czestos¢ zliczen

v

Liczba fotondw

Ryc. 1. Zasada pomiaru FCS. Panele gorne: schemat detekcji konfokalnej (lewo); zmiany intensyw-
nosci fluorescencji w czasie, w roztworze dyfundujacych molekut (prawo).

Panele dolne: analiza autokorelacji pozwala (Sciezka a, lewo) wyznaczy¢ liczbe molekut (N) i charakterystycz-

ny czas dyfuzji (t,,);
GEM i wspotaut. 2006, zmieniona).

schematyczny wykres histogramu zliczen fotonéw (PCH, Sciezka b, prawo) (wg BREUSE-
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Charakterystyczny czas zaniku (tr,) funk-
¢ji autokorelacji odpowiada Sredniej dlugo-
Sci rozbtyskow fluorescencji (czasowi po-
trzebnemu na przebycie objetoSci detekcji).
Znajac rozmiary i ksztalt, mozna, dopaso-
wujac funkcje modelowa do G(t) obliczy¢
wspotczynnik dyfuzji D (odwrotnie propor-
cjonalny do 1) oraz Srednig liczbe molekul
N (odwrotnie proporcjonalna do G(0)). W
najprostszym przypadku gdy objetos¢ detek-
cji jest przyblizona rozkladem normalnym
(funkcja Gaussa) w 3D, a pomiar dokonywa-
ny jest w roztworze mamy:

-1 -1/2
1 T T w
Glr)=—|1+—| | 1+—— =2
) <N>[*TJ [s] B>

gdzie: 1 jest charakterystycznym czasem ko-
relacji, S stosunkiem promieni charakteryzu-
jacych objetos¢ detekcji w 3D (w/w, ), D
wspolczynnikiem dyfuzji.

2

Bardziej rozbudowane modele uwzgled-
niaja fluktuacje wywotane przechodzeniem
molekut w (tripletowy) stan ciemny, dy-
fuzje anomalna oraz wielokomponento-
wa (LAKOwICZ 1999). Nalezy zauwazy¢, ze
cho¢ analiza mobilnoSci molekul pozosta-
je gtownym biologicznym zastosowaniem
FCS, to inne procesy (takie jak wygaszanie
w reakcjach chemicznych), ktoére prowa-
dza do zmian intensywnosci fluorescencji
w czasie takze moga by¢ badane ta meto-
da. Krzywa autokorelacji pozwala wow-
czas obliczy¢ odpowiednie state kinetycz-
ne (SPRAGUE i MCNALLY 2005, BREUSEGEM i
wspoélaut. 2006). Warto tez wspomnie o
alternatywnych w stosunku do funkcji au-
tokorelacji metodach analizy dynamiki mo-
lekul w spektroskopii korelacyjnej (PALMER
i THOMPSON 1987a, b).

METODY SPEKTROSKOPII KORELACYJNE]

Czasowe widma fluktuacji (analizowa-
nego przy pomocy ACF), to jeden z dwoch
aspektow tego zjawiska. Drugim jest widmo
amplitudowe, ktore jest analizowane przy
uzyciu PCH (ang. photon counting histo-
gram) i FIDA (ang. fluorescence intansity
distribution analysis). Obie techniki wyko-
rzystuja histogram zliczen fotonow (CHEN
i wspotaut. 1999, Kask i wspoétaut. 1999,
MULLER 2004). Nie ma on postaci rozkladu
Poissona (ktorej mozna by oczekiwac gdy-
by objetos¢ detekcji bytla oSwietlona réwno-
miernie), lecz jest w stosunku do niego po-
szerzony przez: nierownomiernoS¢ profilu
wzbudzenia, fluktuacje liczby fluoryzujacych
molekul oraz szum detektora. Dopasowanie
odpowiedniego modelu (superpozycji wielu
rozkltadow Poissona) do histogramu zliczen
pozwala okreSlic molekularna jasnoS¢ (e)
jednej lub kilku klas fluoroforéw oraz odpo-
wiednie Srednie liczby (st¢zenia) w objeto-
Sci detekcji (CHEN i wspolaut. 1999, MULLER
2004, DIGMAN i GRATTON 2011). PCH/FIDA
umozliwia rozréznienie monomeréw, dime-
row oraz wigckszych agregatow w popula-
¢ji mobilnych molekul. Na przyktad, mozna
ustali¢, ze w probce znajduje si¢ 35% mono-
merow o Sredniej jasnoSci 2000 zliczen na
molekule (cpm) oraz 65% dimeréw jasnosci
4000 cpm. Agregacja zmienia takze wspot-
czynnik dyfuzji (D), jednakze (dla dyfuzji w
3D) jego zaleznoS¢ od masy molekularnej
wyraza sie¢ proporcjonalnos$cia do M-'3. Tak

wiec, jakkolwiek przy uzyciu FCS mozna roz-
rozni¢ molekuty zwiazane (np. w kompleksie
makromolekularnym) od mobilnych, to PCH/
FIDA nadaje si¢ lepiej do analizy rownowagi
monomer-oligomer.

Istotnym ograniczeniem FCS jest brak
informacji o fluktuacjach obecnych w po-
blizu badanego punktu (objetosci). Trzeba
bowiem pamic¢tac, ze wiele procesow fizycz-
nych, chemicznych i biologicznych cechuje
sic skala przestrzenna. Przykladu dostarcza
zaleznoSC charakterystycznego czasu dyfuzji
(t,) od wzbudzanej objetosci. Skala innych
procesow, takich jak wiazanie do statycznych
struktur, migotanie (ang. blinking) oraz ru-
chy rotacyjne sa niezalezne od tego parame-
tru. Efekt ten moze zosta¢ wykorzystany do
rozroznienia tych dwoch klas zjawisk. Ob-
rotowa symetria objetosci wzbudzenia nie
pozwala jednak na wykrycie przestrzennych
niejednorodnosci.

Fluktuacje intensywnosSci mozna uzyskac
takze poruszajac ogniskiem (wiazka) wzbu-
dzenia w probce w sposob periodyczny. Je-
zeli szybkos¢ ruchu jest znacznie wi¢ksza od
tej, z ktora poruszaja si¢ badane molekuly to
fluktuacje niosa informacj¢ o lokalizacji prze-
strzennej wzdluz skanowanego toru (WEIs-
SMAN i wspotaut. 1976, KOPPEL i wspolaut.
1994). Wykorzystuje si¢ tu wiazke poruszaja-
ca sie orbicie kotowej lub linii prostej (DIG-
MAN i GRATTON 2011). Analiza fluktuacji po-
miedzy kolejnymi okresami (skanami) ujawnia
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informacje o czasowym przebiegu fluktuacji
wzdluz skanowanego toru. Funkcje korelacji
obliczane sa tu zatem dla kazdego punktu z
osobna oraz dla par punktow lezacych na
orbicie Iub torze (DIGMAN i GRATTON 2011).
SzczegOlnym przypadkiem takiego podejScia
jest zastosowanie korelacji par (ang. pair cor-
relation function, pCF) do statystycznego Sle-
dzenia molekuly poruszajace si¢ w komorce
(DIGMAN i wspotaut. 2009; CARDARELLI i GRAT-
TON 2010; HINDE i wspoétaut. 2010, 2011).
Fluorescencja jest probkowana (z szybkoScia
poréwnywalna do ruchu molekuly) w wielu
punktach. Jezeli molekuta w czasie t=0 znaj-
duje si¢ w danym punkcie, to prawdopodo-
biefistwo jej znalezienia w innym punkcie
spada wraz z kwadratem odlegloSci pomiedzy
punktami (Ryc. 2a). Ponadto, dla kazdego z
punktoéw lezacych w danej odlegtosci r od po-
zycji poczatkowej oczekiwana intensywnosc
zmienia sie¢ w funkcji czasu (Ryc. 2b), dzieki
czemu skanujac po linii prostej otrzymuje si¢

charakterystyczny wzor (ang. carpet) (Ryc.
2¢). Fluktuacje intensywnoSci pomiedzy dwo-
ma punktami sa skorelowane, jesli w danym
czasie molekuta pojawi si¢ kolejno w tych
punktach, przy czym amplituda korelacji spa-
da wraz z odlegtoscia (Ryc. 2d), a polozenie
maksimum zalezy od szybkoSci migracji. Wy-
dtuzenie charakterystycznego czasu korelacji
Swiadczy o wystepowaniu barier swobodnej
dyfuzji, ktorych polozenie mozna oszacowac
badajac rézne pary punktow.

Podejscie korelacyjne moze byc¢ takze wy-
korzystane do analizy dystrybucji fluorescenc;ji
w calym polu widzenia mikroskopu (kame-
ry), przy uzyciu spektroskopii korelacji obra-
zu (ICS). Jezeli obrazowane obiekty (takie jak
kompleksy biatkowe) maja rozmiar porOwny-
walny lub wi¢kszy niz PSF (ang. point spread
function) mikroskopu, to korelacja pomiedzy
pikselami dostarcza informacji o ich Sredniej
wielkoSci oraz rozmieszczeniu (PETERSEN 19806,
KOLIN i WISEMAN 2007). Z kolei rejestracja se-
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Ryc. 2. Zasada pomiaru pCF.
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Prawdopodobiefistwo znalezienia molekuly w odlegtosci r od jej poczatkowego potozenia i po czasie t (a).
Intensywnos¢ (amplituda) funkcji autokorelacji w roznych odlegtosciach od punktu poczatkowego (b i ©).
Funkcja korelacji wzajemnej dla réznych odlegtosci dzielacych dwa punkty (d) i réznych wspotczynnikow
dyfuzji przy odlegtosci 10 pikseli (e). ZaleznoS¢ prawdopodobiefstwa (wykres a) od stosunku powierzchni
detekcji do oczekiwanej odlegtosci dyfuzji (f), dla procesu 2D (wg DIGMAN i GRATTON 2009, zmieniona).
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rii czasowej obrazOw calego obiektu pozwala
na obliczenie czasowej korelacji sygnatu po-
szczegolnych pikseli i oszacowanie dyfuzji oraz
przeptywu kierunkowego ( BREUSEGEM i wspot-
aut 2006, KOLIN i wspotaut. 2006). Szereg wa-
riantow tej techniki, takich jak STICS (ang. spa-
tio-temporal ICS) oraz kKICS (ang. k-space ICS)
zostalo rozwinietych w ostatnich latach (KOLIN
i wspotaut. 2006, KOLIN i WISEMAN 2007), po-
dobnie jak rastrowa Kkorelacja obrazu (RICS),
ktora operuje na skali rozdzielczoSci czasowej
posredniej pomiedzy FCS a ICS. RICS wykorzy-
stuje skanowanie obrazu w mikroskopie kon-
fokalnym, dzieki czemu sygnaly pochodzace
z sasiednich pikseli sa skorelowane zar6wno
w przestrzeni, jak i w czasie (jaki uplywa na
rejestracje piksela, catej linii lub ramki), po-
dobnie jak w skaningowym FCS. Pozwala to
na badanie mobilnoSci molekut w szerokim
zakresie skali czasowych (DIGMAN i GRATTON
2009, 2011). AtrakcyjnoS¢ RICS zwieksza fakt,
ze technike te mozna stosowa¢ w polaczeniu
ze standardowym mikroskopem konfokalnym
(DIGMAN i wspotaut. 2005, DIGMAN i GRATTON
2009). Tego rodzaju urzadzenie moze takze zo-
sta¢ wykorzystane w technice N&B (ang. num-
ber and brigthness) do wykrywania agregacji
molekul, jako prostsza alternatywa PCH/FIDA
(DIGMAN i wspotaut. 2008).

WiekszoS¢ pomiarow FCS wykorzystuje mi-
kroskop konfokalny i nieruchoma (zaparkowa-
na) wiazke Swiatla wzbudzajacego. W miejsce
standardowych detektorow mikroskopowych
(fotopowielaczy pracujacych w trybie integra-
¢ji sygnatu) stosuje sie urzadzenia do zliczania
fotonow: fotodiody lawinowe (APD), plytki
(fotopowielacze) mikrokanalowe (MCP) oraz
detektory hybrydowe (HyD) (BECKER i wspol-
aut. 2011). Odpowiedni osprzet do pomiarow
TCSPC jest produkowany przez wiele firm i
oferowany w potaczeniu z niemal wszystkimi
dostepnymi obecnie mikroskopami konfokal-
nymi (DIGMAN i GRATTON 2011). Oprogramo-
wanie pozwalajace na wykorzystanie zlozo-
nych modeli analitycznych (obejmujacych dy-
fuzje wielokomponentowa, agregacje, procesy

fotofizyczne) jest rutynowo wykorzystywane w
komercyjnych systemach. FCS moze tez zostac¢
uzyty w polaczeniu z mikroskopem dwufoto-
nowym, ktory realizuje tomografic optyczna
przez ograniczenie objetoSci wzbudzenia do
ogniska obiektywu (PAWLEY 20006). Pozwala to
ograniczy¢ fotoblakniecie wystepujace poza re-
jestrowana plaszczyzna optyczna. Dodatkowo,
fluorescencja roznych barwnikow moze byc
wzbudzona ta sama dlugoscia fali Swietlnej, je-
zeli odbywa si¢ to przez rownoczesna absorp-
cje dwoch fotonow (PAWLEY 20006). Utlatwia to
pomiary technika korelacji wzajemnej (FCCS),
w ktorej dwie badane molekuly sa znakowane
roéznymi fluoroforami, rejestrowanymi przez
osobne detektory. Jezeli molekuly poruszaja sie
niezaleznie to fluktuacje fluorescencji wywo-
tywane przez ich dyfuzje nie sa skorelowane
(amplituda odpowiedniej funkcji G wynosi 0).
W przeciwnym wypadku, gdy molekuly znaj-
duja sic w objetosci detekcji jako kompleks,
rozblyski fluorescencji ich znacznikow wyste-
puja razem (G>0). FCCS moze wiec stanowic
alternatywna do FRET technike wykrywania
oddzialywan molekularnych.

Niedawne wprowadzenie szybkich kamer
EMCCD oraz sCMOS pozwolito na réwnocze-
sny pomiar korelacji czasowej w catym polu
widzenia mikroskopu, co stanowi alternaty-
we pomiaru punktowego dla wolniejszych
procesOw. Potaczenie tego schematu detekcji
ze wzbudzeniem typu ,light sheet” pozwolito
na dokonanie pomiaru mobilnoSci molekut
rownoczeSnie w wielu regionach grubych
preparatow (np. embrionéw) (LAM i wspot-
aut. 2012, SANKARAN i wspotaut. 2013, SINGH
i wspotaut. 2013).

Zastosowanie szybkich detektoréow (MCP,
SPAD, HyD) oraz impulsowych 7Zrddet Swiatta
umozliwia (w trybie TCSPC) na réwnocze-
sny pomiar czasu zaniku fluorescencji (FLIM)
i FCS. Dzieki temu (stosujac technike FCLS)
mozna wyeliminowa¢ impulsy pasozytnicze
(np. detector afterpulsing, rozproszenie Ra-
mana) z pomiarOw korelacji (BREUSEGEM i
wspotaut. 20006).

MIKROSKOPOWE TECHNIKI KORELACJI FLUORESCENC]JI

Streszczenie

Ruchliwos¢ molekul ma fundamentalne zna-
czenie w wielu procesach fizycznych, chemicz-
nych oraz biologicznych. Mikroskopowe pomiary
z uzyciem korelacji zmian (fluktuacji) fluorescen-
cji pozwalaja wyznaczy¢ wspotczynniki dyfuzji,
stale wiazania oraz st¢zenia znakowanych mole-

kul. Niniejszy artykul opisuje podstawy pomiarOw
punktowych przy uzyciu korelacji fluorescencji w
czasie (FCS) oraz pochodnych metod wykorzystu-
jacych przestrzenna korelacje fluorescencyjnego
obrazu mikroskopowego i korelacje czasowo-prze-
strzenna.
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FLUORESCENCE CORRELATION MICROSCOPY

Summary

Molecular mobility is crucial in numerous
physical, chemical and biological processes. Mi-
croscopy measurements of fluorescence changes
(fluctuations) can be used to estimate diffusion
coefficients, binding constants and concentrations
of labeled molecules. This short review describes

the principles of point-wise microscopio measure-
ments with fluorescence correlation spectroscopy.
Furthermore, basics of its derivatives using spatial
and spatio-temporal correlation of fluorescence
microscopy data are given.
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