РАЗРАБОТКА МОДЕЛИ КУМУЛЯНТНОГО АНАЛИЗА
РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЧИСЛА ФОТООТСЧЕТОВ
С УЧЕТОМ ДИФФУЗИИ
Е. Ю. Шинкевич
Метод флуоресцентного кумулянтного анализа (ФKА) распределения числа фотоотсчётов во флуоресцентной флуктуационной спектроскопии является одним из спектроскопических методов изучения вещества на одномолекулярном уровне без изменения термодинамического равнове​сия исследуемой системы [1]. Данный метод позволяет находить инфор​мацию о яркости молекул и их количестве в исследуемом объеме и осно​вывается на приведении экспериментально полученных кумулянтов к математической модели, используя метод моментов, позволяющий при​равнять теоретические и экспериментальные кумулянты[2].
В данном методе кумулянты выражаются в качестве функции от ярко​сти qи числа молекул c для каждого флуоресцирующего вида молекул.
Для молекул одного вида теоретические кумулянты интенсивности флуоресценции FKkзадаются как
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где коэффициенты γrвычисляются через профиль засветки.
Экспериментальные факториальные кумулянты любого порядка вы​числяются по рекуррентной формуле через факториальные моменты из​меренного распределения числа фотоотсчётов[4]:
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В свою очередь факториальные моменты любого порядка можно вы​числить по формуле [3]:
Для задач тестирования метода ФКА требуется имитационное моде​лирование анализируемой характеристики.
СОЗДАНИЕ ИМИТАЦИОННОЙ МОДЕЛИ
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Вероятность обнаружить k невзаимодействующих между собой моле​кул в некотором подобъемеΔVобъема V0аппроксимируется распреде​лением Пуассона со средним значениемВероятность зафикси​ровать n фотонов, испущенных молекулой, находящейся в позиции гв течение интервала времени T, также хорошо аппроксимируется распре​делением Пуассона со средним значением 
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Используя эти допущения, построим алгоритм имитации распределения числа фотоотсчётов для однокомпонентного образца. На первом шаге не​обходимо получить число молекул c, генерируя случайные значения по распределению Пуассона со средним значением c, и затем равномерно распределить их по исследуемому объему V0. Для получения числа фото​нов, испущенных j-ой молекулой, генерируется переменная n jсо средним значениемгде j 1 ,2, ...,jc=.Затем число фотонов, сгенериро​ванных каждой молекулой, суммируется и получается полное число фото​нов ST, подсчитанных в течение интервала наблюдения T. Этот шаг повто​ряется mраз для получения серии экспериментальных данных [5].
Программно реализовав описанный выше алгоритм, получим распре​деление числа фотоотсчётов и на его примере проверим метод ФКА. Для этого рассчитаем и сопоставим теоретические и экспериментальные ку-
мулянты. В качестве исследуемого образца возьмём однокомпонетную систему со специфической яркостью молекул q = 50000 и числом в об​лучаемом объеме с = 10.
Таблица

Сопоставление теоретических и экспериментальных кумулянтов
	Номер кумулянта
	Теория
	Эксперимент

	1
	1.6420
	1.6678

	2
	0.3478
	0.3125

	3
	0.1115
	0.1251

	4
	0.0463
	0.0276


Как видно из таблицы, теоретические и экспериментальные кумулян​ты близки по значению, что подтверждает достоверность разработанной модели.
КОРРЕКЦИЯ МЕТОДА ФКА С УЧЁТОМ ДИФФУЗИИ
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Полученные оценки qи c являются функциями времени наблюдения T. Построим модель для одного вида молекул с обобщенными значения​миВ применении к однокомпонентному образцу выра​жения для факториальных моментов запишутся как
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(5)
Получим коррекцию второго кумулянта, используя вспомогательную функцию Г(Т), объединяющую диффузионные свойства и ширину ин​тервала наблюдения T:

[image: image9.png]i1=qTB(r).






(6)
Проведём сравнительный анализ модели кумулянтного анализа с уче​том диффузии молекул. Для этого оценим характеристическую яркость и количество молекул в исследуемом объёме красителя Cy5 с использова​нием коррекции на диффузию и без неё. Вычисления будем проводить для различных интервалов времени наблюдения и затем построим гра​фики зависимости яркости и количества молекул от интервала наблюде​ния T. Решим две системы уравнений:
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для метода ФКА с учётом диффузии молекул.
В результате программной реализации были получены графики зависи​мости яркости и количества молекул от интервала наблюдения T. Из вида графиков следует, что диффузия молекул через исследуемый объём сущест​венно влияет на характеристическую яркость и количество молекул в иссле​дуемом объёме и её необходимо учитывать. Применение же коррекции уст​раняет зависимость данных параметров от интервала наблюдения, тем са​мым позволяя вычислять кумулянты для произвольных времен T
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Таким образом, в данной работе предложена модель кумулянтного ана​лиза распределения числа фотоотсчетов с учетом диффузии. Разработанная модель протестирована на смоделированных и реальных данных.
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