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Souhrn

Tato bakalarska prace je zamétena na fluorescencni mikroskopii zivych bunék. V praci
jsou popsany principy fluorescenéni mikroskopie, laserové konfokalni mikroskopic a
vicefotonové konfokalni mikroskopie. Prace dale obsahuje dals$i pokrocilé mikroskopické
techniky, které ndm umoznuji pozorovani déji v zivych buikach jako je FRET, FLAP,
FRAP, FLIM aj. Je zde uveden piehled fluorescencnich znacek a proteinti, které jsou

nezbytné pro sledovani bunéénych struktur ve fluorescen¢ni mikroskopii.

Kli¢ova slova

Fluorescen¢ni mikroskop, FRAP, FRET, FLIM, TIFR, multidimenzionalni konfokalni
mikroskopie, FCS, LSC, PRIM, fluorescen¢ni barviva, super-rezolu¢ni mikroskopie



Summary

The thesis is focused on fluorescence microscopy of living cells. It describes principles
of fluorescence microscopy, laser confocal microscopy and multiphoton confocal microscopy.
The thesis also includes other advanced microscopic techniques that allows us to observe
processes in living cells, such as FRET, FLAP, FRAP, FLIM etc. It also contains an over
view of the fluorescent labels and the proteins, which are necessary for the monitoring of cell

structures in fluorescence microscopy.

Keywords

Fluorescence microscope, FRAP, FRET, FLIM, TIFR, multi-dimensional confocal

microscopy, FCS, LSC, PRIM, fluorescent dyes, super-resolution microscopy
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1. UVOD

Fluorescencni mikroskopie zivych bunék je velice aktualni téma. Fluorescencni
mikroskopie umoznuje zobrazeni latek obsazenych Vv bunikdch casto v minimalnich
mnozstvich. Fluorescencni mikroskopie je zaloZzena na faktu, ze urcité chemické latky
(fluorochromy) po ozafeni svétlem o krat$i vinové délce zafi svétlem o delsi vinové délce.
Fluorochromy se vazi na konkrétni bunéénou slozku, kterd pak pti urcité exitaéni vinové
délce zafi svétlem jiné vlnové délky. Modifikaci této metody je vyuziti protilatky
s navazanym fluorochromem, nebo fluorescenc¢nich proteini. Fluorescen¢ni mikroskopie i
nachazi vyuziti viadé¢ obort. V mikrobiologii slouzi k mikroskopickému prikazu
mikroorganismi v biologickych vzorcich. Uplatnéni nachazi také v imunodiagnostice, kde se

pouziva k detekci bunéénych antigenti sdruzenych s ur¢itymi chorobami.

Cilem této prace je tedy podat ptehled jednotlivych technik vyuzivanych ve
fluorescen¢ni mikroskopii zivych bunék, véetné jejich aplikaci. Pozornost je vénovana také

fluorescenénim znackdm a proteiniim pouzivanych v mikroskopii zivych buné¢k.
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2.  FYZIKALNI PODSTATA

2.1. Luminiscence

Luminiscenci se oznacuje d¢j, pfi kterém latka emituje (vyzatuje) energii ve formé
viditelného, infracerveného nebo ultrafialového zareni. Aby doslo k vyzafeni fotonti, musi
latka nejprve energii pfijmout. Tato energie muze pochazet z riznych zdroji. Nejcastéjsi
dochazi kabsorpci energie ve formé fotoni elektromagnetického zafeni. Jedna
se o tzv. fotoluminiscenci. Dalsim pomérné ¢astym piipadem je absorpce energie pochazejici
z chemické (chemiluminiscence) nebo biologické (bioluminiscence) reakce, kde energie
vedouci k excitaci latky vznika biochemickou reakci. Znama je také elektroluminiscence,
termoluminiscence a radioluminiscence. Pti elektroluminiscenci pochazi absorbovana energie
z elektrického proudu. Tepelna energie je zdrojem pro termoluminiscenci. Radioluminiscence
je luminiscence buzend ionizujicim zafenim (tj. alfa Casticemi, protony, neutrony, zafenim
beta nebo rentgenovym zafenim). Podle povahy emitovaného zafeni, mizeme luminiscenci

délit na fluorescenci, zpozdénou fluorescenci a fosforescenci (1).

2.2. Fluorescence

Pt1 absorpci ultrafialového zafeni dochazi k excitaci elektronti. Elektron neni schopen
V excitovaném stavu setrvat, proto prechdzi na hladinu s niz$i energii. Pfi pfechodu na nizsi
hladinu se pfebyte¢na energie pieméni na zareni. Jedna se tedy o sekundérni zateni, které

latka vydava po absorbanci elektromagnetického zareni (1).

Hlavnimi charakteristikami fluorescence jsou intenzita, spektralni sloZeni, polarizace,
doba dohasinani a koheren¢ni vlastnosti. Intenzita je pocet fotonii prochéazejicich v daném
sméru jednotkovou plochou za jednotku casu. Polarizace vypovidd o sméru kmitani
elektrického vektoru elektromagnetické viny. Spektralni sloZeni je vlastné spektralni hustota
fotonového toku na jednotkovy interval vinovych délek nebo frekvenci. Doba dohasinani je
déna vnitini dobou Zivota excitovaného stavu, zn&hoz dochazi k emisi. Uzce souvisi
s pochopy vedoucimi k nezafivé deaktivaci tohoto stavu. Vztahy mezi fazemi svételnych vin

urcuji koherenéni vlastnosti (1).

Vétsina slozitych organickych molekul nefluoreskuje. Intenzivni fluorescenci vykazuji

nekteré aromatické slouCeniny, zejména polyaromatické uhlovodiky ¢i heterocykly,
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oznacované jako fluorofory nebo fluorescencni barviva. Typickymi piiklady fluoroford jsou

chinin, akridinova oranz, fluorescein, rhodamin B, antracén, perylén ¢i umbeliferon (1).
2.3. Fosforescence

Pii fosforescenci dochdzi k obraceni spinu excitované¢ho elektronu a molekula
se dostava do tripletového excitované¢ho stavu. Prechod nastava, kdyz se energeticky
ptekryvaji nejnizs$i singletové vibraéni hladiny spolecné s vys$§imi vibracnimi hladinami
tripletového stavu. Elektron ztradci energii emisi po navratu molekuly do zékladniho

vibra¢niho stavu (1).

Nezativé prenosy energie jsou usnadnény vyssi teplotou, kterd vede k vétSimu poctu
srazek molekul. Proto fosforescenci pozorujeme pii nizkych teplotich ve vysokych
visk6znich médiich (1).

Zatimco u fluorescence trva vyzafovani emisniho svétla kratkou dobu a emise zhasina

ro v Y ’ v v -8 v -5 o v
témef okamzit€¢ po zhasnuti excitacniho zatreni (10~ az 10~ sekund), u fosforescence miize

k emisi dochazet i dlouhou dobu po zhasnuti excita¢éniho zateni (10 sekund az n&kolik dni)

(1).

2.4. Reakce svétla s tkani

Svétlo je elektromagnetické zareni skladajici se ze Sirokého spektra vinovych délek.
Mezi elektromagnetické zateni patii radiové viny, mikrovinné zéfeni, infraervené zéfteni,

viditelné svétlo, ultrafialové zafeni, rentgenové zareni a gama zateni (2).

% 10 1 107 102 10° 10”* 10° 10 107 10°° 10®° 1070107 10772 1078
—_—— 1 1 L 1 L 1 L L 1 1 1 1 1 L 1
m radio IR i rentgenove zareni
10y D L LS o ROy :
TV i
_mikroviny POV, i LRI 5
T T T T T T e 5 1 T T T T T T s —z
1 10 10 10! 107 10" 10%)10% 10 10Y 10%® 10 10° 107
2
400 500 600 700 ——
m

Obrizek 1. Elektromagnetické spektrum (3).

16



Pfi interakci zafeni stkani dochazi k reflexi, transmisi, disperzi nebo absorpci.
Pti reflexi dochdzi k totdlnimu odrazu zédfeni na rozhrani. Pokud nedojde k odrazu, zéateni
pronikne do tkdné€. V tkani poté mize dojit k absorpci zareni, tedy k jeho pohlceni. Zafeni,
které neni absorbovano, je oznacovéano jako transmisni ¢i disperzni. V obou piipadech se
zatreni dale §ifi prostfedim. Pfi disperzi navic dochazi k rozkladu elektromagnetického zaieni

na jednotlivé slozky (4).

3. TYPY MIKROSKOPU

Rozeznavame nékolik typl mikroskopt, které miize délit podle nékolika kritérii. Prvni
rozdéleni je podle fyzikdlniho principu, na kterém mikroskop funguje. Druhé kritérium déleni

je podle moznosti vyuziti (5, 6).

Prvni mikroskop byl vynalezen v 17. stoleti. Vynélez mikroskopu byl podminén
zdokonalenim ¢ocek. Jednim zprvnich pouzivanych mikroskopi byl jednoCockovy
mikroskop, ktery ke svému vyzkumu pouzival Antony van Leeuwenhoek.
Antony van Leeuwenhoek zdokonalil mikroskop kolem roku 1650. Pfed nim na sestaveni
mikroskopu pracovali Hans a Zachary Jansenové. Na praci Antony van Leeuwenhoeka
navazal Robert Hooke, ktery roku 1665 vydal knihu Micrographia. V této publikaci popisuje
poprvé bunky (5, 6).

Svételny mikroskop se zacal Siroce vyuzivat k pozorovani zivych bunék az v 19. stoleti.
Ptispéli k tomu zejména Carl Zeiss, Ernst Abbe a Otto Schott. Svételny mikroskop dosahuje
rozliSeni 0,2 um. Toto rozliSeni je maximem, kterého lze pomoci svételné mikroskopie

dosahnout. Zaroven je vsak pro studium struktury mikroorganismi nedostacujici (6).

Existuji rizné typy optickych mikroskopti: prochdzejicim svétlem, vyuzivajici fazového
kontrastu, v temném poli a také fluorescenéni. Mikroskopie v prochazejicim svétle zobrazuje
objekt na zaklad¢ rozdilné hustoty. Vzorek je umistén mezi svételny zdroj a objektiv.
Pti mikroskopii za vyuziti fazového kontrastu obraz objektu v obrazovém ohnisku vznika
interferenci dvou vInéni. Podstatou mikroskopie v temném poli, oznacované
také jako v zastinu, je, Ze do roviny objektu vstupuji z kondenzoru pouze okrajové, velmi
Sikmé svételné paprsky, zatimco stfedové paprsky jsou pohlceny a pii zobrazeni se neuplatni.
Objekt je tedy osvétlen jen ze stran, paprsky se od n¢j odrazeji a lamou. Do objektivu vstupuji

jen paprsky odrazené od povrchu objektu a ten proto zafi v temném poli (5).
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Obrizek 2. Stavba optického mikroskopu (7).

3.1. Fluorescen¢ni mikroskop

Fluorescen¢ni mikroskop je specialnim typem optického mikroskopu, ktery vyuziva
schopnosti fluorescence latek. Mikroskop je vybaven druhym zdrojem svétla, kterym je
rtutova ¢i xenonova vybojka. Dalsi dileZitou soucasti fluorescencniho mikroskopu je
fluorescenéni filtr, ktery je v podobé kostky. Filtr tvoii excitacni filtr a dichroické zrcadlo.
Filtry se 1i8i citlivosti pro ur¢itou vinovou délku, ktera je specificka pro dané barvivo
a vymezuji ur€ité pasmo propustnosti. Principem excitaéniho filtru je, ze propusti pouze
svétlo, které je potiebné pro fluorescenci vzorku. Filtr bariérovy pak pohlcuje vsechno
excitacni svétlo, které nebylo pouzité k excitaci. Dichroické zrcadlo umoziuje odrazeni
dlouhovinného zéteni do okularu a kratkovinné zareni odrazi na preparat. Tato soustava filtrii
je v mikroskopu umisténa jako jednotna kostka. Vznikly obraz pak pozorujeme pomoci
okularu a je zaznamenévan pomoci specialnich CCD kamer. Misto CCD kamer je moZno

vyuzit také digitalniho fotoaparatu (8, 9).
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Optical Path of The Reflected Light Fluorescence Microscope

Obrazek 3. Epifluorescenéni mikroskop (10).

Jako zdroj svétla se u fluorescenéniho mikroskopu vyuziva rtutové vybojky.
U epifluorescen¢niho mikroskopu prochazi excita¢ni svétlo objektivem a dopada na preparat
svrchu. Emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. U tohoto typu mikroskopu je zapotiebi
pouzit zvlastni typ zrcadla, které odrazi excita¢ni svétlo do objektivu a emisni svétlo propusti
do okularu. Vyuziva se dichromatického zrcadla, které propusti a odrazi svétlo podle toho,
jakou ma vlnovou délku. Volime takovy typ zrcadla, které maximum excitacniho svétla
odrdzi a maximum emisniho svéta propousti. Vhodnéd kombinace dichroického zrcadla,
excitatniho a emisniho filtru pro pouzity druh fluorochromu se do epifluorescencniho
mikroskopu se vklddd pohromadé jako tzv. kostka, ktera ma dvé stény tvofeny filtry
a thlopficku dichroickym zrcadlem. Kostky, diky svému umisténi na vyméniku, je mozné

podle potieby ménit (10, 11).
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Obrizek 4. Fluorescenéni kostka (11).

Fluorescen¢ni mikroskopie umozituje pozorovani pfitomnosti studovanych proteint
V bunéénych organeldch nebo ptitomnost specifické sekvence nukleové kyseliny v buiikach.
Vyuziva se obarveni dvou riznych proteini fluorochromy rtizné barvy, pii které lze studovat
jejich  vzdjemnou interakci. Piikladem mulze byt interakce studovaného proteinu

S transportnim proteinem bunéénych systému (12).

Principem fluorescen¢ni mikroskopie je zobrazeni molekuly v minimalnim mnoZzstvi
diky fluorescenci molekuly po dopadu ultrafialového svétla. Vyuziva se vazby fluorochromu

na molekulu proteinu ¢i specifickou sekvenci nukleovych kyselin (12, 13).

Fluorochrom v excitatnim svétle zafi.
Interferenci excitaéniho svétla pti pozorovani lze
odstranit filtrem, ktery do okularu nebo kamery
propusti jen svétlo excitované, které je
charakteristické pro fluorochrom navazany na

pozorované molekule. Vysledkem jsou pak

barevné zafici struktury v temném poli (12, 13).

Obrazek 5. Zobrazeni cytoskeletu pomoci fluo-
rescenéni mikroskopie (14).
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3.2. Konfokalni mikroskop

Princip konfokalniho mikroskopu byl patentovan roku 1957 Marvinem Minskym.
O dalsi rozvoj konfokalni mikroskopie se zaslouzili Mojmir Petran a Milan
Hadravsky z Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni. Jejich konfokalni mikroskop
pracoval na principu Nipkowova kotouce. V roce 1966 patentovali konfokalni mikroskop
s dvojitym fadkovanim, pomoci kterého ziskali prvni kvalitni snimky silnych fezii mozkové
tkan€¢. Mojmir Petran spolupracoval s americkymi kolegy Davidem Eggerem a Robertem
Galambosem. Nipkowovuv kotou¢ byl nahrazen pohybujicim se zdrojem svétla a roku 1973
David Egger uvefejnil prvni snimky bunék poiizenych timto pfistrojem. Pozdé&jsi vyuziti
laseru jako zdroje osvétleni umoznilo rychlejsi skenovani vzorku, vyssi rozliSeni a pozorovani
fluorescence. Prvni aplikace laserové tadkovaci konfokalni mikroskopie (laser scanning

confocal microscopy = LSCM) v bunééné biologii byly publikovany v roce1987 (15).

Konfokalni mikroskopie dosahuje vyssiho rozliSeni a kontrastu nez je tomu u ostatnich
metod svételné mikroskopie. Vyhodou je predev§im potlaceni signalu z rovin nad a pod
rovinou zaostfeni a moznost snimani sérii optickych fezii. Zdrojem svétla je laser,
ktery pies bodovou (konfokalni) clonu a objektiv osvétluje preparat. Stejnym objektivem poté
prochazi odrazené svétlo. Paprsky prochédzi dichroickym zrcadlem a pokracuji k bodové
clong, kde dochazi k odfiltrovani svétla z jinych rovin. Nakonec paprsky vstupuji

do fotonasobice, kde jsou zesileny a detekovany (15).

Rozeznavame dva typy konfokalnich mikroskopli: laserovy rastrovaci konfokalni
mikroskop (LSCM — Laser scanning confocal microscope) a mikroskop s rotujicim diskem
(TSCM — Tandem scanning confocal microscope). Laserovy rastrovaci mikroskop vyuziva
laserovy paprsek jako zdroj svétla. Tento paprsek je rozmitan po vzorku pomoci clony, ktera
je umisténa mezi dichroickycm zrcadlem a objektivem. Preparat je skenovan bod po bodu.
Skenovani muze probihat dvéma zpisoby. Bud’ je zdroj svétla staticky a preparat
se pohybuje (,,stage scanning“), nebo se naopak pohybuje zdroj svétla a staticky je
preparat (,,beam scanning®). Laserovy rastrovaci mikroskop je vhodny pfedevSim

pro zobrazovani fixovanych preparati (16, 17).
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Obrazek 6. Konfokalni mikroskop (16).

Princip tvorby obrazu u rastrovaciho konfokéalniho mikroskopu spociva v tom,
ze laserovy paprsek, ktery piedstavuje intenzivni bodovy zdroj svétla je fokusovan na clonku.
Cesta paprsku dale vede do objektivu az na vzorek, kde je obraz clonky fokusovan do bodu,
jehoz primér odpovida difrakéni mezi, ozna¢ované také jako rozliSovaci mez. Svétlo na
vzorku at’ uZ odraZené, rozptylené ¢i fluorescence jde zpétné pies stejny objektiv. Sekundarni
svétlo putuje poté zpét pies clonku a pomoci délice paprskii je bodovy obraz nasledné
lokalizovan pies fotondsobic¢, kde je umisténa druhéd konfokalni bodova clonka, ktera filtruje
svétlo pochdzejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu mikroskopu. Obraz celé zaostfené
roviny se pak ziskava rastrovanim bod po bodu a to bud’ rozmitanim laserového paprsku,
posuvem objektivu nad vzorkem ¢i pticnym posuvem vzorku pted objektivem. Vznikly obraz
je mimofadné ostry, kontrastni a poskytuje vysoké rozliseni. Jako zdroj svétla se vyuziva
laserového paprsku, ktery je zaostien do zvolené roviny, kterd obarvenou bunikou prochazi
jako imaginarni fez. V této zvolené roviné pak dochazi k osviceni preparatu laserovym
paprskem a fluorochrom emituje viditelné zafeni. Ziskany obraz se zaznamenava pomoci
pocitace. Pro ziskani obrazu z vice rovin (od vrsku az ke spodu buiiky) vyuzijeme postupnou
zménu zaostieni. Zde je pak nejlépe patrny rozdil oproti klasické fluorescen¢ni mikroskopii,
kde fluorochrom zafi ve vsech optickych rovinach najednou a nelze tedy urcit umisténi

komponent (dole, uprostied, nahoie) (16, 17).
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Druhym typem je konfokalni mikroskop na bazi rotujictho Nipkowova
kotouce, predchiidce rozmitaného laserového paprsku, ktery dosahuje rychlosti az 60 snimki
za sekundu. Mikroskop obsahuje rotujici zafizeni, na kterém je mnoho navzajem oddélenych
clonek. UmoZiluje zobrazovat né€kolik bodi preparitu najednou. Sniméni je tedy rychlé

v

rotujiciho disku je vhodny piedevs§im pro pozorovani déji v bunkach (16, 17).
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Obrazek 7. Nipkowtv kotou¢ (17).

Vyhodou  konfokadlni  mikroskopie je
potlaceni mlhavého pozadi obrazu a opticka
tomografie. Nevyhodu pfestavuje zatiZenost

statistickym Sumem.

Obrizek 8. Obrazek ziskany pomoci konfokalni
mikroskopie — amygdala mozku

krysy (18).

3.3. Multifotonova mikroskopie

Principem multifotonové mikroskopie je snimani svétlem, jehoz energie je ptili$ nizka,
aby doSlo kexcitaci fluorochromu. Multifotonovda mikroskopie vyuzivd vice
nizkoenergetickych svételnych paprskd, které se fokusuji v ur¢itém misté. K excitaci dochazi

vlivem akumulace energie. Pro osvétleni vzorku se vyuziva svétlo s vinovou délkou, ktera je
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nasobkem absorp¢niho maxima pouzitého fluorochromu. Piikladem je dvoufotonova excitace
fluoresceinu, ktery ma absorpéni maximum 500 nm. Absorpci dvou fotonil v misté zaostfeni

zpusobi osvétleni laserem o vinové délce 1000 nm (2, 15).

Fluorophore Excitation in Multiphoton Microscopy Vyhoda metody spociva v mensim

rozptylu svétla pfi vyssSich vlnovych délkach,

nevysvécovani fluorochromu z neozafenych

""Objectlve v, , " , .
¢asti vzorku, vysoké rozliSovaci schopnosti

. ® y avysoké citlivosti. V soucasnosti se bé&zné
- @ ™ w—Fluorophores @

at Focal Point "~ ~roor _ N v , .
Kl » » ‘,}f P R vyuziva dvou- ¢i tfifotonové  excitace
F'"°’°ph°%;;"fp;=; - A s vyhodou pro tlusté vzorky (vice nez 100 um)
Figure 2 Glass Microscope Slide (15, 19).

Obrazek 9. Princip multifotonové mikroskopie —
excitace ve fokusované oblasti (20).

NIR (Near-infrared) multifotonova mikroskopie je dalSim optickym nastrojem pro
fluorescenéni zobrazovani s vysokym prostorovym a cCasovym rozliSenim, diagnostiku,
fotochemii v Zivych bunikéch a tkénich. Mezi hlavni aplikace NIR mikroskopie patii optické

zachytavani s laserovymi pinzetami a multifotonova mikroskopie (21).

V oblasti biologickych véd existuji dvé hlavni aplikace NIR mikroskopie. Na jedné
stran¢ jsou to laserové pinzety pro optické mikromanipulace, bunécné tiidéni, pikonewtonové
méteni sily a diagnostiku pohyblivych bunék. Laserové pinzety jsou zaloZeny na pouZiti NIR
laserového zéafeni s nemodulovanou spojitou vinou (CW) s typickymi primérnymi
pusobnostmi v rozsahu 10 £ 100 mW. Dalsi dulezitou aplikaci NIR mikroskopie jsou
dvoufotonové a trifotonové  excitace umozinujici 3D fluorescenéni zobrazovani a

fotoindukovany "uncaging" slou¢enin (21).

Femtosekundové NIR laserové mikroskopy mohou byt také pouzity jako nové
ultraprecizni (extrémné ptesné) nanochirurgické nastroje s délkou fezu mezi 100 nm a
300 nm. Pii pouziti univerzalniho nanoskalpelu mizeme provést intracelularni preparace
chromozom v zivych buiikdch, aniZ bychom narusili vnéjsi bunéénou membranu. UmozZiuje

tedy neinvazivni NIR laserovy zakrok uvnitf zivé buiiky nebo v ramci organely (21).
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4. PRIPRAVA VZORKU

4.1. Vzorky pro fluorescen¢ni techniky

Pti piipravé vzorku, u kterého chceme pozorovat fluorescenci, je zapotiebi zvazit
pouzity typ fluorescencniho barviva a jeho chovéani v zivém systému. Pojmem cytotrackery
jsou oznacovany specialni fluorescencni barviva, ktera rychle difunduji ptfes plasmatickou
membranu do riznych kompartamentii zivych bunék a to bez omezeni zivotaschopnosti
danych bun¢k a bez ovlivnéni jejich fyziologie. Snadno pronikajici barviva nevyzaduji
oblibenost spoc¢iva také v jednoduchosti a rychlosti piipravy. Vyuzivame je hlavné pro
studium realnych d&ji v zivych bunkéach. Pokud fluorescencni barviva do zivé tkdné
nepronikaji, nasleduje fada dalSich postupi jako je napt. fixace vzorku s ndaslednou
permeabilizaci pfitomnych membran, které umozni prinik barviva do builkky a jeho
specifickou detekci (22).

Aby bylo dosazeno objektivnich vysledki pfi studiu zivych bungk, zvlasté jedna-li se
o delsi ¢asovy interval, musime poskytnout bunkdm podminky, které se co nejvice podobaji
jejich ptirozenému prostiedi. Dillezitym parametrem pro zivotaschopnost bun¢k je teplota. Ta
je uréena télesnou teplotou organismu, z kterého dané buiiky pochazeji. Pro vytvofteni stabilni
optimalni teploty pouZivame vyhiivany adaptér do mikroskopového stolku. Pro udrZeni
stability teploty je dobré, aby byl systém izolovan od okoli inkubatoru. Dalsi dulezitou roli
pro piipravu Zivych vzorku hraje pH. Stabilniho pH v kultufe dosahujeme urcitou koncentraci
NaHCO; v médiu a také odpovidajici koncentraci CO; ve vzduchu. Chténé koncentrace je

dosazeno vhanénim CO; do inkubaéni komurky mikroskopu (22).

4.2. Barveni

Pro zviditelni urcité latky ¢i struktury v buiice vyuzivame fluorescenéni metody.
Nékteré fluorochromy jako je DAPIL ethidium bromid, Hoechst, propidium jodid se dokazi
samy 0 sob¢€ vazat na urc¢ité¢ molekuly, naptiklad na DNA. Vyuzivame je tedy na zviditelnéni

téchto molekul a mluvime pak o pfimém barveni, respektive o pfimé fluorescenci (23).

Dal8i mozZnosti je barveni pomoci konjugovanych fluorescencnich barviv. Princip

kombinovaného pfistupu spociva ve schopnosti nefluorescenéni molekuly se specificky
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navazat na ur¢itou bunéénou strukturu. Dany fluorochrom je pak kovalentné pfipojen K této

nefluorescen¢ni molekule (23).

4.3. Imunofluorescence a imunoznaceni

Imunofluorescenci je oznaCovdna laboratorni technika, umoznujici vizualizaci
specifické protilatky ¢i proteinu v buiikdch nebo tkanich, navazanim specifické protilatky
oznacené fluorescencni znackou (fluorochromem). Principem metody je reakce antigen-
protilatka za vzniku imunokomplexii. Imunokomplexy se dale vazi na bunécné slozky,
pfi¢emZ nenavazané protilatky odstranime promytim. Vysledny preparat miZzeme vyhodnotit
bud’ za pouziti fluorescencniho mikroskopu, nebo pouzitim mikroskopu konfokalniho.
Imunofluorescenci mizeme rozdélit do dvou skupin a to na imunofluorescenci piimou
anepiimou. V piimé je protilatka oznacena fluorescenénim barvivem. V imunofluorescenci
nepiimé se pro zjisténi primdrni protilatky vyuziva protiladtka sekundérni, ktera je oznacena

fluorochromem (24, 25).

Podstata pfimé imunofluorescence spocivd ve vazbé protilaitek znacenych
fluorochromy (oznacovanych jako konjugaty) na antigenni struktury ve tkanich. Zdrojem
protilitek muze byt bud’ imunizované zvife, nebo se jednd o protilditku pramyslové
vyrobenou. Pro ptesné vysledky je zapotfebi dodrzeni zéasad transportu biologického
materidlu. Vzorek ptichazi do laboratofe zmrazeny, ¢ehoz docilime pomoci tekutého dusiku.
Kromé& tekutého dusiku lze vyuzit ivhodného transportniho media, jako je naptiklad
maleinimid. Po pfevzeti vzorku laboratoii se z biologického materidlu zacnou pfipravovat
kryostatové fezy, které se uchyti na podlozni sklo a nechaji se kratce ptischnout. Poté ptichazi
na ftadu,barveni* pfisluSnymi konjugaty a ndsledné promyvani. Tato metoda se vyuziva
zejména v diagnostice autoimunitnich onemocnéni a ve vysledném preparatu pozorujeme

zmény, posuzujeme Ucast jednotlivych imunoglobulinti, fibrinu ¢i slozek komplementu
(24, 25).

Nepfimou imunofluorescenci usilujeme o detekci autoprotilatek, které se nechavaji
reagovat se substratem. Jako substrat se nejéastéji vyuziva tkan ze zvitete, ale mizeme pouzit
i tkan lidskou nebo bunky standardnich bunéénych kultur. Princip prikazu navazanych
protilatek spociva v detekci jinych, znacenych protilatek, které jsou specifické vici

jednotlivym tiéidam protilatek. Jako zdroj antigenti se nejCastéji vyuziva zivociSna tkan.
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Nevyhoda spociva v tom, Ze nckteré autoprotilatky reaguji pouze s antigeny lidskych tkéani.

S porovnanim s ptimou imunofluorescenci je metoda nepiima daleko citlivéjsi (24, 25).

[ Mikrofilamenta ] [ Mikrofilamenta
Prima Neprima
/{ Primarni protilatka A Primarni protilatka
H Fluorochrom A Selundarni protilatka
s  Fluorochrom

Obrazek 10: P¥ima a neptima imunofluorescence (24).

4.4. Obrazova data

4.4.1. Ziskani obrazovych dat

Pro vlastni sniméni, archivovani a zpracovani ziskanych dat se vyuziva specialniho
softwaru. Laboratorni mikroskopy jsou vybaveny kamerou a vykonnym pocitacem
se softwarem. Optimalizaci snimané¢ho objektu umoziiuje software a nasnimané obrazy lze
dale zpracovavat. Existuje nékolik systému pro zpracovani analyzy obrazu. Jedna se naptiklad
o0 syst¢ém LUCIA a AAC, které se vyuzivaji pro rutinni zpracovani vzorka (prioritou rychlé
vyhodnoceni preparatll). Pti digitdlni mikroskopii vyuzivame digitalnich CCD-kamer
a digitalnich fotoaparatii. Vyhodou digitalniho fotoaparatu je jednoduchost prace a moznost

okamzité kontroly nasnimanych obrazk (26).
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Obrazek 11: Fluorescenéni mikroskop s digitalni
kamerou pro snimani obrazu (27).

4.4.2. Snimani obrazu

Ke sniméani obrazu se nejcastéji vyuziva CCD ¢&ipu (Charge Coupled Divice).

CCD senzor preménuje  dopadajici
CCD Sense Element (Pixel) Structure
Phase 3 Phase 2

svételné zareni na elektrickou energii.

Photons ~ g OV Y ov Pha‘:’e ; CCD senzory vyuzivaji fotoefektu.
silicon 1 - Polysilicon ‘
Dioxide Elecﬁce)d o Fotony dopadaji na kfemikovou

desticku, ze které vlivem fotoefektu
vyrazi elektrony. Na kazdy jednotlivy
pixel je pfivedena kladné nabita

Potential
,,_ elektroda. Elektrony zistavaji pod

p-Type Silicon

ubstrate Photogenerated ¥
Electrons Figure 3

elektrodou diky izolani vrstvé SiO..

Ptivadénim kladného napéti na dalsi
Obrazek 12. CCD senzor (28). elektrody se nahromadény naboj posouva

(princip potencialové jamy). Struktura pro jeden pixel je zobrazena na obrazku (Obrazek 12).
Obraz se vytvati vyc¢itanim naboje po jednotlivych fadcich a sloupcich. Architektura CCD

senzorl se lisi pravé zpisobem nacitani. Rozeznavame naptiklad architekturu Frame Transfer
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CCS, pii které se nardz vycita cely obraz, nebo Interline Transfer CCS, pfi které se nejdiive

vycitaji jednotlivé fadky obrazu a nasledné se ptenasi sloupce. (26)

Proximity-Focused Image Intensifier
Window

U fluorescenéni mikroskopie se
vyuziva Low-Light-Level kamer,
kter¢ obsahuji  dal§i zesilovace
obrazu. Tyto zobrazovaci kamery
obsahuji vstupni fotokatodu

selektronovymi ndsobi¢i a vystupni

fosforescenéni obrazovkou (27).

Tapered Bundle

Fluorescent
Screen cCD

Figure 9

Obrazek 13. Nové generace zesilovace jasu (Gen III, Gen IV) (29).

4.4.3. Predzpracovani obrazu

Pro popis a kvalitu pouzitého zafizeni pro snimani a zdznam obrazu existuje celd fada
charakteristik. Prvni z nich je funkce PSF (Point Spread Function), ktera popisuje odezvu
systému na jednotkovy impuls. Pti zobrazovani (digitalizaci obrazu) se jeden bod nezobrazi
jako bod, ale dopadajici zafeni bude detekovano se sniZzujici se intenzitou i v okoli tohoto
bodu. Obvykle ma prevodni charakteristika systému Gaussovsky pribéh. Z obrazku
(Obrazek) je patrné, Ze vysledny obraz vznikne konvoluci skute¢ného signalu a pievodni

charakteristiky zobrazovaciho systému (30, 31).

Fitting Single-Molecule Pixel Data to a Gaussian Function

Full Width at Half Maximum
Pixel e
Data // \

Localized
Raw Data Gaussian Fit Function Data Point

Figure 3

Centerline

Obrazek 14. Zobrazeni bodu a PSF (vlevo — reakce na jednotkovy impuls) (31).
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Konvoluce signalu je matematickd operace, kterd ptetvaii plivodni signal predem
definovanym signdlem (konvolu¢ni maska). Konvoluce se dd ve zkratce popsat jako suma
vSech soucind. Postupné se kombinuji hodnoty ptivodniho signalu a konvolucni masky.
Odpovidajici prvky obou signalti se mezi sebou vyndsobi, sectou se a vysledna hodnota tvofi
vystupni signdl. Pro korekci se miize pouzivat dekonvoluce, coz je proces opacny ke
konvoluci. Konvoluce se mize vyuzivat i pii zpracovani obrazu. Dle charakteristiky
konvolu¢ni masky mizeme obraz zpracovat tak, ze dostaneme pouze hrany vsech objekta

zajmu (hranovy detektor) (30).
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Obrazek 15. Princip konvoluce (32).

5.  FLUORESCENCNi PROTEINY

5.1. Historie

Prvni zminka o fluorescen¢ni emisi u bioluminiscen¢nich meduz Aequorea victoria byla
poprvé zaznamenana az v roce 1955 Davenportem a Nicholem. Nezavisle na sob¢é dva tymy
védct izolovali tento zeleny fluorescencni protein. O extrakci proteinu se zaslouzili
v 60. a 70. letech Shimomura s kolektivem a Morin s Hastingsem. Kratce nato se prokazalo,
ze zeleny fluorescen¢ni protein této meduzy (GFP) by se mohl pouzivat jako uzitecny

znackovac pro genovou expresi v buiikach evolué¢né vzdalenych od bun¢k meduzy. Na tomto
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objevu mél zasluhu zejména Chalfie a kolektiv roku 1994. Béhem né¢kolika dalSich let bylo
vyvinuto, pomoci specifickych mutaci pivodni GFP nukleotidové sekvence, velké mnozstvi
odvozenych genetickych variant, které maji emisni fluorescencni spektralni profily v modré,

azurové, zelené a zluté oblasti viditelného spektra (33).

Pti spojeni nejnovéjsich vysledkl technického pokroku ve fluorescencni a konfokalni
mikroskopii, v¢etné ultrarychlych digitalnich detailnich CCD kamer, rotujiciho disku, SFC
pfistroji a mimo jiné i multitracking laserovych fidicich systémua s akusticko-optickymi
laditelnymi filtry (AOTF) doslo k tomu, Ze zeleny fluorescen¢ni protein a jeho barevné
posunuté genetické derivaty prokazaly neocenitelnou sluzbu v tisicich demonstra¢nich
experimentll sledovani zivych bunék. Ve srovnani s mnoha tradicnimi syntetickymi
fluorofory, které jsou Casto toxické nebo fotoreaktivni, je pouziti fluorescencnich proteinti
minimalné invazivni metodou pro Zzivé bunky, coz umoziuje vizualizaci a ziznam
Casosbérnych obrazkovych sekvenci po delsi dobu. Neustaly pokrok v oblasti dolad’ovani
vlastnosti jednotlivych variant fluorescen¢nich proteinti vedl ke zvySeni Grovné jasu, lepsi

fotostabilité a vyrazné lepsi expresi v buiikach savci (33).

5.2. Charakteristika fluorescencnich proteint

Za nejpozoruhodngj$i vlastnost plvodniho zelené¢ho fluorescenéniho proteinu
pochézejiciho z mediuzy Aequorea victoria, povazujeme to, ze stabilni a spravné definovana
cylindrickd polypeptidova struktura je nezbytnd pro dalSi vyvoj a udrzbu fluorescence
Vv této velmi pozoruhodné roding proteinti. Zakladem fluoroforuv GFP, casto ozna¢ovaného
jako chromofor, je tripeptid ze zbytkG serinu, tyrosinu a glycinu v sekvenci
na polohach 65 az 67. Tento jednoduchy aminokyselinovy motiv se bézné¢ vyskytuje
Vv ptirodé€, avSak nema za nasledek fluorescenci. Chromofor se utvaii spontanné po piekladu
bez potieby kofaktorii nebo komponent vnéjSich enzymi (jinych nez molekularniho kysliku)
a to prosttednictvim vlastniho katalyzovaného intramolekuldrniho pfesmyku tripeptidové

sekvence za Gcelem vytvoreni fluorescencnich druhi (33).

Prvnim krokem u dozravani je, Ze fada peptidi a vazba postrannich fetézcl premisti
karboxylovy uhlik aminokyseliny v poloze 65 (Ser65) do tésné blizkosti atomu aminodusiku
Gly67. Nukleofilni atak tohoto atomu uhliku na amidovy dusik glycinu nasledovany
dehydrataci ma za nasledek vytvofeni imidazolin-5-on heterocyklického kruhového systému.

Oxidace tyrosinové (Tyr66) a-p uhlikové vazby za pomoci molekularniho kysliku rozsiti
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elektronovou konjugaci kruhového systému imidazolinu tak, ze zahrnuje tyrosin fenylovy
krun a jeho para-substituent kysliku. Nasledkem je fluorescence. Vznikne vysoce
konjugovany m-elektronovy rezonan¢ni systém, ktery do zna¢né miry odpovida

spektroskopickym vlastnostem proteinu (33).

Zakladni chemické a fyzikdlni vlastnosti fluorescencniho proteinu chromoforu jsou
velmi dilezité pro uplathovani tohoto proteinu jako intracelularnich sond. Pozoruhodnym
aspektem fluorescenéniho proteinu je to, ze i kdyz jeho pfitomnost byla k dne$nimu dni
zjisténa pouze u moiskych zivocCichu, je schopen tvofit funkéni celky v Sirokém spektru
organismi od bakterii az po rostliny a savce. Pfirozeny GFP z Aequorea victoria se sklada
Z jednodoménového proteinu a 238 aminokyselin s molekulovou hmotnosti ptiblizné 27 kDa.
| kdyZ fotofyzika GFP je pomérné slozita, molekulova struktura proteinu je pomérné stabilni
aje vhodna pro vysoky stupenn modifikace, bez omezeni schopnosti emitovat fluorescenci.
Siroka $kala aminokyselinovych substituci do ptivodni konfigurace byla usp&$na v jemném
dolad’ovani fluorescence ptirozeného GFP za ucelem poskytnuti Sirokého spektra derivati
fluorescenénich proteinti, které vyzatuji barvy piechazejici z modré do Zluté oblasti
viditelného spektra svétla. Vyzkumy mistné cilené a nidhodné mutageneze ukazaly,
ze fluorescence je siln¢ zavisla na trojrozmérné strukture aminokyselinovych zbytkli v okoli
chromoforu. Denaturace proteinu, jak by se dalo i ocekavat, ni¢i fluorescenci a mutace
ve zbytcich bezprostfedné sousedicich s chromoforem miZze vyrazné ovlivnit fluorescencni
vlastnosti. Substituce aminokyselin v regionech polypeptidu daleko od chromoforu miize také

piekvapive ovlivnit spektralni charakteristiky proteinu (33).

Fluorescencni proteiny emitujici v modré oblasti spektra viditelného svétla byly nejprve
ziskany prostfednictvim mistné cileného mutagenniho usili zaméfeného na zbytek
aminokyseliny tyrosin v GFP chromoforu na pozici 66. Konverze tohoto zbytku
na histidin (Y66H) produkuje modry fluorescen¢ni protein BFP (blue fluorescent protein),
ktery vykazuje Siroky absorp¢éni pas v ultrafialové oblasti centrované v blizkém okoli. Protein
ve srovnani s matefskym GFP vykazoval hodnoty jasu asi jen 15-20%. Proto byla provedena
dal$i sekundarni mutace. Nasledné vyzkumy a nékolik dal§ich mutaci vedlo k rozsitené verzi
BFP, kterd ma vsak stdle pouze 25% jasu. Ve srovnani s mnoha jinymi fluorescen¢nimi
proteiny ma omezenou fotostabilitu. Nevyhoda modrych fluorescen¢nich proteinti spoc¢iva
také v tom, Ze musi byt excitovany ultrafialovym svétlem, které je vSak fototoxické pro savci

bunky atoivomezenych davkach. Praci v této spektralni oblasti Casto omezuje
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autofluorescence. Mikroskopy pracujici v ultrafialové oblasti vyzaduji specializované

svételné zdroje, optiky a kombinace filtri, které dale komplikuji zobrazovani (33).

5.2.1. GFP

Puvodni zeleny fluorescen¢ni protein izolovany z Aequorea victoria byl hlavnim
pfedmétem cetnych vyzkumi. Kratce poté, co se ukazalo, ze GFP je vhodny pro genovou
expresi, bodova mutace ménici zbytek serinu v pozici 65 v chromoforu na threonin (S65T)
vytvofila novou verzi proteinu. Tato mutace umoZznila objev varianty zeleného
fluorescen¢niho proteinu, nazyvaného jako lepsi zeleny fluorescenéni protein (EGFP).Jediné
nevyhody spojené s pouzitim EGFP spocivaji v mirné citlivosti na pH a slabé tendenci
dimenzovat. Siroka $kala dalsich fluorescenénich proteinti emitujicich v zelené oblasti
spektra, byla izolovdna zjinych zdroji. Patfi sem 1 rizné druhy Aequorea. Jednim
Z nejstabilngjSich je protein zndmy jako aceGFP, odvozeny nahodnou mutagenezi bezbarvého

proteinu izolovaného z Aequorea coerulescens (33).

5.2.2. BFP

Prvni fluorescenéni protein emitujici v modro-zelené azurové spektralni oblasti byl
objeven soucasné¢ s BFP béhem studie mutageneze, kterd pfeménila zbytky tyrosinu v GFP
na tryptofan (Y66W). Tento protein je oznaCovan jako CFP (cyan fluorescent protein).
Nasledné vylepseni vyustilo v produkci ECFP s vétsim jasem a fotostabilitou. Rada
experimentll pfinesla dal§i uZite¢né fluorescencni proteiny z azurové spektralni tfidy.
Mezi vylepSené azurové fluorescencni proteiny, které byly nedavno zavedeny, patii CyPet a

lepsi tyrkysova varianta nazyvana Cerulean (33).
5.2.3. YFP

Zluté fluorescenéni proteiny patii mezi nejviestranngjsi geneticky kodované sondy,
které byly zatim vyvinuty. Prvni pfislusnik skupiny byl pfipraven poté, co se ukazalo, Ze
zbytek threoninu 203 (Thr203) je umistén v blizkosti chromoforu a Ze je potencialné schopen
ménit spektralni charakteristiky pfi substituci. Mutace této alifatické aminokyseliny na
nckolik aromatickych funkénich skupin byly zavedeny za Gcelem vyvolani m-orbitalového

stohovani aza ucelem pokusu o stabilizaci excitovaného stavu dipolového momentu
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chromoforu. N¢kolik YFP (yellow fluorescent protein) variant bylo ptivodné vyvinuto ve
snaze maximalizovat jas a stejn¢ tak ke zvysSeni rychlosti zrani. EYFP byl vytvofen z ptivodni
zluté varianty zavedenim lysinu na pozici 69 misto glutaminu (Q69K). Kombinace vysoké
urovn¢ jasu a vinového profilu emisniho fluorescencniho spektra EYFP ptedurcuje tuto sondu
jako vynikajiciho kandidata pro vicebarevné zobrazovaci experimenty v ramci fluorescenéni
mikroskopie, a to i1 pfesto, Ze zrdni je pomalejsi. Nicméné pivodni varianty zlutého
fluorescenéniho proteinu pfinaseji nékteré problémy. Jsou velmi citlivé na kyselé pH ztraceji
ptiblizn¢ 50 % jejich fluorescence pii pH 6,5. U vétSiny z proteinll v této tfidé (odvozené od
Aequorea) bylo také bylo prokazano, ze jsou znatelné citlivé na chloridové ionty. Pokra¢ovani
genetického vyvoje YFP rodiny vedlo k objevu, Ze existuje jen jedno misto mutace v blizkosti
chromoforu a to substituce methioninu za glutamin v pozici 69 (Q69M), kterd vyrazné
zvySuje kyselou stabilitu proteinu a snizuje citlivost na chlorid. Varianta Citrin pojmenovana
podle Zluté barvy a odolnosti vii¢i kyselinam také exprimuje na mnohem vyssi urovni kultur
savCich bunck a ukazuje téméf dvojitou fotostabilitu mnoha puvodnich Zlutych

fluorescenénich proteind (33).

5.2.4. DsRED

Cerveny fluorescenéni protein, oznadovany také jako red fluorescent protein, je protein
zodpovédny za Cervené zbarveni kordlu rodu Discosoma. UZivanéjsi varianta je DsRED
monomer, ktery vykazuje vynikajici odolnost vii¢i extrémnim hodnotdm pH. Je extrémné
stabilni, coz umoziuje sledovani fluorescence po delsi dobu. Je idedlni volbou pii pritokové
cytometrii a fluorescencni mikroskopii. Vyhodou DsRED-monomeru spociva také v tom,

ze jsou dobfe snaseny Vv sav¢ich bunkach (34).

6. MIKROSKOPICKE TECHNIKY

Mezi mikroskopické metody pouzivané pro studium dé&t v Zivych bunkach fadime
napiiklad FRAP (fluorescence recovery after photobleaching), FLAP (fluorescence
localization after photobleaching), FLIP (fluorescence loss in photobleaching), FRET
(fluorescence resonance energy transfer), BRET (bioluminiscence resonance energy transfer),
FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy), FCS (fluorescence correlation
spectroscopy), PRIM (proximity imaging) a dalsi.
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6.1. FRAP

Fluorescen¢ni zobrazovaci technika FRAP byla vyvinuta v 70. letech 20. stoleti, pro
studium mobility proteinti v zivych bunkach. Ta se zjiStovala pomoci méfeni rychlosti
obnovy fluorescence ve ,,vybélenych® oblastech. FRAP technika nachéazi zna¢né vyuziti
Vv bunééné 1 molekularni biologii. Princip metody spocivd v oznaceni zkoumané bilkoviny
pomoci fluorescen¢nich proteini (napt. GFP). Poté se mald c¢ast bunky osviti silnym

laserovym paprskem, coz vede k fotobleachingu (fotovybéleni) (35).

Prebleach Posthleach

0 1 2 3 q 5 B 7 [Time]

TRRRR

Obrazek 16. FRAP mikroskopie - Intenzita fluorescence v Gase, Servend ptimka znézoriiuje béleni (36).

FRAP

[Time]

Diky lateralnimu transportu sledujeme navrat znacené cCastice do vybé€lené oblasti.
Technika FRAP se vyuZiva pro zobrazeni a méfeni miry intracelularni molekularni dynamiky.
Jedna se napiiklad o zobrazovani dynamiky mikrotubul a cytoskeletu nebo mobility

membranovych proteint (37).

Technika FRAP muze byt vyuzita také pro monitorovani proteinit mimo membranu.
Poté, co je sledovany protein pomoci exprese zménén na fluorescencni, je konfokalni
mikroskop pouzit k ,,vybéleni® a k naslednému monitorovani oblasti cytoplasmy, vieténka,

jadra nebo jiné bunécné struktury (38, 39).
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6.2. FRET

Technika FRET (fluorescence resonance energy transfer) umoziuje studium
molekularnich interakci uvniti zivych bunck s vylepSenym prostorovym a casovym
rozliSenim, citlivosti a SirSim spektrem biologickych aplikaci. Metodou FRET oznacujeme
fyzikélni proces, ktery je zavisly na vzdalenosti a energie je zde nezafivé pienesena
z excitovaného molekularniho fluoroforu, ozna¢ovaného také jako donoru, jinému fluoroforu,
tzv. akceptoru. Vé&tsinou jde o vzdalenost 10-100 A. Pfenos probiha pomoci mezimolekularni
dip6l-dip6l vazby s dlouhym dosahem. Rozsah pouzitelnosti daného D-A (donor-akceptor)
paru je dan kritickou (Forsterovou) vzdalenosti Ro. Tu mizeme vypocitat pomoci absorpcnich
a fluorescencnich charakteristik molekul. ZjednodusSené Ize fici, Ze emisni spektrum jednoho
fluorochromu se musi ptekryvat s excitatnim spektrem druhého fluorochromu. Pokud jsou
splnény tyto podminky, pak excitovany fluorochrom interaguje s druhym fluorochromem.
Jelikoz se jejich spektra prekryvaji, dochazi k vyzafeni energie v podobé fluorescence

(40, 41).

Donor J(A)  Acceptor , y . .
fluorescence absorption Molekuly jsou oznaceny riznymi vhodné

zvolenymi  fluorochromy.  Siroce  pouZzivané
donorové a akceptorové fluorofory pro FRET studie
pochézeji z tidy autofluorescencnich bilkovin, tzv.
GFP. Pii vybéru GP jako funkénich FRET part

musime peclivé zvazit jejich spektroskopické

Wavelength (1) vlastnosti (42).

Obrazek 17. Diagram zavislosti fluorescence
donoru a absorpce akceptoru (41).

Mg¢li by zahrnovat dostatecny odstup v excitaénim spektru pro selektivni stimulaci GFP
donoru, ptekryti (30%) mezi emisnim spektrem donoru a excitatnim spektrem akceptoru k
ziskani efektivni pfenosu energie a pfimétené separaci v emisnich spektrech mezi donorovym
a akceptorovym GFP umoziujici nezdvislé méteni fluorescence pro kazdy fluorofor. FRET
zobrazovaci metody zalozené na GFP jsou vhodné pro rozclenéni a urceni funkcéni organizace

zivych bungk a pro sledovani pohybu proteinti uvnit bun¢k (42).

Existuje nckolik mikroskopickych technik FRET, z nichz kazdd ma své vyhody

anevyhody. Pouzivaji se pro rizné biologické aplikace vcetné studii struktury organel,
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konjugovanych protilatek, cytochemickych identifikaci a oxida¢cniho metabolismu.
Nejpouzivangjsi a nejjednodussi technikou je wide-field mikroskopie.
Vyuziva se pro kvantitativni srovnani bunénych kompartmentti a ¢asosbérné studie bunécné

motility, intracelularni mechaniky a molekularniho pohybu (40).

FRET Detection of in vivo Protein-Protein Interactions|

Blue : No Green
Fluorescent % Fluorescent
Protein : ! @ Protein

380 Nanometer Emission
Excitation Separated &N at 510
—p ] Protein ! Nanometers
BEP Molecules GFP
2
Figure 2 lntermoleculgr Association
Blue 3 Green
Fluorescent Fluorescent
Protein Protein
380 Nanometer Emission at
Excitation 510 Nanometers

BFP  GFP

Obrizek 18. Detekce pomoci FRET (43).

6.3. BRET

Na stejném principu jako FRET technika pracuje i technika BRET. Rozdil mezi t€émito
metodami je Vv pouzitych fluorochromech. Technika BRET vyuziva fluochromy

vyskytujici se volné v piirod¢ (44).

BRET technika vyuziva jako zdroj energie donoru bioluminiscenci. Jako donor BRET
je vétsSinou pouzivan enzym luciferasa, ktery indikuje fluorescenci luciferinu v ptitomnosti
ATP. Jako akceptorii se vyuzivd GFP nebo YFP. Technika BRET se nejcastéji vyuziva pro

sledovani interakci proteinti v zivych bunkach (45, 46).

6.4. FLIM

i ifetime imagi i se zamé&fuje na pozorovani
Technika FLIM (fluorescence lifetime imaging microsco y p
doby zivotnosti fluorescence. Tato metoda je nezadvisld na koncentraci fluorochromu

a na intenzité excitace. Misto toho sleduje lokalizované zmény v Zivotnosti fluorescenéni
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sondy a poskytuje obrovskou vyhodu pro zobrazovani dynamickych akci uvnitt zivych bunék.
V kombinaci s metodou FRET tento pfistup poskytuje piimé dikazy pro fyzikalni interakce

mezi dvéma nebo vice proteiny s velmi vysokym prostorovym a ¢asovym rozliSenim (47, 48).

Technika FLIM se déle d€li do dvou modi. Jeden sleduje frekvencni zavislost a druhy
casovou zavislost doby excitace. V kazdém piipadé¢ FLIM méfeni zavisi na registraci signalu
bodu, ve kterém je vzorek ozafovan. Tento bod se oznacuje také jako "Start". Druhym
snimanym bodem je "Stop", coz je bod, ve kterém je fluorescence dokoncena. Méfeni se
zaznamenava pomoci pocitace. Podstatou metody FLIM ve spojeni s multifotonovou
mikroskopii je, ze pulzni laser o0zaii vzorek a zaroven odesle zpravu do pocitace. To je
signalem pro bod "Start". Fotonasobi¢ pak zaznamenéava fluorescenci ze vzorku a to az do
dalsiho laserového pulsu, ktery signalizuje, Ze byl proces zastaven. Méfeni probiha v intervalu
mezi signalem "Start" a "Stop" a software umozni vypocet hodnoty fluorescence znacenych

slozek (47, 48).

6.5. FLAP

FLAP je metoda, kterd se vyuzivd pro oznacovani a nasledné sledovani specifickych
molekul v zivych buiikach. Molekula, kterda ma byt identifikovana, pfi pouziti metody FLAP
nese dva fluorofory. Prvni z fluoroforti slouzi k vybéleni vzorku, druhy fluofor je referen¢ni.
Ackoliv metoda byla vyvijena pro sledovani fluorescen¢nich proteinii ptimou fotoaktivaci,
objevuje se zde fada nedostatkil. Za tcelem prokazani FLAP techniky byla vyuzita jaderna
mikroinjekce cDNA fuznich konstrukti b-aktinu pomoci Zlutych (YFP) a azurovych (CFP)
fluorescencnich proteini  Scilem sledovat soucasné rychlou relokaéni dynamiku
monomerniho G-aktinu i mnohem pomalej$i dynamiku vldknitého F-aktinu v Zivych bunkach.
Vzniklé obrazy se zaznamenavaji pouZitim laserové konfokalni mikroskopie. Argonovy laser
je vyuzivan pro excitaci CFP a YFP a dichromatické zrcadlo rozd€luje dva emisni kandly.
Metoda FLAP pracuje na principu sniméani dvou obrazii a jejich nasledné diferenci. Kazda
obrazova linie je snimdna na dvakrat na nejvyssi miru skenovani (us/pixel), nejprve na 514
nm laserového paprsku s detektorem YFP a poté na 458 nm laserového paprsku s detektorem
CFP (49).
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Obrazek 19. Transformovany krysi fibroblast ukazuje soucasné ziskané snimky CFP (A) a YFP (B)
hned po fotobéleni lamely v Gizkém pruhu (bily obdélnik). Profily intenzit integrované
mezi oranzovymi liniemi pted fotobélenim (C) a po (D) fotobéleni ukazuji CFP (azur-
ova), YFP (zlutd) a FLAP (Cervena) signaly. Snimky FLAP odpovidajici profilim (C)
a (D) jsouznazornény v kddované pseudobarvé na (E) a (F). Bélici ¢as 3,8 s. Méfitko:

10 um (50).

Hlavni vyhoda FLAP techniky je, Ze umozni detekci a sledovani dil¢ich populaci, které
se rychle pohybuji a maji kratkou dobu pobytu. Takové studie by nebyly mozné s pouzitim
FRAP nebo FLIP. Kromé toho techniku ,,photodecagingu® fluorescenénich sond nelze pouzit
pro fluorescenéni proteiny, které jsou exprimovany piimo v zivych buiikdch. Tim FLAP

ziskalo vyznamné vyhody oproti obvyklejsim metodam (50).

FLAP technika je ilustrovana na obr. 37. Ukazuje krysi fibroblast, ve kterém byly fuzni
konstrukty beta-aktinu mikroinjektovany zlutymi (YFP) a azurovymi (CFP) fluorescen¢nimi
proteiny do jadra pro studium aktinu. Z této studie se doslo k zavéru, ze globularni G-aktin

zobrazuje relokacni dynamiku mnohem rychleji nez filamentalni F-aktin (50).
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6.6. FLIP

Metoda FLIP je Siroce pouzivand zobrazovaci technika, ktera je obdobou metody
FRAP. Zaméfuje se na zkoumani molekuldrni mobility a dynamiky v zivych bunkach.
Definovany prostor se v pritbé¢hu ¢asu opakované béli pomoci laserového paprsku a jeho okoli
je sledovano pro snizeni hladiny fluorescence. I pfes zna¢nou popularitu této metody, zde
chybi nastroje pro kvantitativni analyzu. Typicky uzivatel definuje oblasti zajmu (ROI) pro
dalsi analyzu, ktera je subjektivni a neumoziiuje srovnavani riznych bunék a experimentalni
nastaveni. Vyuziva se dvou vzajemné se dopliujicich metod pro detekci a kvantifikaci
proteinu (36, 51, 52).

V prvnim pfistupu se pouzivd protdhla exponenciilni funkce (StrExp), kterd je
ptizptusobena fluorescenci ztraty (FL) uvnitt béleného regionu i mimo néj. Diky tomu tato
funkce pomahéd popsat kinetiku FL. Prostorovd zména parametrii vypoctenych z funkce
StrExp pak umoziuje detekci difuznich bariér pro EGFP v jadru a cytoplazmé zivych bunék.
Druhda metoda kombinuje SPT (Single particle tracking) s multi-kompartmentovym
modelovanim FL kinetiky. Jelikoz uvazuje FL ve vybélenych regionech i mimo né, je tato

metoda samokalibra¢ni (53).

6.7. TIRF

Zéakladem TIRF (total internal reflection fluorescence) mikroskopie je pozorovani velmi
tenké oblasti vzorku v tésné blizkosti kryciho skla, toho se vyuZivd zejména pro vynikajici
pomeér signal-Sum. Princip totalniho odrazu popisuje Snelliv zakon, ktery vysvétluje Sifeni

zafeni mezi dvéma riznymi prostfedimi (54).

sin(0,) o

sin(0,) n,

kde 0; predstavuje thel dopadu paprsku na rozhrani, 6, je thel lomu, n; a n; jsou indexy lomu

danych prostiedi. Existuje tzv. mezni thel 04, pro ktery se svételny paprsek lame rovnob&zné
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s rozhranim (0,=n/2). Teprve po piekroceni tohoto mezniho whlu dochazi k totdlnimu

odrazu (54).

V disledku totdlniho odrazu na rozhrani vznika slabé elektromagnetické pole.
Se vzdalenosti od rozhrani intenzita tohoto pole exponencidlné klesd. Z tohoto diivodu
elektromagnetické pole exponencidlné klesd a to az do stovek nanometri. Ve zkoumaném
vzorku dochazi v této vzdalenosti k excitaci fluoroforti a jejich nasledné detekci. Diky tomuto
zobrazeni, dojde k odklonu ohniskové roviny, to vede k potlaceni fluorescence pozadi a dojde

ke zvySeni poméru signal-Sum (54).

vodné
prostredi
fluoroféry (n =133 -1.37)
vrstva propojen] _ Sietaas excitovany fluorofor
— podioZni
laserova __ NG sklitko
excitace g < v | (n=1.518)
c
ihel t !
g:sadu odraZene svétio

Obriazek 20. Princip TIRF mikroskopie (54).

6.8. Multidimenzionalni laserova konfokalni mikroskopie

Jedna se o trend ve védeckém vyzkumu, ktery ndm umoznuje analyzu vice slozek
vV jednom okamziku. Technologie multidimenziondlni identifikace proteini byla vyvinuta
pro stanoveni obsahu proteinii ve vzorku. V zavislosti na vytvareni kontrastu se ziskané
informace o bunéfné struktufe budou uriznych mikroskopickych technik Ilisit.
Multidimenzionalni mikroskopie umoznuje Vjednom okamziku generovat vice snimkua
s odliSnymi vlastnostmi vzorku. Pfikladem miZe byt vyuziti pfi studiu sloZzeni a dynamiky
fokalnich adheznich struktur. K charakterizaci slozek fokalnich adhezi a jejich distribuce
Vv jejich vzdjemném vztahu a ve vztahu k aktinu v bunice bylo pouZito n€kolik rGznych

fluorescencnich kanalt (55).
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Pokroky ve vybéru dostupnych fluorofori a ukazkovych postupti piipravy zptsobuji to,
ze muze byt pouzivano vice kanalii fluorescence a to jak na zijici, tak na fixované bunky. To
nam umozni generaci informaci o lokalizaci riznych slozek v bunice. Tento postup mizeme
dale rozsitit o spojeni AFM (atomic force microscopy) s fluorescenéni mikroskopii a
mikroskopii s fdzovym kontrastem. Tim docilime, Ze muzeme zkoumat nejen umisténi
jednotlivych proteinti, ale také dynamiky povrchovych struktur soucasné. Kombinaci
Zobrazovani povrchu pomoci AFM a fluorescencniho zobrazovani kontaktnich adhezi,
umoziuje porovnani dynamiky kontaktnich adheznich struktur na bazi bunky z aktinovych

struktur na povrchu bunky. V dalsi fazi da kontrastni obraz celkovy dojem o bunécné

morfologii (55).

6.9. FCS

(24

FCS (fluorescence correlation spectroscopy) je metoda, pti které méiime ¢asové zmény
intenzity fluorescence zpusobené difuznim pohybem samotnych molekul. Tato technika
vyuzivéa konfokalniho mikroskopu a slouzi ke zkoumani jakychkoliv fluorescencné znacenych
molekul v roztoku, na membranach, ale i v zivych bunkach. Pokud zkoumana c¢astice
nevykazuje sama o sob¢ fluorescenci, vyuzijeme k zviditelnéni oznaCovaci techniku. Vyuziva
parametrl nebot’ obsahuje informace o velikosti a hmotnosti pohybujici se ¢astice. Difuzni
koeficient D, ktery ma jednotky me/S, popisuje nahodny pohyb v roztoku. Cim vétsi je
koeficient difiize, tim rychleji se pak ¢astice pohybuje. Protein, pohybujici se ve vod¢ se srazi
s molekulami vody, coz zpisobi fadu malych pohybi v nahodnych smérech. To vede
k nahodné trajektorii Tt)) individudlni molekuly. Trajektorii muzeme charakterizovat
tzv. stiedni druhou mocninou posunu (r2?) popisujici oblast, ktera se vztahuje na &astice

Vv ur¢itém ¢ase. Jedna se o linearni zavislost (56).

(r’)=6-D-t (1)

Matematické vyrazy koncentrace korelacni funkce jsou ziskany z feSeni Fickova druhého
zakonu ve valcovych soutadnicich S osou z jako smérem laserového paprsku. Fickav zakon,
oznacovany také jako makroskopicky difuzni zakon, ktery byl znamy az od pocatku 20.

stoleti, popisuje ucinky difiize. Mlize byt odvozen i z mikroskopickych pozorovani (Brownlv
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pohyb). Albert Einstein odvodil vztah pro difuzni koeficient, ktery jej spojuje s vlastnostmi
Castic a roztokem, ve kterém se pohybuji. To popisuje Stokes-Einsteinova rovnice (56, 57).

kB'T

D=——— 2
6T N Ry @

Kde kg piedstavuje Boltzmanovu konstantu, ktera odpovida 1,3806504:10% J-K*%,
T odpovida absolutni termodynamické teploté, n uruje viskozitu roztoku, Ry popisuje

polomér dynamickych ¢astic (56).

FLCS (FLCS - Fluorescence Lifetime Correlation Spectroscopy) je metoda, ktera nam
umozinuje rozlisit ve smési fluorofory s riiznou dobou Zivota. Ziskdvame autokorela¢ni funkci
jednotlivych fluorofort i jejich kroskorelaci. Provedeni spociva v excitaci vzorku kratkymi
laserovymi pulsy v fadech desitek MHz. Pomoci detektoru jsou pak zaznamenavany dva Casy
pro kazdy pfichazejici foton. Jedna se o ,,makrocas“, ktery je méfen s pfesnosti na sto
nanosekund a ,mikrocas®, S piesnosti viadu pikosekund. Mikrocas urcuje dobu, ktera
uplynula mezi poslednim laserovym pulsem a zaregistrovanim dal$iho fotonu. Jeho hodnota
nam poskytne informace o prib&éhu dohasinani fluoroforu, ze kterého byl dany foton
emitovan. Makroc¢as zaznamenava polohu na kontinualni asové ose od zacatku experimentu.

V tomto Case se projevi naptiklad ptechody do tripletniho stavu nebo difize molekul (58).

Technika FLCS vyuziva statickych filtri, které umoznuji vznik dvou oddélenych
signalt ze signalu celého vzorku. Intenzity signdlli fluktuuji v Case a lze z nich vypocitat
nejen autokorelaci jednotlivych komponent, ale i kroskorelaci mezi nimi. Statické filtry
nachdzeji hlavni vyuZiti u vzorkl se dvéma a vice fluorofory, ale slouZi i1 k odliSeni prostiedi,
ve kterém se nachazi fluorofor pouze jeden. Prikladem muze byt kondenzace DNA, u které
ma fluorofor jinou dobu Zzivota v nezkondenzované DNA oproti zkondenzované DNA.
Miuizeme tak sledovat odd€lené signaly a ziskat blizS§i informace o mechanismu zmény

konformace fetézce DNA (59).

6.10. LSC

LSC je cytofluorometr na mikroskopické na bazi, ktery nabizi nepfeberné mnozstvi

analytickych schopnosti. Multilaserem buzena fluorescence emitovana z jednotlivych bunék
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se méfi pii riznych vlnovych délkach a to velmi rychle (az 5000 bun¢k / min) s vysokou

citlivosti a presnosti (60, 61, 62).

Metoda LSC slouzi k identifikaci bun¢k, které se 1i§i ve stupni kondenzace chromatinu
(napt. mitotické nebo apoptotické buniky nebo lymfocyty vs granulocyty). Lze diky ni urcit
detekci translokace mezi cytoplazmou a jadrem. Technika LCS nachazi uplatnéni také pti
fluorescen¢ni analyze in situ hybridizace, buné&tné imunofenotypizaci, analyze fenotypu
potomstva jednotlivych bun€k v testu klonogenicity. Slouzi také jako vizualni kontrola,
zobrazovani, nebo sekvencni analyza bun¢k naméfenych brzy po jejich premisténi (za pouziti

riznych sond) (60, 61, 62).

LSC sdili s pritokovou cytometrii mnoho uzite¢nych vlastnosti véetné¢ automatizace,
pfesnosti kvantifikace, rychlosti a poskytuje spolehlivé informace o bunécné profileraci.
Navic ma nékteré vyhody, mezi které patii naptiklad minimalni pozadavky na tkan, protoze
nevyzaduje zadnou specialni preparaci vzorku. Déale ma potencial pro vizualni selekci
métfenych bunek. Z téchto diivodu je LSC vhodna pro pouziti v klinickych laboratotich. FCM
i LSC umoznuji ptesné a rychlé méfeni apoptozy v riznych kulturach a klinickych vzorcich
(napf. solidni nadory, aspiraty kostni dfené, periferni krev, atd.). Dadle FCM a LSC umoziuji
korelaci apoptozy s polohou umirajici bunky v bunééném cyklu (61, 63).

Béhem poslednich tii desetileti se pratokova cytometrie (FC) stala samoziejmosti v
ruznych oborech biologie, mediciny a biotechnologii. ProtoZe jsou vSak bunky méfeny jako
suspendované v proudu tekutiny, jsou ¢asto nevhodné pro méfeni. Analytické schopnosti FC

jsou diky témto nevyhodam omezeny vii¢i mnoha aplikacim (64).

Jednou z béznych aplikaci pouzivanych v LCS technice je fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH), diky které jsme schopni prostorové rozlisit rozdé€leni fluorescenénich
oblasti v bunice. Slouzi k analyze jadérka a proteinovych translokaci mezi jadérkem a
nukleoplasmou. Umoziuje nam odhadnout velikost jednotlivych jadérek, pocet jadérek na
jadra apod. Pouziva se také obsluzny FISH software.LCS ve spojeni s FISH se pouziva pro
méfeni riznych vlastnosti potomstva jednotlivych bunck (fenotypu jednotlivych kolonii
buiiky) jako je naptiklad velikost kolonii (plocha, obvod, poc¢et bun€k na kolonii), exprese
p53 nebo estrogenu (na kolonii, na burnku, na jednotku DNA nebo proteinu), heterogenity

kolonii a rozdéleni bunécného cyklu jednotlivych bunék v koloniich (64).

Zakladni strukturni a optické komponenty nam poskytne mikroskop, jehoz paprsky

ze dvou nebo tii lasert jsou prostorové slouceny dichromatickym zrcadlem. Jako lasert se
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vyuziva argon-iontovych nebo helium neonovych. Zrcadlo odrazi paprsky skrz epi-ilumina¢ni
port mikroskopu a zobrazuje skrz cocky objektivu na sklicko. Oscilace zrcadla zptisobi prinik
laserovych paprskii na oblast sklicka pod objektivem. Sklicko, u kterého je pomoci sensorti
monitorovana jeho pozice XY, je umisténo na pocitaCem kontrolované motorizované ¢asti
mikroskopu, ktera se pohybuje po 0,5um krocich béhem kazdého skenu laseru, kolmo ke
skenu. Pomoci ¢ocky kondenzatoru je laserové svétlo rozptylené bunkou zobrazeno a jeho
intenzitu zaznamenavaji senzory. Vzorkem emitovana fluorescence je shromazdovana
objektivem a dale pfesmérovana na skenovaci zrcadlo. Po odrazu prochazi tadou
dichroickych zrcadel a optickych emisnich filtri a dosdhne jednoho ze ctyi fotondsobicu.
Kazdy z fotondsobicl pak zaznamenava fluorescenci konkrétniho rozsahu vinové délky. Ta je
definovdana pomoci kombinace flitrGi a dichromatickych zrcadel. Zdroj svétla, ktery je
dodate¢ny k laseriim, poskytuje prochazejici svétlo pro vizualizaci objektd ptes okular nebo
zatizeni. Jako zafizeni se vyuzivd Charge-coupled zafizeni, coz je zafizeni s vazanymi néboji

(CCD) kamery (60).

MONITORS CAMERAS
CCD, bC
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Obrazek 21. Schéma Laser scanning cytometr. (60).

Pavodné bylo LSC navrzeno jako zobrazovaci dopln€k k tradi¢ni pritokové cytometrii.
Umoznuje zpracovani adherentnich bun€k a dale zahrnuje také analyzu tkani, tkanovych
fezlia dalSich vzorkd, které nejsou vhodné pro analyzu pritokovou cytometrii. LSC vyuziva
pro analyzu pocitace a optoelektronickd zafizeni zaloZena na principu laseru pro rychlé a
automatické meéteni biochemickych slozek vzorkii doplnéné o zobrazovani s variabilnim
rozliSenim. Vyhodou je ziskdni vétSiho mnozstvi snimkid ve vysokém rozliSeni fluorescenéné

a chromaticky oznacenych vzorkll soucasné s kvantitativnimi 0daji. Metoda se vyuziva pro
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automatickd meteni stechiometrickych kvantitativnich vlastnosti na jednotlivych bunkéch, s
urCitou mirou presnosti, reprodukovatelnosti a dynamickym rozsahem nesrovnatelnym
s alternativnimi technologiemi. Pomoci této metody mizeme analyzovat bunécné vzorky,
tkanové fezy nebo i cytologické stéry. Pfispiva k zobrazeni velkého mnozstvi multi-
dimenzionalnich informaci pomoci sofistikovaného analytického softwaru, ktery produkuje
vysledky podobné prutokové cytometrii. Tyto informace jsou pak snadno pfistupné i pro

uzivatele neznalé nastroju LSC (65).

6.11. PRIM

PRIM technika je zaloZena na tom, Ze pro termotolerantni verzi GFP existuji dvé
excitaéni maxima (395 nm 475 nm). Excitace pii kratSich vinovych délkach vyzaiuje
(emitované) svétlo, které je priblizné pétkrat tak intenzivni, jako u excitace pii delSich
vlnovych délkach. Tento pomér se mize zménit, pokud jsou dvé molekuly GFP ve fyzickém
kontaktu, coz poskytuje pfiilezitost pfimo meéfit dynamickou homooligomeraci. Hlavni
vyhodou tohoto provedeni je, Ze musi byt vytvofen pouze jeden fluorecencné znaceny
expresni konstrukt, ktery je poté transfekovan do bunék. To vede k jednoduchému a rychlému
ziskani dat. I kdyz mlze byt pouzit standardni fluorescenéni mikroskop a pofizeni software

péce, je tieba postarat se o spravnou kalibraci. (63)

PRIM metoda mlze byt pouZzita napiiklad pro detekci dimerizace GFP fizovaného na
protein a seskupovani glykosylfosfatidylinositolem upevnéného GFP na bunééném povrchu.
Zjisténi, ze fluorescence je spontanné generovana pii expresi cDNA kodovaného GFP do
Siroké Skaly typl organismi a bunck, vytvofilo fadu novych moZnosti pro biologicky
vyzkum. Nyni mohou byt vzory genové exprese piimo vizualizovany. Mizeme také zkoumat
osudy proteind v zivych bunkéach, monitorovat heterologni protein ¢i analyzovat kolisani
koncentrace fyziologicky relevantnich iontt, jako je Ca®" nebo H". Obrazy proteini, které
jsou potizeny metodou PRIM za pomoci zna¢eni GFP, ndm umoziuji odhalit polohu,
dynamiku a rozsah homotypickych interakci mezi proteiny. Technika PRIM nam poskytuje

pfimé informace o dynamice proteinovych sestav in vitro a in vivo (66).
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7. Bunééné komponenty a jejich barveni

Buiika je zakladni stavebni a funkéni jednotka organismi. Vypliuje ji koncentrovany
vodny roztok riznych latek (cytoplazma) a obklopuje je plazmaticka membrana. Obvykle
obsahuji geneticky material a maji schopnost se délit. Buiiky dale obsahuji fadu organel,

které zajist'uji specifické funkce pro zivot bunky (5).

Nucleus

Tubulin

_ Endoplasmic

Lysosome Reticulum

Peroxisome =

Lipid Rafts—

Obrazek 22. Struktura buiiky (67).

Cytoplazmatickd membrana se sklada z dvojvrstvy fosfolipidl, do které jsou vnotfené
bilkoviny. Hlavnim tkolem membrany je funkce ochrannd a transportni. Pro jeji barveni se
vyuziva zejména fluorescein isothiokyanatan
(FITC) (5, 24, 68).

Bunééné jadro je zadkladnim stavebnim
prvkem builky a je zaroveil nepostradatelnou
soucasti kazdé plnohodnotné bunky. Hlavni
funkce jadra je fidici a kontrolni. V jadie jsou
uchovany  chromozomy. Existuje fada

barvicich technik pro zvyraznéni jadra.

ECFP - Nucleus

Oocrp-ochrtts | | ¥ Y, Mezi nejpouzivanéjsi patii DAPI (5, 24, 69).

Obrazek 23. Zobrazeni jadra bunky obarveného
eCFP, bilkoviny tubulin, ktera je sou-
&asti cytoskeletu pomoci eGFP, a mi-

tochondrie obarvené DsRed2FP (70).
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Zakladni strukturou mikrofilament je dvousroubovice polymerizovaného aktinu.
Mikrofilamenta se podileji na dynamickych zménach tvaru buiiky, na déleni a reparaci bungk,
na zmén¢ tvaru cytoplazmatické membrany, na pohybu, na transportu organel a rovnéz
zastavaji vyznamné funkce v bunééném jadfe. Probarveni vyuzivame Rhodamin,

Faloidin (5, 24).

Mikrotubuly maji tvar dutych valcii a jsouto vlakna cytoskeletu, ktera slouzi pfedevsim
k transportu raznych struktur a latek uvnitf bunky. Jsou slozeny z tubulinovych monomera

(5,24).

Mitochondrie jsou Semiautonomni organely eukaryotickych bunék. Obsahuji vlastni

genetickou informaci a slouzi jako energetické centrum bunky. Pro barveni mitochondrii se

vyuziva Rhodamin 123 nebo Mitotracker (5,24,71).

Golgiho aparat se funkéné vaze
na endoplazmatické retikulum a tvoii
ho lamely a cisterny. Hlavni funkce
Golgiho aparatu pifedstavuje syntéza
polysacharidi a  glykoproteini.
Kbarveni  vyuzivame  naptiklad

s padets Bodipy-FL-ceramid (5,24,72).

mTurquoise - Golgi Complex
mCherry - Mitochondria

Obrazek 24. Zobrazeni Golgiho aparatu obarveného pomoci
mTurquoise, mitochondrii barvenim mCherry

a jadra obarveného mVenus (73).

Lyzozom je kulovity membranovy utvar, ktery slouzi k hydrolytické degradaci latek
pochézejicich z buiiky i1 z jejiho okoli. Uvniti lyzozoml se nachazi vhodné prostiedi
pro degradaci mnoha rGznych typili organickych latek, jako jsou cukry, tuky, bilkoviny
i nukleové kyseliny. Lyso-tracker se vyuziva pro jejich barveni (5,24,74).

Endoplazmatické retikulum piedstavuje soustavu vzajemne propojenych
miniaturnich membranovych cisteren a kanalkd, kterd se nachézi v cytoplazmé. RozliSujeme
dva typy endoplazmatického retikula a to endoplazmatické retikulum drsné, na jehoZ vnéj$im

povrchu jsou piisedlé ribozomy a endoplazmatické retikulum hladké, které je bez ribozomti.
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Drsné ¢ast endoplazmatického retikula se specializuje na syntézu nékterych bilkovin. Hladké
endoplazmatické retikulum slouzi k odstranovani toxickych latek. Je také mistem syntézy
lipida a metabolismu hemu. Pro barveni se vyuziva napiiklad DiOC6 nebo Concanavalin A,
Alexa Fluor 594 conjugate (5,24,75).

Digital Imaging of Localized Fluorescent Protein Chimeras

A

'EGFP - Vimentin

EYFP - Golgi DsRed2FP - ER HcRed1FP - Nucleus
(d) (€) Figure 1 ()

Obrazek 25. 17(a) Zobrazeni jadérka obarveného EBFP, 17 (b) Zobrazeni mitochondrii obarvenych
ECFP, 17(c) Zobrazeni vimentinu obarveného EGFP, 17(d) Zobrazeni Golgiho komplexu obarveného
EYFP, 17(e) Zobrazeni endoplazmatického retikula obarveného DsRed2FP, 17(f) Zobrazeni jadra

obarveného HcRed I FP (76).

Cytoplazma piedstavuje veSkerou tekutou ¢ast bunky, ktera je obklopena
cytoplazmatickou membranou. Jednd se tekuté prostfedi buniky zahrnujici bunééné organely
a dalSi bunécné struktury. Tvoii prostiedi pro nékteré dilezité chemické reakce v buiice.

K barveni miizeme pouzit Calcein AM nebo Cell Tracker Blue CMA (5,24,77).
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Tabulka 1. Subcelularni struktury a jejich barveni fluorochromy (24,78).

STRUKTURA FLUOROCHROM TYP BARVEN{ POZNAMKA
Plasmaticka FITC WGA Ptimé Zivé buiiky
membrany a jeji
komponenty TMA-DPH P¥imé Zivé bunky
DAPI Piimé Velmi fotostabilni
Hoechst Ptimé Barvi i zivé buiiky
Jadro Akridinové oranz PH{mé Pfi urCitém ph barvi i
lysosomy
7-AAD PHmé Vyuziti i_pfi pritokoveé
cytometrii
Ethidiumhomodimer 1 Pfimé vaze se na dsDNA, ssDNA,
RNA
x(;f;?f"ame”ta (= | Rhodamin, Faloidin Nepmé Odolna viiéi photobleachingu
. Texaska Cerven antimysi nepiima e o,
Mikrotubuly protilatka imunofluorescence Specificka
Rhodamin 123 ptimé Barvi zivé bunky
Mitotracker ptimé Barvi zivé i fixované bunky
. . v Pouzitelna i v prutokové
Mitochondrie JC-9 ptimé cytometrii
JC-1 pfimé Selektivni pro mitochondrie
MitoTracker® Green FM nepiimé -
Bodipy-FL-ceramid nepiimé Fotostabilni
Anti—human golgin-97
antibody (detectionwithan nepfimé Selektivni pro GA — detekce
Alexa Fluor® dye— p goglgin-97
labeledsecondaryantibody)
BODIPY® FL C5-ceramide v s . L
complexed to BSA primé Metabolismus lipidi
Golgiho aparat
BODIPY® TR fimé Metabolismus lipidi
ceramidecomplexed to BSA p p
Alexa Fluor® 488 conjugate pfimé a-N-acetylgalactosamin
Alexa Fluor® 647 conjugate primé a-N-acetylgalactosamin
NBD C6-ceramide ptimé Selektivné vazany na GA
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CellLight™ Golgi-GFP neptimé -
CellLight™ Golgi-RFP nepiimé -
Golgiho aparit Lyso-tracker ptimé Fotostabilni
Selektivni pro kyselé
LysoTracker® Blue DND-22 | piimé organely, minimalni znaceni
mitochondrii
LysoTracker® Green DND-26 | piimé Plsobi rychle
Selektivni pro kyselé
LysoTracker® Red DND-99 pfimé organely, minimalni znaceni
mitochondrii
Lysosomy
) piimé o )
DiOC6 Barvi i mitochondrie
Concanavalin A, Alexa Fluor Y . .
. primé Véze se na concanavalin A
594 conjugate
ER-Tracker™ Green primé Vysoce selektivni pro ER
ER-Tracker™ Red )
piimé Vysoce selektivni pro ER
CellLight™ ER-GFP nepiimé -
Endoplasmatické
reticulum CellLight™ ER-RFP neptimé -
Rhodamin a a 8 ptimé Speciﬁcké‘ pro
. acetylcholinové receptory,
Bungarotoxin 7ivé buitky
Fura-2 pfimé o
Ca“ ionty v zivych bunkach
Receptory Zinquin primé Zn** jonty v Zivych buiikach
. v Stanoveni Zivotaschopnosti
Calcein AM prime vétsiny eukaryotnich bunék
lonty _ i _
CellTracecalceinred-orange Hme Stanoveni Zivotaschopnosti
AM p vétsiny eukaryotnich bunék
CellTrace Far Red DDAO-SE | ptimé Dlouhodobé znaceni bunék
CellTracker Blue CMAC piimé Dlouhodobé znaceni bunék
Cytoplasma CellTracker Green CMFDA primé Dlouhodobé znaceni buné¢k
CellTracker Orange CMTMR | ptimé Dlouhodobé znaceni buné¢k
CellTrackerRed CMTPX piimé Dlouhodobé znaceni bunék
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8. SUPER-REZOLUCNI MIKROSKOPIE

Siroké spektrum novych neddvno zavedenych metodik souhrnné oznatujeme jako
super-rezolu¢ni mikroskopie. Spoleénym znakem vSech téchto novych technik je,
ze piekracuji difrakéni limit. Mezi tyto techniky fadime napiiklad STED (stimulated emission
depletion) a SIM (structured illumination microscopy), které jsou zaloZeny na nelinearnich
svételnych paprscich dosahujicich vysokych intenzit. Mezi techniky, které spoléhaji
na vlastnosti konvertovatelnych fluoroforti a schopnosti detekce jednotlivych molekul fadime
PALM (photoactivated localization microscopy) a STORM (stochastic optical reconstruction
microscopy). Tyto techniky maji schopnost dosdhnout lepSiho bo¢niho rozliSeni a to az

k desitkam nanometrti. Ob&é metody maji vSak vlastni sadu omezeni (79,80).

8.1. SIM

SIM (structured illumination microscopy) je technika, ve které je béhem potizovani
obrazku generovan miizkovany vzor s detaily vzorku prostiednictvim interference difrakci na
pohyblivé difrakéni miizce. Miizka se posunuje nebo otaci mezi kazdym potizenim obrazku
a dochazi k zménam signalu fluorescence molekul, které jsou zaznamenany pomoci citlivého
detektoru a ke zviditelnéni jemnych detailti obrazu kazdého fluoroforu. Po zpracovani téchto
informaci specialnim algoritmem, mohou byt ziskdny vysokofrekvenc¢ni informace
Z primarnich dat pro tvorbu rekonstruovaného obrazu. Poté, 0 jsou ziskany obrazky podsetd,
muze byt kolekce analyzovana k tvorbé vysledného obrazku o vysokém rozliSeni piekracujici
difrakéni limit klasické fluorescencni mikroskopie. Obecné plati, ze lateralni rozliSeni
0 trochu niz$i nez 130 nm a axidlni rozliSeni niz8i nez 350 nm mulZe byt ziskdno na zakladé
rekonstrukce pouze 10 az 15 snimkd. Vztah mezi poftem rotaci miizky a ocekavanym
rozliSenim obrazku je slozity a ve velké mife zavisi na frekvenci miizky a poctu tthll otoceni.
Zavislost nachazime i v geometrickém vztahu mezi ¢arami mtizky a vyznamnymi vlastnostmi
vzorku. VylepSeni rozliSeni tedy nezavisi na vlastnostech fluorofor. Diky tomu Ize pouzivat
bézné flurofory z klasické fluorescencni mikroskopie. Vysledné rozliSeni mize byt zvétSeno
zvySenim poctu rotaci mfizky, avSak jen na ukor rychlosti vzorkovani a zvySeni béleni.
Mezi vyhody SIM patii vysoka dostupnost barev a fluorescenénich proteinii pro oznaceni
vzorkll, snadné provedeni vicebarevného zobrazovani a oproti STED je levnéjsi. Je to

uzivatelskd jednoducha a podporuje i kvalitni 3D zobrazeni. Hlavnim nedostatkem je doba

zpracovani potiebna k vzniku obrazku s vysokym rozlisenim (81,82).
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Mikroskopie s vysokym rozliSenim, trojrozmérna mikroskopie se strukturovanym osvétlenim

Obrazek 26. Zobrazeni pomoci SIM (84).

Obrazek 27. Aplikace SIM - intercelularni most
spojujici dvé nové vytvotené dce-
finé buiiky na konci cytokinézy
(86).

(3dSIM), slouzi ke zkoumani konstrukce
chromozomill. Zobrazovani za hranici difrakéniho
limitu je vhodné pro studie strukturalni organizace
meiotickych chromozomli pomoci chromatinu
obarveného pomoci DAPI 3dSIM umoziuje
provést kvantitativni strukturni analyzu ¢asti, které
nemohou byt pomoci konvencéni mikroskopie ani

zjistény (83).

Dr. Lin Shao nasnimal video, v némz
ukazuje vnitini detaily mitochondrii v Zzivych
bunikach ve 3D zobrazeni (HeLa buiika obarvena
pomoci Mitro Tracker Green). Shao pouziva SIM
aplikovanou na wide-field mikroskop a
zdvojnasobuje normalni rozliSeni konvenc¢niho
mikroskopu. S touto technikou, Dr. Shao zachytil
vice nez 50 casovych bodu, které pak byly

rekonstruovany ve tfrech rozmérech (85).

SIM se pouziva pro sledovani Zivych bunék s pouZzitim GFP nebo tagRFP. Specifické

organely jako jsou mitochondrie, membrany, cytoskeleton a jadro mohou byt zobrazeny

pomoci CellLight® ¢inidla v zivych bunkach nebo po fixaci (87).
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8.2. STED

Vyzkumnici z oddé€leni nanobiofotoniky Institutu Maxe Plancka vyvinuli techniku,
ktera jako prvni dokazala ptekrocit Abbého limit. Jedna se o mikroskopii STED (stimulated
emission depletion), ktera vyuziva fyzikalnich a chemickych vlastnosti fluoroford. Principem
metody je vyuziti dvou prekryvajicich se laserovych paprskii. Pro znaceni proteinu vyuzivame
latku, kterd po nabuzeni svételnym paprskem svétélkuje. Prvni mensi pulsni paprsek slouzi
k excitaci fluoroforu. Druhy silny paprsek o vysoké A uvede fluorofory do stavu nasyceni
a nasledn¢ k jejich emisi. Aby molekuly fluoroforu v dobé¢ excitace byly zhaseny do zakladniho
stavu, je STED paprsek pfislusné nastaven. Slabou méfitelnou emisi produkuje pouze stred
fluoroforu a zbytek signalu je vycerpan. Velikost oblasti, kterd je schopna emise, odpovida
intenzité svétla, kterd je zapotiebi k vypnuti fluorescence. Déle je nepfimo umérnd NA
objektivu a ptimo imérna A paprsku. Pomoci detektoru je zaznamenavéana poloha a intenzita
kazdého vycerpaného bodu. Omezenim techniky STED mikroskopie muize byt vybér
fluoroforti, u kterych zalezi na jejich charakteristice. Zejména se zamétujeme na jejich vykon

a stabilitu. Technikou STED muzeme dosahnout rozliSeni az 15 nm (88,89,90).

Piikladem  pouzivani  super-rezolucni
mikroskopie je zkoumani struktury aktinu a jeho
interakce s lytickymi granulemi v imunologické
synapsi NK bun¢k. NK buiiky jsou vrozené
imunitni efektory, které rozpoznavaji a zabijeji
buiiky infikované virem a tumorigenni buiky.
Jejich hlavni funkci je vytvofeni imunologické
synapse s cilovou buiitkou a naslednd fizena

sekrece cytolytickych granuli (91).

Obrazek 28. Porovnani zobrazeni pomoci konfo-

kalni mikroskopie a STED (92).
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Obrazek 29. Vizualizace lytickych granuli
zobrazenymi pomoci CW-

STED.(93)

STED (konkrétn¢ napi. Leica TCS SP5) se da pouzit pro detekci tubulinu a

aktivovaného AKT za pouziti PAbanti-tubulinu a dale pro pozorovani ¢asové migrace AKT

Obrazek 30. Vyhodnoceni aktivace
AKT a jeho migrace

pomoci STED (95).

Obrazek 31. Presynapticka struk-
tura T-Bar (97).

nebo

k okrajim buiiky po EFG stimulaci. Tubulin je pozorovan
proximalné K AKTa miaze usnadnit jeho migraci
po aktivaci. Westernblot AKT spole¢né s bunécnou
lokalizaci pomoci imunofluorescenéni mikroskopie slouzi
k ovéfeni cile protilatky, ovéfeni pfitomnosti nebo
nepfitomnosti  AKT  ve  stimulovanych  nebo
nestimulovanych lyzatech a k ovéfeni specificnosti

protilatky pro aktivovany AKT (94).

STED jde pouzit ke zkouméani biologické nanostruktury.

Pochopeni malych strukturdlnich zmén, lokalizace bilkovin

redistribuce v zivych bunkach, zejména v prubéhu

neuronalni aktivity mad zéasadni vyznam pro charakterizaci
synapsi. Piikladem muize byt zkoumani synapse Drosophila
NMJ (500 nm diametr) a zobrazeni nesynaptické struktury T-

bar, kde je zapotiebi vysokého rozliseni (96).
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8.3. STORM

STORM (stochastic reconstruction microscopy) je druhem super-rezolu¢ni
mikroskopie, ktera nam poskytne vysoké rozliseni pod difrakénim limitem. STORM metoda
obdobné jako PALM zavisi na vlastnosti fluoroforii. Pfi této metodé maji fluorofory dva
stavy. Jeden stav je schopny fluorescence a druhy nikoliv. Tyto stavy se daji piepinat svétlem
ruznych vlnovych délek nebo se daji prepinat stochasticky. Fluorofory schopné fluorescence
se vyskytuji pouze v malém mnozstvi a jejich fluorescence se snimd do doby, nez dojde
k jejich vybéleni. Poté se dalsi mala ¢ast fluorofori prevede do stavu schopného fluorescence
a opét se snimaji do jejich vybéleni. Molekuly musi poskytovat vysoké emise pii nizkém
osvitu, nesmi byt aktivované vSechny najednou. Molekuly by mély také po zhaseni zstat
vypnuté. Tento postup se neustile opakuje. Béhem opakované nahodné aktivace se
zaznamena poloha jednotlivych fluoroforti. Snimana oblast se pulsné osvétluje laserem,
riznych vlinovych délek a detektor pak lokalizuje zlomek aktivovanych fluoroforti. Cilem je
dosahnout nasniméni dostate¢ného mnozstvi fluoroforti (dostatecné mnozstvi informace).
Nasnimané fotony z jednoho fluoroforu jsou detekovany na $ir§im prostoru podle rozptylové
funkce, oznacované jako PSF (point spread function). Stied PSF se dale matematicky urc¢i a
danému fluoroforu se tato spocitana soufadnice pfifadi. Technikou STORM lze dosahnout
rozliseni, které se pohybuje az v jednotkach nm. K aktivaci fluororescence vyuziva osviceni
laserem s nizkou intenzitou. STORM vyuziva reverzibilné¢ konvertovatelné fluorofory.
Piikladem mohou byt Cy7, Cy3, Alexa 647.Pii STORM metodé¢ dochazi k nasnimani
velkého mnozstvi dil¢ich obrazi, coz ma za nasledek del$i dobu snimani celkového obrazu.
Metodu lze vyuzit pro zobrazeni struktur in vivo a dosahujeme zde celkového lateralniho

rozliseni 30 az 60 nm (98,99,100,101).

(E6hventional Fluorescence| ' #_2p.STORM’ 3D STORM

Obrazek 32. Zobrazeni metodou STORM (102).
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Pouziti STORM v kombinaci se SIM tézi z
vys$siho rozliSeni STORM a u SIM jde zas oto, ze
klade menSi omezeni na vzorek. Diky tomu Ize
studovat architekturu subcelularnich struktur jako je
napiiklad centrozom a také molekularni mechanismy
ovladajici vyvoj neuronii v centrdlnim nervovém
systtmu. STORM technika je idedlni pro studium
molekul na synapsich v mozku a tudiz ji 1ze pouzit pro
lze pouzit pro fyziologické experimenty v neurologii
(103).

Obrazek 33. Superrezolu¢ni obraz
synapsi v mozku mysi

(104).

Obrazek 34. Srovnani konvenéni mikroskopie a
STORM na zobrazeni mitochondrii

v sav¢ich buitkach (105).

8.4. NSOM

NSOM (Near-field scanning optical microscopy) je opticka technika, ktera umoznuje
zobrazeni objektd s menSim rozliSenim neZ difrakénim limitem konvencni mikroskopie,

tj. pfiblizn¢ menSim neZz poloviéni vinova délka pouzitého svétla. NSOM technika hraje
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dilezitou roli v oblastech vyzkumu a aplikaci polovodicli, organickych vrstev a membran,

biologickych materiald a optiky (106).

Technika NSOM se da popsat také jako vlna, kterd se neurcité Sifi pokud nedojde
k absorpci nebo neni lamana ¢i rozptylovana prosttedim, kterym cestuje. Na druhou stranu,
Sifeni svétla v blizkém poli je omezeno na velmi kratké vzdalenosti od jeho zdroje. Diky
charakteru tohoto svétla je ¢asto oznaCovana jako nestala vina a hraje hlavni roli v optice
v blizkém poli. Dosah Sifeni fotonu z blizkého pole je tumérny fyzickym rozmérim jeho
zdroje. Studované objekty musi byt tedy pozorovatelné v rozmezi blizkého pole. Vinovy
charakter svétla zplsobuje jeho difrakci, coz omezuje prostorové rozliSeni mikroskopu
v konven¢ni mikroskopii (vzdaleného pole). Minimalni detekovatelné rozliseni dvou bodu pro

dany opticky systém se nazyva Rayleighovo kritérium. RozliSeni R miiZze byt vyjadieno jako:

R=2 3
kde A ptfedstavuje vinovou délku, nsymbolizuje index lomu zobrazovaciho média v prostoru
objektu a a vyjadiuje polovinu uhlu, pod kterym objektiv vidi objekt. Typicky se nejlepsi
dosazitelné rozliSeni optické mikroskopie pohybuje kolem 200 az 300 nm. Technika NSOM
dokaze jit 1 za hranice tohoto difrakéniho limitu z divodu velmi prostorové omezené

povahy svétla v blizkém poli. Pomoci NSOM dosahujeme rozliseni az 10 nm (106).

V NSOM je zuzujici se optické vlakno ukoncené aperturovou clonou s malym otvorem
0 rozmérech pod hranici difrakéniho limitu svétla snimano relativné vzhledem k vzorku,
zatimco Spicka vlakna je umisténa v tésné blizkosti povrchu vzorku. Pro pozorovatelné efekty
v blizkém poli plati orientacni pravidlo, které tika ze, vzdalenost mezi Spickou vldkna
a povrchem vzorku musi byt kratsi, neZ je rozmér otvoru Spicky optického vlakna. Fotony
jsou rozptylené v disledku vzdjemného plsobeni vzorku se svétlem v blizkém poli. Diky

rozptylu se fotony $ifi a zaznamenava je detektor ve vzdaleném poli (106).
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Obrazek 35. NSOM V je zuzujici se optické
vlakno umisténo Vv tésné bliz-
kosti povrchu vzorku (106).

Diky tomu, ze se signal blizkého pole se nepodili pifimo na zpétné smycce potiebné
pro instrumentalni fizeni, NSOM pfistroje nemaji zadné dalsi pozadavky na fizeni. Z tohoto
pohledu je NSOM kombinaci skenujici sondy s optikou pro méfeni efektt v blizkém poli
pomoci $picky optického vlakna a fotonového detektoru (106).

ﬁ laser monitored cantilever tip|

~

m suhstuu

controller

X-Y-Z piezo scanner

S tuning fork
LD filter m— tuning-fork control

residual excitation laser light filter
(optional if fluorescence collected)

APD

Obrazek 36. Rezim osvétleni NSOM obecné patii do rodiny mikroskopii skenovacich sond (106).
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V zobrazovani a spektroskopii s NSOM je intenzita svétla detekovdna v duasledku
silnych elektromagnetickych interakci mezi sondou a strukturou vzorku v blizkém poli
pomoci pomijivych fotonil. Vzhledem k tomu, ze NSOM vyuziva elektromagnetické zafeni,
1ze specifické informace o méfeném systému ziskat pomoci rozdilnych fotonovych energii,
polarizace nebo detekce fluorescence tam, kde je to vhodné. Kromé toho mohou byt

zobrazovani ovlivnéna vzajemnymi interakcemi sond a vzorku (106).

8.5. 4Pi mikroskopie

Metoda 4Pi mikroskopie umoznila zdvojndsobeni hodnoty NA. Bylo toho dosazeno
pouzitim dvou identickych objektivii, které byly posazeny do opozice. Na vzorek pak svételné
zdroje dopadaji proti sobé¢ a jejich paprsky spolu interferuji. Pro kazdy bod je pak vysledkem
zmenSeni pozorované¢ho svételného objemu. U klasické CLSM je svételny objem v axialni
¢asti del$i neZ v ose lateralni. I proto je rozliSeni dvou bodi v axialni ose nizsi. 4Pi CLSM
nam pak umozni pomoci protilehlého osvétleni zmenSeni po ose ze svételného objemu a jeho
nasledné zakulaceni. Techniku 4pi mikroskopie miizeme vyuzit pro fixované vzorky o vysSim
indexu lomu, nez ma vzduch. Mzeme zvolit imerzni prostfedi, glycerol. Dosahneme tak
axialniho rozliSeni 100 nm. Tuto metodu Ize také vyuZit pro pozorovani zivych organismil ve
vodnim prostiedi a to za pomoci multifotonové excitace CLSM a dekonvoluce a to za
dosazeného axialniho rozlisSeni 190 nm. V porovnani s klasickou CLSM, ktera umoziuje
rozliSeni dvou boda ve vzdalenosti okolo 600 nm na axialni ose, je vyhodou 4pi mikroskopie
pfedevSim pofizeni trojrozmérného obrazu. Pfi pouziti in vivo a diky zpracovani obrazu

pocitacem, miizeme ziskat obrazy s rozlisenim 100 nm (107,108).

4Pi mikroskopie muze byt vyuzita pro zobrazovani Golgiho komplexu. Zobrazeni
endogenniho proteinu GM 130 jako markeru pro cis-Golgiho kompartment s pouzitim
immunolabelingu s organickym fluoroforem Cy3 excitovanym pii Aexc = 568 nm. Dale 1ze
poftidit i 3D reprezentace Sifeni Golgiho proteinu barveného Rhodaminem 6G ve Vero buiice.
Zobrazovani distribuce dvou odlisnych a odlisné oznaCenych proteinti ma obrovsky vyznam
Vv bunééné biologii. To vyplyva ze skuteCnosti, Ze ve vétSin€ piipadl, nejde tak Uplné
o distribuci urcitého proteinu, ktery je predmétem zajmu, ale o jeho prostorovy vztah k jinému
proteinu v buice. Pro takovy vyzkum je mozné pouzit 4Pl mikroskopie a dvou

fluorescenénich barviv ve stejnou dobu nebo postupné (109,110).

60



Diky kombinaci vlnoploch produkovanych dvéma objektivy s velkou aperturou
umoziiuje  dvoufotonova  4Pi-konfokdlni  mikroskopie  trojrozmérné  zobrazovani

transparentnich biologickych vzorki s axialnim rozliSenim v rozsahu 100 az 140 nm (111).

Obrazek 37. Ruzné pohledy na 3D data zaznamenana S dvoufotonovym
4pi-konfokalnim mikroskopem. Zasobnik ukazuje oblast
3,5 x 3,5 x | um uvnitf fibroblast buniky obsahujici znacené
aktinové filamenty.Udaje byly obnoveny pomoci experiment-
alni 4Pi-PSF. Barvy nepfedstavuji ruzné intenzity, ale izolo-

vané struktury izoitntenzivniho objektu (112).

8.6. PALM

PALM, neboli photoactivated localization microscopy, piedstavuje fluorescencni
mikroskopii, kterdA ndm umoziiuje dosahnout vysokého rozliseni na tirovni molekul. Cini
tak pomoci vlastnosti specifickych fluoroforti. Je zapotiebi dvou fluoroford, které jsou
schopné fotoaktivace. Tyto fluorofory v zavislosti na A excitaéniho zafeni emituji mnoho
fotonl. Se zménou A meéni pak stav své emise. To se projevuje zménou barvy nebo
vypinanim. Svétlem o konkrétni vinové délce je moZzné konvertované flourofory piepinat
mezi aktivnim a neaktivnim. NSOM a 4Pi mikroskopie ma konkrétni A a jeho intenzita je
nizka. Toto zéfeni je urCené k osviceni plochy vzorku. Toto zéfeni ndsledné vyvold emisi
pouze u casti pritomnych fluorofor. Pomoci detektoru je poté zaznamendvan signal
aktivovanych neptekryvajicich se center. Aby zaznam dosahl dostatecné hustoty je zapotiebi,

aby se cely cyklus opakoval, pficemz pfibyva urcité procento nové lokalizovanych bodu.
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Zobrazeni celého obrazu nam pak umozni citlivd kamera s pomoci pocitacového softwaru.
PALM mikroskopie ma schopnost rozliseni pod 20 nm. Nevyhody metody spocivaji ve
vlastnostech pouzitych fluroforti a také predevSim v rychlosti snimani, ktera se pohybuje
kolem hodnoty 1 obraz za 1 minutu. Abychom pouzité fluorofory mohli detekovat jako
jednotlivé body, musi poskytovat vysokou emisi. Fluorofory by nemély podléhat ani
spontanni aktivaci a méli by byt selektivné citlivé ke konkrétni A zdroje zareni. PALM

technika muze také vyuzivat kombinace vice fluoroforu (88,99,100).
PALM mikroskopie mtze byt vyuzita pro vyzkum dynamického pohybu fluorescenéné
znac¢enych proteinovych komplexi v pevnych ¢i zivych bunkach, jako je Bacillus subtilis

a Drosophila melanogaster (113).

vinculin
2um

Obrazek 38. (A) PALM snimek a-aktininu ozna¢eného pomoci
Dronpa; (B) Palm obraz vinkulino oznac¢eného po-
moci tdEos; (C) DIC obrazek odhalujici morfologii;
(D) TIRF obraz kombinované tdEos a Dronp a emise
(v&imnéte si odlisné morfologie a-aktininu a vinkuli-
nu); (E) dvoubarevné PALM piekryti a-aktininu (Cer-
vend) a vinkulinu (zelend); (F), a-aktinin, vinkulin a
prekryté PALM snimky v ramci jedné adheze (114).
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9. Zavér

Prace podava piehled fluorescenéné mikroskopickych technik vyuzivanych v
mikroskopii zivych bunék. Detailn¢ je popsana zejména mikroskopie konfokalni a jeji
pokrocilé techniky jako je FRAP, FLAP, FLIP, FRET, BRET ¢i FLIM. Prace se zabyva také
piipravou vzorku, ktera je nutnd pro zobrazeni jednotlivych komponent Vv buiice. Préace
obsahuje také e prehled fluorescencnich proteind a barviv, které se vyuzivaji pro zobrazeni
jednotlivych bunécnych struktur. Zavér prace je vé€novan super-rezolu¢ni mikroskopii a to

zejména technikam STED, SIM a STORM.
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