Fluorescencni mikroskopie je nepostradatelnou technikou pro zobrazovani Zivych bunék. Jednim z
hlavnich omezeni této metody je difrakci svétla limitované, relativné malé prostorové rozliseni, coz je
popsano Abbeho difrakénim zakonem. V poslednich letech se proto zaCaly rozvijet techniky, které
obchazi difrakéni limit za ucelem zvysSeni prostorového rozliSeni. Jednou z téchto technik je dynamicka
saturaCni opticka mikroskopie (DSOM), ktera je zaloZzena na prostorovém sledovani kinetiky vratnych
prechodl mezi svitivymi a nesvitivymi stavy fluoroford. Reverzibilni pfechod do nesvitivého stavu
mize byt pozorovan napf. u svétlem prepinatelnych fluorescencnich proteind jako je Dronpa a z ni
odvozené klony. Zminéné proteiny opakované prechazeji mezi fluorescencnimi a nefluorescenénimi
formami po ozéfeni modrym nebo ultrafialovym svétlem. Tato prace se soustfedi na ziskavani lépe
rozlisenych fluorescencnich obrazll na zékladé pozorovani kinetiky prechodd v rliznych ¢astech vzorku.
Experimenty byly provadény na kvasinkach exprimujicich proteiny oznaCené Dronpou. Nejdfive bylo
ovéreno, zda v Dronpé dochazi k pfepinani mezi svitivymi a nesvitivymi stavy. Dale byl sledovan vliv
intenzity excitacni svétla a zména excitacni vinové délky na rychlost prepinani a fotostabilita proteinu.
Méreni byla provadéna na rlznych Casovych $kalach a s rdznymi proteiny. Zavéry z provedenych
pokus umoznily optimalizaci experimentalnich podminek pro samotné zobrazovani, diky éemuz se
podafilo ziskat obraz vzorku s dvakrat vétSim prostorovym rozliSenim oproti standardnimu
konfokalnimu obrazu. Neméné dllezité zjisténi je, Ze kromé zvyseni prostorového rozliseni v ohniskové
roviné metoda DSOM dokaze vylepsit kvalitu ziskaného obrazu rovnéz odfiltrovanim nezadouci
autofluorescence a fluorescencniho signalu pochazejiciho mimo ohniskovou rovinu.



