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Abstrakt: V této praci jsme hledali a nalezli vhodné PCFP markery pro
vizualizaci vnitfni a vnéjSi membrany mitochondrii na unikatnim
prototypu biplane FPALM mikroskopu. Podileli jsme se na odladovani
meéficiho softwaru za ucelem 3D vizualizace mitochondrialnich siti a
urceni jejich parametra. K tomuto ucelu jsme vyvinuli dvé metody.
Jedna je pouzitelna pfi urCovani parametri vnéjSich membran a
druha pfi urCovani parametrt vnitfnich membran. Na menSim
statistickém souboru dat se nam podarilo potvrdit zavislost kvality
mitochondrialni sité na podminkach kultivace bunék. Ve stresovych
podminkach, jakymi je napf. hypoxie, se kvalita mitochondrialni sité

meéni oproti kultivaci za normalnich podminek.
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Abstract: In this thesis the results are presented of a search for
suitable PCFP markers for a visualization inner and outer
mitochondrial membranes by unique biplane FPALM microscope. We
participated in debugging the measuring software for the purpose of
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1 Uvod

Do konce 20. stoleti prevladal vSeobecné nazor, ze pomoci
optického mikroskopu nelze dosahnout vétsi rozliSovaci
schopnosti, nez jakou povoluje Rayleighova, resp. Abbeho teorie.
To nyni ovSem neplati, protoze za pomoci fotoaktivovatelnych
fluorescenc¢nich proteinti a specialniho usporadani mikroskopu je

mozneé lepSiho rozliSeni dosahnout.

V pribéhu feSeni této prace jsme méli moznost pracovat
s unikatnim zarizenim. Jednalo se o prototyp Biplane FPALM
mikroskopu, ktery svého ¢asu byl, a nejspis stale jesté je, jediny ve
stredni Evropé. Diky této jedinecnosti jsme museli celit mnoha
komplikacim od hledani zptusobu kultivace a transfekce bunék az
po odladovani softwaru a hledani metody pro zpracovani dat. Ani
po roce a pul prace nejsme zcela hotovi, ale ur¢itého pokroku jsme

dosahli.

Hlavnimi cili této prace bylo nalezeni PCFP markrt pro znaceni
vnitini a vné&jSi mitochondrialni membrany a plazmatického
retikula a také stanoveni metody pro zpracovani 3D obrazu
mitochondrialnich siti a endoplazmatického retikula v jaternich

bunkach.



2 Biologicka cast
2.1 Eukaryoticka bunka
V této kapitole si pripomeneme zakladni poznatky tykajici se
cytologie eukaryotickych bunék. Budeme se zabyvat pouze
hlavnimi organelami, které jsou pritomny ve vétSiné zivociSnych

eukaryotickych bune¢k, viz obr. 1. a obr. 2.
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Obr. 2. — Schématické znazornéni zZivociSné buiky [2].



2.1.1 Plazmaticka membrana
Plazmaticka membrana je nepostradatelna soucast kazdé
bunky. Jeji hlavni funkce spociva v oddéleni okoli od vnitiniho
prostoru bunky vyplnéného cytoplasmou. Taktéz slouzi jako
vysoce UcCinna bariéra vstupujicich a vystupujicich latek.
Prochazeji skrz ni dulezité ziviny, odpadni latky, mineraly a dalsi

latky. Za toto chovani vdéci své komplikované strukture.

Zakladnim stavebnim kamenem membrany jsou lipidy a
proteiny. Jejich mnozstvi se muze velmi liSit dle typu bunky.
Lipidy jsou usporadany do fosfolipidové dvojvrstvy tak, ze
hydrofobni ocasky smeéruji k sobé a hydrofilni hlavicky od sebe.
Tato struktura je tlusta piiblizné 80A a je protkana proteiny a
sacharidy, které jsou zodpovédné za transport latek, signalizaci a
dalsi procesy, viz [9]. Dvojvrstva lipidi ma polotekutou
konzistenci. Diky tomu dochazi k neustalé difuzi mnohych
membranovych molekul. Tato difaze je jak lateralni (v roving), tak
rotacni (kolem osy kolmé na membranu), pficemz lateralné rychleji

difunduji lipidy nez proteiny, jejichz difuze je vyrazné pomale;jsi.

Plazmaticka membrana neoddéluje pouze bunku od okoli, ale i
jeji organely od cytosolu bunky. Mitochondrie maji dokonce
dvojitou membranu, ktera je vyuzivana v fizeni energetiky bunky.
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Obr. 3. - Struktura plazmatické membrany [3].



2.1.2 Jadro
Jadro je zakladni organela a je obsazeno v kazdé plnohodnotné
burnce se schopnosti reprodukce. Bezjaderné bunky se jiz nemohou
delit a maji omezenou dobu zivota. Klasickym prikladem
bezjaderné bunky jsou savCi cCervené krvinky, jez u dospélého
clovéka ziji kolem 120 dni. Na druhou stranu existuji i bunky,

které obsahuji vic nez jedno jadro.

Jadro o velikosti 5 az 10 pm je ohraniceno jadernym obalem a
vyplnéno jadernou matrix. Jaderny obal je dvojita paralelni
membrana o tloustce kolem 60 nm, v nizZ se nachazi jaderné pory o
polomeéru priblizné 30 nm. VnéjSi jaderna membrana plynule
pfechazi do endoplazmatického retikula, kterym se budeme
zabyvat pozdéji. V jaderné matrix se také nachazi jadérko
kulovitého tvaru o praméru az 1 pum. Jadérko je suborganelou bez
vlastni membrany. Jeho primarni funkce je transkripce DNA na
RNA, proto je tvoreno prevazné RNA a proteiny. V bunkach
syntetizujicich ve vétSi mife proteiny, mtizeme nalézt v jednom

jadre i vice jadérek.

Vjadre existuji dva druhy chromatinu. Jednim je
heterochromatin a druhym euchromatin. Heterochromatin tvori
hrudky o velikosti 30 nm, jez predstavuji dehydratované useky
chromozomu. Je slozen z histont H1, na které se navazuje dsDNA.
Na euchromatinu probiha syntéza RNA a neni mozZné jej pozorovat
svételnym mikroskopem, nebot je tvoren vlakny pouze o primeéru
10 nm. Proto je pozorovatelny jen elektronovym mikroskopem. Viz

obr. 4. a obr. 5.



Ribozomy

Obr. 5. - Schéma jadra [8].



2.1.3 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum (ER) je rozsahly systém membran,
ktery muze predstavovat az polovinu veskerych membran v bunce.
ER poprvé popsal Garnier roku 1889 pomoci svételného
mikroskopu. V dusledku mirné odliSného vzhledu v riznych
typech bunék meélo endoplazmatické retikulum dlouho rozlicné
nazvy, napr. ergastoplazma v bunce pankreatu nebo Nisslova
substance v neuronech. Az s prichodem pfistroju s lepsi rozliSovaci

schopnosti bylo urceno, Ze se jedna o jednu a tutéz organelu.

ER je tvoreno membranou, jez je pokracovanim vneéjsi
membrany jadra, viz obr. 6. Membrana oddéluje cytosol od vnitini
casti ER, kterému se fika cisternalni prostor. V ER dochazi
k syntéze jednotlivych komponent potrebnych pro tvorbu vSech
membran (proteiny a lipidy). ER se déli na dva zakladni typy -
drsné ER a hladké ER.

hladké

endoplazmatické |, .
retikulum — "/

endoplazmaticke 'V
retikuum  ribozomy

Obr. 6. - Schéma endoplazmatického retikula [10].

Drsné ER je posazeno ribozomy. V hepatocytu je na 1 pm?2
kolem 335 ribozomu. Celkové se v jedné bunce nachazi 13 miliont
ribozomt vazanych na drsné ER. Snimek drsného ER
z elektronového mikroskopu je na obr. 7. a jsou zde zvyraznény
ribozomy na ER (modra barva) a cisternalni prostor ER (zluta

barva).



Hladké ER postrada na svém povrchu ribozomy, protoze jeho
hlavni funkce neni syntéza bilkovin. V hladkém ER dochazi
k riznym metabolickym procestim, jakymi napfiklad jsou:
hydrolyza glukozy-6-fosfat, syntéza vitaminu C, oxidace i redukce
steroidnich hormont a dal§i. Proto je hladké ER vice rozS§ifené
v bunkach syntetizujicich steroidy (nadledvinky, Leydigovy bunky),
HCI (zaludec¢ni bunky) ¢i odbouravajicich glykogen (jaterni bunky).

Obr. 7. - Snimek pofizeny elektronovym mikroskopem zachycujici drsné ER

hepatocytu [11].
2.1.4 Lysozomy a peroxizomy

Lysozomy poprvé popsal Christian De Duve v roce 1955. Jejich
hlavni funkce je intracelularni traveni pomoci katabolickych reakci.
Jsou to malé kulovité vacky o priméru 50 az SO0 nm ohranicené
membranou. Vnitini prostor je vyplnén elektrodenzitni matrix,
ktera je tvofena vic nez 40 druhy hydrolytickych enzymu. Jejich
funkeéni pH se pohybuje kolem 5, diky ¢emuz mohou travit vétSinu
biologickych makromolekul. Proto se ve velké mife vyskytuji

v makrofazich.



Peroxizomy jsou taktéz kulovita téliska od 0,5 do 1,2 pm a jiz
podle nazvu lze poznat, Ze obsahuji peroxid vodiku (H202). Nejsou
standardné obsazeny ve vSech bunkach, ale nachazi se hlavne
v hepatocytech a bunkach ledvin. Jejich plazmatickda membrana
neni odvozena od membrany ER, a proto vykazuji jistou davku
autonomie. Jedna z jejich funkci je obrana bunky pfed peroxidem

vodiku. Lysozomy a peroxizomy muzeme vidét na obr. 8.
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Obr. 8. — Snimek z elektronového mikroskopu lysozomu a peroxizomu [12].

2.1.5Mitochondrie
Mitochondrie byla objevena roku 1880 R. Kéllikerem pri studii
svalu hmyzu a dostala nazev sarkozom. V roce 1882 ji takeé
pozoroval Fleming, ktery ji nazyval fila. Nazev mitochondrie, jenz
se sklada z reckych slov mito (vlakno) a chondrion (zrnko), pouzil
poprvé roku 1898 némecky lékar K. Benda. Prvnim badatelem,
ktery studoval mitochondrii in vivo, byl v roce 1900 Michaelis,

kdyz ji obarvil azo-barvivem nazyvanym Janusova zelen.

Izolovat mitochondrii se podafilo v roce 1934 Bensleyovi a

Hoerrovi z jaternich bunék, a to metodou zalozenou na



centrifugaci tkanového homogenatu. Poté nasledoval jeden
1948, ze v mitochondriich probiha bunécéné dychani. Ve stejném
roce dokazali Lehninger a Kennedy pomoci Hogeboomovy
techniky, Ze mitochondrie katalyzuji vSechny reakce jak
citratového cyklu, tak oxidace mastnych kyselin i fosforylace. Rok

1963 prinesl objev cirkularni mitochondrialni DNA.

BéZzné maji mitochondrie vlaknité nebo elipsovité tvary.
V pruméru jsou 0,5 az 1 pm Siroké a 2 az 8 pm dlouhé. OvSem
jsou znamy i pfipady, kdy jsou vyrazné veétsi. Napriklad
mitochondrie v bunkach nezralych vajicek (oocytt1) severoamerické

zaby rodu Rana pipiens dosahuji délky 20 az 40 pm.

V bunce je prumérné 300 az 800 mitochondrii a mohou zabirat
15 az 20 % z celkového objemu bunky. Jejich pocet je v kazdé
bunce jiny. Nejvice mitochondrii obsahuji jaterni bunky
(hepatocyty). U mySich hepatocytiut se pohybuje toto ¢islo od 1000
do 1600. Mitochondrie se mohou v bunce vétSinou volné
pohybovat. OvSem ve svalovych bunkach branice jsou
mitochondrie usporadané do prstence a pevné uchyceny
v blizkosti [-vazby myofibrilu, aby mohly rychle a dostateéné

zasobovat sval energii.

Mitochondrie je tvofena dvojitou plazmatickou membranou.
Vnéjsi membrana je tlusta 6 az 7,5 nm a ta vnitfni je o néco malo
tenC¢i - 5 az 7 nm. Mezi sebou maji mezimembranovy prostor
Siroky 6 az 8 nm a vyplnény fidSi kapalinou nez vnitini cast
mitochondrie. Vnitfni membrana tvofi spoustu zakruti (tzv. krist),
aby svuj celkovy povrch zvysSila. Tyto kristy jsou zfretelné viditelné

na snimku z elektronového mikroskopu na obr. 9.

Vnitfrni prostor je vyplnén mitochondrialni matrix. Je to

relativné husta homogenni kapalina, ve které se nachazi malé

-10-



intra-mitochondrialni granule (4 az 5 nm), ribozomy (12 az 15

nm), RNA a jedna nebo vice cirkularnich DNA o délce 4,7 az 5,4
pm.

Obr. 9. — Snimek mitochondrie z elektronového mikroskopu [9].

Mitochondrii muzeme oznacit za semiautonomni organelu,
protoze obsahuje cirkularni DNA. Kdysi byvala bakterii, ktera byla
fagocytovana bunkou, a nakonec je ve stavu vzajemné a dodnes

trvajici symbiozy.

Kationty vapniku a horc¢iku, potfebné pfi enzymologickych
procesech, se ukladaji v intra-mitochondrialnich granulich. Hlavni
funkce mitochondrii je bunéc¢né dychani. To se sklada ze tfi
hlavnich ¢asti - glykolyza, Krebstv cyklus a transport elektront.
VSechno to jsou enzymatické reakce, a pokud je reakce pferuSena
v nékteré své fazi, tak nemuize dal pokracovat. Ve vnitini
membrané jsou mimo jiné zapusStény i ATP syntetazy, které

pomoci transportu elektrontl syntetizuji z ADP a fosfatu ATP.

Dalsi funkce mitochondrii je jejich proteolyticka aktivita a

probiha v nich také histogeneze. V roce 1947 Bensley dokazal na
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jaternich bunkach, Ze mitochondrie metabolizuji tuky. Hraji také

dtlezitou roli pfi formovani zarodku bunky pfi bunééném déleni.

2.2 Hepatocyt

Lidska jatra jsou hlavni organ zodpovédny za intermediarni
metabolismus. Tvofi je pét typta bunék - Kupffrovy, zlucoveé,
sinusoidalni, Itovy a hepatocyty. V jatrech probiha metabolismus
cukra, tukt a bilkovin. Vytvareji a degraduji se zde steroidni
hormony, detoxikuje se krev, uskladnuji se rtizné latky (zelezo,
meéd, vitaminy), dochazi k tvorbé lymfy a zluce. Za vétSinu téchto
procest jsou zodpovédné hepatocyty. Proto hepatocyty tvofi
priblizné 60 % vSech jaternich bunék a predstavuji 80 — 90 %
celkové hmotnosti jater. Kvtli své funkci obsahuji velké mnozstvi
mitochondrii, jejichz pocet nékdy dosahuje az dvou tisict. Vysoky
pocet mitochondrii byl jednim z klicovych faktor(i, pro¢ jsme se
rozhodli pouzit hepatocyty jako testovaci objekt. ZvySeny pocet

mitochondrii (znaceny cervené) je viditelny na obr. 10.

Obr. 10. - Snimek hepatocytu elektronovym mikroskopem [13].

-12-



2.3 Fotoaktivovatelné fluorescencni proteiny

2.3.1 Objev a vyuziti
V roce 1960 prijel O. Shimomura studovat na univerzitu v
rodu Aequorea victoria. Tato meduza ma po obvodé svého talife
bunky zvané fotocyty, které emituji nazelenalé svétlo. V roce 1978
Shimomurtv tym zjistil, ze za toto zafeni jsou odpovédny dva
proteiny - aequorin a zeleny fluorescencni protein (GFP,

z anglického Green Fluorescent Protein).

Aequorin je vapnikem aktivovany fotoprotein slozeny z apo-
aequorinu a tésné vazaného substratu coelenterazinu. Po navazani
vapniku aequorin podstupuje konformacéni zménu. Transformuje
se na oxygenazu, ktera oxiduje coelenterazin. Produktem této
reakce je svétlo ( Amax = 470 nm), CO2 a coelenteramid [38]. Jestli
se v blizkosti nachazi chromofor GFP, tak dochazi k prenosu
energie z aequorinu na GFP a nedochazi k emisi modrého svétla,
ale zeleného. Jednim z nejefektivnéjSich pfenosti energie mezi
donorem a akceptorem je BRET (z angl. Bioluminiscence
Resonance Energy Transfer), jenZ byl pozorovan u mnohych

interakci fotoproteinti a GFP.

Aequorin se diky této reakci hojné vyuziva pfi zjiStovani
pfitomnosti vapniku v zivych organismech. Takto byla objevena
pfitomnost vapenatych iontt1 ve svalovych vlaknech Ashleyem a
Ridgwayem v roce 1968. Strukturu téchto proteinti muzeme vidét

na obr. 11.
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Obr. 11. - A) Struktura aequorinu [16], B) Struktura GFP [17].

V roce 1987 D. Prasher vyuzil GFP jako fluorescencni znacky
pro sledovani molekul. Prihlédneme-li k velikosti proteinu, které
jsou viditelné pouze elektronovym mikroskopem, muze byt velmi
vyhodné na néj navazat GFP a sledovat fluorescenci, ¢imz miiZzeme
urcit jeho polohu. OvSem pfipojeni GFP k proteinu predstavuje

komplikovany problém.

2.3.2Uprava a transfekce
Veskeré informace o proteinech jsou zakédovany v DNA. Pokud
organizmus potfebuje nové proteiny, dochazi k transkripci DNA na
RNA a poté k proteosyntéze a vzniku nového proteinu. DNA
obsahuje tzv. stop kodon, ktery ukoncuje transkripci. D. Prasher
vyuzil tohoto stop kodonu a zabudoval pred né&j isek DNA, z néhoz
po transkripci a proteosyntéze vznikne GFP. Tento jev zachycuje

obr. 12.
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Obr. 12. - Schéma zabudovani genu pro napojeni GFP [18,19].

Proces, pfi kterém dopravujeme cizi geneticky material ve formé
DNA ¢i RNA do eukaryotické bunky, nazyvame transfekce. Vyuziva
se zejména pfi studiu vyznamu a regulace proteinil a porozumeéni
mechanizmu jejich drah [41]. Existuje nékolik rtiznych metod
transfekce, kdy se pouziva napr. elektroporéza, virové vektory

nebo kalcium fosfatova metoda.

Podivame se blize na metodu virovych vektorti. K dopraveni
ciziho genetického materialu do bunky je mozné vyuzit viry. Ty
jsou vsudypritomné a napadaji vétSinu zivych organizmu (archea,
bakterie i eukarioty), pficemz jen malé procento znich je
patogennich. Jsou schopny dopravit geneticky material jak v DNA
forme, tak i v RNA. Jejich pouziti se neomezuje pouze na umeélé
tkané, ale i na zivé organizmy. Jejich vysoka ucinnost transfekce a
nasledné exprese je dé€la jednim z nejefektivnéjSich transportért
genetického materialu do hostitelské bunky. Virovy vektor je
oznaceni pro vir, na jehoz cirkularni genom se navazala cizoroda

cast, ktera napft. vyvola syntézu GFP pri translaci.

Pfi méreni vyuzivame lentiviralni vektory. Prvni zminka o jejich

uspésSném pouziti pri transfekci je z roku 2006 [42]. Doposud
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existuji tfi generace lentiviralnich vektor a jejich prvni generace
byla odvozena z HIV. Ve vétSiné lidskych bunék se ukazuje prvni
generace UCIinnéjSi nez ty ostatni jak pfi transdukci, tak pfi
expresi. To ovSem neplati napf. u neuront nebo u koznich

pigmentovych buneék.

Ke znaceni vnitfni mitochondrialni membrany pouzivame
mitochondrialni protein Eos (mtEos), ktery se napojuje na
sekvenci COX4 a spontanneé tvori tetramer. Jako vektor pro vlozeni
mtEos do bunky vyuzivame lentiviralni vektor pLenti6.3/V5-DEST
(Invitrogen, San Diego, CA). Pro znaceni vné€jSi membrany
mitochondrii vyuzivame FIS-Eos, ktery je napojen na stejnou

sekvenci i vektor jako mtEos.
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Obr. 13. - Excitacni a emisni spektrum fluorescence mtEos [43]. Zelena kfivka
zobrazuje excitacni a emisni spektrum pfirodniho mtEOS. Po ozafeni svétlem
blizkym UV dochazi k fotokonverzi a excitactni i emisni spektrum se posouva

k cervené strané spektra.
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3 Fyzikalni cast
3.1 Zaklady optické mikroskopie
Na uvod musime poznamenat, ze vétSina obrazkt v této
kapitole pochazi z webovych stranek prednich mikroskopickych
spolec¢nosti, jakymi je Olympus, Carl Zeiss ¢i Nikon. Informace
z jejich vyukovych materialti jsou na dobré urovni a predstavuji

ekvivalent solidnich ucebnic mikroskopie.

Prvni, komu se podafilo popsat fyzikalni podstatu rozliSovaci
schopnosti objektivlli optickych mikroskopti, byl némecky fyzik
Ernst Abbe, ktery roku 1873 publikoval praci o teorii cocek. V ni

odvodil vztah pro rozliSovaci limit optické mikroskopie.

A

d = sind) M)

V tomto vztahu A predstavuje vlnovou délku svétla, n index
lomu svétla a A je maximalni thel, pod nimz vstupuji paprsky do
objektivu, viz obr. 14. Soucinu indexu lomu a sinu uhlu A se fika

numericka apertura (NA).
NA = nsin(4) (2)

Kdyz vyuzijeme k popisu Rayleighovu teorii, dostaneme
obdobnou hodnotu pro teoretickou rozliSovaci schopnost

objektivu. Pro zobrazovani nekoherentnim svétlem plati:

0,614
d=

NA (3)

-17-



NA = (n)sin(y)
(a) p=7° NA=0.12
(b) p = 20°NA=0.34
(c) p = 60°NA =0.87

(a) (b)
_—

LP

Obr. 14. - Schéma numerické apertury [20].

Objektivy délime na tfi zakladni typy:

e achromatické,
e fluoritoveé,

e apochromatické.

Tyto objektivy se lisi poCtem a typem cocek, ze kterych jsou

slozeny a které velmi ovliviiuji barevnou vadu cocky.

Barevna vada cocky je jev, jenz vznika v dusledku odliSného
indexu lomu pro svétlo o rtiznych vlnovych délkach, a diky tomu
existuji rizna ohniska pro rtizné barvy svétla. Tuto vadu nelze
zcela odstranit, ale 1ze ji alespon korigovat. Podle toho, jak vyrazné

potfebujeme barevnou vadu korigovat, si vybirame objektiv.

Achromatické objektivy predstavuji nejjednodussi stupen
korekce barevné vady. Materialy a tvary cocek jsou vybrany tak,
aby se ohniska modrého a cerveného svétla prekryvala. OvSem

ostatni barvy zustavaji stale nekorigované.

Pokud budeme potrebovat korigovat barevnou vadu o néco
lépe, mtzeme pouzit fluoritovy objektiv pro korekci dvou az ctyr
barev. Apochromaticky objektiv mtize korigovat barevnou vadu az

pro pét barev. Obecné muizeme fici, ze apochromatické objektivy
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jsou nejkvalitnéjsi, ovSem také mnejdrazsi. Kvalita fluoritovych
objektivii zaostava za apochromatickymi jen nepatrné, ale

z financ¢niho hlediska jsou vyhodnéjsi.

10x achromat i 10x apochromat

Obr. 15. - Konstrukce objektivu [26].

Zavislost vzdalenosti obrazu na vlnové délce svétla muzeme
pozorovat na obr. 16. Zde je jasné patrny markantni rozdil nejen
mezi achromatem a nekorigovanou cockou, ale také mezi

achromatem a apochromatem.
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Obr. 16. - Objektivy pro korekci barevné vady [27,28].
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3.2 Fotoluminiscence

Proces, pfi kterém excitovana molekula nachazejici se
v termodynamicky nerovnovazném stavu vyzari svétlo, se nazyva
luminiscence. Molekuly mohou byt uvedeny do excitovaného stavu
riznymi zpusoby. Mutizeme vyuzit mechanickych procesu (tfeni),
chemickych procesti nebo elektromagnetického zareni. Jestlize
k excitaci molekuly vyuzijeme svétlo nebo UV zareni, pak mluvime
o fotoluminiscenci. Podle vzniku emitujiciho zafeni mutiZeme
fotoluminiscencii rozdélit na dvé zakladni skupiny - fluorescenci a
fosforescenci. Prvni odpovida prechodim 2ze singletnich
excitovanych stavi do stavu zakladnich a druha emisi ze stavu
tripletnich. Ty vznikaji interkombinac¢ni konverzi (nezafivym

prechodem) z puvodnich singletnich excitovanych stavu.

Protoze jsou energie stacionarnich stavu elektront kvantované,
muze molekula absorbovat pouze svétlo o urcité frekvenci. Kdyz
vyneseme do grafu zavislost absorpéniho koeficientu na vlnové
délce, dostavame absorpcéni spektrum dané molekuly, obr. 17. Po
urcité dobé dochazi kopétovhému prechodu elektronu
z excitované hladiny do zakladniho stavu. Tento jev muze byt
doprovazen vyzafenim fotonu o vlnové délce, ktera odpovida
rozdilu energii zakladniho a excitovaného stavu. Pokud vyneseme
do grafu zavislost intenzity fluorescence (pocet fotont za Cas, resp.
energie za Cas) pfipadajici na jednotkovy interval vinovych délek,
dostavame emisni spektrum dané molekuly. Toto spektrum je
oproti absorpcnimu spektru posunuto k vétSim vlnovym délkam,
coz znamena, ze emitované fotony maji mensi energii nez fotony
absorbované. Rozdilu vlnovych délek emisniho a absorpcéniho

maxima se fika Stokesuv posuv.
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Vinova délka
Obr. 17. - Excitac¢ni a emisni spektrum a Stokesuv posuv [24].
Jednoduchy a prehledny zptsob jak znazornit energetické

hladiny a procesy spojené s fotoluminiscenci je 2znam jako

Jablonského diagram.

Excltace Excnovany singletni stav N
(Absorpce) s 3 — Vibraéni
1018 sekund ®2? energetické stavy
[ 0
R § Vnitini konverze
Vnitini konverze A
a 3 Opozdena
vibraéni relaxace S1 3 fluorescence
(107101 sec) °
Fluorescence

(10°°- 107 Sec)
()

Vnitini prechod
Vysvécovani Sipteat
prechod
Nozafvo Fosforescence
fechod
o 3 (10- 102 Sec)
S 2
01
0

Zakladni stav

Obr. 18. - Jablonského diagram [21], podle typu Sipek mutiZeme rozpoznat zafivé
(rovné Sipky) a nezafivé (vlnité Sipky) pfechody. Pfi vnitini konverzi a vibra¢ni relaxaci
predava elektron pfebytecnou energii do svého okoli. V kondenzovanych fazich tento
prechod trva 10-14 — 10-1! s. Oproti tomu vnitini pfechod (mezisystémova konverze)
nastava mezi dvéma hladinami o rozdilnych multiplicitach (singlet-triplet i triplet-singlet).
Tento prechod je z hlediska spinu zakazan a dochazi k nému pomoci spin-orbitalni

interakce. Proto se elektron udrzi v tripletnim stavu déle nez v singletnim (10-3—- 102 s).
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Druhé dulezité pravidlo, jenz nesmime opomenout, je Kashovo-
Vavilovo pravidlo, nékdy téz nazyvano pouze Vavilovo. Toto
pravidlo nam fika, ze kvantovy vytézek luminiscence a doba, po
kterou se elektron nachazi v excitovaném stavu, jsou nezavislé na

frekvenci excitujiciho zareni.

3.3 Fluorescencni mikroskopie

Prvni fluorescen¢ni mikroskop byl vyroben némeckymi fyziky A.
Koéhlerem a C. Reichertem kolem roku 1912. OvSem nejvetsi
rozmach fluorescenc¢nich mikroskopti nastal ve 40. letech 20.
stoleti, kdy Albert Coons objevil techniku barveni biologickych
objektu fluorescenénimi znackami a Stanislav von Provazek vyuzil

fluorescencni mikroskop ke sledovani zivych, fixovanych bunék.

Fluorescen¢ni mikroskop je velmi sofistikovany prfistroj, jenz
obsahuje celou fadu komponentli. V této praci si zminime pouze
nejzakladnéjSi komponenty, které jsou pro nas experiment

dulezité. Cely mikroskop je vyobrazeny na obr. 19.

Filtratni

Halogenova
zarivka

- Kondenzorovy pilif

Korekéni
aparatura

pozorovaci
valec

Délic svétla

Kamerovy
systém

Excitacni lampa

Elektronika
mikroskopu

Zaogtfovaci dlo
Zrca i
s mikroskopu

Obr. 19. — Konstrukce invertovaného fluorescen¢niho mikroskopu [22].
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Moderni fluorescenc¢ni mikroskopy vyuzivaji episkopické
(reflexni) osviceni. Jedna se o takové vedeni excitacniho svétla od
zdroje na vzorek a vedeni luminiscence od vzorku k detektoru, kdy
jsou oba svazky vjednom useku vedeny spolecné. Tato
konfigurace je mozna pouze diky odrazu svétla na dichroickém

zrcadle, obr. 20.

Emise

Emisni

Blok fitr

filtrd

Zdroj
*+= syétia

Otocny zasobnik i

Dichroické
zrcadlo q\

Hlavice
Kondenzor
a objektiv

.s
e

—

Excitacni filtr

Vzorek

Obr. 20. - Ozafovani vzorku pomoci dichroického zrcadla [23].

Toto zrcadlo neslouzi jen k odrazu excitacniho svétla na vzorek,
ale ma také funkci barevného filtru, protoze emitované zareni
propusti dale na detektor, ale odrazené emitujici svétlo ne. Stejné
tak napomaha k omezeni pozadi. OvSem samotné dichroické
zrcadlo by nestacilo. Pro presné€jsi vymezeni vlnovych délek
excitacniho a emisniho svétla se pouzivaji optické filtry. Ty velmi
efektivné propousti pouze urcCitou cast spektra a ty ostatni
potlacuji. Na obr. 21. vidime ukazkovy graf propustnosti
dichroického zrcadla spolecné s excitatnim a emisnim filtrem
v zavislosti na vlnové délce. Existuje spousta filtrhi a zrcadel o
ruznych kvalitach a musime si dat pozor, abychom nevybrali jejich

nevhodnou kombinaci.
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Obr. 21. - Propustnost dichroického zrcadla, emisniho a excitacniho filtru [25].

Faktorem, ktery napomaha ke zvétSeni numerické apertury, a
tim veétsi rozliSovaci schopnosti, je vyuziti olejové imerze. Vyuziva
se olej o stejném indexu lomu, jaky ma sklo, a proto dochazi
ke zvétsSeni numerické apertury. Navic na rozhrani olej-sklo
nedochazi k totalnimu odrazu svétla. Je dobré si uvédomit, ze pri
pouzivani objektivli s numerickou aperturou vétsi nez 0,4 musime

uvazovat i s lomem svétla na krycim sklicku.

OvSem jakmile chceme pozorovat biologické preparaty, které
vétSinou obsahuji vétsi mnozstvi vody a jsou tlustsi, je lepsi pouzit
vodni imerzi misto olejové. Kdyz se objekt nachazi na krycim skle,
nepozorujeme zadny problém. Pokud se ovSem vzorek malinko od
kryciho sklicka odlepi, dochazi ke ztraté kontrastu, a ¢im hloubéji
se pokusime zaostfit, tim bude rozostreni markantnéjsi. Priichod
paprskll je zobrazen na obr. 22., kde vidime, ze pfi pouziti vodni

imerze dochazi k mensimu odklonu paprskt nez u olejové.
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Obr. 22. - Olejova vs. vodni imerze [29].

Obr. 23. zachycuje zménu kontrastu obrazu pfi zobrazeni
periodicky opakujiciho se obrazu v zavislosti na prostoroveée
frekvenci v rznych hloubkach vodniho vzorku. Je vidét velky

rozdil mezi vodni a olejovou imerzi.

Vodni imerze Olejova imerze
108 w= Teoreticky 108 -T%%reticky
— Bez vodni — z vodni
§ 80 . vrstvy 3_2‘ 80 . bkt
660 ¢80 mikronu | & g » 50 mikron(
5 4 4153 mikront 5 i
20 20
0 0
0o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5§ 6

Prostorova frekvence(1/ um) Prostorova frekvence(1/ ym)
Obr. 23. — Ubytek kontrastu olejové imerze [30].

Dalsi vztah, ktery si zminime, je zvétSeni objektivu. To je
dtlezité ptfi vypoctu hloubky ostrosti, jenz nam fika, jak tlustou
vrstvu vzorku uvidime ostre, pfi daném zaostfeni. Vypocita se
podle vztahu (4) a vidime, ze ¢im vétsi zvétSeni budeme mit, tim

l1épe budeme moci pozorovat tenci vrstvu.

An nNA

e 4)
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A je vlnova délka, n index lomu, NA numericka apertura, M
zvétSeni objektivu a e je nejmensSi vzdalenost, jez muze byt

zaznamenana detektorem.

Pro intenzitu svétla dopadajici na detektor po priachodu

luminiscen¢nim mikroskopem plati fadova rovnost (5).

NA*

"~ ®)

NA je numericka apertura a M je zvétSeni objektivu.

Kdyz prihlédneme k tomu, Ze v apochromatické objektivu se
nachazi priblizné 7 cocek s rozhranim vzduch - sklo, coz
predstavuje 14 odrazovych ploch a kazda zeslabi svétlo priblizné o
4 %, pak po prichodu klesne intenzita pfiblizné na 56 % ptvodni
intenzity. Proto jsou c¢ocCky potazeny vrstvou z dielektrického

materialu, ktery snizuje odrazivost cocky.

3.4 FPALM

3.4.1 Zakladni principy

Hlavni vyznam fluorescencni fotoaktivovatelné lokaliza¢ni
mikroskopie (FPALM) je schopnost lokalizovat a zobrazovat
fotoaktivovatelné fluorescencni proteiny s rozliSenim, jez je
v fadech 10 nm, a to by podle Rayleighova kritéria nemélo byt
dosazitelné pomoci optického mikroskopu. Existuji dva razné
optické systémy, které vyuzivaji FPALM ke konstrukci 3D obrazu.
Axialni rozliSeni byva priblizné 3krat horsi nez lateralni, ale i tak

se stale nachazi pod Rayleighovym kritériem.

Tato metoda ovSem neni proveditelna s libovolnym
fotoaktivovatelnym fluorescencnim proteinem. Takovy protein

musi splnovat nasledujici podminky:
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1. mira spontannich pfechodti z aktivované do neaktivované
formy musi byt mensi nez mira svétlem fizenych prechodt;

2. pro ireverzibilni fotoaktivaci musi byt kvantovy vytézek
fotovybélovani konec¢ny, a pokud jej vynasobime mirou
excitace v saturovaném stavu, musi byt mira fotovybélovani
vétsi nebo rovna mire fotoaktivace;

3. pro reverzibilni fotoaktivaci musi byt soucet miry
fotovybélovani a svétlem rizené deaktivace vétSi nebo roven
mire fotoaktivace;

4. praumérny pocet detekovanych fotont na jednu molekulu
pred fotovybélenim musi byt dostatecné velky pro zlepSeni
rozliSeni;

5. fluorescence proteinu v neaktivnim stavu musi byt mala ve

srovnani s fluorescenci aktivniho stavu [39].

Pokud protein spliuje pfedchozi podminky, muzeme jej vyuzit
pro jedno molekulovou lokalizacni mikroskopii (Single-Molecule
Localization Microscopy), ktera je zakladnim principem FPALM.

Jeji nazorna ukazka je na obr. 24.

Neaktivované molekuly Aktivované molekuly X

”, B
J i— R, , “Lobrazované molekuly.
Y

s

g

/

Obr. 24. - Princip jednomolekulové lokalizacni mikroskopie [40].
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Abychom byly schopni nastavit a udrzet podminky meéfeni
v souladu s nutnymi predpoklady, musime vybrat spravny protein.

Proto se nyni blize seznamime s kinetikou aktivace proteinu.

3.4.2Kinetika aktivace

Proces aktivace a vybélovani mtizeme shrnout do nasledujiciho

schématu.

k,®, + kg k,®,
N ——2 A4 —V (6)
kpc

N nam wudava pocet proteinl v neaktivovaném stavu, A

v aktivované formé a Vje pocet nenavratné vybélenych proteinu.
ka je mira fizené aktivace, ko mira spontanni aktivace, kpc mira
spontanni a svétlem fizené inaktivace a kx predstavuje miru
vybélovani. ®a, resp. Pv jsou kvantove vytézky aktivace, resp.
vybélovani. Nyni si vyjadfime ¢asovou zménu stavl, ve kterych se

protein muize nachazet.

dN
dt —N (kP + ko) + kpcA ™)
dA
E: —Akx(DV‘l‘N(kA(DA +k0) _kBCA (8)
v
E = AkchV (9)

Nyni je tfeba si uvédomit, ze miry ka a kx miizeme nastavit tak,
aby vztah (8) byl nulovy. ReSenim soustavy rovnic (7 - 9) za téchto

podminek dostaneme nasledujici vztah.

k,®, + k
Az(AA o)

10
ky®gp + kg (10)

Timto nastavenim docilime neménného poctu aktivovanych

proteinti, ktery si muUizeme na pocatku méfeni stanovit. Nami

urceny pocet by meél byt dostatecné velky, abychom splnili
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podminku 4, a zaroven dostatecné maly, abychom minimalizovali
pravdépodobnost emise dvou proteint, jejichz vzajemna

vzdalenost je mensi nez Rayleighova vzdalenost (3).

Kdyz splnime vSechny pfedchozich podminky, budeme moci

povazovat zdroje fluorescence (proteiny) za bodové zdroje.

3.4.3 Konstrukce FPALM

Konstrukce FPALM mikroskopt pro 3D zobrazeni je limitovana
faktem, Zze jsme schopni detekce pouze ve 2D. K urCeni axialni
souradnice proteinu muzZeme vyuzit dva ruzné zpusoby, jejichz
fyzikalni podstata je ovSem totozna. Musime rozostrit 2D difrakéni
obrazec, ktery dostavame na CCD detektoru. Nejvétsi problém
nasledné analyzy rozostfeného obrazu je axialni symetrie
distribuce intenzity fluorescence. V poloze zje 2D obrazec totozny
s pozici —z (v pfipadé perfektniho mikroskopu). K poruSeni této
symetrie miizeme pouzit astigmatické usporadani systému nebo
biplane usporadani. Obé tato usporadani jsou na obr. 25.

Astigmatické

C) Vzorek : ®)
. obj g FP CL L, Ly |
N
F ol M Biplane
T 1 (c) M, “FP
M*——— T T cep

Obr. 25. - Schéma optické konstrukce FPALM [31], FA — apertura; L — ¢ocky; N —
neutralni déli¢ paprska; M — zrcadla; CL — cylindricka ¢ocka; D — dichroické zrcadla; TL —
tube lens; FP - zaostfovaci rovina; F — pasmovy filtr. (a) zjednoduSené jadro mikroskopu
s prazdnym okénkem pro dané uspofadani; (b) astigmatické usporadani; (c) biplane
usporadani

Vlozenim cylindrické c¢ocky do svételné drahy dojde
k eliptickému protazeni distribuce intenzity v jednom lateralnim
sméru, ¢imz se porusi symetrie a tak mulizeme zpracovavat

vysledny obraz [32,33].
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Biplane metoda je zalozena na prodlouzeni casti paprsku o
danou délku pomoci polopropustného zrcadla. Tim nam vznikne
druhy obraz, ktery je zaostfen na jinou hloubku, jez je dana
drahovym posunem. Soubézna detekce takto vzniklych obrazt

nam umoznuje analyzovat obraz a rekonstruovat 3D obraz [34,35].

3.4.4 Rozlisovaci schopnost FPALM
RozliSovaci schopnost biplane FPALM mikroskopu mutizeme
rozdélit dveé casti — lateralni (v plose XY) a axialni (v ploSe XZ a YZ).
Pro odvozeni a vypocet je jednodusSsi lateralni rozliSovaci
schopnost. Pro vypocet axialni rozliSovaci schopnosti jsme
nenalezli zadny zdroj. Detailni odvozeni lateralni rozliSovaci
schopnosti provedl R. E. Thompson a spol. [36]. My si zde zminime

pouze zakladni principy.

Vychazime z bézné statistické formule pro standardni chybu.

SZ

((A0)%) =+ (11)

Ax je chyba v lokalizaci, s je standardni deviace funkce bodové
odezvy (PSF) a N je pocet detekovanych fotonti. Pro pfesnéjsi
vypocet odchylky musime zapocitat i chybu, ktera je zpusobena
tzv. pixelovym Sumem, jenz je dusledkem konecné velikosti
jednoho pixelu na CCD c¢ipu. Velikost tohoto Sumu je rovna a2/12,
kde a je velikost jednoho pixelu. Pixelovy Sum negativné ovlivanuje

vyslednou lokalizaci fluoreskujiciho bodu.

Poslednim faktorem, ktery vyraznéji ovlivinuje lateralni presnost
meéfeni, je Sum pozadi. Ten je zpusoben detekci fotonu, jez
nemuseji nutné pochazet od zkoumané castice. UrcCeni Sumu
pozadi je komplikované€jsi, a proto si uvedeme pouze vyslednou

rovnici.

4n[1ts3h?

<(Ax)2>pozadi = aN?2

(12)
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a je velikost pixelu, sje standardni odchylka PSF a b je
konstanta Sumu pozadi. Celkova odchylka lokalizace pro jednu

dimenzi je popsana nasledujici rovnici.

s?+a?/12 N 4\/1ts3b?

N aN?2 (13)

((Ax)?) =

Lateralni lokalizace je ovSem dvoudimenzionalni, a tak musime
vztah (12) upravit.

s?+a?/12 8ms*b?

N + 2ZN2 (14)

((Ax)?) =
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4 Prakticka cast

Drive nez se pustime k popisu metod meéfeni a jejich
vyhodnoceni, musime si pripomenout, Ze veSkera naSe prace je
provadéna na jednom z prvnich prototypta biplane FPALM
mikroskopti. Dal§i obdobny pfistroj se v Evropé nachazi pouze
v Curychu. Spolupracujeme s vyrobcem pristroje a softwaru na
jejich zdokonalovani, odladovani a opravach ptripadnych chyb a
nedostatkt. Taktéz kultivace bunék a jednotlivé kroky pfi pfiprave

vzorkl jsou ve fazi vyvoje a testovani.

Nasim primarnim cilem je zobrazit vnitfni a vnéjsi membrany
mitochondrii a endoplazmatického retikula. Dale chceme nalézt
vhodné metody pro pfipravu vzorkd, zobrazovani a zpracovani
obrazu tak, aby bylo prokazatelné navazani proteinu na vnitini,
resp. vnéj$i membranu, pripadné stanoveni fyzikalnich parametr,
jakymi jsou prumér a délka. Nas cil se rozsifil o studium bunék

v normoxickém a hypoxickém stavu.

4.1 Vutara

Spole¢nost Vutara, Inc. byla zalozena 22. 1. 2010 v USA ve
meésté Salt Lake City, UT. Zabyva se studiem struktury a procesu
bunék na molekularni irovni pomoci mikroskopu Vutara SR-200.
Tento prvni mikroskop se super rozliSenim je jedinym produktem

Vutary.

4.1.1Vutara SR-200
Jako zdroje zareni systém vyuziva tri lasery o vlnovych délkach
405 nm (crystalaser, Reno, Andor Technology, South Windsor,
CT), 488 nm (Innova 70, Coherent Inc., Santa Clara, CA) a 556 nm
(Laserglow, Toronto, ON, Canada). Laserové paprsky jsou
optickymi vlakny spolecné vedeny do akusticko-opticky
laditelného filtru (AOTFnC-400.650, AA Opto-Electronic, Orsay

Cedex, France) a nasledné do BCU (z angl. Beam Conditioning
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Unit), kde dochazi k odstranéni nechténé koherence paprsku.
Svétlo je vedeno pres obdélnikovou aperturu na vicehrané
dichroické zrcadlo (Di01-R405/488/561/635, Semrock,
Rochester, NY) a nasledné skrz objektiv (Plan-Apo 63x/1,2w, Carl

Zeiss Micrkolmaging, Inc., Thornwood, NY) na vzorek.

Fluorescence je shromazdovana objektivem a prochazi skrz
dichroické zrcadlo a multispektralni pasovy filtr (FFO1 -
446/523/600/677-25, Semrock, Rochester, NY) na déli¢ svazku.
Svazek je rozdélen dichroickym zrcadlem a dvéma pasovymi
spektralnimi filtry na dva svazky o rtznych vlnovych délkach.
Kazdy ztéchto svazki je pak dale rozdélen pomoci
polopropustného zrcadla na dva dalsi svazky, které kvuili odliSnym
délkam optické drahy vytvareji na detektoru dva obrazy vybrané
roviny vzorku — obraz zaostfeny a rozostfeny, které jsou soubézné
detekovany EM-CCD detektorem (iXon DU897DCS-BV, Andor
Technology, South Windsor, CT). Diky tomuto rozdéleni muzeme
detekovat dvé riaznobarevné fluorescence soubézné s vysokym

rozliSenim. Schéma mikroskopu je na obr. 26.

Cotka

Apertura

Rozostfena

rovina
£l

Cotka

Vzorek I
/ Deli¢ svazku 1

.......... i EM-CCD
Objektiv 1
1

detektor
Filtr K
]

L
& 1
Cocka M i

; .

———

Deéli¢ svazku

Dichroické zrcadlo Dichroické zrcadlo

Filtr

Filtry

Obr. 26. - Schéma mikroskopu Vutara SR-200.
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Mikroskop je umistén v tmavé mistnosti s cernymi sténami na

antivibracnim stole. Teplota je udrzovana na konstantni hodnoté

24°C a meéreni probiha za tmy, aby se minimalizoval Sum pozadi.

Obr. 27. — Méfici laboratof a biplane mikroskop Vutara SR-200.

4.1.2Software a jeho odladéni

Spole¢nost Vutara, Inc. vytvafi i software pro zobrazeni a
nasledné zpracovani nameérenych dat Vutara SRX. Program pro
jednoduché prohlizeni obrazku je verejné dostupny na jejich webu
[37]. OvSem pro samotné meéreni vyuzivame plnohodnotnou verzi
programu, ktera neni verejné pristupna. Samotny program nema
vysoké naroky na vykon pocitaCe, ale protoze pro minimalizaci
odchylky meéfeni je dobré detekovat co nejvice fotonti, viz rovnice
(14), samotna meéreni trvaji kolem jedné hodiny a velikost takto
ziskanych dat muze dosahnout i 25 GB na jedno meéfeni. Tento

velky objem dat je zapficinén ukladanim kazdého detekovaného
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obrazu z CCD detektoru. Jeden snimek ma 512 kB a béhem

meéreni ziskame fadové desetitisice snimku.

Pred samotnym meérenim je tfeba proveést kalibraci programu a
nastaveni optimalni PSF. Tato kalibrace se provadi na
fluorescenc¢nich kvantovych teckach o priiméru 100 nm. Program
podle naméfenych udaji automaticky vypocita optimalni PSF a tu
nasledné aplikuje pfi urCovani soufadnic jednotlivych proteinti z
naméfeného vzorku. Jakym zpusobem program stanovuje PSF,
nam nebylo spolecnosti prozrazeno a nemame moznost ziskat ani

matematicky predpis vysledné PSF.

Kratce po zakoupeni nebyl systém dobfe odladén a chybélo mu
nékolik zasadnich funkci, které byly na naSi zadost doplnény.
Nejprve jsme neméli moznost vidét ani graf PSF v jednotlivych
osach, coz jsme povazovali za zasadni problém. Program také umeél
ukladat pouze vSechna nameéfena data do jednoho velkého
souboru typu csv. Nemohli jsme si vybrat mensSi oblast naseho
zajmu a exportovat pouze ji. Timto vybérem se zmensi naroky na

hardware a zpracovani probiha rychleji.

Abychom byli schopni oveérit, Zze se fluorescencni proteiny
opravdu nachazeji na spravnych membranach, museli jsme
software obohatit o moznost zobrazeni histogramu pozic castic

v libovolnych osach.

Pro nékteré metody zpracovani byl export do csv souboru
neprakticky (tabulka dvaceti tfi sloupcti na nékolik tisic radkn).
Proto jsme si zazadali o doplnéni moznosti exportu jako rastrovych
obrazkli. Nyni muiiZzeme exportovat data ve formatu tiff. Navic
program umoznuje nastavit pocet pixelt1 na jeden mikrometr od 1
do 128. Taktéz pocet fez v roviné XY je nastavitelny od 1 do 128.
Soucasti kazdého exportu je textovy soubor, jenz obsahuje

informace o rozliSeni obrazku a rozmeéry realné exportované oblasti
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v nanometrech. Tento soubor je nesmirné dulezity pro dalsi

zpracovani.

Automaticky se provadi filtrace Spatné detekovanych bodu.
Presny zplsob této filtrace nam bohuzel také neni znam. [ pfi
spravné kalibraci tato filtrace vylouci priblizné tfetinu ziskanych
bodu. Pocet nepouzitelnych bodu je velmi nahodny jev, ktery je
ovlivhén nepravidelnym ristem bunky a UspéSnosti transfekce a

fixace bunky. Miru filtrace si mtizeme nastavit ru¢né od 0 do 100

%, coz je zachyceno na obr. 28.
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Obr. 28. — Pohled na data pfi filtru 80 % a 0 % v roviné a) XY, b) XZ, c) levy
horni nadhled. Barevné schéma je dle velikosti soufadnice v ose z. PfedevS§im z b) a c) je
patrny vyznam filtru, kdyz téméf tretinu vSech bodu odfiltruje.




4.2 Material a kultivace

4.2.1Chemikalie

Dimethylsulfoxid (DMSO) - Sigma-Aldrich, cCistota >99,9 %,
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) - Invitrogen, Glutamin
- Sigma-Aldrich, Cistota >99,9 %, Fetalni teleci sérum — Gibco, 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES)
Sigma-Aldrich, cistota >99,5 %, Penicilin/streptomycin — Sigma-
Aldrich; Polylysin — Sigma-Aldrich, Glukoéza — Sigma-Aldrich, Solny
fosfatovy pufru (PBS z anglického Phosphate Buffered Salin) -
Invitrogen, Trypsin - Sigma-Aldrich, Kyselina ethylendiamin-
tetraoctova (EDTA z anglického ethylenediamine- tetraacetic acid)
- Invitrogen, Lipofectamin 2000 transfection reagent — Invitrogen,
E-xtremeGENE 9 DNA transfection reagent - Roche, 32%
paraformaldehyd (PFA) - Electron microscopy science, 8%
glutaraldehyd (GA) - Electron microscopy science, Borohydrat
sodny — Sigma-Aldrich, ¢istota >98,5 %.

4.2.2 Pfiprava bunék
K méfeni pouzivame lidské jaterni bunky linie ECACC
85011430. Bunky jsou uskladnény ve zmrazovacim meédiu.
Abychom omezili riziko vzniku krystalické formace bunék,
pridavame S % (v/v) dimethylsulfoxidu (DMSO). Poté jsou pri
koncentraci priblizné 10° bunék na 1 ml roztoku pozvolna

zamrazovany rychlosti 1°C/hod, dokud teplota neklesne na -80°C.

Pfi rozmrazovani se ampule s bunkami rychle rozmrazi ve vodni
lazni o teploté 37°C. Obsah prelejeme do nové ampule s 5 ml
vhodného media a centrifugujeme 10 minut pfi relativni
centrifugacni sile 200-220 rcf. Pak odsajeme staré medium a
pfidame 5-10 ml nového. Dukladné suspenzi protfepeme a mame

pfipravené bunky k vysevu.
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Bunky po rozmrazeni neni vhodné ihned pouzivat k meéreni.
Nejprve nechame bunky mnozit v lahvickach nebo Petriho
miskach a az po prvnim déleni, tzv. pasazi, jsou bunky pouzitelné

k méreni.

Z bunék odsajeme medium, pfidame 1 ml PBS a po chvilce
odsajeme. Poté pfidame roztok trypsinu a EDTA v poméru 1:1.
Takto pripraveny roztok nechame 5 minut v termostatu a poté
lehce protrepeme. Opatrné odsajeme medium a pridame S5 ml
nového. Spocitame bunky pomoci automatického sc¢itace bunék
(Invitrogen Countess, Automated Cell Counter). Na 1,5 mm kryci
sklicko pokryté slabou vrstvou poly-L-lysinu kapneme dvakrat 250
pl suspenze bunék od stredu ven. Takto pripraveny vzorek
nechame 10 minut odstat a pak velice opatrné pridame 2,5 — 3,5

ml media.

Bunky se kultivuji na krycich sklech v DMEM bez glukézy. Do
meédia jsme pridavali 3 mM glutaminu, 5% (v/v) fetalni teleci
sérum, 10 mM HEPES, 100 IU/ml penicilinu a 100 pg/ml
streptomycinu. Jako zdroje uhliku jsme pouzivali bud glukézu pti
dvou riuznych koncentracich (25 mM nebo 5 mM), nebo smés
galaktozy (10mM) a glutaminu (2mM). Nasledné jsou vzorky
vlozeny do termostatu o teploté 37°C, kde je vzduch zvlhceny a
obsahuje 5 % COz. Bunky jsou teoreticky schopny se mnozit
libovolné dlouho, ale doporucuje se po patnacté pasazi bunky

vymeénit za nove.

Normoxické bunky jsou kultivovany pfi normalnim mnozstvi
kysliku (tj. 21 %). Hypoxické bunky maji mnozstvi kysliku po
urcCitou dobu snizené na S %, coz u nich vyvolava stresovou

situaci.

Z pocatku feSeni prace jsme pfi transfekci vyuzivali transfekéni

Cinidlo x-tremeGENE 9 DNA. Transfekcni ucinnost byla dobra,
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Pocet ¢astic

ovSem bunky na c¢inidlo Spatné reagovaly. Scvrkavaly se a
nepusobily pfirozené. Proto jsme zkusili pouzit lipofectamin 2000,
jehoz ucinnost se ukazala jen o trochu nizsi, ale k bunkam je

mirnéjsi a ty jej lépe snasi.

Také jsme museli zajistit a oveérit, zda nami pouzivany
lentiviralni vektor (pLenti6.3/V5-DEST) opravdu vlozi danou
sekvenci na spravné misto v DNA a zda je vznikly protein vazan
v mitochondrialni membrané a ne jinde. Abychom byli schopni
tuto skutecnost oveérit, museli jsme opét trochu vyladit software od
Vutary. Pomoci histogramu polohy c¢astic, jsme byli schopni urcit,
zdali je protein navazan na vnitfni nebo na vnéjSi membraneé.
Jakmile je vétSina nameéfenych bodu uprostfed vlakna, jedna se o

nameéfeni vnitfni membrany. Pokud méfime vné&jSi membranu,

meéla by byt hustota bodu veétsi po okrajich. Tento jev je na obr.

29. a 30.
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Obr. 29. — Ovéfeni rozloZzeni mt-EOSu v mitochondrialnim vlakné. Histogram
zachycuje rozlozeni poctu cCastic pfi jejich promitnuti do osy x. NejvétSi hustota je ve
stfedu vlakna, a to znaci vaznost na vnitfni membranu.
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Obr. 30. — Ovéfeni rozlozeni FIS-EOSu v mitochondrialnim vlakné. Histogram
zachycuje rozlozeni poctu ¢astic pfi jejich promitnuti do osy x. NejvétSi hustota proteinu
je po krajich, kde se na osu x promitne vétSi ¢ast povrchu valce, coz svéd¢i o navazani
proteinu na povrchu valce, tudiz na vnéjsi membraneé.
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4.3 Metody zpracovani dat
Ke zpracovani vystupu ze softwaru Vutara SRX, Inc. vyuzivame
program Amira od spolecnosti VSG (Visualization Sciences Group).
Amira je software pro 3D analyzu a vizualizaci fyzikalnich,
chemickych a biomedicinskych dat a ma Siroké pole plisobnosti.
Jeji pole ptisobnosti se rozsifilo v roce 2012, kdy spole¢nost VSG
skoupila FEI, jez je jednim z nejvyznamnéjSich vyrobcu

elektronovych mikroskopt.

Amira je velmi flexibilni, takze k vizualizaci namérenych dat a
pfipadné k urceni rozmért vlaken muzeme vyuzit vychozi data jak
ve formatu csv, tak rastrovych obrazka typu tiff. V prabéhu
zpracovavani se ukazalo, ze pro mtEos, ktery slouzi k zobrazovani
vnitfni membrany, je vyhodnéjSi vychazet z rastrovych obrazku.
Ovsem pfi analyze dat pro FIS-Eos, jenz slouzi k zobrazeni vné;jsi

membrany, musime pouzivat vyhradné data z formatu csv.

4.3.1Analyza rastrovych obrazku
Nejprve si ukazeme analyzu dat =ziskanych z rastrovych
obrazkl, jez je pouzitelna pouze pro zobrazeni vnitini
mitochondrialni membrany (mt-Eos). RozliSeni exportu je

nastaveno na 128 pixeltl/pum v roviné XY a na 64 rezu v ose Z.

Pti nahravani obrazktl do Amiry musime zadat velikost jednoho
voxelu. Voxel je obdoba pixelu, ale ve 3D. Tyto parametry
nalezneme v textovém souboru, ktery je soucasti kazdého exportu,
a uvedeme realné rozmeéry voxelu ve vSech trech osach. Tento krok
je velmi dulezity, protoze pfi Spatnych rozmérech voxelu nam

budou vSechny vysledky vychazet Spatneé.

Na obrazky aplikujeme funkci Amiry, jez se jmenuje Gaussian
smoothing. Jedna se o konvoluci obrazu s jadrem Gaussova filtru.
Konvoluéni jadro mutizeme nastavit jako 2D nebo 3D. Poté

nastavime jeho velikosti v riznych osach a aplikujeme na obrazky.
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Obr. 31. - Srovnani naméfenych dat a) po aplikaci funkce Gaussian smoothing,
b) bez aplikace funkce Gaussian smoothing.
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Nyni prichazi aplikace funkce, kterou nelze pouzit na data typu
csv. Autoskeleton je modul zahrnujici nékolik vypocetnich operaci.
Nejprve se podle nami nastavené prahové citlivosti vypocita mapa
vzdalenosti pro jednotlivé segmenty obrazu. Poté na zakladé
poklesu intenzity svétla je obraz rozdélen na jednotliva vlakna.
Tato kostra voxell je pretransformovana na finalni objekt typu
SpatialGraph. Tento objekt v sobé obsahuje informace o

vzdalenostech hrani¢nich bodli a muzeme pomoci nich urcit

tloustku vlaken. Mtizeme vyuzit funkci vyhlazeni vlaken.

Obr. 32. — Srovnani vyhlazené a nevyhlazené kfivky modulu Skeleton v roviné
XY.
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Obr. 33. - Srovnani vyhlazené a nevyhlazené kfivky modulu Skeleton v roviné

Nyni musime jednotliva vlakna identifikovat. K tomuto ucelu
Amira obsahuje specialni méd - filamenta editor. Vysledkem je
tabulka obsahujici stredni délky a poloméry jednotlivych
segmentl, celkovou délku, polomér a objem vlakna. Pro urceni
polomeéru v realnych jednotkach musime nastavit tube scale faktor
a jim polomeér vynasobit. Nastaveni tohoto faktoru se provadi

rucné a to tak, ze porovname Autoskeleton a rastrové obrazky.
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Obr. 34. — A) Grafické znazornéni vliken z naméfenych dat B) Separovana
vlakna pomoci filamenta editoru.
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4.3.2 Analyza csv souboru

Ke zpracovani meéreni mitochondrii barvenych FIS-EOSem
nemuUzeme pouzit stejnou metodu jako pfi aplikaci mtEOSu. To
z toho duavodu, ze pri aplikaci funkce Skeleton na rastrové obrazky
dochazi k hrubym nepresnostem pfi segmentaci mapy vzdalenosti.
ZapriCinila to omezena vyuzitelnost funkce Skeleton, ktera je
zrejmé€ navrzena ke zpracovavani pouze plnych vlaken a nikoliv
dutych. Proto musime ke zpracovani dat z vnéjsi mitochondrialni

sité pristupovat jinak.

Obr. 35. — Vysledek aplikace funkce Skeleton na data ziskana za pouziti FIS-
EOSu.

Naméfena data mlizeme exportovat z programu Vutara SRX i
do excelovského souboru typu csv. Zpracovani za pomoci csv
soubort by méla byt pfesnéjsi nez pfi exportu dat do tiff obrazk,
protoze pracujeme pfimo se soufadnicemi bodll a nejsme omezeni

rozliSenim.
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Zpracovani opét budeme provadét v programu Amira Visage
Imaging, Inc. Poté, co si prevedeme csv soubor na format, se
kterym Amira lépe pracuje, vybereme si oblast bodi, jez tvofi nami

zkoumané vlakno. Pfi tomto vybéru muzeme eliminovat body,

které zcela zfejmé nejsou soucasti vlakna.

Obr. 36. - Vjbér oblasti zkoumani.

Nyni vyuzijeme funkci Point Wrap, jez nam ,obali“ vybrané
body orientovanou nadpolchou trojuhelnikti, ktera nam simuluje
zkoumané vlakno. Kdyz mame tuto nadplochu, program je

schopen vypocitat jeji povrch a objem, jenZz ohranicuje. Nasledujici
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obrazky zachycuji pfechod od bodd k orientované nadploSe

trojuhelniku.

Obr. 37. — Tvorba orientované nadplochy a) naméfena data, b) tvorba sité, c)
celistva nadplocha.
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Kvili rozmazani v axialnim sméru maji priarezy vlaken tvar
elipsy. Proto pro urceni délky vlakna aproximujeme vlakno na
valec, jehoz podstavou je elipsa. Nyni si vybereme nékolik tisekt
vlakna a zmeérime délku hlavni a vedlejsi osy elipsy. Stanovime si
prumérnou hodnotu délky hlavni a vedlej$i osy a pak si uréime
jejich pomeér x.

(15)

__a
=3

a je délka hlavni poloosy a b je délka vedlejsi poloosy.

Protoze zname objem a plochu vlakna, vychazime ze vzorcu pro
jejich vypocet, kde ovSem vystupuji tfi neznamé a, b, . Abychom

se jedné z nich zbavili, zavedli jsme pomér poloos x.
V=mabl (16)
lje délka valce a je délka hlavni poloosy a b vedlejsi.

Vztah pro plochu valce s eliptickou podstavou bude trochu
komplikované;jsi:
S =2mab + oy | 17)

Obvod elipsy oe;i si muizeme urcit pomoci eliptického integralu,

anebo souctem nekonecné rady.

e GEE] e

a je délka hlavni poloosy a ¢ je Ciselna excentricita, pro kterou

Opli = 2ma

plati:
, €
P2=—=l-—==1—— (19)

V naSem pripadé jsme se spokojili s castecnym souctem do 4.

radu. Kdyz si z rovnice (16) vyjadfime délku a dosadime do vztahu
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(17) a nasledné dosadime i obvod elipsy, dostavame kubickou

rovnici pro délku hlavni poloosy a.

2_(135)2(1‘712)3

246 5

24

=0 (20)

1
1., S 1) 1 132(1—x—z)
omgat=sar2v|i-(3) (1-3) - (33) ~—3

Ted jsme schopni si urcit délku hlavni a vedlejsi poloosy, pri

zachovaném pomeéru a délku celého vlakna.
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5 Vysledky
Nyni si ukazeme aplikaci vySe zminénych metod na nami

porizena data.

5.1 Vnitfni membrana

Nejprve se zameéfime na zobrazovani vnitfni mitochondrialni
membrany. K jejimu znaceni vyuzivame mtEOS a ziskana data
exportujeme v podobé rastrovych obrazkti a aplikujeme prvni
metodu. Vysledny obraz je na obr. 38. Vybrali jsme si Ctyfi vlakna,
u kterych jsme vypocitali fyzikalni parametry. Ty jsou znaceny
Cisly 1 az 4.

Obr. 38. — Separovana vlakna pomoci filamenta editoru.
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Hodnoty, které jsou urceny modulem Autoskeleton, jsou

zaznaceny v tab. 1.

Vlakno | Polomér | Scale faktor | Polomér [nm] | Délka [pm]
1 60,0 1,73 103,8 3,05

2 84,8 1,89 160,3 7,64

3 133,3 1,64 218,6 20,81

4 216,9 1,54 334,0 4,66

Tab. 1. - Fyzikalni parametry mitochondrialnich vliken znacenych mtEOS
metodou rastovanych obrazku. Data ziskana z Amiry jsou v prvnich dvou sloupcich.
Skutecné rozméry vlaken jsou v poslednich dvou sloupcich.

Na nasledujicich obrazcich jsou nahledy na namérena data
v programu Vutara SRX, abychom byli schopni porovnat
vypocitané hodnoty s naméfenymi. Program neumoznuje provadét
dvé meéreni soubézné, a proto jsou vSechna vlakna zobrazena

dvakrat, nejprve pfi méreni délky a nasledné pak i Sirky.

Obr. 39. - Délka a Sifka vlakna 1 z programu Vutara SRX.
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Obr. 41. - Délka a Sifka vlakna 3 z programu Vutara SRX.
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Obr. 42. — Délka a Sifka vlakna 4 z programu Vutara SRX.

Pfi porovnani vypocitanych 1udaju a zméfenych udaju
v softwaru dochazime k predpokladu, Ze tato metoda je presnéjsi
pfi urcovani rozméru uzsSich a kratSich vlaken. K obdobnému
zavéru jsme dospéli i pfi aplikaci metody na nékolik malo
cytoskeletalnich aktinovych vlaken, jejichz tloustka se pohybovala
okolo 7 nm. Tento predpoklad neni zatim doloZzen dostatecnym

poctem dat pro statistické vyhodnoceni.
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5.2 Vnéjsi membrana

Urceni parametri mitochondrialnich vlaken pomoci markeru

pro vnéj$i membranu provedeme na Ctyfech vlaknech, ktera jsou

na obr. 43.

Obr. 43. - Délka vlaken 1 - 4 z programu Vutara SRX.

v [pm3] S [pmz] Azmer bomer % Avypoc bvypoé 1
[nm] | [nm] [am] | [nm] | [nm]

0,4491 6,2255 240 116 2,066 | 235 114 5324
0,2157 4,0642 117 103 1,131 | 115 102 5840
0,5683 6,6272 250 119 2,102 | 287 136 4626

1,3912 14,041 316 196 1,608 | 268 166 9944

N W] N

Tab. 2. - Fyzikalni parametry mitochondrialnich vliken metodou csv souboru.
V druhém a tfetim sloupci jsou objem a povrch, které ziskame z Amiry. Ve ¢tvrtém a patém
sloupci jsou zméfené poloosy a v Sestém je jejich pomér. V poslednich tfech sloupcich jsou
vypocitané hodnoty poloos a délka vlakna.
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Vypocitané fyzikalni veliciny pro vlakna 1 a 3 se shoduji
s naméfenymi hodnotami z Vutary SRX. U vlakna 2 je patrna
odchylka pfi urceni délky, i kdyz prihlédneme k zaktiveni vlakna.
U vlakna 4 pozorujeme jiz znatelnou odchylku od nameéfené
hodnoty, prestoze je vlakno rovné. U této metody jsme doposud
nevypozorovali zadnou souvislost velikosti chyby a tloustky

vlakna, jak tomu bylo u prvni metody.

5.3 Zobrazovani endoplazmatického retikula
Pfi stanovovani cili prace jsme planovali zobrazovani
endoplazmatického retikula jaternich bunék. V pribéhu feSeni
tohoto ukolu jsme ovSem nebyli schopni naleznout vhodny
fluorescencni protein, diky kterému bychom ER byli schopni

zobrazit.

Ocekavali jsme, ze se nam podafi zobrazit ER s velkym
rozliSenim a byli bychom schopni pozorovat jednotlivé jeho zahyby.
Toto ocekavani jsme neptrimo vyvratili pomoci zobrazovani vnitini
mitochondrialni sité, kde se nam také nepodarilo zobrazit
jednotlivé kristy, které maji priblizné srovnatelnou velikost. Tato

skutecnost je patrna na obr. 35 — 36 a 43.

5.4 Hypoxické vs. normoxické bunky

V prubéhu feSeni diplomové prace se nas cil zkoumani mirné
rozSifil. VSimli jsme si totiz, Zze na fyzikalni parametry
mitochondrialni sité i na jeji spojitost maji znacny vliv stresove
podminky pfi kultivaci. Nasi modelovou situaci, pro vyvolani
stresu bylo omezeni mnozstvi kysliku. Dle prubéznych vysledk,
jez jeSté nejsou podlozeny dostatecnym statistickym souborem
dat, vSe ukazuje na tendenci zuzovani a shlukovani az trhani site,
v prvnich minutach po vloZeni do prostoru s mensim mnozstvim

kysliku, viz obr. 44.
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Obr. 44. — Srovnani mitochondrialni sité buiiky normoxické (horni) a buiiky po 2
hodinach v hypoxii (dolni), které byly kultivovany spoleéné.
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Kdyz ovsem nechame bunku v hypoxii déle, dojde k né¢emu, co
bychom nazvali adaptaci na snizené mnozstvi kysliku.
Mitochondrie se prestanou shlukovat a opét vytvori sit. Ta je

ovSem jemneé€jsi nez u normoxické bunky, viz obr. 45.

Obr. 45. - Znovu obnoveni mitochondrialni sité po 3 dnech v hypoxii.

Protoze pfi FPALM jsou bunky fixované, nemtizeme sledovat
pusobeni hypoxie postupem ¢asu na jedné a téze bunce. Z tohoto
dtivodu jsme vyuzili fluorescencni konfokalni mikroskop, ktery je
opatfen hypoxickym boxem. Ten nam umoznuje meéfeni
fluorescence prfi hypoxii. Konfokalni mikroskop sice nema pod
difrakeéni rozliSeni, ale mitochondrialni sit je i tak zretelna. Na obr.
46 — 50. si vSimnéme sité dolni bunky (vyznacena bilou Sipkou).
Z pocatku je opravdu tvofena menSim poctem tlustSich a
kompaktnégjSich vlaken. Na poslednim snimku (obr. 50) je jiz sit

znacné potrhana na mensi segmenty.
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Obr. 46. — Snimek z konfokalniho mikroskopu ¢tyf hepatocytu v normoxickém
stavu. Mitochondrialni sit je spojita a jednotliva vlakna jsou relativné tlusta.

Obr. 47. — Snimek z konfokalniho mikroskopu étyf hepatocytu po 5 minutach
v hypoxii. Nejsou patrny zadné vyrazné zmény ve struktufe mitochondrialni sité.
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Obr. 48. - Snimek z konfokalniho mikroskopu étyF hepatocyti po 20 minutach
v hypoxii. Mitochondrialni sit se za¢ina pozvolna shlukovat v malé chomacky a mirné
trhat.

Obr. 49. - Snimek z konfokalniho mikroskopu &tyf# hepatocyti po 30 minutach
v hypoxii. Mitochondrialni sit je jiz vice potrhana.
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Obr. 50. - Snimek z konfokalniho mikroskopu étyf hepatocyti po 75 minutach
v hypoxii. Mitochondrialni sit je velmi potrhana a vzniklé chuchvalce jsou tzké.
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5.5 Dvojbarevné zobrazovani
Po neuspéSném pokusu naleznout fluorescencni protein pro
oznaceni endoplazmatického retikula, jsme se zacali zabyvat
vyuzitim moznosti simultanniho nebo sekvenéniho dvojbarevného

zobrazovani, které nas mikroskop umoznuje.

Simultanni zobrazovani lze aplikovat pouze na proteiny, jejichz
hlavni emisni pasy se neprekryvaji. A to z toho duvodu, ze se
nejprve snima jeden cyklus pfi emisi prvniho proteinu a nasledné
se snima jeden cyklus emise druhého proteinu. Téchto cykli jsou

pfi meéreni radove stovky az tisice.

Oproti tomu sekvenéni zobrazovani se vyuziva u proteind,
jejichz emisni pasy se prekryvaji. Nejprve se snimaji vSechny cykly
prvniho proteinu, ktery musime uplné vysvitit (vybélit) a teprve

potom muizeme zacit zobrazovat druhy protein.

Doposud se nam podarilo vcelku UspéSné pouzit sekvencni
metody, protoze naSe proteiny maji velmi podobné emisni
spektrum. Pro dvojbarevné zobrazovani jsme pouzivali sekvenci na
bazi proteinu EOS (SSB EOS Pl) pro znaceni vnéjsi
mitochondrialni sité a TIM23 A647 na bazi proteinu Alexa 647 pro

znaceni nukleoidui.

Vysledky téchto naSich pokusu jsou na obr. 51.
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ceoxa .

Obr. 51. — Dvojbarevné zobrazeni vnéjSi mitochondrialni membrany (Cervené) a
nukleoidu (zelené).
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6 Diskuze

Pro urceni rozmérd mitochondrialnich vlaken, ktera maji
obarvenou vnitfni membranu, jsme objevili metodu, jez je
jednoducha a rychla. Jelikoz nevychazime z aproximace vlakna na
valec, muzeme zpracovavat ruzné klikata vlakna, jejichz prameér je
znacné promeénlivy, a chyba urceni pruméru a délky vlakna by
neméla byt znacné velka. Tento predpoklad neni ovSem potvrzeny
dostatecné velkym statistickym souborem dat a jak jsme si ukazali
na prikladu, vyznamnou roli muze sehrat i schopnost programu
zpracovavat tlusta a tenka vlakna, u nichz muze dochazet
ke znacnym odchylkam. Nevyhodou této metody je také to, ze
pracujeme s rastrovymi obrazky, které maji omezenou presnost.

Tato presnost je mensi nez pri praci s pfimo namérenymi daty.

Podivame-li se nyni na metodu pro zpracovani vlaken
s barvenou vnéjsi membranou, zjistime, Ze je znacné nepohodlna.
Jednak neni témeéf viibec automatizovana a c¢lovék musi rucné
vybirat oblasti zajmu a meérit délky poloos, ale také hlavné kvuli
predpokladu, Ze aproximace vlakna na valec neni dobfe pouzitelna
pro jina vlakna nez s nepfili§ promeénlivym polomérem. I kdyz jsme
se snazili vymyslet jednodussi metodu s aplikaci jinych programt
nez Amiry, bohuzel se nam nepodafilo naleznout 2zadnou
elegantnéjsi metodu, u které bychom mohli jeji vysledky povazovat
za pouzitelné. OvSem pro vlakna s pfiblizné konstantnim
polomérem se jevi jako velmi presna. Také musime podotknout, ze
mnozstvi zpracovanych dat nelze povazovat za dostatecné

k ucinéni jednoznacného zavéru.

Taktéz zpusob kultivace a predev§im transfekce nam zpocatku
velmi ovliviioval vysledky meéfeni. Od doby, kdy jsme zacali
pouzivat lipofektamin jako transfekcéni Cinidlo, se bunky jevi jako

stalé a zmeéna jejich tvaru a ucinnost transfekce uz pro nas
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nepredstavuji takové problémy jako v pocatecni fazi hledani

vhodného postupu.

Pri studiu tvaru mitochondrialnich siti ve stresovych situacich
jsme zjistili, Zze biplane FPALM neni optimalni metodou k jejich
zkoumani. PredevSim z toho dtivodu, Ze neumoznuje sledovat
zmény sité v Case. Také proces jejich nahodného rGstu u kazdé
bunky déla toto studium velmi obtiznym. Opét bychom museli mit
k dispozici velky statisticky soubor dat, abychom mohli udélat
zavery vlivu stresovych situaci na tvar mitochondrialni sité. Jak
jsme si vSak demonstrovali na prikladu normoxickych a
hypoxickych bunék, konfokalni mikroskopie je k prokazani jasné

délek vlaken.

Pokouseli jsme se studovat endoplazmatické retikulum, ale
béhem kratké doby vymezené na diplomovou praci se nam
nepodafilo najit spravny vektor a protein, kterym bychom mohli
znacit membrany endoplazmatického retikula. TaktéZz jsme hledali
fluorescencni proteiny o jinych excitacnich spektrech, nez maji
nami pouzivané fluorescencni proteiny tfidy EOS. Pomoci nich
jsme chteéli vyuzit moznost sekvencniho zobrazovani dvou rtiznych
proteinti. Pri téchto pokusech jsme zaznamenali dil¢i uspéchy a
v blizké budoucnosti bude mozné v laboratofi Dr. Jezka vyuzivat i

tato dvojbarevna zobrazovani.
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7 Zaveér

V prubéhu feSeni diplomové prace jsem se seznamil
s unikatnim fyzikalnim principem biplane FPALM mikroskopie.
V pocatecnich fazich diplomové prace jsem se musel naucit
kultivovat, transfekovat a fixovat tkanové bunky, obsluhovat a
provadét samostatna meéfeni na prototypu biplane FPALM
mikroskopu Vutara SR-200. K vyznamnym vysledktim této prace
patfi odladovani softwaru k mikroskopu Vutara SRX, ktery je stale
jesté spiSe vyvojovym typem nez béznym komercnim pristrojem.
Diky zminénému odladéni vyvojového softwaru bylo mozné
prokazat, 2ze dochazi k pozadované specifické lokalizaci
fluorescencnich proteint, a dale pak provadét rutinni zpracovani
vysledkti méfeni.

Za pomoci softwaru pro 3D vizualizaci Amira se podafilo
vytvorit a na mensim souboru dat aplikovat dvé metody pro urceni
fyzikalnich parametrd mitochondrialnich vlaken, ktera jsou
barvena fluorescenc¢nim proteinem mtEOS resp. FIS-EOS pro

znaceni vnitini resp. vné€jsi mitochondrialni membrany.

Obdobného uspéchu se bohuzel nepodarilo dosahnout v
experimentech zameéfenych na zobrazovani endoplazmatického
retikula. Konkrétné se mnepodarilo nalézt vhodny vektor a

fluorescencni protein k jeho znaceni.

V souvislosti s experimenty smeérujicimi k optimalizaci metody
biplane FPALM pfi zobrazovani mitochondrialnich siti byly
pozorovany zmeény tvaru mitochondrialni sité pfi stresovych
situacich. Zkoumali jsme pak tento jev pfi umeéle vyvolaném
definovaném stresu v podobé snizeni mnozstvi kysliku pfi méreni.
Bylo zjisténo, Ze za téchto podminek mitochondrialni sit ztraci
svoji konzistenci a fragmentuje se na mensi ¢asti. Pro studium
zminéného jevu se vSak vice osvédcila klasicka konfokalni

mikroskopie nez FPALM se super rozliSenim.
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Podarilo se objevit dva proteiny, které lze pouzit pro sekvencni
dvojbarevné zobrazovani vné€jSi mitochondrialni membrany a
nukleoidl. Tato metoda se ovSem bude muset jesté 1épe odladit.

Pfi meéreni fluorescencnich tecek bylo dosazeno rozliSovaci
schopnosti v lateralni roviné okolo 40 nm a v axialni 80 nm. Pri
zobrazovani mitochondrialni sité je rozliSovaci schopnost o néco

malo horsi.
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