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Abstrakt

Cilem této prace je poskytnout piehled metod vyuzivanych ke sledovani procesi v Zivych bunkach v realném
Case se zameéfenim na sledovani signalnich drah. Prvni, neobsdhlejSi ¢ast prace se zabyva metodami
vyuzivajicimi fluorescenci, poté se zminime také o bioluminiscenénich metodach a metodach nevyzadujicich
znaceni. V sekci o fluorescencnich metodach si nejprve predstavime typy fluoroforti a ptislusné zpisoby
znaceni. Nasledné se podivame na jednotlivé pristupy. Zatneme dvéma zplsoby designu biosenzord,
nasledovat budou tfi metody umoziujici sledovani kinetiky molekul, poté se sezndmime s metodou FLIM
vyuzivanou ke sledovani prostfedi kolem fluoroforu a skon¢ime s dvéma technikami vylepsujicimi rozliSeni.
U kazdé techniky si vysvétlime jeji princip a uvedeme si priklady vyuziti. Na zavér se podivame na piiklad
sledovani signélni drahy.

Kli¢ova slova

fluorescence, bioluminiscence, biosenzory, FRET, fotobélici techniky, FCS, FLIM, TIRF, superrezolucni
mikroskopie, signalni drahy

Abstract

This thesis aims to provide an overview of real-time live-cell imaging methods with a focus on the signalling
pathways. The first, most thorough section is about fluorescence methods and is followed by sections about
bioluminescence and label-free methods. In the fluorescence section, we will at first introduce the types of
fluorophores and respective labelling approaches. Subsequently, we will go through the individual techniques,
starting with single-fluorophore and FRET biosensors, continuing with kinetic modelling approaches, a FLIM
method used to detect changes in the cellular environment, and ending with two methods used to improve the
resolution. With each technique, we will shortly explain the working principle and look at the examples at
which this method was used. Finally, we will look at the example of live-cell imaging of one signalling

cascade.
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1 Uvod

Sledovani bunéénych procesti tvoii neodmyslitelnou soucdst védeckého vyzkumu. Pokud chceme 1épe
pochopit, jak funguji Zivé organismy, je uzite¢né prozkoumat jejich zakladni stavebni kameny — bunky. Na
rozdil od organismi samotnych, z nichz mnohé jsou pozorovatelné pouhym okem, jsou ovsem bunky pfili§
malé, a proto potfebujeme specidlni piistroje a pristupy, které ndm umozni prekonat rozliSeni lidského oka a
nahlédnout do taji bunécného svéta. Dllezitost téchto technik v bunécné biologii ilustruje i studie Reigoto et
al., kde autofi analyzou c¢lankti publikovanych v roce 2018 ve vybranych védeckych casopisech zjistili, ze

N

zhruba 90 % praci v bunécné biologickych casopisech zahrnovalo pouziti mikroskopie (Reigoto et al. 2021).

Mikroskopické techniky miizeme rozdelit na dvé hlavni skupiny podle toho, v jakém stavu bunky sleduji.
Prvni skupina technik pracuje s bunikami, které prosly fixaci. Takovéto bunky jsou jiz mrtvé, pricemz fixace
umoznuje buiiku a jeji obsah ,zamrazit® v ¢ase — pii pozorovani tak vidime moment, ve kterém se burika
nachdzela v okamzik fixace. Fixované bunky jsou nasledn¢ upravovany tak, aby bylo mozné vizualizovat
struktury zadjmu. Tento typ metod je mozné pouzit pro sledovani tkaiiovych fezd v histologii, vyuziva se pro
detekci lokalizace cilového proteinu pomoci imunohistochemie, a diky metodam elektronové mikroskopie,
které misto svétla vyuzivaji elektrony, nam umoziuje nahlédnout téméf az na rozliSeni jednotlivych atomut
(Smith 2008).

Cilem této prace je piedstavit druhou skupinu metod, a to techniky, jejichz objektem sledovani jsou zivé
bunky. Tyto metody maji oproti prvni jmenované skupin¢ dvé vyhody — umoziuji pozorovat dynamické déje
a maji mensi sklon ke vzniku artefaktii. Techniky zobrazujici fixované buiiky, a pfedev§im pak elektronova
mikroskopie, ndm mizou pfinést informace o struktufe bunéénych struktur, jako je naptiklad jaderny por.
Pokud ovsem chceme sledovat proces odehravajici se v ur€itém casovém rozmezi, poskytuje nam pozorovani
fixovanych bunék pouze omezené informace. Je to jako pfirovnavat divadelni pfedstaveni k fotografii
z divadelniho programu — fotografie ndm miize mnohé napoveédét o obsahu predstaveni, a pokud budeme mit
k dispozici fotografii vice, miizeme do jisté miry zrekonstruovat priubeh hry, nikdy ale z fotografii neziskame
tak uceleny obrazek, jako je zhlédnuti celé¢ hry. Druhou vyhodou sledovani zivych bungk oproti bunkdm
fixovanym je mensi pravdépodobnost tvorby tzv. artefaktd. Artefakty jsou struktury pozorovatelné na
fixovanych buiikach, které ovSem nejsou bunécného plivodu a v buiice se objevily az arteficidlné vlivem
fixace — jako priklad mizeme uvést tvorbu krystalkd z média. Hlavnim problémem artefaktd je to, Ze mize
dojit k jejich oznaceni za strukturu bunce vlastni, z ¢ehoz mohou byt nasledné vyvozovany mylné zavery.
Jelikoz pii fixaci jsou bunky vystaveny mnoha chemickym Cinidltim, je pravdépodobnost, Ze v buiikach dojde

k néjaké zmeéne, vetsi nez u zivych bunek, které jsou udrzovany v optimalnim prostiedi.

Jak jiz bylo feCeno, metody sledovani procesit v zivych bunkach jsou uzite¢né piedevsim pro zkoumani
dynamickych dé&jii odehravajicich se v buiice ¢i mezi buiikami. Mezi tyto déje patii signalizace a obecné
interakce mezi bunikami, pohyb bunék a jejich metabolismus. Jelikoz studii, které se zabyvaji sledovanim
bunécnych procest na zivych bunkach v redlném case, je velké mnozstvi, zaméetime se v resersi predev§im na

prace studujici signalni kaskady.

V prvni Casti této prace se seznamime s piistupy, které ke sledovani bunécnych procestt vyuzivaji
fluorescenci. Jelikoz se jedna o nejrozsahlejsi oblast, vénujeme ji nejvice prostoru. V dalSich dvou ¢astech se
zamefime na metody vyuZzivajici bioluminiscenci a metody nevyzadujici znaceni, jako jsou mikroskopie

s fazovym kontrastem ¢i mikroskopie vyuZivajici koherentni anti-Stokestiv Ramantv rozptyl.



2 Metody vyuzivajici fluorescenci
Fluorescence je d¢j, ke kterému dochazi pii interakci elektromagnetického zateni s elektrony v molekulach.

Tento d¢j 1ze vysvétlit pomoci Jablonského diagramu zndzornéného na obr. 1 (Jabtonstski 1933).
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Obr. 1 Jablonského diagram (S0, S1, T1 — energetické hladiny, 1 — absorpce, 2 — fluorescence, 3 — nezativy ptechod, 4 —
mezisystémovy piechod, 5 — fosforescence)

Elektrony v molekulach jsou umistény do energetickych hladin, jejichz rozestupy zavisi na charakteru dané
molekuly. Na diagramu jsou zakreslené tii energetické hladiny — SO, S1 a T1, pficemz ¢im vySe je dana
hladina, tim vyss$i energii ma elektron na této hladin€. Pokud na molekulu dopadé elektromagnetické zareni
o vhodné energii, mize dojit k absorpci fotonu elektronem z valen¢ni vrstvy (oznacené SO) a k presunu
elektronu do vyssi energetické hladiny (na obrdzku oznacena S1). Tento proces se oznacuje jako absorpce
(obr. 1 —dgj 1).

Po case dojde k ndvratu elektronu zpét do pivodni energetické hladiny (S0). K tomu mize dojit riznymi
zpUsoby. Prvni moznosti je vyzaieni fotonu o vinové délce odpovidajici rozdilu energie mezi hladinami S1 a

SO — tento jev se oznacuje jako fluorescence (obr. 1 —dégj 2).

Kromé fluorescence miize dojit i k jinym, konkurenénim procestim. Elektron miize energii predat nezativymi
ptechody, kdy nedojde k emisi fotonu, ale energie je disipovana ve formée tepla (obr. 1 — d&j 3). Tohoto se
vyuziva pti zhaSeni fluorescence pomoci tzv. zhasect (v anglické literatuie oznaceno jako quenchers). Dalsi
moznosti je mezisystémovy prechod (obr. 1 — d¢j 4), kdy se zméni vzajemna orientace spinti elektrond, coz
vede ke zméné energie dané hladiny (S1 ma vysSi energii nez T1). Nasledovat mize vyzareni fotonu (tzv.
fosforescence, obr. 1 — d&j 5), pfipadné nezafivy prechod. Pfechod do tripletového stavu je u fluoroforti ¢asto
nezadouci, jelikoz elektron v tomto stavu setrvava nasobné déle nez pii fluorescenci, a béhem této doby

fluorofor nemuze svitit.

2.1 Druhy fluorofori

Jako fluorofory se obvykle vyuzivaji latky, pro které vlnova délka fotonu vyzaren¢ho pii fluorescenci
(energeticky rozdil mezi S1 a S0) odpovida viditelnému svétlu. Pro zobrazovani zivych bunék je preferovano,
aby excitacni vlnova délka spadala do Cervené casti viditelného spektra, protoze tyto vinové délky maji mensi
energii a jsou tak mén¢é destruktivni. Vhodny fluorofor by mél dale mit co nejvétsi pomér fluorescence vici
nezafivym relaxacim (tento 0daj je vyjadfen kvantovym vytézkem), malou tendenci k mezisystémovému

piechodu a dobrou stabilitu (Herman et al. nedatovano).

Fluorofory pouzivané pro sledovani bunécnych déja v redlném case mizeme rozdelit do tii kategorii podle
charakteru fluoroforu — fluorescencni proteiny, organické fluorofory a anorganické fluorofory, kam spadaji

predevsim tzv. kvantové tecky (quantum dots).



2.1.1 Fluorescencni proteiny
Prvni vyznamnou skupinou fluroford jsou fluorescenéni proteiny. Jedna se o proteiny, které maji schopnost

fluoreskovat samy o sob¢ bez ptidani dalsiho fluoroforu.

Prvnim objevenym a pravdépodobné i nejznaméjsim fluorescencnim proteinem je zeleny fluorescencni
protein (anglicky green fluorescent protein — GFP). GFP byl objeven skupinou Shimomury et al. pti analyze
bioluminiscen¢niho proteinu aequorinu z meduzy Aequorea victoria. Ve studii z roku 1962 autofi zminuji, ze
spolu s aequorinem z meduzy izolovali i protein s vyraznou zelenou fluorescenci pii osviceni UV (Shimomura
et al. 1962). Dilezity prilom pro vyuziti GFP nastal v 90. letech, kdy Prasher et al. naklonovali gen pro GFP a
odhalili primarni strukturu produktu (Prasher et al. 1992). Zaroven byly publikovany studie ukazujici, ze
exprese GFP je mozna i v jinych organismech a nevyzaduje pfidani zadné dalsi slozky. Inouye & Tsuji et al.
exprimovali GFP v Escherichia coli (Inouye a Tsuji 1994) a Chalfie et al. vyuzili jak E. coli, tak
Caenorhabditis elegans jako eukaryoticky model (Chalfie et al. 1994; informace o GFP shrnuty v Tsien
1998). Tento objev ukazal, ze GFP je mozné exprimovat v jinych organismech, nez ze kterého pivodné

pochazi, a lze ho tak pouzit ke sledovani bun¢k a bunécnych procest.

V nasledujicich letech doslo jak k objevu novych fluorescencnich proteinti z jinych organismd, napi. DsRed
z zahavce Discosoma striata (Matz et al. 1999), tak k vyvoji novych variant odvozenych od jiz znadmych
fluorescencnich proteinti. K optimalizaci GFP pro fluorescenéni znaceni a vytvoreni tzv. vylepseného GFP
(enhanced GFP — EGFP) vedly napt. mutace umoziujici lepsi skladani GFP pii 37 °C, optimalizaci vyuziti
kodonti pro expresi v savéich bunkach ¢i mutace zpusobujici redukci dvou excitacnich maxim na jedno
(Cormack et al. 1996).

Velké mnozstvi fluorescencnich proteinti véetné GFP ma strukturu -barelu (ob¢as oznacovana i jako B-can,
jelikoz tvarem pfipomina plechovku), pfiCemz c¢ast zodpovédna za fluorescenci je slozena z nékolika
aminokyselin a nachazi se ve stiedu p-barelu. Struktura GFP je vyobrazena na obr. 2A. Fluorescencni ¢ast

GFP — p-hydroxybenzylidenimidazolinon (obr. 2B) — je sloZena ze tff aminokyselin — Ser65, Tyr66 a Gly67.
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Obr. 2 (A) Terciarni struktura zeleného fluorescencniho proteinu (GFP) a (B) vlastni fluorofor GFP p-hydroxybenzylidenimidazolinon
(oboje ptevzato z https://www.fpbase.org/protein/avgfp/ 1. 4. 2020)

Proteiny s podobnou strukturou se fadi do superrodiny proteinii podobnych GFP (GFP-like superfamily), do

které patii mimo jiné i DsRed a od n¢j odvozené fluorescencni proteiny (Shagin et al. 2004).

Existuji ale 1 fluorescenéni proteiny, které nesdileji obvyklou strukturu f-barelu. Mezi né patii napf. nékteré
z proteinil pokryvajicich Cervenou a infracervenou ¢ast spektra, jako jsou napiiklad iFP2.0 nebo smURF (maly
ultracerveny fluorescencni protein — small ultra red fluorescent protein). Tyto proteiny ovSem nejsou plné

autonomni, jelikoz vyzaduji vazbu ZluCového barviva biliverdinu (Rodriguez et al. 2017).
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V soucasné dobé jsou znamy stovky az tisice fluorescencnich proteini pokryvajici velkou c¢ast viditelného
spektra. Informace o znadmych fluorescencnich proteinech jsou dostupné v oteviené databazi FPBase

(www.fpbase.org), kterou lze zarovein vyuzit k navrhovani experimentt.

Fluorescencni proteiny jsou v soucasnosti velmi vyuzivanym nastrojem. Jejich velkou vyhodou oproti jinym
skupindm fluorofort je to, Ze je mozné je produkovat v buiice vnesenim genu pro dany fluorescencni protein.
U takto geneticky upravenych bunék tak odpada potieba vpravovani externich fluoroforti a s tim i problém,

jak dostat fluorofor pfes bunéénou membranu, aniz by to buiiky poskodilo.

Geneticky kdédované fluorescencni proteiny je mozné vyuzit ke sledovani genové exprese. Tato myslenka byla
nadnesena uz ve studii Chalfieho et al., kde autofi zdtraziiovali fakt, ze pouziti GFP na rozdil od ostatnich v té
dob¢ pouzivanych metod nevyzaduje vpravovani substratu do bunky (Chalfie et al. 1994). Gen pro GFP je
mozné umistit pod kontrolu promotoru zajmu a tim sledovat jeho aktivitu. Toho bylo vyuzito napf. ve studii
Sunga et al., kde autofi zkoumali dynamiku NF-xB v makrofazich po expozici bakteridlnim
lipopolysacharidem (LPS). K tomu vyuzili fluorescencni protein mCherry spojeny s proteinovym motivem
PEST zpusobujicim rychlejsi degradaci, ktery umistili pod kontrolu promotoru TNF-o (Sung et al. 2014).

Fluorescencni proteiny je dale mozné vyuzivat ke sledovani pohybti a interakci proteind. Do burky je vpraven
geneticky konstrukt, ktery obsahuje gen pro fluorescencni protein spojeny s genem pro protein zajmu. Po
translaci se tak vytvoifi fuzni protein, ktery lze sledovat sledovanim fluorescen¢niho signalu. O metodach

vyuzivajicich fluorescenéni proteiny k sledovani dynamiky proteinti bude vice pojednano v dalsi ¢asti prace.

Prestoze mnohé fuzni proteiny si zachovavaji svou funkci, fluorescencni protein mtize ovlivnit skladani a
fungovani proteinu zajmu. Zde muze hrat roli i to, do jaké oblasti proteinu zdjmu je fluorescencni protein
vnesen. Dal§im problémem pii pouzivani fluorescencnich proteini muize predstavovat i tendence

k oligomerizaci, ktera muze dale ovlivnit fungovani proteinu zajmu.

Jednim z moznych feSeni, které napoméhd zachovani funkce proteinu zajmu, je pouziti tzv. rozdélenych
fluorescencnich proteind (split fluorescence proteins). Jak ndzev napovida, fluorescenéni protein je rozdélen
na dvé Casti, pficemz jedna Gast je pfipojena k proteinu zajmu, a zbytek je exprimovan nezavisle. Cést
pripojena k proteinu zajmu je tak mensi a predstavuje mensi prekazku ke slozeni do nativni konformace. Aby
mohl byt detekovan fluorescencni signal, musi dojit ke spojeni obou ¢asti a vytvoreni funkcniho fluoroforu.
Toho je mozné vyuzit i ke sledovani interakci proteinti, kdy je kazda cast pfipojena k jinému proteinu a az pfi

interakci téchto dvou proteinti dochazi k produkci fluorescence (Kamiyama et al. 2016).

Dal$im problémem pii vyuzivani fluorescencnich proteind je doba, po kterou dochazi ke skladani
fluorescencniho proteinu a protein jesSté neni fluorescencni. Tato doba miize ovlivnit naptiklad sledovani

exprese z konkrétniho promotoru, ptes ktery se exprimuje fluorescenéni protein.

Pouzivani fluorescencnich proteinti s sebou nese nckolik dal§ich problémli — mnohé z fluorescencnich
proteind jsou malo jasné, maji malou fotostabilitu, jsou zavislé na pH a potiebuji kyslik, coz zabranuje jejich
vyuziti v anaerobnich podminkach. Tyto parametry jsou stale vylepSovany vyvojem novych fluorescen¢nich
proteinti. Pfi navrhovani experimentt je ovSem tieba brat na tyto aspekty ohled (Specht et al. 2017; Rodriguez
et al. 2017; Jensen 2012).

2.1.2 Organické fluorofory
Druhou vyuzivanou skupinou jsou organické fluorofory. Jedna se o molekuly se systémem konjugovanych
dvojnych vazeb, ktery posouva jejich absorpcni a emisni maxima do viditelné Casti spektra. V soucasné dobé



existuje velké mnozstvi organickych fluorofort, z nichZ mnoh¢ jsou komerc¢né dostupné. Jako ptiklad uved’'me

fadu Alexa Fluor od firmy Invitrogen.

Vyhodou organickych fluorofort oproti fluorescen¢nim proteintim je jejich velikost, ktera se pohybuje kolem
1 nm, oproti 2 — 5 nm u primérmého fluorescencniho proteinu (van de Linde et al. 2013). Mnohé organické

fluoroforory jsou také jasnéjsi a stabilnéj$i v porovnani s fluorescenénimi proteiny.

e

Nevyhodou organickych fluoroforii je nutnost dopravovat je do buiiky z vnéjsi, jelikoz buiika neni schopna si
je sama vyrobit. Pokud chceme organické fluorofory vyuzit k vizualizaci konkrétnich struktur, je nutné je
pripojit k dané molekule a idealné zajistit, aby nepfipojené fluorofory nebyly fluorescencni, a tudiz

nevytvarely svételné pozadi, které by kazilo vyhodnocovani.

Béhem let bylo vyvinuto velké mnozstvi metod, jak pfipojit fluorescencni znacku k molekule zajmu. Tyto
metody mtzeme rozdélit do nékolika skupin — enzymatické znaCeni, znaCeni vyuzivajici peptidové tagy,

chemické znaceni a znaceni vyuZzivajici nepfirozenych aminokyselin.

Enzymatické znaceni mtizeme dale délit na dveé podskupiny, a to na tzv. sebeznacici ,self-labelling® znacky a

znaceni pomoci externiho enzymu.

Mezi sebeznacici znacky patii mimo jiné SNAP-tag, CLIP-tag, TMP-tag ¢i Halo-tag. U tohoto typu znaceni je
na protein zajmu geneticky piipojen protein (napiiklad halogen dehydrogendza u Halo-tag), ktery je schopen
reagovat s fluoroforem a piipojit ho sam na sebe — po pfidani fluoroforu tak dojde k oznaceni proteinu a tim i
proteinu zajmu. Vyhodou této metody v porovnani s jinym zpusoby ptipojovani organickych fluorofort je
velikost proteinu fuzovaného k proteinu zajmu, kterd podobné jako u fluorescencnich proteini muze
interferovat se spravnym skladanim ¢i funkci daného proteinu. Vyhodou je pomérné velkd rychlost a
selektivita znaceni.

Na rozdil od sebeznacicich znacek neni u znaceni pomoci externiho enzymu enzym pfipojen k proteinu zajmu.
K proteinu zajmu je pripojen pouze kratky peptid, ktery slouzi pro rozpoznani externim enzymem. Mezi tento
typ znaceni patii naptiklad vyuziti bakterialni biotin ligazy, ktera pfipojuje biotin na 15 aminokyselin dlouhou
peptidovou sekvenci. Takto znaCené misto lze nasledné vizualizovat pomoci streptavidinu fuzovaného
s fluorescencni znackou. Vyhodou tohoto pfistupu je mala velikost fuzni znacky, nevyhodou velké mnozstvi
komponent podilejicich se na znaceni, a v pfipad¢ biotin ligdzy i potencidlni pozadi vzniklé znacenim

endogenng biotinylovanych proteinti.

Do skupiny vyuzivajici peptidové tagy patii tetracysteinové a tetraserinové tagy. Tyto peptidové sekvence
jsou geneticky ptipojeny k proteinu zajmu a nekovalentné vazi fluroescen¢ni znacky. K peptidu obsahujici
tetracysteinovou sekvenci se pfipojuji znacky na bazi arsenu, napt. FiAsH, zatimco tetraserinova sekvence se
vaze k znaCkam obsahujicim bor, jako je napt. RhoBo. Vyhodou tohoto typu znaceni je mala velikost fizni
znacky a potencidlné mald mira fluorescencniho pozadi, jelikoz nenavazané znacky nejsou fluorescencni.
Problém muze predstavovat nespecifické znaceni podobnych sekvenci endogenné se vyskytujicich

v proteinech a potencialné toxické ti¢inky arsenu obsazeného ve znackach.

Chemické znaceni vyuziva reakei reaktivni skupiny umisténé na fluoroforu se skupinou obsazenou v molekule

zajmu. K chemickému znaceni lze vyuzit napiiklad aminové ¢i thiolové skupiny. Jelikoz se ale v buiice

vyskytuje velké mnoZzstvi molekul obsahujicich tyto skupiny, je toto znafeni znacné nespecifické, a tudiz

nevhodné pro pouziti v buiikach. Skupinou reakci relevantnich pro znaceni molekul v zivych buiikach je tzv.

klik chemie (v angli¢ting ,click chemistry‘), skupina chemickych reakci probihajicich s vysokym vytézkem a

stereospecifitou v mirnych reakénich podminkach (Kolb et al. 2001). Piikladem budiz cykloadice cyklooktynu
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s azidoskupinou, kterd byla pouzita ke sledovani dynamiky glykanu (Baskin et al. 2007). Jak je patrno
z piikladu, vyhodou téchto metod muze byt sledovani molekul neproteinového charakteru, dale také mala

velikost znacky.

Posledni skupinou diskutovanou v této praci jsou metody vyuzivajici nepfirozenych aminokyselin.
Fluorescen¢ni aminokyselina je do proteinu vpravena pfeménou amber stop kodonu (UAG) na kodon kodujici
danou aminokyselinu, pficemZ v buiice musi byt pfitomna tRNA s pfislusnym antikodonem a navazanou
fluorescencni aminokyselinou. Tuto metodu je mozné vyuzit i pro nepfimé znaceni, kdy je do proteinu
vpravena aminokyselina s vhodnou reaktivni skupinou, ke které je az postranslacné ptipojena fluorescencni
znacka (Hilderbrand 2010; Lavis a Raines 2014; Sahoo 2012; Specht et al. 2017; Wysocki a Lavis 2011).

2.1.3 Anorganické fluorofory — kvantové te¢ky
Tteti skupina fluoroford je anorganického plivodu — jedna se o tzv. kvantové tecky (v anglictiné ,quantum

dots'). Kvantové tecky jsou nanocastice slozené z polovodicového jadra, které je obaleno slupkou z jiného
polovodicového materialu, ktera chrani jadro pred degradaci ¢i oxidaci. Povrch nanocastice je pokryt vrstvou
napomahajici rozpustnosti ve vod¢ a umoziujici navazani na vizualizovanou strukturu. Povrch kvantové tecky

je mozné upravit napi. pomoci protilatek ¢i streptavidinu vazajiciho se na biotinylované proteiny.

Pivodcem fluorescence kvantovych tecek je polovodicové jadro, kde dochazi k pfechodu elektronu mezi
vodivostnim a valenénim pasem. VIlnova délka emitovaného zafeni je zavisla na velikosti jadra — vétsi jadro
odpovidd del§im vinovym délkdm. Velkou vyhodou kvantovych tecek oproti jinym druhiim fluoroforii je
Siroky pas vinovych délek, ve kterém je mozné kvantovou tecku excitovat, a zaroven uzké emisni spektrum.
Dal$imi vyhodami jsou velka jasnost, uniformni intenzita fluorescence ve vSech smérech a mala tendence

k fotobéleni (,fotobleachingu') umoznujici vizualizaci v fadech desitek sekund.

Nevyhodou kvantovych tecek je jejich velikost vtadu jednotek az desitek nanometrii (se zahrnutim
hydrata¢niho obalu), ktera zaroven znesnadiuje jejich intracelularni pouziti. Druhym problémem je obsah
tézkych kovi, jako jsou kadmium nebo olovo. Tyto prvky jsou obsazeny v jadru kvantové tecky, nejsou tak
v piimém kontaktu s obsahem buiky. Potencialné ovSem miize dojit k jejich uniknuti z kvantové tecky a
toxickému plisobeni na butiku (Resch-genger et al. 2008; Walling et al. 2009; Jensen 2013).

2.2 Piehled metod vyuzivajicich fluorescenci

2.2.1 Biosenzory zaloZené na jediném fluoroforu
Prvni skupina metod, kterou se budeme zabyvat, vyuziva ke sledovani procesi v bunkach jediného fluoroforu.

Nejjednodussi moznosti, jak sledovat pohyb molekuly v buiice, je opatfit molekulu zajmu fluoroforem, at’ uz
genetickou fuzi s fluorescenénim proteinem ¢i pripojenim fluoroforu jednou z metod diskutovanych
v predchozich oddilech. Toho bylo vyuzito napi. pro sledovani dynamiky cytoskeletu (Mimori-Kiyosue et al.
2000).

Pro sledovani dynamickych zmén v bufice, napf. pii studiu signalizacnich drah, je ovSem lep$i vyuzit
biosenzor, sestavajici se z Casti reportérové a Casti detekéni. Detekéni Cast je schopna zaznamenat zménu
sledovaného jevu, napf. zvySeni koncentrace Ca*", a ptedat tuto informaci reportérové &asti, ktera ji pievede
v zaznamenatelny signal (Ni et al. 2018). V této Casti se zabyvame piipady, kdy reportérovou ¢ast predstavuje

jediny fluorofor. V takovém piipadé je vétSinou zména zaznamenana jako nartst fluorescence.

Jednou z prvnich soucasti signalnich kaskad studovanych pomoci fluorescenéni mikroskopie byly vapenaté

kationty — dulezity druhy posel. Tato oblast se poji se jménem nobelisty Rogera Y. Tsiena, s nimz jsme se uz

setkali u pocatki studia GFP. V 80. letech predstavil sérii syntetickych vapenatych indikatorti zalozenych na
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chelatacnim cinidle EGTA (ethylenglykol-bis(f-aminoethylether)-N,N,N*,N*-tetraoctova kyselina) (Tsien
1980; 1981). Piestoze se jednalo o velky prulom ve sledovani vapenatych kationtt, takto vyvinuté biosenzory
mély nékolik limitaci, jako napiiklad kratkou excitacni vinovou délku ¢i nizky kvantovy vytézek a afinitu
k jinym iontim. V roce 1985 bylo proto publikovano Sest vylepSenych biosenzorli, mezi nimi i dodnes

popularni Fura-2, zndzornéna na obr. 3.
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Obr. 3 Biosenzor Ca?* Fura-2 (Ni et al. 2018)

Oproti piedchozi generaci poskytovaly tyto biosenzory silnéjsi signal a mensi afinitu k ostatnim ionttim. Dalsi
vyhodou byl posun excita¢ni vinové délky po vazbé vapenatého kationtu. Jak je ukazano na obr. 3, volny
biosenzor Fura-2 m4 excitaéni maximum 362 nm, pfi¢emz po vazbé Ca*" dojde k posunu maxima do 335 nm

(Grynkiewicz et al. 1985).

Dalsi prilom ve sledovani vapenatych iontll nastal s vyvojem fluorescencnich proteini a vytvorenim
geneticky kodovanych vépenatych indikatort (GECI — genetically encoded calcium indicators). Jedny
z prvnich GECI byly zalozeny na pouziti dvou fluorescencnich proteinti a Forsteroveé rezonan¢nim pfenosu
energie (FRET) — touto skupinou se budeme zabyvat v dalsi sekci. Mezi prvni biosenzory pouzivajici jediny
fluorescencni protein patii Camgarool (Baird et al. 1999), pericam (Nagai et al. 2001) a G-CaMP (Nakai et al.
2001). Tyto senzory jsou zaloZzeny na tzv. kruhoveé permutovaném fluorescencnim proteinu (cpFP — circularly
permuted fluorescent protein). To znamen4, Ze pivodni N- a C-konec fluorescen¢niho proteinu jsou spojeny, a

proteinové vlakno je prestfizeno na jiném konci, ¢imz dojde k vytvotreni novych koncti.

U biosenzoru Camgarool byl do EYFP vlozen kalmodulin, ktery slouzi jako detektor Ca*" a zarovei ve
volném stavu omezuje fluorescenci EYFP zménou konformace fluorescencniho proteinu. Jak je zobrazeno na
obr. 4, vazba Ca?* na kalmodulin vede ke spravnému slozeni EYFP a k 7- az 8-nasobnému vzristu
fluorescence (Baird et al. 1999).

+Ca

—

-

JJJ _Cag+ f’
Obr. 4 Biosenzor Ca2+ Camgarool (Pérez Koldenkova a Nagai 2013)

Biosenzory pericam a G-CaMP jsou zalozeny na stejném principu, liSi se akorat vyuzitim jiného
fluorescencéniho proteinu. Do cpFP je vloZen kalmodulin a peptid M13, ktery je odvozen od CaM-vazebné
oblasti kinazy lehkého fetézce myosinu. Po vazb& Ca?" na kalmodulin dochazi k vazbé M13 kalmodulinem a

nasledné k spravnému uspotradani fluoroforu a ke zvyseni fluorescence (Nagai et al. 2001; Nakai et al. 2001).

Fungovani G-CaMP, ktery obsahuje GFP, je ukazano na obr. 5.
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Obr. 5 Biosenzor Ca2+ G-CaMP (Ni et al. 2018)
Béhem nasledujicich let byly biosenzory dale vylepSovany a upravovany pro vyuziti v riiznych bunéénych
kompartmentech (Depaoli et al. 2019).

Dalsim dilezitym druhym poslem je cAMP. Prvni vyvinuté biosenzory cAMP fungovaly pomoci FRET, proto
se jim budeme vénovat az v dalsi sekci. Pozdé&ji byly vyvinuty i biosenzory zalozené na jediném fluoroforu —
jejich vyhodou je to, ze oproti ratiometrickym FRET biosenzorim, kde je potfeba soucasné sledovat dve
vlnové délky, staci pro intensiometrické jednofluoroforové biosenzory pozorovat pouze jedinou vinovou
délku. To umoziuje sledovat vice molekul sviticich v riznych vinovych délkach zaroven. Biosenzory pro
cAMP mohou byt zalozeny na inzerci nekterého z cAMP receptorti. Napiiklad EPAC (exchange protein
directly activated by cAMP) byl vyuzit mimo jiné pro konstrukci senzorti (Pink) Flamindo (Kitaguchi et al.
2013; Odaka et al. 2014; Harada et al. 2017), zatimco proteinkinaza A (PKA) je soucasti R-FlincA (Ohta et al.
2018) ¢i cAMPr (Hackley et al. 2018).

Podobné biosenzory byly vytvoieny i pro cGMP pfipojenim regulacni Casti proteinkinazy G (PKG), ktera
vaze cGMP ke kruhové permutovanému EGFP (Nausch et al. 2008).

Diacylglycerol (DAG) je druhym poslem zpiisobujicim aktivaci proteinkindzy C (PKC). Podobné jako u
cAMP a ¢cGMP, u biosenzorii DAG byla pfislusna kinaza — zde PKC — pfipojena k fluorescencnimu proteinu a
vyuzita k detekci DAG (Oancea a Meyer 1998; Oancea et al. 1998; Dries et al. 2007; Tewson et al. 2012).

Inozitol 1,4,5-trifosfat (IP3) je druhy posel, jehoz role v signalnich drahéch je propojena s Ca*". Na rozdil od
Ca®" je ovSem vyvoj biosenzord pro IP3 méné& pokrocily. Velka ¢ast biosenzort funguje na principu FRET.
Biosenzory vyuzivajici jediny fluorescenéni protein obsahuji pleckstrin-homologni doménu (PH) fosfolipazy
C, ktera vaze IP3 (Hirose et al. 1999).

Dulezitou roli v signalnich kaskadach hraji kinazy. VétSina biosenzorti kinazové aktivity vyuziva FRET.
Realizovany byly ovSem i systémy vyuzivajici jediného fluoroforu — do cirkularné permutovaného
fluorescencniho proteinu byl vlozen substrat pro studovanou kindzu a FHA1 — vazebnou doménu pro
fosforylovany peptid. Podobné jako u biosenzoru G-CaMP i zde detekce probihala konformacni zménou,
kterd upravila fluorescencni protein do spravného tvaru a zplsobila nartst fluorescence. Dlvodem
konformac¢ni zmény je zde fosforylace substratu sledovanou kinazou a nasledna vazba domény FHAI1 na
fosforylovany substrat. Timto zptsobem bylo detekovano fungovani nékolika kinaz — konkrétné PKA, PKC a
PKB (proteinkinaza B, také oznaCovana jako Akt) (Mehta et al. 2018). Jiny typ receptort kindzové aktivity
vyuzity napt. u Janus kinazy (JNK), p38, PKA, ¢i ERK vyuziva transport fluoroforu mezi cytoplazmou a
jadrem — k fluorescen¢nimu proteinu je piipojena sekvence s jadernym exportnim signalem (NES) a jadernym
lokaliza¢nim signalem (NLS). Fosforylace biosenzoru vede k potlaceni vlivu NLS a zvySeni vlivu NES, ¢imz

dojde k do¢asnému navyseni obsahu biosenzoru v cytoplazmé (Regot et al. 2014).



Dulezitou efektorovou soucasti signalnich kaskad je i zména genové exprese. Tu je mozné sledovat pomoci
fluorescencnich proteind umisténych pod vliv pfislusného promotoru. Toto nastaveni bylo pouzito v jiz
diskutovaném experimentu sledujicim dynamiku signalizace NF-xB, kdy byl fluorescenéni protein mCherry
umistén pod kontrolu promotoru TNF-a (Sung et al. 2014). Tento postup byl vyuZit i pro sledovani dynamiky
nadorového supresorového proteinu p53, kdy byl do jedné alely genu 7P53 vlozen gen pro fluorescencni
protein Venus, a nasledné byla sledovana uroven fluorescence v jadrech bunck oplsobenych cis-platinou
(Paek et al. 2016). Ke sledovani dynamiky transkripéniho faktoru NF-xB byl také pouzit fuzni protein RelA-
GFP, kde RelA je jedna z podjednotek NF-«kB. Buiiky byly vystaveny plisobeni LPS (Sung et al. 2014), resp.

TNF-a (Lee et al. 2016), nacez byl zaznamenavan transport znacené¢ho RelA do jadra.

2.2.2 Metody vyuzivajici Forsteriv rezonan¢ni prenos energie (FRET)
V ptedchozi sekci o biosenzorech vyuZzivajicich jediny fluorofor bylo né¢kolikrat zminéno, ze velka cast

biosenzorti pro danou molekulu ¢i proces vyuziva Forsteriv rezonancéni pienos energie (FRET). Nyni si

vysvétlime, jak FRET funguje, a podivame se na biosenzory, ve kterych je aplikovan.

Forsteriv rezonan¢ni prenos energie (Forster resonance energy transfer — FRET) je nezafivy pfenos energie
mezi excitovanym stavem donorového fluoroforu a zikladnim stavem akceptorového fluoroforu. Uginnost
FRET mezi dvéma fluorofory zavisi mimo jiné na jejich orientaci a vzdalenosti mezi donorem a akceptorem,
pricemz klesa se Sestou mocninou vzdalenosti. Proto FRET efektivné funguje jen na velmi kratké vzdalenosti,
zhruba do 10 nm.

Této vlastnosti se v praxi vyuziva pravé u metod vyuzivajicich FRET. Béhem experimentu jsou sledovany dva
fluorofory, pficemz je vzorek excitovan vinovou délkou odpovidajici excitanimu maximu donoru. Pokud
jsou fluorofory od sebe daleko, je zaznamendvan pouze signal odpovidajici emisni vinové délce donoru.
V okamziku, kdy se k sob¢ fluorofory dostanou dostate¢né blizko (kviili interakci dvou sledovanych proteinii
¢i zméné konformace biosenzoru), dojde k poklesu fluorescence donoru a narlstu fluorescence akceptoru

(Jares-Erijman a Jovin 2003). Tato zména je ukazana na obr. 6, kde je vyobrazen biosenzor Ca** cameleon.
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Obr. 6 Biosenzor Ca2+ cameleon (Ni et al. 2018)
I v této sekci zalneme s biosenzory véapenatych iontll. Prvnimi z biosenzort Ca®* vyuzivajicich FRET byly
FIP-CBswm, sestavajici se ze dvou fluorescencnich proteinti odvozenych od GFP (Cerveného a modrého)
propojenych CaM-vazebnou doménou z kindzy lehkého fetézce myosinu z hladkého svalu (Romoser et al.
1997), a indikatory cameleon, obsahujici modry/tyrkysovy fluorescencni protein, kalmodulin, kalmodulin
vazici peptid M13 a zeleny/Zluty fluorescencni protein (Miyawaki et al. 1997). U FIP-CBsm dochazi po
zvySeni koncentrace Ca** k vazb& kalmodulinu na CaM-vazebnou doménu, ¢imz dojde k oddéleni dvou
fluorescenénich proteinti a k peruseni FRET. U cameleon se Ca®" vaZe na kalmodulin obsazeny v biosenzoru,

coz naopak vede k ptiblizeni fluorofort a zvySeni FRET, jak je ukazano na obr. 6.



Pozdé&ji byly vyvinuty nové, vylepSené biosenzory Ca**, napt. biosenzory TN vyuZivajici misto kalmodulinu
troponin C, Ca*" vazebny protein ze srdeéni a pfi¢n& pruhované svaloviny. Vyhodou biosenzorii zaloZenych
na troponinu C je to, Ze tento protein md na rozdil od kalmodulinu, zapojeného do velkého mnozstvi
regulacnich drah, funkci jen pii svalové kontrakci. Tudiz je mnohem méné pravdépodobné, ze fungovani
ptislusného biosenzoru bude ovlivnéno regulacnimi mechanismy bunky, ¢imz by mohlo dojit ke zkresleni
vysledkd experimentu (Heim a Griesbeck 2004). Provadély se vsak i optimalizace jiz existujicich biosenzori
(napt. skupiny cameleon) pomoci pocitacového modelovani a nasledné cilené upravy detekéni cEasti

biosenzoru (Palmer et al. 2006).
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Obr. 7 Biosenzor cAMP FICRhR (Ni et al. 2018)

Jak jiz bylo zminéno, prvni biosenzory pro cAMP vyuzivaly FRET. Jednim z nich byl biosenzor FICRhR
(podle autort vyslovovano jako ,flicker’), zobrazeny na obr. 7. FICRhR byl zalozen na struktufe PKA a dvou
organickych fluoroforech — rhodaminu a fluoresceinu. Rhodamin byl pfipojen k regulaénim podjednotkam
PKA, fluorescein ke katalytickym podjednotkdm PKA a vzorek byl excitovan vinovou délkou odpovidajici
absorpci fluoresceinu. Ve volném stavu jsou oba druhy podjednotek spojené, fluorofory jsou tak blizko u sebe
a dochdzi k FRET od fluoresceinu k rhodaminu — zaznamendvan je Cerveny signdl rthodaminu. Po vazbé
cAMP na regulac¢ni podjednotky dojde k uvolnéni katalytickych podjednotek, ¢imz dojde k pieruseni FRET a
signal se zméni z Cerveného na zeleny, jak je zobrazeno na obr. 7 (Adams et al. 1991). S objevem GFP
nasledoval vyvoj geneticky kodovanych biosenzort. I zde byl vyuzit stejny pristup jako pii konstrukci
FICRhR, ovSem organické fluorofory byly nahrazeny fluorescen¢nimi proteiny odvozenymi od GFP (Zaccolo
et al. 2000). Vyhodou pouziti fluorescen¢nich proteinti oproti organickym fluoroforim byla snadnost
provedeni experimentu, jelikoz FICRhR bylo nutné syntetizovat chemicky in vitro a dopravovat do bunky

mikroinjekci, zatimco biosenzory vyuzivajici fluorescencni proteiny si upravena buika jiz vyrabéla sama.

Podobné jako u biosenzorii vyuzivajicich jediného fluoroforu, i u biosenzord FRET byl pro detekci cAMP
pouzit EPAC (DiPilato et al. 2004; Nikolaev et al. 2004; Ponsioen et al. 2004). Tyto biosenzory byly dale
upravovany a optimalizovany (Klarenbeek et al. 2015). cAMP je mozné sledovat i nepfimo pozorovanim
aktivity PKA, ktera je aktivovana cAMP (Nagai et al. 2000).

FRET biosenzory existuji i pro cGMP. Mezi prvni vyvinuté biosenzory patii CGY (Sato et al. 2000) a cygnet
(Honda et al. 2001), pficemz v obou ptipadech tvoii detekéni ¢ast cGMP-dependentni proteinkinaza (¢cGPK).
Pozdéji byly vyvinuté optimalizované biosenzory cGMP vyuzivajici pouze ¢ast kindzy cGPK, respektive
fosfodiesterazy (Nikolaev et al. 2006; Niino et al. 2009).

Biosenzory vyuzivajici FRET byly vyvinuty i pro diacylglycerol (DAG). Stejné jako u biosenzort s jedinym
fluoroforem, i zde byla vyuzita ¢ast PKC vazici DAG (Sato et al. 2006).
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Mezi biosenzory FRET pro inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) patfi LIBRA (Tanimura et al. 2004; 2009), fretino
(Sato et al. 2005) a IRIS (Matsu-ura et al. 2006). Tyto biosenzory vyuzivaji ¢asti IP3-receptoru (IP3R)
s afinitou k IP3.

Nyni se podivejme na biosenzory kindz. Ty miZeme rozdélit do dvou kategorii — biosenzory aktivace a
biosenzory aktivity. Biosenzory aktivace obsahuji ¢ast detekujici proces, ktery aktivuje sledovanou kinazu
(napt. vazba ,upstream‘ kinazy). Pokud jsou tyto biosenzory aktivovany, znamena to, Ze byla pravdépodobné
aktivovédna i sledované kindza. Druhou skupinou jsou biosenzory aktivity, které jsou samy fosforylovany
sledovanou kinédzou, a tak signalizuji jeji aktivitu (Depaoli et al. 2019). Mezi biosenzory aktivace patii napf.
Prin-C-Raf detekujici aktivaci kinazy C-Raf. Tento senzor obsahuje dva fluorescen¢ni proteiny YFP a CFP,

mezi kterymi je umisténa C- a N-koncova ¢ast c-Raf. Na obr. 8 je ukazana konformacni zména po vazbé Ras

Ras 2 475 nm
527 nm VAR (cFP ()
& 7 c-Raf X, 433 nm
433 nm
A

na membrang (Terai a Matsuda 2005).

(open conformation)

c-Raf
(closed conformation)

Obr. 8 Biosenzor aktivace c-Raf Prin-C-Raf (Terai a Matsuda 2005)
Dalsim ptikladem aktiva¢niho biosenzoru je Miu2 detekujici aktivaci ERK. Tento biosenzor ma podobné
slozeni jako Prin-C-Raf, pficemz misto casti c-Raf obsahuje ERK. Po vazb¢ ,upstream‘ kindzy MEK dochazi
ke konformacni zméné a ke zvyseni FRET (Fujioka et al. 2006).

Mezi aktivitni biosenzory patfi napt. AMPKAR detekujici fungovani AMP-dependentni proteinkinazy
spojené s energetickym stresem. Detekéni ¢ast AMPKAR tvoii substrat této kinazy a FHA1 vazici
fosforylovany peptid. Jak je ukazano na obr. 9, po fosforylaci dojde ke konformacni zméné a zvySeni FRET
(Tsou et al. 2011). DalSim biosenzorem je AKAR detekujici aktivitu PKA. Jeho struktura je podobna
AMPKAR, ovSem misto FHA1 vyuziva jinou doménu vazici fosforylovany peptid, a to 14-3-3t (Zhang et al.
2001). Prehled existujicich biosenzort obou druhil je uveden ve studii Oldacha a Zhanga (Oldach a Zhang
2014).

—— FHA1 Substrate FHA1
ECFP T peRide AMPK ECFP A
—b._ Substrate
> ) (‘ Venus 2 peptide
Phosphatase
Venus FRET

Obr. 9 Biosenzor aktivity AMPK AMPKAR (Tsou et al. 2011)
FRET byl pouzit i ke sledovani aktivace receptori. U receptorti spojenych s G-proteiny byla riznymi
fluorescencnimi proteiny oznacena o, resp. Py podjednotka. Po aktivaci receptoru doslo k disociaci o

podjednotky od By, ¢imz se od sebe oddalily fluorescenéni proteiny a doslo k preruseni FRET, jak je ukazano
na obr. 10 (Azpiazu a Gautam 2004).

11



- R activation -
g e GTP

cA T W
Pi .

52§ nm 432nm 525nm 500 nm 475 nm 432 nm

Obr. 10 Sledovani aktivace receptort spfazenych s G-proteiny (Azpiazu a Gautam 2004)
Pomoci FRET byla sledovéna i dimerizace receptoru pro receptor epidermalniho rastového faktoru (epidermal
growth factor — EGF, EGF receptor — EGFR). K buitkdm byla ptiddna smés EGF znaceného dvéma riznymi
organickymi fluorofory (Cy3 a Cy5). Pti dimerizaci mohlo dojit k ptiblizeni dvou ¢asti EGFR, kde kazda ¢ast
EGFR méla piipojeny jinak zna¢eny EGF. To bylo zaznamenano jako nartist FRET od Cy3-EGF k Cy5-EGF.
Tato studie pouzivala zaroven i metodu fluorescence totalniho wvnitiniho odrazu (TIRF), o které bude
pojednano v jedné z nasledujicich sekci (Sako et al. 2000).

V nasledujicich tfech sekcich se budeme zabyvat metodami ur¢enymi ke sledovani kinetiky bunécnych déji.
Jedna se o metody obnoveni fluorescence po fotovybéleni (fluorescence recovery after photobleaching —
FRAP), ztrata fluorescence pti fotobéleni (fluorescence loss in photobleaching — FLIP) a fluorescencni

korelacni spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy — FCS).

2.2.3 Obnoveni fluorescence po fotovybéleni (FRAP)
Obnoveni fluorescence po fotovybéleni (fluorescence recovery after photobleaching — FRAP) je prvni metoda

vyuzivana ke sledovani kinetiky bunécnych déji a komponent. Fotovybéleni znamena nevratné poskozeni
fluoroforu vlivem chemické pfemény a tim zptisobenou ztratu fluorescence (poznadmka k pojmoslovi — jako
fotovybéleni oznacCujeme v této praci situaci, kdy je kompletné potlacena fluorescence vybrané ¢asti, zatimco
jako fotobéleni nazyvame proces, kterym k tomu dochazi). Principem FRAP je fotovybéleni malé ¢asti bunky
laserovym pulsem o vysoké intenzité, coz vede k doCasné ztraté fluorescence dané oblasti. Nasledné je
sledovana kinetika obnoveni fluorescence, coz je zpusobeno piesunem stile fungujicich fluoroforii do

puvodné vybélené oblasti (Phair a Misteli 2001) — znazornéno na obr. 11.

sooe

Obr. 11 Schéma experimentu FRAP (Lippincott-Schwartz a Patterson 2003)
Podle rychlosti obnoveni fluorescence v dané oblasti jsou nasledné¢ vyhodnocovany kinetické parametry
sledované molekuly, pfedevsim difizni koeficient a procento mobilnich fluoroforl. Difuzni koeficient
kvantifikuje tendenci pohybu sledované molekuly bez zapocteni toku ¢i aktivniho transportu. Vyvozovani
zavéru o kinetice dané molekuly ovSem neni pfimocaré, jelikoz naméfené parametry miaze ovlivnit vice

faktort, napft. viskozita prostfedi dana teplotou ¢i aktivni transport (Lippincott-Schwartz et al. 2001).

Metoda FRAP byla vyvinuta pro studium lateralni diftize lipidd a proteinti v membrané (Axelrod et al. 1976).
Prvni experimenty vyuzivaly ke znaCeni membranovych proteini organické fluorofory, napt. fluorescein
(Edidin et al. 1976). Po objevu GFP doslo kSirokému vyuziti tohoto fluorescencniho proteinu

v experimentech FRAP. FRAP bylo nésledné uzito pro studium vnitrobunééného membranového systému a
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sekrecnich drah (Cole et al. 1996; Wu et al. 2001; Nikonov et al. 2002). FRAP byl déle uplatnén ke studiu
mobility jadernych proteinti (Phair a Misteli 2001).

FRAP byl pouzit i ke studiu receptord, a to jak povrchovych, tak intracelularnich. Glukokortikoidovy receptor
patfi mezi intracelularni receptory a ptisobi v jadie, kde interaguje s transkripcnimi faktory a rekrutuje nékteré
koaktivatory a korepresory. Cilem studie McNally et al. 2000 bylo zjistit, zdali receptor zlistava pfipojeny na
rozpoznavané misto po celou dobu pfitomnosti ligandu, ¢i zda snim interaguje pouze pirechodné
mechanismem oznacenym jako ,uhod” a béz* (anglicky ,hit and run‘). Pouzitim FRAP na glukokortikoidovy
receptor znaceny GFP autofi zjistili, ze fluorescence se ve vybéleném misté rychle obnovuje, a tudiz dochazi

k rychlé vymeéné obsazeného receptoru mezi vazebnym mistem a nukleoplazmou (McNally et al. 2000).

FRAP byl dale vyuzit ke sledovani dynamiky G-proteinii a receptorti sprazenych s G-proteiny. Azpiazu a
Gautam sledovanim téchto molekul pomoci FRAP usoudili, Ze béhem signalizace spolu G-proteiny a ptislusné
receptory volné koliduji, pficemz nedochazi k tvorbé multimolekuldrnich komplext (Azpiazu a Gautam
2004). Toto pozorovani bylo dalS$imi studiemi rozporovano, nicméné¢ dal§i experimenty FRAP podpoftily

teorii, ze vétSina receptordi a G-proteintl neni asociovana (Qin et al. 2008).

2.2.4 Ztrata fluorescence pii fotobéleni (FLIP)
Ztrata fluorescence pii fotobéleni (fluorescence loss in photobleaching — FLIP) je pfibuznd metoda k FRAP.

Pti FLIP dochazi k opakovanému fotobéleni jedné oblasti, pficemz ztrata fluorescence je sledovana mimo tuto
oblast. Schéma experimentu je ukdzano na obr. 12. Toho je mozné pouzit jak ke sledovani dynamiky molekul
(podobné jako u FRAP), tak ke zkoumani kontinuity bunécnych kompartmenti (Phair a Misteli 2001;
Lippincott-Schwartz et al. 2001).

photobleach

o
>

Obr. 12 Schéma FLIP experimentu (Lippincott-Schwartz a Patterson 2003)

Tato metoda byla piedstavena ve studii Coleho et al. v roce 1996 pro sledovani kontinuity membran Golgiho
aparatu (GA), respektive endoplazmatického retikula (ER). Autofi v experimentu opakované ptisobili silnym
laserovym pulzem na ¢ast GA, resp. ER, obsahujicich B-1,4-galaktosyltransferazu znacenou GFP, a ukazali,
ze po nekolika minutach dojde k vybéleni celé¢ organely, u ER vcetn€ jaderné membrany. To ukazuje, ze
znacena B-1,4-galaktosyltransferadza se mize volné lateralné pohybovat po celém GA, resp. ER vcetné jaderné
membrany. U GA byla ovSem pozorovédna odliSné rychlost béleni riznych oblasti, coz mize byt zplsobeno

rozdilnou prostupnosti riznych ¢asti GA pro sledovany enzym.

Metoda FLIP byla ke studiu ER a GA vyuzita i v dalSich pracich, napf. pro studium zmén téchto organel
béhem mitdzy. Autofi zjistili, Ze béhem mitdzy se proteiny rezidentni v GA nachazi v ER, ¢imz podpofili
teorii, ze béhem mitoézy dochazi k absorpci GA do membranového systému ER (Zaal et al. 1999).

Metoda FLIP spolu s FRAP nasla dale vyuziti napt. pro studium Spatné sbalenych proteind v membranach ER
(Nehls et al. 2000) ¢i mobility proteind v jadre, jak bylo jiz zmifovano v sekci o FRAP (Phair a Misteli 2000).

Ve studii Birbacha et al. byly fotobélici techniky FLIP a FRAP pouzity ke studiu NF-xB indukujici kinazy

(NIK), coz je kinaza fosforylujici I-kB zapojena do signalizacni kaskady NF-«xB. Tato kinaza se konstitutivné

pohybuje mezi cytoplazmou, jadrem a jadérkem. Autofi pomoci FLIP sledovali zastoupeni NIK
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v jednotlivych kompartmentech a testovali vliv delece jaderného lokalizacniho signalu (NES) na toto
rozlozeni. Pomoci FRAP bylo navic zkouman podil imobilnich NIK v jednotlivych kompartmentech (Birbach
et al. 2004).

2.2.5 Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)
Fluorescencni korelacni spektroskopie (fluorescence correlation spectroscopy — FCS) je tfeti a posledni

z metod sledujicich kinetiku bunéénych procesi, na které se v této praci zamétime. Na rozdil od ptedchozich
dvou metod neni u FCS vyuzivano fotobéleni. To je u FCS dokonce nezadouci, jelikoz mize vést ke zkresleni
vysledkd (Jensen 2013).

Pti FCS je meéfena fluorescence ve velmi malém objemu (obvykle viadu femtolitrd), pficemz jsou
zaznamendny fluktuace signilu. Ty jsou ovlivnény jak mnozstvim fluorescenéné znacenych molekul
prechazejicich pies sledovany objem, tak jejich difiznim koeficientem, ktery odpovida dobé zdrzeni v daném
objemu. Phair a Misteli pfirovnavaji toto méfeni ke sledovani ¢asti ruSné silnice — z n€j miizeme zjistit napf-.
vytizenost dané komunikace ¢i povolenou rychlost v daném useku. Z FCS experimentu ziskame koncentraci a
také, podobné jako u metody FRAP, kinetické parametry dané molekuly, jako jsou difiizni koeficient ¢i
vazebna konstanta. Pomoci FCS lze téz urcit molekulové interakce — jak je ukazano na obr. 13A,
neinteragujici (modré) molekuly difunduji pfes sledovany objem rychleji nez (zluté¢) molekuly vazajici se na
makromolekulu (napf. na cytoskelet) nachazejici se v daném objemu. Tyto dvé populace lze rozeznat na
autokorelacni ktivce (obr. 13B) podle odlisnych diftiznich ¢asti (Lippincott-Schwartz et al. 2001; Phair a
Misteli 2001).

A
Bound ( ) ( )
Slow o 0O

=
Fast @ O (®) =
Fast Slow Binding .
diffusion diffusion
to Iy Diffusion time

Obr. 13 (A) Schéma experimentu FCS s tfemi typy molekul o riznych difuznich koeficientech, (B) piislusna autokorelacni kiivka
(Phair a Misteli 2001)

Metoda FCS byla vyvinuta v 70. letech pro vyzkum kinetiky chemickych reakci (Magde et al. 1972), nicméné
kvili experimentalni naro¢nosti sledovani malého objemu byly upfednostiiovany fotobélici techniky a vétsi

rozvoj FCS nastal az s nastupem konfokalni mikroskopie (Dittrich et al. 2001).

FCS byla pouzita pro sledovani difiznich vlastnosti membranovych i intracelularnich molekul, napft.
oligodeoxynukleotidii v jadie (Politz et al. 1998) ¢i receptoru EGF fizovaného s GFP (EGFR-GFP)
v porovnani s volnym GFP (Brock et al. 1999).

Ve vyzkumu signalizacnich kaskad nasla FCS vyuzZiti pfi sledovani interakei receptoru a ligandu. FCS byla
pouzita napf. pro zkoumani vazby inzulinu na pfisluSny receptor (Zhong et al. 2001), sledovani interakce
psychoaktivniho alkaloidu muscimolu s receptorem GABAA (Meissner a Héberlein 2003) ¢i pro hledani
membranového glukokortikoidového receptoru pomoci syntetického glukokortikoidu dexamethazonu (Maier
et al. 2005). FCS byla dale vyuzita pro vyzkum lokalizace adenylatkinazy (Ruan et al. 2002) a varianty PKC
(Saito et al. 2003) v bunce.
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V pribéchu let bylo vyvinuto vice variant FCS, mezi nimi i fluorescen¢ni vzajemné korelacni spektroskopie
(FCCS) vyuzivajici dvou rtuzné barevnych fluoroford. Pfi FCCS jsou sledovany oba fluorofory a podle
podobnosti jejich chovani je nasledné usuzovéno, zda spolu znacené molekuly interaguji (Chudakov et al.
2010). Toho bylo vyuzito napf. ke sledovani dynamiky vazby mezi kalmodulinem a kalmodulinkindzou (Kim
et al. 2004). Dale byla pomoci FCCS sledovéna interakce mezi protilatkou IgE, pfislusSnym receptorem FceRI

a tyrozinkinazou Lyn z rodiny Src (Larson et al. 2005).

V novéjsich publikacich byla metoda FCS pouzita soucasné se superrezolu¢ni mikroskopii (Eggeling et al.
2009) — o téchto pracich se zminime v jedné z dalSich sekci, ktera bude zaméfena pravé na superrezolucni

mikroskopii.

2.2.6 Mikroskopie doby Zivota fluorescence (FLIM)

Vsechny doposud diskutované metody jsou zaloZeny na zaznamenavani a vyhodnocovani okamzité intenzity
ve sledované ¢asti bunky. Mikroskopie doby zivota fluorescence (fluorescence lifetime imaging microscopy —
FLIM) se od téchto metod lisi tim, Ze misto intenzity pracuje s dobou Zivota fluorescence. Doba zivota
fluorescence je definovéana jako primérna doba, po kterou fluorofor vydrzi v excitovaném stavu, a odpovida
okamziku, kdy fluorescence poklesne na 36,8 % pocatecni intenzity. Po absorpci fotonu elektronem a excitaci
ze zékladni (SO) do vyssSi energetické (S1) hladiny chvili trva, nez dojde k pfechodu zpét do zakladni
energetické hladiny. Pro fluorescenci se tato doba pohybuje v fadu nanosekund a je ovlivnéna prostfedim, ve
kterém se fluorofor nachdzi, jakozto i ptfipadnymi interakcemi, které zptisobuji zhaseni fluorescence (Datta et
al. 2020).

Prvni experimenty FLIM vyuzivaly autofluorescenci bunkdm vlastnich molekul. Mezi autofluorescencni
molekuly patii napt. flaviny, NAD(P)H, volné porfyriny ¢i slozky extracelularni matrix, jako napt. keratin,
elastin ¢i kolagen. Jedna z prvnich studii vyuzivajicich FLIM sledovala kolagen v kiizi a zkoumala zmény
v autofluorescenci zptisobené koznimi chorobami (Koenig a Riemann 2003). K biomedicinskému vyzkumu
byla metoda FLIM sledujici autofluorescenci pouzita i pii sledovani hypoxickych podminek u keratinocytt
(Pouli et al. 2016).

Kromé autofluorescencnich molekul je u FLIM mozné sledovat i bunice neptivodni fluorofor. Metoda FLIM
byla napf. pouzita pro vyzkum transportu chemoterapeutika doxorubicinu  konjugovaného

s fosfatidylcholinem, pficemz byla méfena doba Zivota jeho fluorescence (Maji et al. 2018).

Velice vyuzivanou metodou je spojeni FLIM s biosenzory FRET, tzv. FRET-FLIM. Interakce donoru a
akceptoru FRET se totiz projevi na dobé zivota fluorescence donoru (Datta et al. 2020). Tohoto
kombinovaného pfistupu bylo vyuZito pro charakterizaci dimerizace transkripcniho faktoru C/EBPa
(Elangovan et al. 2002). Dalsi studie vyuzila FLIM ke sledovani metabolického stavu bun¢k sledovanim
aktivity AMP-dependentni proteinkinazy (AMPK). V této praci byl vylepSen jiz diskutovany biosenzor
AMPKAR pro pouziti pii FLIM nahrazenim jednoho z fluorescencnich proteinit (Chennell et al. 2016). Pro
FLIM-FRET byly optimalizovany i biosenzory Ca*" (Wilms a Eilers 2007) ¢i cAMP (Klarenbeek et al. 2011).

Velké mnozstvi praci vyuziva metodu FLIM v zivych systémech. Vyse byla zminovana publikace vyuzivajici
FLIM pro zkoumani lidské kiize a koznich chorob (Koenig a Riemann 2003). Dalsi prace se zabyvala
sledovanim aktivity malé GTPazy RhoA v invazivnich nddorovych buiikach pankreatu s mutovanym genem
pro TP53 (Timpson et al. 2011).
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Jelikoz je doba Zivota fluorescence zavisla na prostiedi, ve kterém se fluorofor nachazi, je mozné FLIM pouzit
i ke sledovani intracelularnich podminek, jako jsou napt. teplota (Okabe et al. 2012) ¢i pH (Ogikubo et al.
2011).

Vyhodou FLIM oproti metodam zalozenym na sledovani intenzity je predevSim nezavislost na absolutni
intenzité signalu a moznost odlisit fluktuace v signdlu zpisobené bud’ zhaSenim fluorescence nebo lokalnimi
zménami koncentrace (Datta et al. 2020). Moznost identifikace rozdili v mikroprosttedi buiiky navic
ptedurcuje FLIM pro biomedicinské pouziti, jako je vyzkum rakovinnych bunék, jak je poznat i z praci
zminovanych v této sekci. V nasledujicich sekcich se budeme zabyvat dvéma metodami, které zvétSuji
rozliSeni mikroskopického pozorovani a umoziuji tak 1épe vizualizovat bunécéné struktury a procesy. Jedna se

o fluorescenci s totalnim vnitinim odrazem a superrezolu¢ni mikroskopii.

2.2.7 Fluorescence s tiplnym vnitinim odrazem (TIRF)
Fluorescence s uplnym vnitfnim odrazem (total internal reflection fluorescence — TIRF) je zaloZena na

evanescentni viné vznikajici pfi uplném odrazu svétla na rozhrani dvou prostiedi. Vysvétleme si nejprve
princip tohoto fyzikdlniho jevu. Jak je ukdzano na obr. 14A, pfi pfechodu svétla z prostiedi opticky hustsiho

(A) do opticky tidsiho (B), napf. ze skla do vody, nastava lom od kolmice — tihel a je mensi nez tihel f.

N

Evanescent field
~100 nm

Obr. 14 (A) Lom svétla pii prechodu z opticky hustsiho prostiedi (oznaceno A) do opticky fidsiho prostredi (oznaceno B)
(pfevzato z https:/www.wikiskripta.ew/w/Snell%C5%AFv_z%C3%A 1kon#/media/File:Snells_law_simple schematic.png 17. 4.
2021), (B) Schéma experimentu TIRF (Stephens 2003)

Pokud budeme dale zvétSovat uhel a, v urcitém bodé dojdeme do momentu, kdy je uhel B roven 90°. V tento

okamzik uz nedochazi k lomu, ale pouze k odrazu svétla zpét do prostiedi A. Tomuto d¢ji se fika plny odraz.

Pfi Uplném odrazu ve skutecnosti nedojde k nahlému ,utnuti® svételné viny na rozhrani prostiedi, ale svétlo
pronika jesté kousek za rozhrani formou tzv. evanescentni (,mizejici‘) viny. Intenzita této viny exponencialné

klesa a jeji dosah je pouhé desitky az stovky nm za rozhrani.

Evanescentni vina je zakladem pro TIRF — jak je ukdzano na obr. 14B, svétlo pfichazi skrz podlozni sklo a na
rozhrani skla a vzorku dochazi k iplnému odrazu. Vzorek je tak ozafovan pouze evanescentni vinou, a diky
jejimu kratkému dosahu jsou excitovany pouze fluorofory nachazejici se v bezprosttedni blizkosti podlozniho
skla. To umozituje minimalizovat fluorescencni pozadi, coz v disledku vede k lepSimu rozliSeni (Ross et al.
nedatovano; Stephens 2003).

Metoda TIRF byla predstavena v roce 1981. Autor demonstruje pouziti TIRF na myoblastech a fibroblastech a
zaroven komentuje vhodnost TIRF pro studium membran a procest s nimi souvisejicich (Axelrod 1981).

TIRF byla od té doby aplikovana mimo jiné na studium membranovych receptorii, endocytickych a
exocytickych déju véetné vylevu neurotransmiterti, kontakt buiiky s podkladem, ¢i ¢lenti signalnich kaskad,
jako jsou napf. vapenaté ionty ¢i PKC.
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Pomoci TIRF byl studovana interakce EGF a ptislusného receptoru (Hellen a Axelrod 1991; Sako et al. 2000)
¢i inzulinového receptoru a inzulinu zna¢eného pomoci kvantové tecky (Fan a Jin 2007). TIRF byla dale
pouzita ke studiu vkladadni P2-adrenergniho receptoru, patficiho do skupiny receptorti spfazenych s G-
proteiny, do plazmatické membrany (Yudowski et al. 2006). TIRF v kombinaci s FRET byla uplatnéna pro
vyzkum stavby nikotinovych acetylcholinovych receptori (Drenan et al. 2008) ¢i draselnych kanald
sprazenych s G-proteiny (Riven et al. 2006; Fowler et al. 2007). S TIRF byly propojeny i jiné jiz diskutované
techniky, napt. FRAP ve studii Hellen a Axelrod 1991.

Ve studiich Codazziho et al. 2001 a Teruela a Meyera 2002 byla sledovana translokace PKC k plazmatické
membrané v zavislosti na zménach v koncentraci Ca?*. Haugh et al. vyuzili TIRF ke studiu migrace
fibroblastti podle gradientu ristového faktoru odvozeného z desti¢ek (PDGF) pomoci polarizované produkce
fosfatidylinozitoli (Haugh et al. 2000).

Velké mnozstvi publikaci vyuzivajicich TIRF se zabyva studiem exocytozy. Byl sledovan transport vacki,
jejich dokovani u membrany a vylev obsahu jak u regulované (Oheim et al. 1998; Steyer a Almers 1999;
Oheim a Stuhmer 2000), tak i konstitutivni exocytozy (Toomre et al. 2000; Schmoranzer et al. 2000). Dalsi
studie se zabyvaly vlivem Ca®" na exocytozu vackii s ATP u astrocytti (Pangrsi¢ et al. 2007; Pryazhnikov a

Khiroug 2008) ¢i dynamikou synaptickych vacki po uvolnéni neurotransmiteru (Zenisek et al. 2002).

Pomoci metody TIRF byl studovan i fenomén endocytoézy. Byla zkoumana naptf. dynamika klatrinu
u plazmatické membrany (Keyel et al. 2004) ¢i role cytoskeletu a dalSich proteint pii odSkrcovani vacku
(Merrifield et al. 2002). Existuji téz studie zabyvajici se endocyt6zou rtiznych molekul, napt. receptort
sptazenych s G-proteiny (Soohoo et al. 2014).

2.2.8 Superrezoluéni mikroskopie

Jak jsme vidé€li v predchozich sekcich této prace, do dnesni doby bylo vyvinuto velké mnozstvi technik a
biosenzorti umoznujicich 1épe pochopit fungovani bunéénych procest. Klasické mikroskopické metody ovsem
narazi na problém s rozliSenim zpisobeny difrakci a interferenci svétla. V dasledku téchto jevli nevidime

jednotlivé fluorofory jako body, ale jako svételné skvrny, jak je ukazano na obr. 15.
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Obr. 15 Schématické znazornéni omezeni zpisobeného difrakénim limitem (pfevzato z https:/www.microscopyu.com/microscopy-
basics/resolution 18.4.2021)

Problém nastava, pokud je vice molekul blizko u sebe. Tehdy dochéazi k prekryvani jejich signali a neni tak
poznat, jestli vysledna skvrna nalezi jednomu, nebo vice fluoroforim. Naptiklad signal v pravém hornim rohu
obr. 15 oznaceny ,unresolved‘ odpovida dvéma fluoroforim (¢i skupinam fluorofori), rozliSeni pouzitého

mikroskopu je ovSem pfili§ nizké na to, aby Slo od sebe tyto dva signaly rozeznat.

Hranice rozliSeni dvou signald je dana tzv. Abbého difrakénim limitem d = A/(2-(n-sin(a))), kde 4 je vinova
délka svétla (pro svételnou mikroskopii cca 400 — 700 nm) a n-sin(a) je numericka apertura pouzivané¢ho

objektivu, ktera zavisi na indexu lomu prostfedi mezi objektivem a vzorkem, vzdalenosti objektivu od vzorku
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a Sifce objektivu. V praxi je tato hranice zhruba 200 — 300 nm, coz znamena, Ze fluorofory, které jsou k sob¢
blize nez cca 200 — 300 nm, nelze rozeznat a jsou vnimany jako jeden signal. Tento limit znacné ztézuje
pozorovani bunécnych dé€ji a struktur (Bianchini et al. 2015; Davidson nedatovano).

V této sekci si predstavime techniky umoznujici prekonat tento limit, pficemz se zamétime na metody
pouzivané pro vizualizaci zivych bunék. Postupné projdeme tii hlavni skupiny, predstavime si stru¢né jejich
princip a zminime nékteré ze studii, které tyto techniky vyuzivaji. Podrobng&jsi rozbor bohuzel dalece
ptesahuje rozsah této prace.

Superrezolucni techniky pouzivané pro zobrazovani zivych bunék mizeme rozdélit do tfi skupin — metody
zalozené na piesné lokalizaci fluoreskujici casti vzorku, metody zalozené na strukturovaném ozatovani vzorku
a metody lokalizujici jednotlivé molekuly (Godin et al. 2014). Schématické fungovani jednotlivych skupin je
ukéazéano na obr. 16.
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Obr. 16 Principy jednotlivych skupin metod (Godin et al. 2014)
Metody zalozené na piesné lokalizaci fluoreskujici ¢asti vzorku vyuzivaji optickych technik, které umozni
emisi fluorescence pouze fluoroforim v prostoru mensim, nez je difrakéni limit. Do této skupiny patii mimo

jiné vycerpani stimulovanou emisi (stimulated emission depletion — STED).

Pti STED je ¢ast vzorku osvétlena laserem s vlnovou délkou odpovidajici excitacnimu maximu fluoroforu —
na obr. 17 oznacen modie. Zaroven je pfidan dalsi laser s vy$si vinovou délkou ozatujici kruhovou oblast

kolem centra excitaéni laseru — na obr. 17 znazornén razove.
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Obr. 17 (A) Porovnani konvenéni fluorescen¢ni mikroskopie a STED, (B) graf zateni pii STED (Vicidomini et al. 2018)
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Pridatny laser zplsobi stimulovanou emisi fluoroforti v jiné vinové délce, nez je standardni emisni vinova
délka. Signal od téchto fluoroford je odfiltrovan, takze zlstane pouze signal z centra osvétleni, ktery je tak
Iépe lokalizovan, jak je ukdzdno na grafu vobr. 17B — misto $ir§iho, modrého piku odpovidajiciho
excitacnimu laseru dostaneme pouze uzsi, zeleny pik. Na obr. 17A je fluorofor, jehoz signal je zaznamenavan,
vyobrazen zluté¢ — STED umoziuje lokalizovat mensi mnozstvi fluoroforti (jeden zluty bod u STED oproti
veétsimu mnozstvi u konvencéni mikroskopie), a tim zlepSuje rozliSeni. Pro ziskani celého snimku dochazi
k postupnému ptesunovani laseru a skenovani vzorku bod po bodu, jak je ukdzdno na obr. 16C (Godin et al.
2014). Vyhodou STED je relativn¢ vysoka rychlost zaznamenavani. Nevyhodou je velka intenzita zafeni
nutna k ozatovani vzorku, kterd miize poskodit fungovani zivych bunck, ptipadné zvysit fotobeleni fluorofort

a tim zpasobit zkresleni vysledkl (Cox 2015).

Obr. 18 Porovnani snimku ER ziskaného pomoci konfokalni mikroskopie a STED (Hein et al. 2008)

Metoda STED byla pouzita pro vizualizaci organel, jako napt. endoplazmatické retikulum (Hein et al. 2008) ¢i
mitochondrie (Stephan et al. 2019). Na obr. 18 je porovnani snimku ER ziskaného pomoci konfokalni
mikroskopie (A) oproti STED (B). Dalsi studie aplikovaly STED napi. na vizualizaci neuront (Négerl et al.
2008; Tennesen et al. 2014), pohybu vacki v neuronech (Westphal et al. 2008) ¢i cytoskeletu (Lukinavicius et
al. 2014). STED byla také zkombinovana s FCS a pouzita pro studium membranovych lipidu (Eggeling et al.
2009; Mueller et al. 2011).

Dalsi skupinou superrezolucnich technik jsou metody zalozené na strukturovaném ozafovani vzorku, kam
patii mikroskopie se strukturovanym ozafovanim (structured illumination microscopy — SIM). Jak je ukazano
na obr. 16D, pii SIM je vzorek postupné ozafovan rizné orientovanymi svételnymi vzory (napi. pruhy)
s riznymi fAzovymi posuny. Interferenci svételného vzoru se signalem od fluoroford vznika difrakéni obrazec
a naslednou pocitacovou analyzou vice riznych difrakénich obrazcid je mozné odvodit rozmisténi fluoroford
ve vzorku (Godin et al. 2014). SIM umoziluje rychlé zaznamenavani signalu z velké plochy vzorku a
nevyzaduje fluorofory se specialnimi vlastnostmi, na rozdil od ostatnich superrezolu¢nich metod poskytuje
vSak jen malé, zhruba dvojnasobné zlepSeni oproti limitu klasické svételné mikroskopie. SIM je také nachylna
vici fotobéleni a pohybu vzorku béhem méteni (Cox 2015).

SIM byla uplatnéna ptedevsim pro studium cytoskeletu (Rego et al. 2012), a to i v kombinaci s TIRF (Li et al.
2015; Carisey et al. 2018). Dalsi studie se zaméfily na roli cytoskeletu pfi pohybu bunky (Burnette et al.
2014), ¢i na vizualizaci dal$ich bunécnych struktur, jako jsou mitochondrie ¢i klatrinové vacky (Fiolka et al.
2012). SIM byla pouzita také in vivo pro zobrazovani neuroni v mozku mysi a larvy dania (Turcotte et al.
2019)

Posledni skupinou diskutovanou v této praci jsou metody lokalizujici jednotlivé molekuly. Sem patii mimo
jiné PALM (photoactivation localization microscopy), STORM (stochastic optical reconstruction microscopy)

19



¢i uPAINT (universal point accumulation imaging in the nanoscale topography). Tyto metody jsou zalozeny
na rekonstrukci obrazu postupnym nasniméanim umisténi jednotlivych fluoroforti. Vyuzivaji pii tom pifepinani
mezi dvéma riznymi stavy fluoroforu — ,zapnutym* (on, bright) a ,vypnutym* (off, dark) stavem. V kazdém
momentu je v ,zapnutém* stavu pouze malé mnozstvi fluoroforti. Signal od téchto fluoroforti je sniman, dokud
nedojde k jejich vybéleni, a nasledné je aktivovana nova skupina fluoroford. Signaly od jednotlivych molekul
jsou poté prolozeny Gaussovou ¢i jinou podobnou funkci a pro kazdy signal je urcen stfed, ve kterém se
nachazi fluorofor. Siroké skvrny jsou tak zredukovany na body, jak je ukazano na obr. 16E. Jednotlivé metody
se lisi typem vyuZzivanych fluoroforti a zptsobem jejich pfepinani mezi ,vypnutym‘ a ,zapnutym‘ stavem
(Godin et al. 2014). Tato skupina metod vyzaduje peclivy vybér fluoroforti, které musi umozilovat prepinani

mezi ,vypnutym‘ a ,zapnutym* stavem a soucasné ,zapnuti‘ pouze malé ¢asti fluorofort.

Fluoroforem vyuzivanym pii PALM jsou fotoaktivovatelné fluorescencni proteiny. Toho bylo pouzito napf.
ke sledovani pohybu proteini v membrané (Manley et al. 2008; Gudheti et al. 2013), organizace fokalnich
adhezi (Rossier et al. 2012) ¢i ke studiu interakce signalnich proteinti Ras a Raf (Nickerson et al. 2014).

STORM vyuziva stochastické ,zapinani‘ a ,vypinani‘ organickych fluoroford ovlivnéné pouzitym pufrem,
ktery ma obvykle redukéni ucinky. Nutnost specifického pufru, ktery mlze mit toxické t€inky na buiiky,
znesnadnuje pouZiti téchto technik pro zobrazovani zivych bunék (Godin et al. 2014). Byly vSak publikovany
i studie, které tento problém piekondvaji, napt. pro vizualizaci DNA v jadie (Benke a Manley 2012).

Tteti technikou lokalizujici jednotlivé molekuly je uPAINT. Pti uPAINT je vzorek ozafovan tzv. Sikmym
svétlem, které efektivné excituje pouze fluorofory vazané na membranové receptory. Tato metoda je velice
uzitena pro mikroskopovani zivych bunéck, jelikoz umoznuje studium ligand-receptorovych interakci
(Giannone et al. 2010; Godin et al. 2014). Toho bylo vyuZzito napt. pro sledovani glutamatového receptoru
AMPA na neuronech (Giannone et al. 2010; Nair et al. 2013) nebo EGFR pomoci FRET (Winckler et al.
2013).

Na zavér se zminime o SOFI (super-resolution optical fluctuation imaging) a odvozenych metodach. SOFI
nepatii do zadné ze tii zminovanych kategorii, ale stejné jako metody lokalizujici jednotlivé molekuly vyuziva
prepinani fluorofori mezi ,vypnutym‘ a ,zapnutym‘ stavem. Predpokladem pro SOFI je, Ze piepinani
jednotlivych fluorofori mezi dvéma stavy (,blinking*) je nekorelované. To zplsobuje, Zze pokud jeden
zaznamenavany signal patii vice fluorofim, ¢asovy pribéh piepinani mezi ,zapnutym‘ a ,vypnutym‘ stavem
se bude lisit od pribéhu signalu od jediného fluoroforu. Zaznamenany signal je pocitacové zpracovavan a
pomoci matematickych kalkulaci dojde k zaostfeni signalli, a tudiz k vylepSeni rozliSeni (Dertinger et al.
2009).

Metoda SOFI byla pouzita napf. k studiu proteinovych interakci (Hertel et al. 2016) ¢i kinazové aktivity (Mo
et al. 2017).

3 Metody vyuzivajici bioluminiscenci

Az doposud jsme se v této praci zabyvali metodami vyuzivajicimi fluorescenci k vizualizaci bunéénych
struktur a procest. Tento zplsob vizualizace je v soucasnosti nejpouzivanéjsi, proto jsme témto metodam
vénovali nejvice prostoru. Kromé fluorescenénich biosenzori vSak existuji i biosenzory zalozené na

bioluminiscenci a o téch nyni kratce pojedname.
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Bioluminiscence je proces pfemény chemické energie na svételné zafeni vyuzivany mnoha organismy, napf.
meduzou dequorea victoria, ze které byl izolovan GFP. Protein aequorin, pfi jehoz studiu byl GFP objeven,
produkuje modré bioluminiscencni zafeni (Shimomura et al. 1962).

Vyhodou bioluminiscencnich biosenzorii oproti fluorescenénim je predevsim to, Ze zdrojem energie je
chemické reakce a vzorek tak neni potieba ozatovat externim zdrojem zéfeni pro excitaci elektronti. Jak jiz
bylo diskutovano dfive, ozafovani vzorku miize vést k poskozeni bunék a také k fotobéleni fluoroforti, coz
muze zpusobit zkresleni vysledki. U bioluminiscencnich metod tento problém odpada a mikroskopovani je
tak k bunkam Setrngj$i. Pfi luminiscen¢nich metodach je také mensi problém se svételnym pozadim.
Bioluminiscence sledovanych bunék je obvykle zanedbatelna, a tudiz je u bioluminiscencnich metod vyssi
pomér signalu k Sumu v porovnani s fluorescencnimi technikami, kde je zaroveil zaznamenavana

autofluorescence vzorku.

Nevyhodou bioluminiscen¢nich metod je to, Ze signdl bioluminiscenénich biosenzorti je v porovnani
s fluorescencnimi protéjsky obvykle slabsi a tlumenéjsi, coz zhorsuje rozliseni. Tento signal navic neni mozné
modulovat pomoci intenzity excita¢niho laseru. Tento problém je ¢asteéné feSen pouzitim specializovanych
bioluminiscen¢nich mikroskopti. Druhou nevyhodou je nutnost dopravovat z vnéjsi do bunky substrat pro
bioluminiscen¢ni enzym, napf. luciferin (Tung et al. 2016). Snahou vyzkumu je tyto problémy minimalizovat.

vvvvvvv

substratu vytvorenim bunék, které jsou schopny si substrat samy syntetizovat (Gregor et al. 2019).

Prvni studie sledujici zmény Ca*" v buiikach vyuzivaly jiz zmiflovany aequorin, jehoZz bioluminiscence je
zavisla pravé na pritomnosti Ca?* (Ridgway a Ashley 1967). VétSina novych biosenzorii vyuziva tzv. BRET
(bioluminiscence resonance energy transfer). BRET je analog FRET, kde donorem neni fluorofor, ale

bioluminiscenéni molekula.

)
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Obr. 19 Biosenzor Ca?* Nano-lantern vyuzivajici BRET (Ni et al. 2018)

Mezi senzory vyuzivajici BRET patii skupina biosenzorti Nano-lantern. Tyto biosenzory jsou tvoreny dvéma
rozpojenymi ¢astmi Renilla luciferazy (bioluminiscencni protein), detekeni ¢asti a fluorescencnim proteinem.
Po vazbé detekované molekuly dojde ke slozeni luciferazy a k pfenosu energie od bioluminiscenéniho
k fluorescenénimu proteinu, jak je ukazano na obr. 19 pro detekci Ca?*. Riizné verze pivodni Nano-lantern
umi detekovat Ca>*, cAMP a ATP (Saito et al. 2012). Naésledujici prace upravily Nano-lantern pro detekci
genove exprese a znaceni bunéénych struktur (Takai et al. 2015).

Dalsim biosenzorem pro Ca?* zaloZenym na BRET je BRAC, ktery na rozdil od Nano-lantern obsahuje
luciferazu veelku (Saito et al. 2010). Biosenzory vyuZzivajici bioluminiscenci byly dale vyvinuty pro detekci
kinazové aktivity (Zhang et al. 2007; Herbst et al. 2011) a bioluminiscen¢ni luciferaza byla pouzita jako
reportérovy gen pro sledovani aktivity NF-xB (Birbach et al. 2004).
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4 Zobrazovaci techniky nevyuZivajici zna¢eni

Doposud jsme se zabyvali metodami vyuZzivajicimi fluorescenci ¢i luminiscenci. Tyto techniky hraji
v bunééné biologii nezastupitelnou roli, jejich problémem je vSak nutnost znalit bunécné struktury
ptislusnymi fluorescen¢nimi ¢i bioluminiscen¢nimi znackami, coz mize byt zna¢né¢ komplikované a

zdlouhavé. Nyni se kratce podivdme na metody nevyuzivajici znaceni.

4.1 Metody zvySujici kontrast
Pti svételné mikroskopii zivych bunék prochéazi vétsina svétla skrz buiiku bez pohlceni — buiiky se tak jevi

jako bezbarvé a neni na nich vidét pfili§ mnoho detaild, jak je ukdzano na obr. 20 u popisku ,bright field.
Z toho divodu byly vyvinuty metody, které zvysuji kontrast vzorku a umoznuji tak lépe zviditelnit
pozorované bunky a bunécné struktury. Mezi né patii mimo jiné metody fazového a diferencialniho

interferencniho kontrastu (DIC), které se lisi pfedev$im zptisobem tvorby kontrastu.

Bright " '
Field [t
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Contrast
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Obr. 20 Porovnani klasické svételné mikroskopie, mikroskopie s fdizovym kontrastem a DIC
(pfevzato z https://cytosmart.com/resources/label-free-imaging 20. 4. 2021)

Pti prichodu svétla bunikou dochazi k rozptylu svétla a k fazovému posunu svételné viny vlivem rozdilt
v optické hustoté vzorku a prostiedi. U mikroskopie fazového kontrastu dochazi k posunuti faze piimého
vInéni prochazejiciho vzorkem beze zmény oproti vinéni, které je na vzorku rozptyleno. Tmavost ¢asti vzorku
tak zavisi na tloustce a optické hustot¢ v daném misté. U DIC je svétlo v kazdém misté rozdéleno na dva
paprsky, které prochazi vzorkem vedle sebe a nasledné se znovu skladaji. Vysledny jas dané¢ho mista tak
zélezi na lokalnim gradientu tloustky ¢i optické hustoty (Frohlich 2008; Murphy et al. nedatovano).

Metody zvySujici kontrast 1ze pouzit pfedevsim pro sledovani bunééné morfologie, motility ¢i déleni.

4.2 Koherentni anti-Stokestiv Ramaniiv rozptyl (CARS)

CARS je neinvazivni metoda nevyzadujici znaceni, ktera na rozdil od metod zvysujicich kontrast umoznuje
selektivné pozorovat vybrany typ molekul. Pfi CARS je vyuzivano tzv. Ramanova rozptylu, coz je neelasticky
rozptyl svétla na molekulach, ke kterému dochazi pti interakci svétla s vibra¢nimi a rotaénimi stavy molekul.
Neelasticky rozptyl znamena, Ze energie prichazejiciho svétla se 1isi od energie svétla rozptyleného — rozdil
téchto energii je charakteristicky pro kazdou chemickou skupinu a typ vibrace/rotace. Z naméteného spektra

je tedy mozné zjistit, jaké molekule patfi.

CARS je vhodny piedev§im pro studium dynamiky lipidd, jelikoz tento typ molekul dava silny signal. DalSim
divodem je to, Ze lipidy je tézké analyzovat pomoci fluorescen¢nich metod kvili nedostatku vhodnych sond
(Pope et al. 2012).
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4.3 Povrchem zesilena Ramanova spektroskopie (SERS)
Posledni metoda, o které se zminime, je také zaloZena na Ramanové rozptylu. Nevyhodou klasické Ramanovy

spektroskopie je to, ze signal, ktery poskytuje, je velice slaby, protoze jen velmi malé mnozstvi fotonli se
rozptyluje neelasticky (az 1 z 10'®), zatimco u vétSiny fotonti dochazi k elastickému Rayleighovu rozptylu.
Z toho divodu je klasickd Ramanova spektroskopie pouzitelnd pouze pro vzorky s vysokou koncentraci
sledovanych molekul. Zastoupeni Ramanova rozptylu je ovSem mozné zvysit o mnoho tada blizkosti
k nanostruktute kovu. Tento postup, ktery se vyuziva praveé pti SERS, tak zlepSuje detekéni limit o n€kolik
fadid a v nékterych pripadech miize umoznit i detekci samostatnych molekul (Pope et al. 2012).

SERS je diky své vysoké citlivosti vhodnym kandidatem pro sledovani bunécnych procest. Existuji studie
snazici se tuto techniku adaptovat pro pouziti v mikroskopii zivych bunék. Jako kovovy povrch slouzici
k zesileni signalu jsou obvykle vyuzivany nanocastice zlata Ci stiibra, které jsou endocytovany sledovanou
buitkou. Diky tomu je mozné sledovat slozeni okoli pohlcené Castice (Huang et al. 2014; Kim et al. 2019).
Metoda SERS byla pouzita napt. pro sledovani déju v jadie pii apoptoéze pouzitim kovovych nanocastic
s jadernym lokalizacnim signdlem (Kang et al. 2014). Nanocésticemi pouzivanymi pii SERS je také
potencialné mozné manipulovat pomoci laserové pinzety pro cilené zkoumani bunééného prostiedi (Stetciura
et al. 2015).

5 Signalizace pomoci ristovych faktoru — priklad sledovani signalni
drahy

Nez se dostaneme k zavéru prace a finalnimu shrnuti, podivejme se kratce na jednu ze signalnich drah a na

pouziti metod probiranych v této praci pfi jejim studiu. Rustové faktory, jako napt. EGF ¢i IGF, a jimi

spousténé signalni kaskady hraji v bunééném fungovani dileZzitou roli, proto se zamétime prave na né.

Ristové faktory plisobi na bunku pfes membranové tyrozinkinazové receptory. Z téch je signal predavan dale
do bunky mimo jiné ptes sérii fosforylacnich reakci, konkrétné pres MAP kindzovou ¢i kaskadu PI3K-Akt.

Tyto kaskady maji mnoho finalnich projevt, napf. transkripci cilovych genti (Gross a Rotwein 2017).

O studiu nckterych c¢lentt téchto drah jsme se jiz zminovali, pfedevS§im v souvislosti se signalizaci
epidermalniho rtstového faktoru (EGF). Metoda TIRF v kombinaci s FRET byla pouzita ke sledovani
dimerizace receptoru EGF, pficemz tato dimerizace je nezbytna k pienosu signalu ptes dany receptor (Sako et
al. 2000). EGFR byl také studovan pomoci FCS (Brock et al. 1999). Déle jsme diskutovali nékolik ptikladt
sledovani kindz a kinazové aktivity. Ve studii Fujioka et al. byla zkoumany ¢Etyfi hlavni soucasti MAP
kinazové kaskady — Ras, Raf, MEK a ERK. Autofi se za pouziti biosenzoru FRET Miu2 pro ERK a metody
FRAP snazili zjistit parametry pro vytvoreni pocitacového modelu této drahy (Fujioka et al. 2006).
Biosenzory FRET byly pouzity i v dalsi studii pro sledovani pfenosu signalu od Ras k MEK (Terai a Matsuda
2005). Bioluminiscen¢ni biosenzor byl pouzit ke studiu aktivity kindzy Akt — autofi ukazali narGst
bioluminiscence po pfidani EGF ke sledovanym bunikam (Zhang et al. 2007).

Nevyhodou biosenzord FRET je zhorSena moznost sledovani vice faktorl zaroven — v této praci jsme proto
zminovali studie, které se tento problém snazi vyfeSit vytvofenim biosenzorii zalozenych na jediném
fluoroforu. Mehta et al. vytvofili biosenzory obsahujici kruhové permutovany fluorescenéni protein pro Akt a
dalsi kinazy. Tyto biosenzory byly zaroveil pouzity pro soucasné sledovani aktivit vice riznych kindz, napf.
PKA, PKC a ERK (biosenzor pro ERK vyuzival mechanismus zavisly na dimerizaci dvou fluorescen¢nich

proteintl) (Mehta et al. 2018). Regot et al. zkonstruovali biosenzory zalozené na presunech mezi cytoplazmou
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a jadrem a nasledné je vyuzili pro soucasné sledovani aktivity ERK a dalsich kinaz po ptidani EGF (Regot et
al. 2014).

Nekteré signalni molekuly, jako napi. MAP kin4dzova kaskada, kterd je soucésti signalizace rustovych faktort,
maji velké mnozstvi rGznych vstupt a vystupl. Abychom mohli lépe porozumét bunécné signalizaci a
bunéénému fungovani obecné, je dilezité pochopit, jak je mozné, Ze jednomu vstupu odpovidaji konkrétni
vystupy a nedojde k promichani. Ukazuje se, ze velkou roli miize hrat ¢asovy prubeh aktivace jednotlivych
¢lend (Albeck et al. 2013). Dilezitou roli hraje také propojeni jednotlivych signéalnich drah, jak je vidét i u
signalizace pomoci ristovych faktor. Abychom vsak tuto komplexni sit’ interakci mohli studovat, je nutné

zarovei sledovat vice riznych ¢lend a zaznamenavat jejich interakce.

Objasnit propojeni signalnich kaskad pfti pisobeni ristovych faktorl se snazila studie Grosseho a Rotweina,
kde autoii pouzili aktivacni biosenzor pro ERK a aktivitni biosenzor pro Akt, oba zaloZzené na principu
translokace mezi jadrem a cytoplazmou. Autofi sledovali aktivaci jednotlivych drah a trvani odpovedi po
pfidani rznych ristovych faktorti. Ukazali, ze jednotlivé rastové faktory zplsobily razné silné odpovédi
s riznym ¢asovym prub&hem, pficemz se lisila pomérna aktivace dvou sledovanych signalnich kaskad (Gross
a Rotwein 2017).

Tato prace je krokem vpied ke studiu signalnich kaskad a jejich propojenosti v realném cCase, nicméné v sobé
stale nese nekolik limitaci. Biosenzory signalizujici pomoci transportu do jadra ¢i z n€j jsou sice pouzitelné
k detekci celkové aktivity sledovaného faktoru v burce, nicméné neumoznuji lokalni sledovani jednotlivych
signalnich molekul, jejich pohybu a interakce s jinymi molekulami. Signal byl navic sniman v rozestupu 2,5
minuty, coz je pfiliS hruby casovy tsek neumoznujici sledovat pribéh signalizace okamzité po vazbé
rustového faktoru. V signalizaci zptisobené ristovymi faktory hraji navic roli i dalsi signalni molekuly, jejichz
vliv nejde takto zkoumat. Podle autorti je budoucnost studia signalnich kaskad v soucasném sledovani
nekolika faktord v kombinaci s dal§imi molekularnimi a biochemickymi metodami upravenymi pro pouziti na

urovni jednotlivych bunék (Gross a Rotwein 2017).

6 Zavér

V této praci jsme se zabyvali metodami umozitujicimi pozorovani zivych bun€k a bunéénych procest v nich
probihajicich v realném case, pficemz jsme se zaméfili na sledovani signalnich drah. Nejvice prostoru jsme
vénovali fluorescenénim technikdm, které jsou v soucasnosti nejvyuzivangj$i, ale zminili jsme i
bioluminiscenc¢ni techniky a techniky nevyzadujici znaceni. Doposud bylo provedeno jiz obrovské mnozstvi
studii vyuzivajicich tyto metody, mnohé potiebné chemikdlie (napt. fluorofory) a pfistroje jsou navic jiz

komeréné dostupné. Vyvoj v této oblasti v§ak ¢eka jesté dlouha cesta.

Konkrétné sledovani aktivity signalnich drah je teprve v pocatcich. Jak bylo ilustrovano na ptikladu
signalizace pomoci rastovych faktort, byly jiz vyvinuty biosenzory pro nékteré ¢leny signalnich drah, jejich
fungovani vsak Casto neumoziuje sledovat proces lokaln¢ (napf. u biosenzorti zaloZzenych na transportu mezi
cytoplazmou a jadrem, kde signal vypovida pouze o stavu celé buniky), navic je obtizné sledovat vice ¢lend ¢i
procest zaroveni. Dal$im problémem je kvantitativni sledovani dynamiky signdlnich drah. To jsme vidéli
u studie Grosse a Rotweina, kde byla sledovana aktivita ERK a Akt, ¢asovy rozestup mezi méfenimi v fadu
minut ov§em umoznoval pouze zaznamenavani dlouhodobého vyvoje aktivity téchto kinaz, nikoliv dynamiky

okamzitych zmén a lokalnich fluktuaci.

V poslednich n€kolika desetiletich velmi narostl pocet dostupnych fluoroforti, jak geneticky kodovanych, tak

dodavanych do bunky zvnéjsku, a také biosenzorl zalozenych na bioluminiscenci. Znaceni cilové struktury
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ale stale skyta velké mnozstvi nastrah — znacka mtize interferovat s funkci dané molekuly a exprese znacenych
proteint vedle endogennich mtize ovlivnit celkové fungovani daného proteinu. Z toho divodu je nezbytné
ovefovat, zda pozorovany signal opravdu odpovida normalnimu chovani sledované molekuly, napt. pomoci
imunohistochemickych technik pfi kontrole lokalizace signalu. Pro mnoho ¢lent signalnich kaskad navic stale

jesté nebyly vyvinuty biosenzory, které by byly uspokojiveé schopny sledovat jejich lokalizaci ¢i aktivitu.

Chovani molekuly zajmu mize byt ovlivnéno nejen pouZzitou znackou Ci biosenzorem, ale také samotnym
mikroskopovanim — excitani zafeni, obzvlast kratSich vlnovych délek, miize zptsobit fotoposkozeni
bunécnych struktur a oxidacni stres v burice, coz miize narusit sledovany proces. Kvuli minimalizaci vlivu
zateni jsou vyvijeny fluorofory absorbujici v Cervené casti spektra. Mnohé piivodnéjsi cervené fluorescencni
proteiny maji bohuZel slaby signdl a tendenci k oligomeraci. ReSenim tohoto problému miize byt vyvoj
bioluminiscen¢nich metod, které na rozdil od fluorescence nevyzaduji externi zdroj zafeni, ktery zptsobuje

fotoposkozeni.

Dal$im problémem mikroskopickych technik je rozliSeni nedostate¢né ke sledovani detailnéjSich bunéénych
procest. Potencialni feSeni tohoto nedostatku spoc¢iva v superrezolucnich technikach. Ty jsou ovSem zatim
vhodné predevsim pro sledovani fixovanych buné€k a jejich pouziti pro sledovani zivych bunék stoji v cesté
n¢kolik prekazek, napt. zafeni o vysoké intenzité¢ zpusobujici fotopoSkozeni, dlouhd doba zaznamenavani
signalu ¢i nedostatek fluorofortt vhodnych pro pouziti v zivych buiikach. Kvili témto nedostatkiim byly
fluorescencni techniky doposud pouzivany preferenéné pro zobrazeni méné dynamickych a snadnéji

vizualizovatelnych struktur, jako je napft. cytoskelet.

Kromé nizkého rozliSeni zhorSuje mikroskopii i autofluorescence sledovanych bunék. Ta muze v urcitych
ptipadech byt natolik silna, Ze znemoziuje odliSeni signalu samotného fluoroforu. Problém autofluorescence
mize byt vyfeSen pouzitim bioluminiscencnich biosenzorii, navic jsou vyvijeny postupy umoziujici

odfiltrovat autofluorescenci v ptipadé pouziti fluorescencnich metod.

Abychom mohli ziskat vypovidajici data o bunéénych procesech, je potfeba pouzit dostateéné velky vzorek a
idealné provadét experiment v prostiedi co nejbliz§im ptivodnim Zivotnim podminkdm. Mnohé diskutované
metody vSak sleduji buiky in vivo a jsou naro¢né na Skalovani. Vyvoj (automatizovanych) metod
umoznujicich sledovat velké mnozstvi vzorkl ¢i bunky in vivo bude tak potiebny pro ziskani lepsi piedstavy

o bunécnych procesech a jejich variabilite.
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