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Abstrakt

Vackovy transport se ucastni realizace vyvojového programu rostlinnych bunék.
Schopnost zacilit vacky do konkrétnich mist plazmatické membrany je kli¢ova pro polarizaci
bunky a rust a vyvoj rostliny. Endocytdza recykluje komponenty membrany i bunéénych stén
a podili se na ustaveni polarity bunck. K rozsifeni dosavadnich znalosti o membranovém
transportu, je tieba pozorovat chovani jeho komponent s vysokym rozli§enim v Zivych
buiikdch neporusenych organismi a v redlném case. Metody, které toto umozni, spadaji
piedev§im do oboru svételné mikroskopie a nanoskopie a Casto prekracuji tzv. difrakéni limit
(200 nm). Vybrané nanoskopické techniky jako jsou PALM, STORM, SIM, STED, nabizeji
vicebarevné vizualizace i 3D rekonstrukce proteinovych komplexti ¢i membranovych klastru.
U rostlin zatim pfili§ uplatnény nebyly, ale nebyly popsany zasadni piekazky pro jejich

pouziti.

Kli¢ova slova: clathrin, difrakéni limit, endocytéza, exocytéza, exocyst, fluorofor,

mikroskopie, rozliseni, rostlinna bunka

Abstract

Endocytosis and exocytosis participate in developmental program of plants.The ability
to target exocytic vesicles to particular domains of plasma membrane is crucial for
polarization, growth and development. Plasma membrane are recycled via various
mechanisms of endocytosis which participates also in establishing plant cell polarity. To
extend our knowledge of membrane transport it is essential to observe the activity of its
components with high resolution in living cells of intact organisms in real time. Such methods
belong mainly into the field of light microscopy and nanoscopy exceeding often diffraction
limit (200 nm). Nanoscopic technigues like PALM, STORM, SIM, STED, offer multicoloured
visualization of fluorophores and high resolution 3D reconstruction of cellular component.
These methods have been used only sporadically in the field of plant biology but there should

be no serious obstacles for they employment.

The key words: clathrin, difraction limit, endocytosis, exocytosis, exocyst, fluorophore, plant

cell, microscopy, resolution



Seznam pouzitvch zkratek

AP adaptorovy protein

At Arabidopsis thaliana

BS bunécéna sténa

CHC clathrin haevy chain

CLC clathrin light chain

CLSM konfokalni laserovy skenovaci mikroskop
CM konfokalni mikroskop

DRM detergent resistance membrane

DRP dynamin related protein

GA golgiho aparat

GTP guanine nucleotid triphosphate

ER endoplasmatickO retikulum

FM fluorescen¢ni mikroskop

MTC multitethering complex

NA numericka apertura

PA-FP fotoaktivace schopny fluorescentni protein
PALM (photoactivated localization microscopy)
PM plazmaticka membrana

PSF point spread function

SDM spinning disc mikroskop

SIM simultaneious illumination microscopy
STED stimulated emission depletion

STORM stochastic reconstution microscopy
TEM transmisni elektronovy mikrosko

TIRFM total internal reflection microscopy
TGN trans golgi network

VAEM variable angle epifluorescence microscopy

A vlnova délka



1. Uvod

Endocytéza 1 exocytéza jsou membranové transporty konzervované v celé
eukaryotické tisi a jejich molekularni podstata je do znacné miry odhalovana diky detailnimu
vyzkumu modelu kvasinkovych a sav¢ich bunék. Na zdklad¢ evolu¢ni vzdalenosti i mnoha
studii je patrné, ze rostliny se v mnoha mechanismech i funkci membranového transportu lisi.
A i1 kdyz molekularni biologie, buné¢na fyziologie, bioinformatika, statistika, atd. ptinasi
mnoho podstatnych dat, pro porozuméni chovani a dynamiky jednotlivych molekul,
membranovych domén ¢i organel, je ale nezbytné umét pozorovat bunééné procesy piimo
v zivych  organismech. Obecnou disciplinou vizualizace struktur lidskému oku
nerozlisitelnych je mikroskopie a pravé jeji pokrocilé metody umoznuji dnes piekrocit
difrak¢ni limit a zabyvat tzv. nanoskopii, tedy pozorovanim na urovni desitek nanometr(i
rozliSeni 1 v zZivych organismech.

Cilem prace bylo seznamit se s novymi metodami pozorovani zivych bunék rostlin a
bunéénych procest, jakymi jsou endocytéza a exocytdza. Oblast popisu se zaméiuje na
udalosti transportu bezprostiedné spojené s plazmatickou membranou, jejiz vlastnosti jsou
zminény v kapitole o endocytdéze. Nejprve jsou tedy velmi obecné¢ uvedeny molekularni
mechanismy tvorby endocytickych vacku, kde je vice rozvedena clathrinova endocytoza
s ohledem na pomér dosazenych znalosti v tomto sméru, a splyvani exocytickych vackt
s plazmatickou membranou, kde je rozvedena Cast tykajici exocystu, uvazovaciho
proteinového komplexu, vzhledem k budoucimu zaméfeni diplomové prace. Z divodu
rozsahu prace byl vynechan vliv cytoskletu a bunééné signalizace, nebo jsou zminény jen
okrajové. V druhé poloviné prace jsou predstaveny obecné principy svételné mikroskopie,
jako metody vizualizace neporusenych zZivych bunék, jeji vybrané techniky Siroce vyuzivané i

nové metody, ¢ekajici na své uplatnéni u rostlinnych bungk.

2. Endocytoza
Kazda bunka je zivym systémem schopnym vymeénovat se svym okolim, jak latky, tak

energii. Je vymezena semipermeabilni plazmatickou membranou (PM), ktera je tvoifena
specifickou fosfolipidovou dvojvrstvu, pies niz samovolné prochazi hydrofobni molekuly
(CO,, steroidy). Malé nenabité hydrofilni molekuly jako voda a glycerol mohou také
difundovat voln¢, ale nabité molekuly, ionty a makromolekuly vyzaduji specificky transport.
Transport iontd a malych nabitych molekul, jako jsou aminokyseliny a sacharidy, zajistuji

membranové proteiny. Jedna se obecné o 3 typy membranovych proteini: pumpy, kandly a
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prenasece, vytvarejici gradienty molekul na PM a diferencujici prostiedi intracelularni od
extracelularniho. Regulovany vstup makromolekul, vétSich ¢astic ¢i vétSiho mnozstvi molekul
zajist'uje, pro eukaryota charakteristicky a evolu¢né konzervovany, mechanismus endocytozy.
CHARAKTERISTIKA Endocytoza slouzi eukaryotim K pfijmu Zivin a signald, recyklaci
membranovych komponent, udrzeni homeostaze, sekreci extracelularni matrix, obrané pied
patogeny i regulaci vyvoje. Zivo&isné buiiky vyuZivaji obecné nékolika zptisobt transportu
makromolekul do bunky, dle mechanismu to jsou: fagocytéza, macropinocytoza, clathrinem
zprostiedkovana a clathrinové nezavisla endocytéza. Sama o sobé zavisi pak na konkrétnim
slozeni a dynamice plazmatické membrany, dynamice cytoskeletu, vnitfnich 1 vnéjSich
signalech, metabolismu, zivotni fazi a stavu bunky (Murphy et al. 2005).

SITUACE U ROSTLIN Burky vyssich rostlin maji za sebou vlastni evolu¢ni vyvoj spojeny
s zivotni strategii piisedlého fotosyntetizujiciho organismu. Rostlinné genomy béhem ného
prosly fadou zmén, nasledkem kterych u nich doSlo k diverzifikaci funkci jednotlivych geni i
celych genovych rodin (napf. Vernoud et al. 2003, Sanderfoot 2007, Chong et al. 2010). Proto
i proteiny Ucastnici se endocytdzy ¢i exocytézy mohou mit specifické lokalizace, funkce,
nebo mohou chybét. Nekteré jsou naopak unikatni pro rostliny, stejné jako mechanismy,
kterych se tcastni (Geldner et al. 2003, Richter et al. 2007). Ptesto ¢astym zptisobem studia
rostlinnych gend, proteind je porovnani s jejich protéjsky u lépe prozkoumanych bunék
opisthokont. Rostlinné burniky syntetizuji vné plazmatické membrany jedine¢ny typ
extracelularni matrix, polysacharidovo-proteinovou bunéénou sténu (BS), ktera je jejich
»zivou® a dynamickou soucasti. Slozeni BS bunika reguluje mimo jiné endocytézou i
exocytozou (Sandhu et al. 2009). BS slouzi zaroven jako mechanicka opora I nastroj regulace
ristu a diferenciace. Stanoveni velikosti, tvaru a nasledné i celych organti vymezuji rovina
bunécéného déleni stejné jako mira bunééné expanze. Béhem bunééného rustu, tedy zvétSovani
protoplastu, klade pevna BS odpor. Mezi protoplastem a BS vznika turgorovy tlak (Sandhu et
al. 2009). Turgor byl pokladan za hlavni energetickou bariéru pro rostlinnou endocytdzu,
které nebyl ptikladan velky vyznam v membranovém transportu rostlin (Cram 1980). Tento
nazor byl pomalu ale jisté vyvracen studiemi internalizace proteint (Grebe et al. 2003,
Geldner et al. 2003, Meckel et al. 2004, Dhonukshe et al. 2007). Mechanismus fagocytozy byl
sledovan u protoplasti (Ueda et al. 1978, Verma 1992) a v souvislosti se symbi6zou
s bakteriemi (Son et al. 2003), byla popsana clathrinova endocytéoza (Holstein 2002,
Dhonuskhe et al. 2007) a enodycytoza fluidni (kapalné) faze (Baluska et al. 2004). Dulezitost
endocytozy byla potvrzena i ve vysoce turgescentnich svéracich bunkach praducht, kde se
podatilo ukazat konstitutivni endocytozu draslikového kanalu KAT1 (Meckel et al. 2004).
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Transport latek do bunck je u rostlin minimaln¢ stejné komplexnim procesem jako u
zivocicht, co se ty¢e mechanismu i kompartmentace intracelularnich drah (Oneli et al. 2008).

BLYSKA SE NA LEPSi CASY?  Studium endomembranového systému a jeho cest,
endocytdzy a exocytozy je velmi Sirokym tématem, které je zkoumano pomoci genetickych a
biochemickych analyz, jimiz jsou urovany proteiny nezbytné pro jeho fungovani a regulace.
K tomu aby bylo mozné ho 1épe pochopit i interpretovat, je ale zapottebi studia zivych bunék
pfimo v téle rostlin a studovat dynamiku jeho komponent a nejlépe jejich komunikaci.
S pfichodem novych technik vizualizace dynamiky bunééného obsahu (Sparkes et al. 2011),
novym zna¢enim proteint (Bolte et al. 2004, Meckel et al. 2004, Huang et al. 2010) a
pouzitim starych inhibitort (Geldner et al. 2001), lze transportni procesy a interakce
jednotlivych proteina sledovat in vivo (Fujimoto et al. 2008, Konopka and Bednarek 2008b).
Je vSak otazkou zdali se pouzitim transgennich rostlin a mutantll neztraci pfirozena
fyziologickd odpovéd’ rostliny na dané podnéty. Navic vétSina studii pracuje s nékolika malo
rostlinnymi druhy jako je Arabidopsis thaliana, Oryza sativa, Physcomitrella patens, a proto

otazka obecnosti transportnich mechanismu je daleko od svého zodpovézeni.

2.1. Plazmaticka membrana a jeji domény
Je komunika¢ni zénou cytoplasmy s okolim bunky, na svém povrchu vystavuje

receptory pro piijem signal a je spojena s cytoskeletem uvnitt cytosolu i s BS vné cytosolu.
Plazmatickd membrana nevznika de novo, ale z pfitomnych membran v buiice. Je t0 vysoce
dynamicka struktura a pro zivot bufiky je nezbytna jeji neustala recyklace (Boutté et al. 2006,
Dhonukshe et al. 2007). Rust PM i obména ve slozeni jSOu =zajiStované mimo jiné
endocytdzou a exocytozou. Aktualni slozeni PM ma zpétné vliv na oba z transporti. Regulace
sloZzeni membrany je esencialni pro polarizaci, riist i morfogenezi bun€k. SloZeni membrany
ovlivituje receptorem zprostfedkovanou endocytozu (Horn et al. 1989) diky niz je buika
regulovana procesy na vys$ich trovnich (fytohormony, miRNA) a pomoci nichz sama
reguluje svou citlivost na vné&jsi podnéty.

LIPIDOVE DOMENY  Membrana vykazuje heterogenity, jeji slozky maji schopnost
sdruzovat se a vytvafet domény riznych vlastnosti podstatnych pro fizeny transport ven i
dovnitf bunky (Guttierrez et al. 2010).

CHARAKTERISTIKA Regulaci transportnich procesti a polarizaci bun€k pravdépodobné
usnadiuji detergent rezistentni domény DRM (izolovana frakce nerozpusténych membran po

osetfeni detergentem) ¢i lipidové rafty. Jedna se o oblasti membran (v rozmezi 50 az 200 nm)



s vétsi mocnosti a nizsi fluiditou bohaté na steroly, sfingolipidy a specifické proteiny (Simons
and Ikonen 1997). Ovsem fakt, ze molekula neni pfitomna v DRM frakci, jesté neznamena, ze
neni soucasti lipidového raftu v jeho nativni podobé. Zasadni poznatky mize pfinést vyzkum
slozeni a dynamiky membran zivych bun¢k. Rafty mohou fungovat jako podnoze pro
specifické proteiny, mize jich tedy existovat nckolik druhd. Ty se mohou tucastnit
konkrétnich funkci membrany, napt. selekce dopravovanych molekul do sousednich bungk,
nebo polarizovaného rustu (Mongrand et. al 2010).

STRUKTURA Izolované DRM obsahuji ptedevsim lipidy a steroly, z proteintt GPI kotvené
proteiny, protein Kinasy, receptory spiazené s G proteiny, proto je pravdépodobna jejich
funkce v ptijmu signalt (Peskan et al. 2001). Pro rostlinné DRM je typické $irsi spektrum
sterolti, jako stigmasterol, sitostreol, 24 - methylcholesterol, cholesterol i specifické
sfingolipidy (Laloi et al. 2007). Sterolové slozeni PM se vyznamné podili na kompozici
celych lipidovych domén a ma vliv na fadu signaliza¢nich i biosyntetickych drah (Souter et al.
2002). Grebe a kolektiv ukazali zavislost endocytdzy steroli z PM na funkénim aktinovém
cytoskeletu. Podpofil tim hypotézu recyklace PM proteini endocytézou zprostfedkovanou
lipidovymi rafty, pro kterou se sbiraji dikazy dodnes (Grebe et al. 2003). U zivocichi
lipidové rafty a jejich komponenty usnadnuji signaliza¢ni 1 transportni procesy, predevsim
pies vazbu na protein caveolin, diky némuz dochazi k invaginaci membran (Nabi and Le
2003).

FUNKCE Jejich zakladni funkci je sdruzovat vybrané proteiny do lipidovych domén a
usnadnovat jejich interakce, tvofit centra polarizace a signalizace (Simons and Ikonen 1997),
tedy i centra transportu a recyklace. U rostlin je distribuce lipida a sterolti podstatna pro
polarizaci povrchovych proteind, jako je pfenase¢ auxinu PIN2. A jelikoz je PIN2 dopravovan
do PM exocytdzou a polarizovan pomoci endocytozy, raftova dynamika je soucasti regulace
membranového transportu (Dhonukshe et al. 2008, Men et al. 2008). Slozeni a distribuce
lipidovych rafti mize mit vliv nejen pti signalizaci bunck, prvotni odpovédi na patogena,
buné¢nou polaritu ¢i endocytézu (Mongrand et al. 2010), ale i na mezibunéénou komunikaci
pomoci plazmodesmat, typ rostlinnych mezibunéénych spoju (Thomas et al. 2008). Navic
distribuce steroll spolu s clathrinovou endocyt6zou ovliviiuje rozmisténi KNOLLE proteinu
(viz kapitola SNARE komplex a fuze membran) Vv roviné bunééného déleni, lipidové rafty
tedy mohou byt zapojeny v cytokinezi (Boutté and Grebe 2009). SloZeni membrany ma vliv
na rostlinnou endocytézu i1 exocytézu. OvSem neni jasné, jestli jde opravdu o vliv slozeni
specifickych membranovych domén, jakymi jsou lipidové rafty. KlepSimu pochopeni

dynamiky membranovych domén a polarizace membrdny muize pomoci sledovani
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jednotlivych molekul a domén, tedy metodami o rozliSeni desitek nanometrt jako je STED,
SIM, STORM, PALM (Gutierrez et al. 2010).

TEORIE RECYKLACNICH DOMEN  Zména tvaru bunék dle vyvojového planu souvisi
bezprostiedné¢ s cilenou sekreci proteinovych, lipidovych i sacharidovych komponent na
povrch bungk. Tzv. aktivni kortikdlni domény (ACDS), by mohla byt mista PM spojena
s aktivni exocytézou doprovazenou recyklaci a tak zodpovédna za polaritu bundk (Zarsky et
al. 2009). Na existenci takovych domén u rostlin ukazuje vice studii (Boutté et al. 2006,
Dhonukshe et al. 2008, Men et al 2008, Van Damme et al. 2011). Teoreticky by mohlo jit o
domény specializované, napt. ptitomnosti jednotlivych Rab GTP4z a proteinového komplexu
exocyst. ACDs mimo jiné poukazuji na vyznam spolupridce endocytdzy s exocytdzou pii

formovani polarity bungk (Zarsky and Potocky 2010).

2.2. Endocytéza dle mechanismu
U rostlin byla popsana clathrinova i na clathrinu nezavisla endocytoza, jako je

endocytdza fluidni fize ¢i fagocytdéza. A jelikoz byly u rostlin popsany lipidové rafty, je
pravdépodobna i jejich ucast, jako platforem pro proteiny usnadmujici endocytozu i exocytozu

a polarizovanou sekreci (Murphy et al. 2005, Boutté and Grebe 2009).

2.2.1. Clathrinova endocytoza
Mechanismus clathrinové endocytézy zahrnuje tvorbu obalenych vacka o velikosti

kolem 70 - 90 nm, ty jsou mensi nez u zivoéichu pravdépodobné dusledkem pisobeni
turgorového tlaku (Holstein 2002, Barth and Holstein 2004, Meckel et al. 2004). Zda se, ze
jde o majoritni proces internalizace membran, makromolekul, proteind u rostlin (Dhonukshe
et al. 2007, Dhonukshe et al. 2008), stejné jako je tomu u zivoéichu, kde byly clathrinové
struktury pozorovany pomoci TEM jiz v 60 letech 20. stoleti (Kanaseki and Kadota 1969).
Clathrin je protein, ktery sklada obal kolem internalizované membrany, az vytvoii
vacek pripraveny k oddéleni (Pearse 1976, Crowther and Pearse 1981). Ke skladani clathrinu
dochazi na specifickych mistech membrany s dostatkem proteind potiebnych k tvorbé vackd,
vytvaii se tzv. clathrinové klastry. Clathrinova zékladni strukturni jednotka triskelion je
slozena ze trech tézkych fetézcii clathrninu (Mr~180kDa), ty dopliuji tfi lehké fetézce
(Mr~30kDa), (Fotin et al. 2006). Triskeliony interaguji spolu navzajem a s perifernimi
adaptorovymi proteiny (AP) za tvorby obalu kolem vacku. AP spolu s prislusnymi proteiny

vybiraji substrat vacku, ucastni se ale i formovani a oddéleni vacku (Robinson and Bonifacino
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2001, Holstein 2002). AP jsou monomerni nebo skladaji heterotetramericky komplex v misté
internalizace membrany. AP komplex vétSinou interaguje s GTPazou a membranovymi
fosfatidylinositoly (PtdinsP), (Doherty and McMahon 2009). Mal¢ GTP vazebné proteiny
zrodiny Ras, jejichz ¢leny jsou Arf, Rho, Rab, Ran, Ras GTPazy, se obecné¢ podili na
transportu vacki a jeho regulacich v celém endomembranovém systému. Funguji jako
molekularni spinace aktivujici své efektorové proteiny. Samy jsou aktivni ve stavu vazby
S GTP, vnémz setrvavaji, dokud nedojde k zapnuti jejich hydrolytické funkce proteiny
z rodiny GAP (GTPazy aktivujici proteiny). Aktivni stav je pfepinan proteiny rodiny GEF
(guanosin nucleotid exchange faktor), (Molendijk et al. 2004). Na tvorbé clathrinovych vacka
se podili rodina Arf GTPaz (Nielsen et al. 2008). ArfB rekrutuji clathrin pfes AP na PM, Arfl
na membranu TGN, proto je jejich aktivita podstatna nejen pro déje endocytické nybrz i
exocytické (Matheson et al. 2008). Rodina velkych GTPaz dynamint se G¢astni excize vacku.
Dynaminy skladaji sroubovici kolem kréku vacku a mechanicky ho zaSkrcuji, pfi tom
vyuzivaji zmény konformace Vv zavislosti vazby GTP/GDP (Marks et al. 2001). Po oddéleni
vacku dojde k jeho odplasténi. Zprvu se myslelo, Ze k rozpadu obalu dochazi po ustipnuti
vacku. Dnes se ale debatuje o funkci obalovych proteind v interakci s uvazovacimi komplexy
(Brocker et al. 2010).

ROSTLINY A CLATHRIN Pro pfitomnost clathrinové masinerie V rostlinnych bunkach
hovoti mnoho studii (Emons and Traas 1986, Blackbourn and Jackson 1996, Barth and
Holstein 2004, Dhonukshe et al. 2007, Oneli et al. 2008). Ugast clathrinu (CHC) na recyklaci
membran popsali Blackbourn a Jackson (Blackbourn and Jackson 1996). Vernoud a kolektiv
identifikovali Arf GTPazy i Arf GEF a Arf GAP pro GTPazy v Arabidopsis thaliana
(Vernoud et al. 2003). Zapojeni komplextt AP v clathrinové endocytéze i monomernich AP
ukazuje jejich popis ucinény na modelu At, kde monomerni At-AP180 a At-aC-Ad,
podjednotka komplexu AP2, vykazovali interakce s clathrinem i PM (Barth and Holstein
2004). Dhonkshe a kolektiv naproti tomu ukazali, Ze AP jsou sice potiebné pro clathrinovou
endocytozu (PIN proteint), ov§em nikoliv nezbytné (Dhonukshe et al. 2007). Rostlinné DRP
(dynamin related protein) jsou piibuzné savéich dynamind, ale vice diverzifikované. V
membranovém transportu hraji roli DRP1A-E a DRP2A-B (Hong et al. 2003, Kang et al.
2003, Bednarek and Backues 2010). Konkrétné komplex DRP1A s DRP2B zda se fidi
uvolnéni clathrinového vacku i jeho maturaci na donorové membrané (Fujimoto et al. 2008).
DRP1C vykazuje interakci s CLC (Konopka and Bednarek 2008a, Konopka et al. 2008).
Vyvoj Sirokého spektra DRP ukazuje na existenci nékolika riznych clathrinovych drah

endocytdzy u rostlin, nebo na membrdnovy transport nezavisly na clathrinu. Pozorovani

11



zivych bungk s patiiéné znacenymi proteiny clathrinové endocytozy ukazalo, Ze je majoritnim
transportem proteint z rodiny PIN, proto se podili na auxinem ustavené polarit¢ (Dhonukshe
et al. 2007, Dhonukshe 2008). Vyznamné se projevuje v recyklaci membran (Oneli et al.
2008) i v cytokinezi, pii lokalizaci cytokineticky specifickych proteint a pfi splyvani bunééné
prepazky s definovanymi useky matetské PM (Boutté et al. 2009, Van Damme et al. 2011).

2.2.2. Endocytdza fluidni faze
Béhem tohoto typu endocytozy dochazi k internalizaci extracelularni tekutiny a jejiho

nespecifického obsahu do vacka velikosti mensiho fagosomu (jednotky pm). Fluorescencni
znaCeni barvou LY (lucifer yellow), ktera neprochazi pifes membranu, ale vaze se k ni,
umoznilo pozorovat endocytézu fluidni faze v plazmodesmatech bun€k prechodové zony
kotenového vrcholu kukutice (Baluska et al. 2004). Ukézalo se, Ze jde o endocytdzu zavislou
na aktinu a myosinu (myosinVIIl) a naopak nezavislou na cytoskeletu mikrotubulovém.
Polymerizace a pohyb aktinovych filament jsou dulezité pfi puceni vacku i pohybu endosomi,
mimo jiné je znam jeho vyznam pro recyklaci stavebnich komponent bunécné stény (Baluska
et al. 2002). Autofi diskutuji, ze sila myosinovych motord napojenych na aktinova filamenta
interagujici s membranou by mohla byt hybnou silou pro endocytézu fluidni faze, ktera je
v bunkach kotene diilezitym transportem asimilatii. Internalizace kapalnych Zivin (sachar6za)
Z roztoku byla ukézana i na modelu bunécné kultury javoru jasanolistého, kde mimo transport
sacharidii pfes membranové pienasece probihala i jejich endocyticka doprava (Etxeberria et
al. 2005).

Prace studujici clathrinovou endocytézu sice ukazuji jeji majoritni zastoupeni, jako
mechanismu internalizace u rostlinnych bun€k, dokladaji zaroveii existenci na clathrinu
nezavislych procesech, které mohou byt zdrojem napt. specifického transportu ¢i bypassem

clathrinové endocytdzy (Dhonukshe et al. 2007, Dhonukshe et al. 2008, Onelli et al. 2008).

2.2.3. Fagocytoza
Jde o specialni mechanismus umoznujici buikdm pohlceni vétsi potravy (od 200 nm

po nékolik pm), internalizaci symbionta (bakterie) ¢i cesta pro vstup patogena (viry, bakterie,
houby). Nejprve dochazi k rozpoznani povrchovych epitopti buiky a cizorodé castice,
nasleduje dynamické piestavba aktinového cytoskeletu a exocytdza membran, aby mohla byt

cela partikule obalena membranou a jako endosom (fagosom) internalizovana do cytosolu.
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Ma - li mit fagocytdza efekt vyzivy, musi jesté dojit k fizi fagosomu s vakuolou (lyzosomy u
zivocCiskych bunék), kdy je obsah natraven na ziviny pouzitelné pro metabolismus bunky
(Samaj et al 2004). Rostlinné protoplasty (buiiky zbavené bun&éné stény) jsou schopné poziit
latexovou kuli¢ku i jiny protoplast, a¢ se to zda byt velké sousto a inkorporuji je do své
vakuoly (Ueda et al. 1978). Dokaze vSak bunka pojmout tak velka télesa i pies bunénou
sténu?

Rostliny si ve svém zivoté pomahaji mutualistickymi symbidézami sfadou organismul.
Nazornou ukazkou fagocytozy jako vstupu symbionta do rostliny, je ptiklad Celedi fabaceae
s bakterii Rhizobium, Kktera vstupuje pies rhizodermis kofene a cestu si usnadnuje produkci
vlastnich celulaz (Verma 1992). Pro fungujici fagocytézu je esencialni mala GTPaza sRab7,
homologicka ke kvasinkové Rab7, zajistuje fuzi endocytickych vacka s fagosomem. Diky ni
je povrch fagosomu zménén do podoby symbiosomu. Jinak by byla Rhizobia stravena jako
potrava, uspésna symbioza je tady zavisla na fungujicim transportu hostitelské bunky (Son et
al. 2003).

Je mozné, Ze bakterie nejsou fagocytovany rostlinou jen za ucelem symbiotickych ¢i
naopak patogennich pohnutek. Muze si jimi rostlina zpestiovat sviij fototrofni program?
Internalizace bakterii béZzné do bunék rostlin nevstupujicich, jako je Escherichia colli, byla
popséna u koienovych bunék rajéete a At. Mechanismus autofi jen nastinili: buiiky rostlin
narus$i svou buné€nou sténu enzymy, zaroven na svlj povrch piimknou shluky bakterii
V obalu podobného slozeni celulozové sténé a internalizuji do cytosolu, coz potvrdili snimky
z TEM. Bakterie neopustili buriky kury kofene a po nékolika dnech zmizely (Paungfoo-
Lonhienne et al. 2010). Zatim se ale spiSe jedna o tsmévnou piedstavu. Nebylo totiz urceno,
jestli enzymy narusujici BS jsou ptivodem z rostliny ¢i bakterie. Rostliny jsou autotrofnimi
organismy, jejichz bunky nepotiebuji organickou vyzivu, na druhou stranu ji ale umi vyuzit
(masozravé rostliny, vyzivna media). V bunécné endocytdéze ma rostlinnd fagocytdza

minoritni zastoupeni.

2.3. Role v rostlinném téle
Endocytoza je v rostlinnych télech a bunikdch potiebna k internalizaci a recyklaci

membran, membranovych proteind, lipidi a steroli (Men et al. 2008, Geldner et al. 2001),

k pfijmu extracelularnich tekutin (Baluska et al. 2004) i fagocytoze ¢i uspésné symbioze (Son
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et al. 2003). Rostliny jsou schopné endocytovat komponenty svych bunéénych stén, jako
pektiny, a modulovat tak jejich vlastnosti (Baluska et al. 2002).

Endocytéza neni jen déjem koncicim internalizaci membrany. Samotné vytvofeni
vacku je regulovanym procesem a urcuje osud vacku. Je soucasti endomembranového
systému, jeho dopravnich drah a komunikaci, zahrnujici bunééné kompartmenty zodpovédné
za syntézu proteini (endoplazmatické retikulum ER), jejich maturaci a upravu (Golgiho
aparaty - od cis po trans), degradaci bunéénych komponent (vakuoly) a tfidéni (endosomalni
komplex), (Jiirgens and Geldner 2002, Zarsky et al. 2009). Do buiiky vstupuji makromolekuly
endocytdozou a ven exocytdézou, souhra obou transportti a jejich lokalizovana polarizace
umoznuje asymetricky rast a vyvoj, nezbytny pro morfogenezi rostlinného téla, coz je spojeno
s transportem fytohormont (jako je auxin) (Geldner and Jiirgens 2006, Hwang and Robinson
2009). Pozoruhodné, nikoliv piekvapivé, je zjisténi, ze endosomalni drahy jsou si napfic
eukaryoty podobnéjsi v rané fazi mezi ER a GA, zatimco v post GA k PM je mnoho specifik
(Vernoud et al. 2003, Sanderfoot 2007).

3. Exocytdza
CHARAKTERISTIKA Opa¢nym déjem k endocytdoze je exocytdoza. Pii ni jsou

makromolekuly, jako solubilni naklad vacku, transportovany ven z bunky anebo, jako
transmembranové komponenty spolu s lipidy, internalizovany do cilové membrany. Je tak
zajistovan membranovy obrat, ustaveno slozeni PM, dosahovéano diferenciace, rastu a vyvoj.
Exocytické vacky jsou, po odstépeni z membrany donorového kompartmentu, dopraveny,
uvazany a nasledné spojeny S cilovou membranou. Donorem vacki uréenych pro export do
plazmatické membrany byva Golgiho aparat, hlavné jeho Caste¢né nezavisly kompartment
TGN (trans-Golgi network), nebo casné endosomy a MVB (multivesicular body),
spolupracujici na recyklaci membran a proteind. Roli vice matefskych kompartmentt,
podporuje 1 existence vice druhli exocytickych vacku, liSicich se ve velikosti, tvaru i obsahu
(Zarsky et al. 2009).

MECHANISMUS  Pro splyvani membran je diilezité sloZeni cilové membrany i membrany
vacku. Jsou pfinaSeny diikazy o vyznamu specifickych domén plazmatické membrany,
slouzicich jako mista vysoké exocytozy a recyklace (Orlando and Guo 2009, Zarsky et al.
2009). Tvorbu vacku, jak je feCeno vyse, doprovazi specifické slozeni membrany, vybér
nakladu vazbou adaptorovych proteind, jejich zakfiveni za pomoci obalovych proteind

regulované Arf GTPazami (viz kapitola clathrinova endocyt6za). Uvolnéné vacky pak musi
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ptekonat urcitou vzdalenost k cilové membrang, vétSinou za pomoci cytoskeletu. Spojeni
obou membran je koordinovanym procesem interakci mezi uvazovacimi komplexy,
regula¢nimi Ras GTPasami a SNARE komplexy (Orlando and Guo 2009).

FUNKCE Béhem ristu musi buiika zvEtSit nejen svlj objem (syntéza, piijem zivin
endocytozou), ale i povrch. Bunky rostlin k zvétSovani PM musi pfestavovat i bunéénou
sténu, ktera vymezuje jejich tvar (Sandhu et al. 2009). Souhra endomembranového systému,
sekrece 1 recyklace potom definuje bunéény rust a vyvoj. Regulace a polarizace sekrece
umoziuje délicim a rostoucim buiikam, v zavislosti na svych sousedech a signalech zvenci,
realizovat svou morfogenezi ¢i diferenciaci. Mutanti v genech kodujicich proteiny ucastnici se
exocytozy vykazuji ¢asto defekty v déleni bunék, polarité, bunécné sténé, ristu a morfogenezi
tkani i organt (Zarsky et al. 2009). Rostlinné buiiky se na rozdil od ostatnich eukaryot déli
smérem od stfedu k obvodu, neboli centrifugdlné. Exocytdéza je esencidlnim transportem
stavebnich komponent nové vznikajici bunétné piepazky pii cytokinezi. Splyvani
exocytickych vackl v ekvatoridlni roviné piind$i material pro vznikajici plazmatické

membrany.

3.1. Kotveni vacki (vesicle tethering)

vvvvvv

exocytického vacku k membrané. V bod€ dotyku jesté nedochazi ke splynuti lipidovych
dvojvrstev, pouze K jejich kontaktu pies ,kotevni lana“ tzv. tethers, uvazovaci komplexy
obvykle slozené z nékolika proteinovych podjednotek. Vacek se tvoii za regulace malych
GTP vazebnych protein, ty béhem cesty vacku k cilovému kompartmentu interaguji
S podjednotkami konkrétniho kotevniho komplexu. Po nasmérovani vacku na cil dojde k
interakci podjednotek na vacku i na cilové membrané (viz Obr. 1). Komplex se sklada,
stabilizuje membrany a ptipravuje fuzi zprostiedkovanou SNARE proteiny (Cai et al. 2007).
U opisthokont bylo popséno a pozorovano vice druhti kotevnich proteintl, vice podjednotkové

komplexy, tzv. multisubunit tethering complexes (MTC) jsou slozeny ze 3-10 podjednotek.
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Obr. 1: Cesta sekretorického vacku z donorového kompartmentu k akceptorovému.Vacek se vytvdri na
donorové membrané za spoluprdce obalovych proteinii, jako je clathrin, nese substrat podél
cytoskeletarnich drah. Na vacku dochazi ke skladani uvazovaciho komplexu, ktery kotvi vacek

k membrdné a usnadiiuje posledni krok sekrece, fiizi membrdn. Prevzato z Cai et al. (2007).

MTC jsou diverzifikované a vicetcelové, jejich slozeni se liSi, a jednotlivé podjednotky
mohou zastavat specifické funkce u konkrétnich organisma (Cai et al. 2007). Az na vyjimky
pro né plati, Ze svymi vazebnymi motivy vazi Rab GTPazy a SNARE proteiny (Brocker et al.
2010). Regulované kotveni vacku tak plynule piechazi ve fuzi s cilovou membranou.
Exocytické vacky uvazuje MTC exocyst, poprvé objeveny u kvasinky Saccharomyces
cerevisiae (TerBush et al. 1996). Exocyst je heterooligomericky komplex, skladajici se z 8
podjednotek Sec3, Sec5, Sec6, Sec8, Secl0, Sec 15, Exo70 a Exo84 (Ter Bush et al. 1996,
Guo et al. 1999a). U kvasinek je lokalizovan v mistech vysoké sekrece (puceni a odstépeni
dcefinych bun¢k). Naruseni jeho funkce pusobi hromadéni vackl uvnitt builky a poruchy
polarity (TerBush et al. 1996). Typicky vstupuje do interakce s malymi GTPazami skupiny
Rab (viz kapitola clathrinova endocytdza), podstatnymi pro vazbu vackt z TGN k PM (Guo et
al. 1999b). Rab GTPazy jsou obecné zapojeny v bunééné membranové doprave, kdy cykluji
mezi cytoplazmou ve stavu vazaného GDP a membranou s navazanym GTP. Jejich kolob&éh
udrzuji GEF a GAP proteiny, navic v solubilni formé je stabilizuji GDI (GDP dissociation
inhibitor). Tyto proteiny pak mtizou specificky ovladat aktivitu G proteinu v ¢ase i prostoru a
maji proto vliv na specifi¢nost membranového transportu (Nielsen et al. 2008). Rab GTPazy

jsou drzeny vPM lipidickou kotvou, kterd je na protein kovalentné¢ vazana Rab
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geranylgeranyl transferazami (Hala et al. 2010). Aktivni Rab GTPaza Sec4 u kvasinek
iniciuje skladani exocystu a jeho vazbu k membranové vazanym podjednotkam Sec3, Exo70
(Guo et al. 1999b, Grote et al. 2000). Exo 70 interaguje pifimo s membranovymi fosfolipidy,
konkrétn¢ fosfoinositolem PI(4,5)P,, Exo70 i Sec3 pravdépodobné spolupracuji a jsou obé
nezbytné pro cileni vacka prostiednictvim exocystu (He et al. 2007). Exocyst je zaroven
efektorem Rho GTPaz, tidici polarizovanou sekreci (Zhang et al. 2001, Lavy et al. 2007,
Orlando et al. 2011) a organizaci aktinového cytoskeletu. Skladani oktamerického komplexu
vede krozpoznani specifické membranové domény a plynule pokracuje fizi
zprostiedkovanou SNARE proteiny (Boyd et al. 2004).

Exocyst prispivad k cileni va€ki do mist aktivni exocytézy tzv. ACDs, které kontroluji
specificky export molekul z bufick (Zarsky et al. 2009) a pravdépodobné i fizi membran
vacku a PM.

3.2.1. Exocyst u rostlin
U rostlin jsou ptitomny geny vSech podjednotek exocystu definovanych u kvasinek a

savcu (Elias et al. 2003), ovSem u nékterych z nich se béhem evoluce vyvinulo vice forem.
Naptiklad u modelového organismu At byly analyzou genomu uréeny dva parology pro
SEC3, SEC5, SECI5 a tti paralogy pro EXO84 (Elias et al. 2003). V prub¢hu evoluce
suchozemskych a zejména krytosemennych rostlin se projevuje trend rozristajici se genové
rodiny EXO70, ¢itajici u At 23 paralogu ¢i u ryze Oryza sativa dokonce 39 paralogi (Synek at
al. 2006). Tak rozsahla multiplikace zna¢i zisk novych regula¢nich funkci, pro jejichz
mechanismus je pravdépodobné klicova EXO70 jako koordinatora interakci s PM a Rop
GTPazami (Chong et al. 2010). Microarray analyzy mimo jiné poukazuji na regula¢ni roli
AtEXO70, kdy se za riznych podminek dynamicky ménila jeji exprese na rozdil od slabé
zmény u zbylych podjednotek. Autofi proto navrhuji model, v némz diferencialni exprese
EXO70 genu fidi rostlinny exocyst (Chong et al. 2010). Synek a kol. navrhli dvé hypotézy pro
bohatou skupinu EXO70 u rostlin. Prvni navrhuje, Ze jen ¢ast ze skupiny EXO70 funguje
jako soucast celého komplexu a ostatni isoformy maji specializované samostatné funkce.
Druhd postuluje existenci vice forem exocystu liSicich se pravé ptritomnou EXO70
podjednotkou (Synek et al. 2006). V nedavné studii byla pfedstavena lokalizace 22 ze 23
¢lent transgennich konstrukti EXO70:GUS v téle 1 sam¢im gametofytu At, kterd ukazala, Ze
ackoliv exprese vsech Exo70 je izce spjata s misty vysoké exocytdzy, zadna z jejich izoforem

neni exprimovana konstitutivné ve vSech bunéénych typech (tkanich), (Li et al. 2010).
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Podpora je tedy momentdln¢ na stran¢ hypotézy, ze rostliny mohou vyuzivat konkrétni
,varianty” exocystu pro rizné bunééné typy, tedy ke tkanové specializaci sekrece (Hala et al.
2008, Li et al. 2010).

Vliv jednotlivych podjednotek na rist a vyvoj je zkoumdn pifedevSim studiem
fenotypu mutant. Roli SEC8 v polarizovaném rastu a sekreci popisuje studie na modelu
pylovych lacek (Cole et al. 2005). Synek a kol. charakterizovali mutanta exo70Al
projevujiciho defekty polarizace a rdstu meristémt u sporofytické linie. Oproti divokému
fenotypu maji mutanti naruseny polarni rist kofenovych vlaskt, apikalni dominanci, pocet
bunék (méné), rust hypokotylu, naruSenou schopnost kompatibilniho opyleni a vyvoj
kvétenstvi (Synek et al. 2006, Samuel et al. 2009). EXO70A se proto podili na bunééném
déleni, polarizaci a morfogenezi bun¢k i organti (Synek et al. 2006). Funkéni propojeni
exocystu jako komplexu u rostlin ukazuje studie, kde se porovnavaji fenotypy vice
podjednotek (Hala et al. 2008). Defekty u mutantti exo84 pisobi naruSeni cytokineze,
morfogeneze svéracich bungk i jejich déleni. Zapojeni exocystu lze tedy najit i pfi iniciaci
tvorby bunécné piepazky, tedy v misté specifické fize mnoha sekrecnich vackt a pii zrani
nové BS pii cytokinezi, kde je tteba dopravy specifickych komponent (Fendrych et al. 2010).
Doklady o funkci exocystu v maturaci BS i jeji morfogenezi, poskytuje vyzkum vyvoje
semenné¢ho obalu At. Zde je tfeba polarizované sekrece pektinovych molekul pro tvorbu
extracelularniho slizového obalu kolem semene. Mutanti sec8 a exo70Al projevuji jeho
vyznamn¢ narusenou tvorbu (Kulich et al. 2010). Data ziskana z mutantt pfinaSeji ocekavané
vysledky o zapojeni exocystu V asymetrickém rastu bunék a polarizované sekreci, tedy pii
cytokinezi, bunécné polarité, formovani bunécné stény, morfogenezi tkani a organti i bunécné
obrané pted patogeny (Pecenkova et al. 2011).

Regulatory rostlinného exocystu a jejich vliv jsou studovany dle ptedloh kvasinkovych
a sav¢ich drah. Zrodiny Ras GTPaz identifikovanych u kvasinek i savci nalézame u At
skupinu Rab, Ran, Arf a Rho piibuznou, ale pro rostliny specifickou Rop (Vernoud et al.
2003). Rop GTPazy jsou zapojeny V polarizovaném rastu organizaci dynamiky aktinu,
vrcholového Ca2+ gradientu a membranovém transportu (Ridley 2006). Jednim
z identifikovanych efektord pro Ropl je ICR1 protein (interactor of constitutive active Rops)
interagujici i s podjednotkou Sec3. Spojeni Rop s exocystem zprostiedkovavaji pravé lcr
proteiny (Lavy et al. 2007). Ukazuje se, ze exocytdza spojena s Rop - ICRI je potiebna pro
dopravu PIN proteinil do specifickych mist PM a ucastni se proto polarizace auxinového toku.
Navic jeho bunécna lokalizace a exprese reaguje na stabilni auxinové maximum v okolnich

bunkach a odpovida pozitivni zpétnou vazbou na jeho koncentraci. V reakci na auxin Rop-
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ICR1 moduluji polaritu exocytézy PIN pravdépodobné pies interakci s AtSec3 (Hazak et al.
2010).

3.3. SNARE komplex a fiize membran
SNARE (soluble N-ethylmaleimide senstive factor attachment protein receptor)

proteiny zménou konformace (tzv. zippering) vytvaii SNARE komplex, ¢imz k sobé
mechanicky pfiblizi dvé membrany navzdory jejich stejnému naboji (Lin and Scheller 1997).
Samovolnym skladanim komplexu, dochazi k membranové fazi (Sollner et al. 1993).

SNARE rodinu tvofi samostatné proteiny Qa, Qb, Qc (charakteristicka pozice
glutaminu v sekvenci) a R (arginin ve specifické pozici), (Fasshauer et al. 1998). Obecnéji v—
SNARE (od vesicular) inkorporovany ve vacku dokaze rozeznat t—-SNARE (od target)
Vv cilové membrané (t-SNARE od target). SNARE jsou charakteristické tzv. SNARE motivem
(coiled coil SNARE motif), ktery umoziuje pii dostatecné blizké vzdalenosti jejich
samovolné skladani (Lin and Scheller 1997). Sollner a kol. postulovali hypotézu, ze
vytvoieny SNARE komplex fidi specifickou membranovou fazi, coz nasvédcuje i jejich
geneticka rtznorodost (Sollner et al. 1993), existuji vSak doklady, ze tomu tak neni (Hunt et
al. 1994, Scales et al. 2000). Napriklad skutec¢nost, ze v - SNARE se po spojeni membran
ocitaji spolu s t-SNARE na shodné¢ membrané. V- SNARE musi byt potom recyklovany a
jsou pritomny jak na vaccich anterogradnich tak retrogradnich. Dale fakt, Ze jejich naruseni
neposkozuje mechanismus kotveni, ktery logicky pfedchazi SNARE interakci (Hunt et al.
1994). Pozorovani SNARE skladani komplexii in vitro ukéazalo, Ze strukturni motivy jsou si
tak podobné, ze interaguje témei kazdy typ SNARE s kazdym. OvSem stejna studie ovéiovala
jejich parovani i v bunénych systémech, kde se interakce razantné zpiesnily (Scales et al.
2000). SNARE tedy ptispivaji k specifiénosti membranové faze, hlavni slovo maji
pravdépodobné jiné proteiny regulujici vyb&r jednotlivého SNARE do specifické
membranové domény.

Jak pomahaji uvazovaci komplexy skladani SNARE komplexu? VétSina znalosti o
funkci SNARE proteinil byly ziskdna studiem umélych membran in vitro, o jejich nativnich
interakcich se tak vi stale malo. Teoreticky pfiblizi jednotlivé SNARE do vhodné vzdalenosti
k samoorganizované fuzi, nebo piimo vazi SNARE proteiny, napt. MTC komplex DSL1 vaze
pro ER specifické SNARE a urychluje skladani jejich komplexu pfi splyvani membran (Ren
et al. 2009). Exocyst vaze proteiny rodiny SEC1 (proteiny vazici se na plné sestavené SNARE
komplexy), tato interakce by mohla spojovat exocyst se SNARE (Wiederkehr et al. 2004).
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Piimou interakci s t-SNARESec9 (R-SNARE) proteinem vykazuje podjednotka exocystu
Sec6 (Sivaram et al. 2005).

Vyssi rostliny maji pomérné konsistentni homologické sady SNARE gent (Sanderfoot
2007). SNARE jsou potieba v kazdém kroku membranového transportu. Pro PM rostlin bylo
popsano 18 SNARE proteind. Z toho je usuzovano na existenci membranovych domén
riznych funkci (Uemura et al. 2004). Dopravé do konkrétnich membranovych domén se
ucastni bohatd skupina PM  Qa—SNARE zastoupena SYPI1 rodinou, ktera je ruzné
exprimovana v odlisnych bunéénych typech (Enami et al. 2010). KNOLLE/Syp111 protein
byl uréen jako cytokineticky specificky SNARE zodpoveédny za fizi vackt. Protein KNOLLE
je lokalizovan béhem c¢asné telofaze do centra roviny déleni, s rostouci pepazkou putuje jeho
signal k okrajim a v metafazi mizi. Mutanti projevuji jasné defekty ve fizi vacku v cytokinezi
(Lauber et al. 1997). Dale SYP121/AtPENT1 je zapojen v sekreci KAT1 regulujiciho iontovou
homeostazi bunék (Tyrrell et al. 2007) a spolu se SYP122 se podili na specifické sekreci
Vv obrané pied patogeny (Assaad et al. 2004).

4. Pokrocilé metody vizualizace Zivych bunék
Jeden ze zakladnich pfistupti biologického vyzkumu je pozorovani. Bunky jsou

zékladnimi jednotkami organismii a i pro pochopeni jejich chovani a fungovani je nezbytné
umeét je pozorovat. Velikost jednojadernych eukaryotickych bunck se pohybuje v desitkach
mikrometrt, nékteré jsou patrné i lidskému oku. Pro rozliseni jejich komponent (jadro,
vakuola, chloroplasty) sta¢i i svételny mikroskop s rozliSenim 2 desetiny mikrometru (200
nm), (www.olympus.com). Jsou-li cilem vyzkumu struktury jako endocytické vacky (50 - 500
nm), (Oneli et al. 2008), membranové domény (20 - 200 nm), (Mongrand et al. 2010),
proteinové komplexy ¢i jednotlivé proteiny (i jednotky nanometril), je tfeba piekrocit
rozliseni svételného mikroskopu a zaroven uchovat schopnost pozorovani zivych bunék. Aby
bylo mozné piedstavit nové techniky dosahujici takového rozliSeni, nejprve jsou uvedeny
charakteristiky svételné mikroskopie obecné.

Védecka disciplina, ktera se zabyva pozorovanim a méfenim objektd za pomoci riizné
zvétSovaci techniky se nazyvd mikroskopie. Za zakladatele tohoto oboru se povaZuje
holandsky u¢enec Antoni van Leeuwenhoek, jenz zkonstruoval roku 1674 optické zatizeni
s 275 nasobnym zvétsenim (oproti lidskému oku), tedy mikroskop, ten mél fadu optickych
vad. Vyvoj se rozbéhl smérem k jejich odstranéni. Vyznamnych pokrokli v tomto sméru

dosahla firma Carl Zeiss a jeji konstruktér a fyzik Ernst Abbe (1840-1905). Ten na konci 19.
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stoleti vysvétlil princip mikroskopického zobrazovani a navrhl apochromaticky objektiv,
odstranujici optické vady. Ukazal, ze kvalitu detaili zobrazeni neurcuje zvétSeni mikroskopu,
ale hodnota jeho numerické apertury (NA), (www.microscopyu.com). Hlavni vlastnosti
mikroskopu je rozliSovaci schopnost (d). Nejvyssich uspécht v jejim zlepSovani dosahla
zatim transmisni elektronova mikroskopie (TEM), az na setiny nanometri (atomarni rozliSeni)
v ose Xy. Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) dosahla obdobnych kvalit v rozliSeni
povrchi, po ose z. Zasadni omezeni elektronové mikroskopie pro praci s biologickymi vzorky
je prace ex vivo a naro¢na piiprava vzorklt. Vysoké rozliSovaci moznosti piinasi dnes i
mikroskopy zkonstruované pro sledovani zivych organismu (Davidson and Abramowitz 2002,
Wau et al. 2008, Huang et al. 2010).

Klasicky svételny mikroskop je tvofen soustavou objektivu a okularu. Kondensor
soustava cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti vytvétejici skutecny, zvétSeny a
stranove prevraceny obraz. Predmét ma byt umistén tésné pied ohniskem objektivu, tedy mezi
ohnisko a dvojnasobnou ohniskovou vzdalenost. Objektivem vytvofeny obraz lze pozorovat
okularem jako neskutecny, zvétSeny a pievraceny. Celkové zvétSeni je dano soucinem
zvétSeni objektivu a okularu, zaznamenané citlivym detektorem (Davidson and Abramowitz
2002).

cocka Obr.2: Optické
okularu , . o
Eocka lidské oko schéma svételného
_ objektivu stiedni (detektor) mikroskopu. Obraz
vzorek s
rovina obrazu
b

) vzorku h se promitd
i pres cocku
/ objektivu jako

skutecny zvetseny a

prevraceny h Ve

stredni roviné
obrazu. Cocka okuldru zvysuje zvétseni a promiti obraz h' na detektor (sitnice lidského oka). Vzorek je umistén
od objektivu v predmétové vzdailenosti (a) a jeho obraz je promitan v obrazové vzddlenosti (b). Ohniskova
vzddlenost (f) v pFedmétovém prostoru, (') ohniskova vzddlenost obrazového prostoru, (F) ohnisko. Prevzato

z Davidson and Abramowitz (2002).

Rozlisovaci schopnost (d) je definovana jako vzdalenost dvou sousednich bodu, které

Ize danym zafizenim rozeznat jako oddélené. Velikost nejmensich pozorovatelnych detaild
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(Rayliegho kritérium) uréuje rovnice Abbe-Rayliegho d = 1,22 ﬁ, kde NA je numericka

apertura pouzitého objektivu a 1 je vlnova délka pouzitého zafeni. Vztah pro numerickou
aperturu NA =nsina , kde n je index lomu a a uhel, pod kterym vstupuje difraktované
zateni do objektivu, urcuje thel, pod kterym vstupuje svétlo do objektivu (Wu et al. 2008).
Cim je NA vyssi, tim vét3i je zorny thel a jas, naopak niz$i kontrast. JelikoZ je NA zavisla na
indexu lomu prostiedi (mezi objektivem a krycim sklickem), d4 se zvySovat pouzitim
imersnich oleji (Nvzguchu = 1,003 0proti Neegrovy olej = 1,515), (Www.microscopyu.com). Pro
posouzeni moznosti daného objektivu v kombinaci s pouzitym zdrojem zafeni se stanovuje
tzv. mezni rozliSitelna vzdalenost dmin. PTi pouziti svétla o nejkratsi vinové délce (UV
390nm), je svételna mikroskopie omezena difrakci (rozptyl svétla na vzorku) na dmin = 200
nm (viz Obr. 3), (Wu et al. 2008, Combs 2010, Toomore and Bewersdorf 2010).
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Obr. 3: Zobrazeni Rayleigho kritéria. Obrdzek popisuje difrakcéni obraz dvou bodii, kdy a) jednotlivé body jsou
rozlisitelné, 0 predstavuje nulty difrakéni 7ad, b) ukazuje minimalni rozliSovaci vzddlenost Qw. daného
zobrazovaciho systému, pri ni je jest¢ mozné od sebe body odlisit a c¢) dochazi k prekryvu signalu, pod
difrakcnim limitem.

Podstatnou vlastnosti pro pozorovani je hloubka ostrosti Z na strané vzorku, coz je
vzdalenost mezi meznimi rovinami, v nichZ se pfedmét jevi jako ostry. Vzhledem k ohniskové
vzdalenosti pouzitého objektivu a vinové délce svétla je pozorovani vzorku znaéné€ limitovano
jeho tloustkou (Wu et al. 2008).

ProtoZze parametry objektivu ndm nezaruc¢i, Ze cilené¢ho rozliSeni dosdhneme, je tteba
pracovat s kontrastem obrazu. In vivo pozorovani bézné prithlednych bunéénych struktur
usnadnila technika fazového kontrastu, diferencidlni interferenéni ¢i Hofmantv kontrast
(Davidson and Abramowitz 2002). Interakci vinéni se vzorkem je nékolik typd, napf.
difrakce, lom, absorbce, fluorescence. Jak se uplatni na celkovém obrazu, zavisi na konstrukci

mikroskopu, pouzitém zdroji zafeni i znaceni. Jak bude dana struktura vypadat v ziskaném
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obrazu je ovlivnéno pouzitou technikou a to musime zohlednit pfi interpretaci naSich

pozorovani (Plasek and Reischig 1995).

4.1. Fluorescenc¢ni Mikroskopie
Fluorescen¢ni mikroskopie je nejrozsitenéjsi metodou pozorovani Zivych bunék diky

své neinvazivni technice znafeni vzorkli a vysokému casovému rozliSeni. Je vSak zasadné
limitovana difrakci svétla - tzv. difrakéni limit (200nm) a pomérem ziskaného signalu ku
nespecifické fluorescecni pozadi rovin lezicich mimo ohnisko, coZ snizuje dosaZitelné
rozliSeni a limituje hloubku ostrosti (Stelzer 1998).

Fluorescen¢ni mikroskop vyuziva schopnosti molekul absorbovat svételné zafeni o
urCité 4 a nasledné ho emitovat o delsi 4. VInéni tak vykazuje tzv. Stokesiv posun, ktery
odliSuje ptijaté zafeni od vydaného. Zatfeni vyvolavajici svételnou emisi fluoroforu (molekula
schopna fluorescecne) se nazyva excitaéni. Posun ve vinové délce excitatniho a vyzarené¢ho
emisniho zafeni pozorujeme jako zménu barvy (posun ve svételném spektru), (Wolf 2007).
Existuje mnoho specifickych fluoroforti emitujicich zafeni o konkrétnich vinovych délkach,
které jsou vhodné ke znaceni specifickych bunéénych struktur (GFP fada, Alexa fada),
(Fernandez-Suarez and Ting 2008). Vhodny fluorofor urcuji jeho parametry jako je zivotnost
fluorescence, extinkéni koeficient (¢im vys$si tim je vyssSi pravdépodobnost emise), kvantovy
vytézek (pomér mezi absorbci a emisi) a primérnd svitivost. Po uréitém cCase aktivity
fluoroforu dojde k jeho zhasinani (vyblednuti), kazda jeho molekula je totiz schopna emise
jen urcitého poctu fotonl. Dojde proto k nevratné ztraté schopnosti fluorescence. Problém
nastava v odstranéni fluorescencniho pozadi tzv. Sumu, ktery zhorsuje celkové rozliSeni. To
Ize vylepsit metodou dekonvoluce obrazu nebo technikou strukturovaného osvétleni (Combs
2010, Lippincott-Schwartz and Patterson 2009).

Mikroskop musi separovat excita¢ni zafeni od emisniho, aby bylo viibec mozné
pozorovat emisi fluoroforu nepiezarenou excitaénim svétlem a vybirat pozadované A pro
excitaci. Epifluorescen¢ni mikroskop nema vlastni kondenzor, obé zafeni prochazi
objektivem. Svétlo vyvijené lampou (laserem, led diodou) prochazi excita¢nim filtrem, ktery
vybird pozadovanou A, odrazi se od dichroického zrcadla (odrazi maximum excitovaného
zafeni) a pres objektiv dopadd na vzorek. Pouze emitované zéafeni prochazi dichroickym
zrcadlem (propousti maximum emitovaného) a ptes bariérovy filtr, ktery nepropousti
nezadouci A emise, do detektoru (pt. vysokocitlivé CCD kamery). Pro efektivitu mikroskopu

je dilezita konfigurace filtri separuji svétlo od UV po IC zafeni a dostate¢né jasny zdroj
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svétla po maximalni emisi fluorofort, jako xenonové vybojky a vykonné argon - kryptonové
lasery. Mocnym nastrojem v mikroskopii je digitalizace snimani obrazu pod pocitacovou

kontrolou (Stelzer 1998, http//www.microscopyu.com).

4.2. Konfokalni mikroskopie
Fluorescence vyuziva i konfokalni laserovy skenovaci mikroskop CLSM s rozliSovaci

schopnosti zhruba 180 nm lateralné (xy) a 700nm (z) axialn€. V porovnani s epifluorescenéni
mikroskopii ma vyssi hloubku ostrosti (kolem 100 um) a kontrast, ale niz$i rychlost snimani a
vys$i pofizovaci cenu (Combs 2010).

Vysokého rozliSeni dosahuje omezenim obrazu zdroje zafeni na jeho nulty difrakéni
fad tzkou clonou (tzv. pinhole) a potlaéenim zafeni ze zdrojt, které se nenachazi v ohnisku
konfokalni clonou (viz Obr. 4).

Obr. 4: Optické schéma konfokalniho mikroskopu.
Viser Laserovy paprsek prochdzi prvni pinhole, dichroické zrcadlo

a osvetluje jeden konkrétni bod, jehoz emise prochdzi pres

cocka skenovaci zarizeni a druhou konfokalni pinhole do detektoru.
Nakano (2002)
pinhole _
detektor "L

Detektorem je zaznamendna poloha bodu v roving i v
dichroické
zcadlo Case a intenzita jeho emise, fadkovanim je pak slozen

— vysledny obraz. Mikroskop je chopen pohybu roviny
P e e ] R B - r r . . r . 7
- r;j‘ ” ) ohniska po ose z, tak zaznamenava jednotlivé optické
>d Y % ]
1 4 oy . i 1, o .
: / y ! fezy suritym axidlnim rozlisenim (kolem. Slozenim
I P 4 . ., v o . . 7
! t:'f osax | jednotlivych fezl lze rekonstruovat trojrozmérny obraz
/

vzorku (Semwogerere and Weeks 2005, Touné 2006).

objektiv Konfokalni skenovaci mikroskop byl patentovan

roku 1957 Marvinem Minskym (Minsky 1988).
jnesk Realizaci jeho myslenky ovsem chybéla kvalitni svételna
a pocitacova technologie. Komercni vyroba se plné€ rozeb&hla az zacatkem 80. let 20. stoleti.
Konstrukéné je vyuzivano dvou typtt CLSM. U prvniho typu CLSM je pohybovano vzorkem
a cela opticka soustava zlstava statickd. Druhy typ CLSM (tandemova) vyuziva pohyblivého
dichroického zrcadla méniciho polohu paprsku k rastrovani vzorku, ktery zastava v klidu.

V prvnim piipad¢ je dosahovano vétsiho rozliseni, ale vzorek je skenovan pomaleji a dochazi

k rozkolisani vzorku (vhodna ptedev§sim pro studium pevnych materiall). U biologickych
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vzorki mulze zplsobit nepiesné méfeni a na pohybujicim se vzorku nelze provadét
mikromanipulace. Rozvoje v biologii proto zaznamenala CLSM se stacionarnim vzorkem
dosahujici rychlosti jedné optické sekce za sekundu, i takova rychlost vSak nestaci pro
sledovani fyziologickych procesii bun¢k. Hlavnim omezenim CLSM pro pozorovéni in vivo
je nedostatecna rychlost snimani vzorku a poskozeni preparatu intenzivnim osvitem (louné
2006).

Diky vysokému rozliSeni, schopnosti pozorovat vzorky in vivo, optickému fezani a 3D
zobrazeni se stal konfokalni mikroskop rozsifenym ndstrojem pro vizualizaci bunécnych
struktur a dé&ja, jako je endocydza a exocytéza (Zonia and Munnik 2008), nebo lokalizace
proteini jako jsou SYP1 (Enami et al. 2009). Pro pozorovani in vivo je oproti
epifluorescen¢nimu mikroskopu CLSM pomaly. Podobné jeho rozliSovaci schopnost je

omezena difrakénim limitem, vinovou délkou pouzitého zafeni a NA objektivu.

4.3. Vybrané techniky zlepsujici rozliSeni epifluorescencniho i konfokalniho
mikroskopu
V posledni dobé se objevilo nékolik ptistupti jdoucich za hranice rozliSeni svételné

mikroskopie smérem lateralnim podél osy Xy i axialnim podél osy z vhodnych pro konfokalni
i Klasickou fluorescenéni mikroskopii. Obecné se vylepSeni tykaji technickych parametri
konstrukce mikroskopu, specifickych vlastnosti pouzitych fluoroforti a analyzy vysledného
obrazu. Bézné se vyuziva dekonvoluce a multifotonové mikroskopie, TIRFM, 4n
mikroskopie, SDM konfokalni mikroskopie, nedavno piibyly techniky jako SIM, SSIM,
STED, PALM, STORM.

4.3.1.Dekonvoluce
Kazdy bod vzorku v pfedmétové roviné interaguje se svételnou vinou zafeni. VInéni

proslé vzorkem (emise) nese informaci o jeho podobé, prochazi objektivem (idealné) a
dopadd na rovinu (detektor). Funkce PSF (point spread function) popisuje parametry
svételného objemu vyjadiené timto bodem. V idedlnim ptipad€ by mél mit svételny objem
ziskany v obrazové roviné podobu bodu, vétsinou ma tvar podobny piesypacim hodindm (viz
Obr. 5). Vysledny obraz je slozen z jednotlivych PSF tzv. konvoluci (Schermelleh et al.
2010). Cim je PSF bodi vétsi, tim rozmazanéjsi ziskame obraz. Dekonvoluce (rekonstrukce
obrazu) vylepsuje rozliseni vysledného obrazu s pomoci pocitacovych algoritmi, vzhledem

k rychlému vyvoji pocitacové techniky se tak stava vyznamnym doplikem svételnych
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mikroskopti. Snazi se zvysit kontrast ziskaného obrazu a snizit signal pozadi, vysledkem ma
byt lepsi ptiblizeni ziskaného obrazu skute¢nému. Vypocetni algoritmy srovndvaji odhad
obrazu bodu se zaznamenanym a aproximuji je. Dekonvoluce je zavisld na pouzitém
algoritmu, s riznymi programy muizeme snadno ziskat i ruzné obrazy, coz vnasi do
pozorovani artefakty (Shaw 2005). Rekonstrukci obrazu u epifluorescenéniho mikroskopu, Ize
dosdhnout kontrastu podobného konfokalnimu mikroskopu. V ptipad€, ze vzorek poskytuje
silny signal a je ptili§ silny, ale dekonvoluce produkuje artefakty (Swedlow et al. 2001).
Protoze ani u CM neni PSF idedln¢ symetrickd, vyuziva se dekonvoluce k ziskani vét§iho

rozliseni i zde (louné 2006).

CLSM STED CW-STED 3D-SIM PALM/STORM
~hem [nM] 460-670 670 520 620 520 460 670 520
Z 4 PSF(ziskana)
PSF(rekonstruovana)
~2gonm
}m A i A
L:'\ ’——?- . ; Presna lokalizace
T y | |
100 nm ‘
0 10(') nm ;
~Dm [nhm] 180-250 60 70 130 110 100 30
~D, [nm] 500-700 700 560 340 280 250 140 (TIRF-range)
-V, , [10° pm] 10-23 13 15 30 18 13 0.1

Obr. 5: Srovnani 3D PSF, predstavujici svételné objemy emisniho maxima, a jejich parametrii z leva
CLSM, STED, CW-STED, 3D-SIM, PALM (rizovd) a STORM (zelend). Parametry od Shora Aem
(vinova délka emitovaného zareni), Dy (laterdlni rozliSeni), D, (axidlni rozliSeni), Vyy, (rozliSeny
objem). Vsechny parametry jsou ovlivnitelné nastavenim mikroskopu. Prevzato z Schermelleh et al.
(2010).

4.3.2. SDM (Nipkow disc microscopy)
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SDM (spinning disc microscopy) poskytuje technické vylepseni CM, které posunulo
rychlost snimani jednotlivych fezd z fadu sekund na milisekundy. ZvySeni rychlosti dosahuje
vétsim pocétem detekovanych bodl ve stejném case. V konstrukci SDM jde za sebou zdroj
svétla, ¢ocka a prvni clona (klasické uspofadani CLSM). Coc&ka je u SDM nahrazena diskem
s mnoha mikro¢oc¢kami a pod nim je tzv. Nipkowuv disk se sadou mikroclon (viz Obr. 6).
Oba disky mizou rotovat rychlosti az 5000 otacek za minutu a potfizovat i 1000 snimku za
sekundu. Béhem pofizovani snimku nedochazi k posunim svételné osy, vysledny obraz je
skuteny a zaznamenany V realném case. Nezbytnosti je vysoce citlivy detektor (CCD
kamera) potiebny k optimalizaci multiplikovaného signalu. SDM umoziiuje praci s nizsi
intenzitou laserti, coz oproti CLSM vyznamné snizuje svételné poskozeni vzorku (Nakano

2002).

Obr.6: Schéma Nipkowova
disku u SDM konfokdlniho
mikroskopu. Disk
ik smkrorotkan S mikrocockami i  Nipkowiiv
disk rotuji stejnou rychlosti.
Svetlo  laseru dopada na
plochu disku, prochdzi pres
pinhole dis}f/_,f = A dichroické zrcadlo a dopada

na mnoho bodi vzorku ve

stejném case. Emise vzorku je

= — — — il T detektor
| snimana citlivym detektorem.

' Prevzato z Nakano (2002).

C_ H> objektiv

&) ' } vzorek

(bod)
Pro membranovy transport a pohyb proteinli v buiice je nezbytné vysoké casové i prostorové
rozliSeni a prace s Zivymi buiikami ¢1 organismy. SDM tyto kritéria dobte splituje S rozliSenim
190nm (xy) a snimanim az 1000 snimkd za sekundu. Pro bunénou fyziologii se b&zné
pouziva rychlost skenovani 30 fezii za sekundu, kterou lze sledovat trajektorie proteind,
lokalizace v buiice, rychlost jejich pohybu a chovani. Axialni rozliSeni (600nm) se neméni,

pokud neni vyuzito dekonvoluce (Iouné 2006).
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Pomoci SDM lze sledovat lokalizace transgennich proteind uvnitt bunék, organti i celé
rostliny. Napiiklad studie membranové lokalizace flotilini, proteinti lipidovych rafti a
neclathrinové endocytozy béhem symbidzy Medicago s bakteriemi Sinorhizobium (Haney and
Long 2010). Pomoci SDM je mozné pozorovat asociaci celuléza syntazovych komplexd na
PM s kortikalnimi mikrotubuly i za riznych podminek (Paradez et al. 2006). Potizovat lze i

3D zabéry, s mnohem lepsim rozliSenim nez u klasické CLSM.

4.3.3. 47t mikroskopie a multifotonova
Metody vylepSujici axialni rozliSeni predevsim CM, stejnych principti mize vSak

vyuzit i FM (fluorescenéni mikroskopie). 4m mikroskopie zdvojnasobila hodnotu NA,
pouzitim dvou identickych (kazdy objektiv je origindl) objektivli posazenych do opozice.
Svételné zdroje dopadaji na vzorek proti sob€ a jejich paprsky spolu interferuji. Vysledkem je
zmensSeni pozorované¢ho svételného objemu (PSF) pro kazda bod. Svételny objem je u
klasického CLSM v axialni ose del$i nez v lateralni, i rozliSeni dvou bodid je proto nizsi
v axialni ose z (Hell et al. 1997).

a) konfokalni mikroskop b) 4pi konfokalni mikroskop c) 4pi CM dekonvoluce

ol

0 1 2 um 0 1 2 um 0 1 2 um
Obr. 7: Ukdzka PSF simulovaného obrazu bodu pro a) konfokdlni mikroskopii, b) 4% mikroskopii CM,

¢) PSF po dekonvoluci obrazu z 4m mikroskopie. Prevzato z Perinetti (2009).

4nt CLSM umozni protilehlym osvétlenim zmenSeni po 0se z svételného objemu a jeho
zakulaceni (viz Obr. 7). Technika mize byt pouzita na fixované vzorky v prostfedi o vyssim
indexu lomu, neZ méa vzduch (glycerol, imerze), kdy dosahuje axidlniho rozliSeni i 100 nm
(Nagorni and Hell 1998) . Ale pozorovat mizeme i Zivé organismy ve vodnim prostiedi,

pomoci multifotonové excitace CLSM i dekonvoluce, za dosazeného axialniho rozliseni 190
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nm . Oproti klasickému CLSM, ktery rozlisuje body vzdalené kolem 700 - 500 nm na axidlni
ose, poskytuje 4n mikroskopie vylepSeni predev§im pro trojrozmérné pofizovani obrazu,
naptiklad mikrotubularnich fibril nebo membran bakterie E. coli (Bahlmann et al. 2001). Diky
jejimu pouziti in vivo a pocitaCovému zpracovani obrazu, lze ziskat 3D obrazy S axidlnim
rozliSenim blizkym 100 nm a pozorovat napt. mitochondrialni sit¢ za ménicich se podminek

prostiedi in vivo (Dlaskova et al. 2010).

Sp"‘:i'm"" Obr. 8: Popisuje emisi fluoroforu a) pro

Jjednofotonovou excitaci je silna emise

'\ V pase svételného signdlu, ale na
fluorescence ———> periferiich zistivd, b) ukazuje svételny

objem pouze V Centru zamérené roviny.

Prevzato 7z Semwogerere and Weeks

2005).
o MR o

Multifotonova mikroskopie, tedy TPFM (two photon fluorescence microscopy) MPFM
(multiphoton fluorescence microscopy) vyuziva fyzikalni vlastnosti fluorescence, kdy
s ur¢itou pravdépodobnosti muze byt fluorofor excitovan vice fotony (absorbovany najednou)
o niz§i intenzit¢, jako jednim fotonem o vysoké intenzité (velmi zjednodusengé).
Pravdépodobnost excitace je imérna druhé mocnin€ intenzity pouzitého zaieni, proto je tfeba
pulsniho opakovaného osvitu, aby se pravdépodobnost excitace piitomnych fluorofort
zvysila. Excitovan je pouze maly objem fluoroforu (Obr. 8), coz znaéné zmensSuje rozmér
svételné emise a zlepSuje rozliSeni klasické FM (Higdon et al. 1999). Vyhodou je moZnost
nespecifické fluorescence, oproti béznému fluorescenénimu mikroskopu (Semwogerere and
Weeks 2005). Lze tak pozorovat déje na bunééné trovni napt. v stigmatickych papilach
blizny béhem opyleni (Cheung et al. 2010), a to piimo na neporusené rostliné a v realném

case.

4.3.4. TIRFM (total internal reflection microscopy)
RozliSeni fluorescen¢niho mikroskopu omezuje difrakéni limit, ovSem toho

nedosahuje kvili prekryvu signalu fluorofor v ohnisku z pozadi vzorku. TIRFM je metoda
klasické fluorescenéni mikroskopie, ktera umi odstranit tento emisni Sum (Axelrod 1981).

Vyuziva tzv. evanescentni viny K prosviceni pouze tenké vrstvy vzorku do 400 nm (dle A
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svétla). Jakakoliv molekula mimo tuto oblast nemtize byt excitovana, a proto zustava pozadi
tmavé. Dosahnout mize TIRFM (pfi 4 = 390 nm) maximalniho rozliseni 200 nm, tedy
difrak¢niho limitu (Axelrod 2001). Metoda spojuje vyhody fluorescenéni mikroskopie, jako
pozorovani v Sirokém poli, vysoké ¢asové rozliSeni snimani v fadech ms a pouziti zivych
vzorkd, s nizkou intenzitou osvitu vzorku (del$i doba pozorovani a nizké poskozeni) a lepsim
kontrastem.

Evanescentni vlna (elektromagnetické pole) vznika, dopada-li svétlo prochazejici
z prostiedi opticky hustSiho (index lomu ngo je pfiblizné 1,5) do prostiedi opticky fidsiho
(index lomu Nyoga je piiblizng 1,3) nad kritickym uhlem. Uhel lomu zavisi na (thlu dopadu a
poméru indext prostiedi. Kriticky tthel dopadu vyvola totdlni vnitini odraz zéafeni a vznik
pomijivé (evanescentni) viny, schopné se $itit na stranu vzorku (viz Obr. 9). Frekvence
evanescentni viny je stejnd jako dopadajiciho svétla, ale jeji intenzita se exponencidlné snizuje
S rostouci vzdalenosti od mista vzniku (rozhrani prostfedi), po ose z. Dile je TIRFM
ovlivnéna a zaroven omezena A pouzitého svétla, thlem dopadu svétla, pouzitymi fluorofory a

indexy lomu obou prostiedi (Axelrod 2001, Toomre and Bewersdorf 2010).

Obr. 9: Schéma totdalniho vnitiniho

_—E,H\[ odrazu svétla v TIRFM. Svétlo u

fluorofory & excitovane  TIRFM prochazi klasicky

fluorofory objektivem, imersnim olejem a

evanescentni
vina dopadda na kryci sklicko, na kterém
L lezi preparat v kapce vody Svetlo
paprsek = krvci dopada na rozhrani sklo, vzorek
sklicko

(voda) nad  kritickkm  uhlem.

LI o g Zareni Sirici se na stranu vzorku
(sub)kriticky totalné odraZené
thel paprsky md podobu pomijivého vinénti,

jehoz intenzita klesa se vzddlenosti od rozhrani ve sméru z. Prevzato WWW.MICroscopyu.com.

Béhem pozorovani zivych bunék vuzké roviné dochazi k migraci fluorofory
zna¢enych proteinli tak jak pfichdzeji a odchazeji od PM. Zaznamenavani téchto fluktuaci
kymografy lze pak rekonstruovat dradhy jejich pohybu. Diky nastavitelnému uhlu dopadu
laserového paprsku lze prechdzet od pozorovani v TIRFM rezimu ke klasickému
epifluorescenénimu zobrazeni. MiiZe proto vyuzit porovnani s niz§im rozliSenim, kontrastt

vV tmavém poli i fazového posunu (Axelrod 2001). TIRFM je technikou svételné mikroskopie,
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Sniz je mozné zkoumat dynamiku membranovych proteini, membranovych domén, tvorbu
clathrinovych vacku i fazi sekretorickych. TIRFM byla pozorovana membranova dynamika
clathrinovych vackl u zivocisnych bunék, s vysokym casovym rozliSenim optickych snimk i
pomoci vicebarevného znaceni (Taylor et al. 2011). Nebo jednotlivé membranové faze
zprostiedkované SNARE proteiny a nasledné promichani lipidového obsahu membran, ovsem
nikoliv in vivo (Fix et al. 2004), coz je vyzva pro budouci pouziti TIRFM. TIRFM lze navic
spojovat s dalsimi metodami, napt. spojeni se SIM k pozorovani in vivo s rozliSenim 100 nm i
vysokou rychlosti snimani (Kner et al. 2009). Nevyhodou je omezeni indexy lomu prostiedi,
velikosti pozorovanych vzorkti a omezeni na zobrazeni povrchovych struktur. Je dulezité, aby
vzorek tésné piiléhal ke skliCku, €asto jsou proto buiiky ptilepovany glycerolem atp., takové
zachazeni mliZe organismy stresovat.

Bunécné sténa rostlin vynika tloustkou kolem 200 - 800 nm, takze cytoplazmaticka
membrana ani cytoplazma rostlinnych bun€k by neméla byt dosazitelnd pouzZitim TIRFM
(Sparkes et al. 2011). VAEM (variable angle epifluorescence microscopy) je metoda nedavno
zavedena, kterd umoZnila pozorovat mélkou vrstvu cytoplazmy i PM rostlinnych bunék a
ptitom vyuziva TIRFM objektivu u fluorescenéniho mikroskopu (Konopka and Bednarek
2008b). Pti VAEM byl nastaven paprsek pro TIRFM pod kriticky uhel, svétlo tedy do vzorku
prochazelo (Obr. 6), nicméné signal pozadi se rapidné snizil, oproti klasickému FM, a
prosvicena byl jen uzka vrstva cytoplazmy. Pozorovany pomoci VAEM byly struktury, jako
clathrinovy obal vacka na PM, DRP1, i dynamika organel, jako je kortikalni ER, peroxisomy,
TGN, mitochondrie, na neposkozenych semendccich At. VAEM umoznila pozorovat
s rozliSenim 200 nm a v fadu ms bunky kofenovych vlaskt, hypokotyl, trichomy, kofenovou
Cepicku (Konopka et al. 2008, Konopka and Bednarek 2008ab). Jina studie pouzila lehce
odli$né nastaveni na TIRFM mikroskopu, pro pozorovani dynamiky DRP1 a DRP2 proteinli
v porovnani s dynamikou CLC u epidermalnich bun¢k kofene At (Fujimoto et al. 2010).
TIRFM/VAEM byl aplikovan k vizualizaci PM i na epidermalnich bunikach listu At (Sparkes
et al. 2011). Mozné je, ze jelikoz je metoda zavisla na indexu lomu prostiedi, funguje BS a
lezici na skle jako koherentni prostfedi a k lomu pak dochazi az na rozhrani BS/cytoplazma
(Sparkes et al. 2011). V budoucnu by mohly byt metody TIRFM/VAEM vyuZity u rostlin
napf. pro sledovani dynamiky ACDs, membranovych raftt, komplexu exocyst za riznych

podminek.
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4.4. Techniky prekracujici difrakeéni limit
Techniky SIM, STED a multifotonova mikroskopie jsou zaloZzeny na nelinearnich

svételnych paprscich dosahujicich vysokych intenzit. PALM a STORM jsou zalozeny na
vlastnostech konvertovatelnych fluoroforti a schopnosti detekce jednotlivych molekul. Tyto
techniky tak dosahly jednotek nanometrti rozliSeni u pevnych struktur a desitek nanometri u

biologickych vzorkd.

4.4.1.STED
Metoda STED (stimulated emission depletion) fluorescen¢ni mikroskopie tzkého

zorného pole (CM), ktera prvni vyrazné piekrocila Abbého difrakéni limit. Vyuziva
fyzikalnich a chemickych vlastnosti fluorofori k jejich manipulaci (Hell and Wichmann 1994,
Monreon and Hell 2009).

Rizenym zha$enim neboli vy¢erpanim fluorescence miizou byt sousedici fluorofory
citlivéji rozeznany a zvySuje se rozliSovaci schopnost mikroskopu. STED redukuje signal
kazdé molekuly dal§im paprskem, pomoci n&jz muize ,,ofezat emisni signal jednotlivych
fluoroforti. RozliSeni je tak zvySeno technicky, konfiguraci mikroskopu, nikoliv analyzou
obrazu ¢i dekonvoluci. Prvni pulsni laser excituje fluorofor. Silny laserovy zdroj druhého tzv.
superkontinualniho pulzniho STED paprsku (o vysoké A), uvadi fluorofory do stavu nasyceni
a nasledné Kk vynucené emisi a jejich vyCerpani. STED paprsek je nastaven tak, aby
v momenté, kdy jsou molekuly fluoroforu excitovany, byly zhaSeny do zakladniho stavu (viz
Obr. 10). Me¢fitelnou slabou emisi, potom jevi jen stied fluoroforu (nulty difrakéni fad),
zatimco zbytek signalu je vyCerpan. Velikost takového zuzeného regionu schopného emise je
piimo umérna A paprsku, nepiimo tmérna NA objektivu a intenzité svétla potifebné k vypnuti
fluorescence molekuly (Monreon and Hell 2009). Poloha a intenzita kazdého vycerpaného
bodu jsou zaznamenany detektorem a jako u klasického CLSM je proskenovan cely vzorek
tvorbou optickych fezi (http//www.microscopyu.com). RozliSeni mikroskopu je zlepSovano
ptedevsim schopnosti fluoroforii prechdzet mezi zdkladnim a excitovanym stavem. Vybér
fluoroforti, jejich Zivotnost, stabilita, vykon, tvofi proto podstatné kritérium a omezeni STED
mikroskopie. V praxi je dosahovano rozliSovaci schopnosti, v lateralnim sméru, 20 nm u

organickych barviv a 40 nm u fluorescen¢nich fuznich proteinti (Huang et al. 2010).
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Obr. 10: Optické schéma nastaveni STED mikroskopie. Prvni laser o vysSSi intenzité (2) excituje
fluorofory v ohniskové roviné vzorku podobné jako klasicky CLSM. Pulsy excitacniho paprsku jsou
doprovazeny dvojici, tvorenou fazovou deskou (4), kolmo polarizovanych pulsit STED paprsku o nizsi
intenziten(3). Tento format zareni donuti excitovany fluorofor (6) k vycerpani, tedy deexcitaci, jesté
pred vyzarenim jakdakoliv emise. Vzhledem k tomu, Ze toto STED osvétleni je ,,duté” (7), pouze
centrum molekuly si zachovava schopnost fluorescence. Vysledkem je uzky bod (8), jimz je skenovan

vzorek, za dosazZeni rozliSeni pod difrakcnim limitem. Prevzato z (http//www.activemotif.com).

Metoda Compact STED piinasi desetkrat vétsi rozliSeni i podél axialni osy (oproti
CSM) diky technické upravé. Ke STED paprsku, ktery nemize byt polarizovan, ptidava
druhy polarizovany parsek spolu s fAzovymi deskami pro ziskani subdifrakéniho rozliSeni a
trojrozmérné nanoskopie. Ziskana rozliSovaci schopnost je kolem 40 nm lateralni a 135 nm
axialni osy. Dosédhla tim zmenSeni svételného objemu PSF funkce. Spole¢né s pouzitim
dekonvoluce muze konfokalni compact STED mikroskopie vytvofit 3D obraz napf.
jednotlivych mikrotubula (Wildanger et al. 2009). Nevyhodou je urCité pouzita intenzita
laseru poskozujici biologické vzorky a pomald rychlost snimani detektorem, obzvlasté u
vicebarevnych preparati, ta snizuje casové rozliSeni, které je u zivych vzorka stézejni. STED
se diky svému prostorovému rozliSeni hodi k pozorovani membran, membranovych rafti a
jejich slozeni (Sahl et al. 2010). Vyuzitim laserti s kontinualnim vinénim pro STED se
zvySuje Casové rozliSeni vhodné ke sledovani dynamiky znacenych proteinti (Monreon et al.
2010, Wildanger et al. 2009). STED nastaveni CLSM bylo pouzito i pro pozorovani in vivo
synapsi nervovych bunék, s rozliSenim kolem 70 nm, dynamiky exocytézy a recyklace
membran (Opazo et al. 2010). PouZiti STED u rostlin by nemélo byt nijak technicky

limitovéano, snad jen tim, ze se jednd o velmi drahou zéleZitost.
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4.4.2. PALM a STORM
PALM (photoactivated localization microscopy) je metoda fluorescen¢ni mikroskopie

dosahujici vysokého rozliSeni na urovni molekul pomoci vlastnosti specifickych fluorofora.
Konkrétné je potieba fluoroford schopnych fotoaktivace PA-FP (photoactivable fluorescence
protein), ty v zavislosti na 1 excita¢niho zafeni emituji mnoho fotont (vysoky vynos) a se
zménou A méni stav své emise (vypinaji se nebo méni barvu). Konvertovatelné fluorofory je
navic mozné prepinat mezi aktivnim a neaktivnim stavem (on/off) svétlem o konkrétni vinové
délce, takové fluorofory jsou vhodné k ¢asové kontrole emise (Lippincott-Schwartz and
Patterson 2009).

Béhem PALM je urcena plocha vzorku osvicena zafenim 0 nizké intenzité a konkrétni A, coz
vyvola emisi jen u zlomku ptitomnych fluoroforti. Signal aktivovanych nepiekryvajicich se
center emise zaznamenava detektor. Cely cyklus se opakuje, vzdy pfibude urcité procento
nove lokalizovanych bodi, az dosahne zdznam dostatecné hustoty, ze citlivd kamera spolu
S poc¢itaovym softwarem umozni zobrazeni celého obrazu. Tak je zabranéno piekryvu
signalit a PALM mikroskopie je schopna od sebe odlisit sousedni molekuly s rozliSenim pod
20 nm (Betzig et al. 2006, Hess et al. 2006, Huang et al. 2010). Omezeni jsou ziejma,
pfedevS§im rychlost snimani 1 obrazu i 60 s a vlastnosti pouzitych fluorofort. Ty musi
poskytovat vysoké emise, aby mohly byt detekovatelné jako jednotlivé body. Nemély by
podléhat spontanni aktivaci a naopak by mély byt citlivé ke konkrétni 4 zdroje zareni. Existuje
mnoho vhodnych organickych barev, rozhodnuti mezi barvou a fiznim proteinem pak zavisi
na daném experimentu (Lippincott-Schwartz and Patterson 2009). Organické barvy
poskytujici vyssi emise jsou z tohoto pohledu vhodnéjsi (Manley et al. 2008). PALM miize
kombinovat vice fluoroforti, napt. neddvna studie pouzila pro PALM pozorovani PAmCherry
emitujici ¢ervené zareni znaCeny transferinovy receptor a PAGFP emitujici zelené zatfeni
znaceny lehky fetézec clathrinu (Subach et al. 2009, Subach et al. 2010). Tzv. dvou fotonova
PALM miuze s vyuzZitim CLSM pozorovat vzajemnou dynamiku dvou molekul s rozlisenim
desitek nanometrd, napt. klastrovani transferinového receptoru a clathrinu na PM in vivo.
Nebo pomoci TIRF a PALM sledovat drahu jedné molekuly (Subach et al. 2009), je tieba ale
nezapominat na fakt, ze axidlni rozliSeni se nijak nezlep$ilo. Distribuce virovych proteinli na
PM znacenych PA-FP zivych bun€k byla pozorovana dvou fotonovou sptPALM (single
particle tracking PALM) metodou, kdy je sledovana difuse molekuly v fadech ms (Manley et
al. 2008). Neni duvodu, pro¢ by nemohla byt PALM, pouzita pro sledovani rostlinnych
bungk, snad jen dostupnost optického vybaveni a PA-FP.
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STORM (stochastic reconstruction microscopy) je metoda poskytujici vysoké rozliseni
pod difrakénim limitem, kterd podobné jako PALM spoléhd na vlastnosti fluorofor. Lze
vyuzit pro epifluorescen¢ni mikroskop i TIRFM, obecné pro mikroskopii Sirokého zorného
pole (CLSM snima jeden bod), (Rust et al. 2006). STORM zaméstnava reverzibilné
konvertovatelné fluorofory, jako je Cy5, Cy7, Cy3, Alexa 647 (pary aktivator/reportér),
(Lippincott-Schwartz and Patterson 2009). Vyuziva stochastického osvétleni pro aktivaci
podskupiny molekul PA-FP v ramci konkrétniho regionu vzorku. Molekuly musi poskytovat
vysoké emise pii nizkém osvitu, nesmi byt aktivované vSechny najednou, ale jen urcity
zlomek a po zhaseni by mély ziistat vypnuté. Opét je potizovani zaznamu cyklické. Béhem
cykli ndhodné aktivace je zaznamendna poloha jednotlivych fluorofori a celkovou
rekonstrukci pocitacem je dosazeno vysledného obrazu vysokého rozliSeni. Snimané oblast je
pulsné osvétlena laserem riaznych vlnovych délek, zlomek aktivovanych fluoroford je
lokalizovan detektorem a zhasnut. Timto zplUsobem se snizuje pravdépodobnost piekryti
signali molekul. Proces je opakovan, dokud nema detektor dostate¢né mnozstvi informace
(molekularni hustota) k rekonstrukci obrazu z dané oblasti (Rust et al. 2006). 3D STORM
vylepsuje rozliSeni jednoho fluoroforu i podél axialni osy. Celkové rozliseni dosahuje 30 nm
lateralné a 60 nm axialn¢ oproti CM a MPFM 500 nm, nebo 100 nm 4n mikroskopie, podoba
se STED 50 nm. S pomoci 3D STORM metody je mozné zobrazit strukturu in vivo napt. tvar
a distribuci clathrinovych vacka (150 nm) tvoticich se na PM (Huang et al. 2008, Toomre and
Bowersdorf 2010).

STORM i1 PALM vyuzivaji piepinatelnych fluorofort z jejich excitovaného stavu do
zékladniho stavu (pokud mozZzno bez zbytkové emise), pomér kinetiky on/off stavli je
kritickym parametrem urlujicim molekularni hustotu. Schopnost rozeznat mnozstvi
fluoroford vedle sebe uréuje rozliseni techniky. Napt. chtéji-li dosahnout 20 nm rozliSeni na
plose 1pm® musi byt schopné rozeznat 600 fluoroford v jedné fadg. Pii takto vysokych
hustotach fluoroforti je proto velmi nezadouci jejich samovolna aktivace ¢i zbytkova emise

(http//www. microscopyu.com, Schermelleh et al. 2010).

4.4.4. SIM
Metoda SIM (simultaneious illumination microscopy) svételné mikroskopie Sirokého

pole (uzka, bodova CM), kterd dosahuje rozliSeni kolem 100 nm a ptekracuje tedy difrakéni

limit i pro klasickou FM (Gustafsson et al. 2005). Do cesty excitatnimu svétlu je dana
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pohybliva difrakéni miizka produkujici strukturované osvétleni, vice svételnych paprski,
davajici vzorovany obraz (Obr. 11). Strukturované (pruhované) svétlo dopada na vzorek a
pohybuje se po ném v roviné Xy (rovnomérné i rotuji), pohybem svételného vzoru dochézi
k rozlisitelnym zménam signalu fluorescence molekul, které mohou byt zaznamenany v ¢ase a
prostoru citlivym detektorem (Obr. 12). Tyto informace pomohou ve zviditelnéni jemnych
detaili obrazu kazdého fluoroforu, které jsou zpracovany analyzou obrazu pomoci vypocetni
techniky. Je-li znama frekvence osvétleni, muze se ziskat informace o struktuie objektu.
Vysledkem je komplexni obraz s rozliSenim 100 nm ve sméru xy (Gustafsson et al. 2005, Ahn
et al. 2010). VylepSeni rozliSeni zajiStuje konstrukce mikroskopu, nikoliv vlastnosti
fluoroforti, proto SIM miize vyuzivat béznych fluorofortt vhodnych pro klasickou FM, oproti
ni je ale velmi pomalad a presnéjSi pii pozorovani statickych vzorkti. 3D SIM dosahuje

rozliSeni 200 nm v 0Se z, za pouziti 3 interferencnich paprski misto jednoho u 2D SIM.

R Obr. 11: Optické schéma SIM mikroskopu. Interferencni
paprsek a) prochdzi pres difrakéni  mrizku a
polarizer .,  polarizatory —a  vyvdii  pruhovanou  strukturu

3 . , . . . .
excitovaného svétla v roviné ohniska. Prevzato z Ahn

(2010).
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SIM je technika vysokého rozliseni, je levnd (oproti STED), uzivatelsky jednoducha,
umoziuje detekci nékolika barev najednou (3 i vice detekovatelnych A) a kvalitni 3D
zobrazeni, (Schermelleh et al. 2008). 3D SIM byly pozorovany naptiklad jaderné péry a
jaderna lamina, s lep$im rozliSenim nez ma konfokalni mikroskop, ovSem nikoliv in vivo
(Schermelleh et al. 2008). Vysoké axialni rozliseni a fluorescenéni barveni podporuje vyuziti
SIM pii konstrukei trojrozmérnych obrazi bunéénych struktur. Jak ukazuji Fitzgibbon a kol.
na pozorovani struktury plazmodesmat bunck tabaku, 3D-SIM mutze ptispét k poznani
struktury bun¢k a tkani i rostlinného téla. Pomaha tak pieklenout propast mezi konfokalni a
elektronovou mikroskopii (Fitzgibbon et al. 2010). Spojeni SIM a TIRFM v jednom optickém
systému piineslo pozorovani mikrotubularniho cytoskeletu in vivo a s vys$i rychlosti nez
samotny SIM (Kner et al. 2009). Toho by se dalo vyuZit i pro pozorovani rostlinnych bunék.
Nicméné nizka rychlost a rychlé vysviceni fluoroford je piekazkou. SSIM (saturated
structurated ilumination microscopy) vyuziva strukturovaného svétla, ale narozdil od SIM,
svétla o vysokych intenzitach pro dosazeni saturované emise fluoroforii a rozliSeni az 50 nm
Xy. SSIM by tak méla byt omezena pouze zivotnosti fluoroforti a nikoliv pouzitym svétlem
(Gustafsson 2005). SSIM pracuje i na vySsich rychlostech pofizovani fezii, nabizi moznost
vysokorychlostni SSIM (Ahn et al. 2010).

4.4.5. AFM (Atomic force microscopy)
Jako zéastupce metod nespadajicich do svételné mikroskopie zde bude zminéna

mikroskopie atomarnich sil, jelikoz nabizi pfistup k zobrazovani povrchii bun¢k a jejich
zmén, vyvolanych napt. masivni endocytéozou (Hecht et al. 2011). Pracuje se zdznamem
konkrétnich vlastnosti povrchtl, pofizovanym miniaturnim hrotem a detektorem jeho pohybu.
Existuje vice rezimu pofizovani zaznamu, jako je akusticky AC, scanning tunelling (STC),
kontaktni. Obecné je vyhodou rychla, snadna pfiprava vzorki, rychlé pofizovani snimki a
malé poskozeni vzorku pii skenovani. Pfitom pro pevné povrchy AFM poskytuje rozliSeni
V jednotkach nanometri, tedy rozlieni atomarniho sloZeni. Pro Zivé vzorky je nutné pouZit
nizko-silovy rezim kontaktni AFM (low force mode), aby nedochdzelo k mechanickému
poskozeni povrchli bun¢k a potfizovani artefaktli. AFM zobrazovani Zivych bunék pak muize
prispét ke studiu struktury povrchu membran, jejich dynamiky a sloZeni (ve spojeni se

spektrofotometrii), (Hecht et al. 2011).
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V rostlinné biologii je pfekazkou pro vizualizaci membran BS, ale i ta miize byt pfedmétem
studia. AFM byla dokonce i pouzita pro vyzkum struktury BS bun¢k trachearnich elementd,
ovSem nikoliv v nativnim stavu (Lacayo et al. 2010). Pohybuje-li se AFM vV nizko-silovém
rezimu neklesa jen rozliSeni, ale i rychlost sniméani. Pozorovani zmén na zivych buikach
vyzaduje vysoké rozliSeni, rychlost sniméani i citlivé zachazeni. Byl vyvinut tedy i
vysokorychlostni rezim citlivé AFM, jimz lze pozorovat napt. zivé bakterie a dynamiku jejich

povrchu (Fantner et al. 2010).

5.Zavér

Endocyt6za 1 exocytdza jsou déje, jejichZz podrobné pozorovani vyZzaduje zobrazeni
dosahujiciho tzv. super rozliseni. Difrakéni limit svételné mikroskopie (200nm) byl piekonan
predevsim spojenim vlastnosti pouzitého svétla a vlastnosti fluoroforti tak, Zze moderni metody
svételné mikroskopie dosahuji rozliseni stovek (SIM) i desitek nanometrd (PALM, STED,
STORM, AFM) pii pozorovani struktur i v zivych bunikach. Problémy, které je nutné vyiesit

do budoucna, jsou rychlost pofizovani optickych fezi a jejich tloustka (z rozliSeni).
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