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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva studiem doby zivota a spektralnich zmén fluorescence nanocastic
v bunécné biologii. Popisuje princip fluorescence, fluorescenéni mikroskopii a laserovy
konfokalni mikroskop Leica TCS SP8. Je zde ptibliZzena klasicka metoda FLIM, mapovani
Lambda Square a rozdé€leni nanocastic. V praktické casti je popsan realizovany program pro
hodnoceni doby Zzivota fluorescence a spektralnich zmén. Program umoziuje zobrazovat
excitaéné-emisni lambda mapy, dobu zivota fluorescence a spektralni posun v prostorové
oblasti. V zavéru prace je proveden experiment s rhodaminovymi nanoc¢asticemi, ktery je

pomoci realizovaného programu vyhodnocen a diskutovan.

KLICOVA SLOVA

Fluorescence, fluorescen¢ni mikroskopie, bily pulzni laser, spektrum, bunika, FLIM

ABSTRACT

This work deals with the study of fluorescence lifetime and spectral changes of nanoparticles
in cell biology. It describes the principle of fluorescence, fluorescence microscopy and laser
confocal microscope Leica TCS SP8. The classic FLIM method, the Lambda Square mapping
and the division of nanoparticles are introduced there. In the practical part, the created
program for the evaluation of fluorescence lifetime and spectral changes is described. The
program can show two-dimensional lambda maps, the fluorescence lifetime and spectral shift
in the space area. In the final part of the thesis, an experiment with rhodamine nanoparticles is
carried out and it is evaluated using the created program and then discussed.
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1 Uvod

Velké mnozstvi souCasnych znalosti, jez vedly k pochopeni mnoha biologickych procest,
vychdzi z moznosti pfimé vizualizace. Ze Siroké Skaly riznych zobrazovacich technik se v
biologickych védach casto preferuje fluorescencni mikroskopie, a to zejména diky moznosti
specifického znaceni sledovanych molekul a moznosti jejitho vyuziti na zivych bunkach.
Fluorescencni mikroskopie jako prvni umoznila vizualizovat struktury cytoskeletu
eukaryontnich bun¢k. V bunécné biologii je hojn¢ vyuzivana K identifikaci bunécnych
organel, slozek cytoskeletu nebo ke sledovani biochemickych déjii. Rozvoj Sirokého mnozstvi
pokrocilych fluorescen¢nich technik pfispél k tomu, ze se fluorescencni mikroskopie stala

vyznamnou soucasti vyzkumnych procest v biologii a biomedicing.

Tato diplomova prace se zabyva studiem doby zivota a spektralnich zmén fluorescence
nanocastic v buné¢né biologii. Prace obsahuje teoretickou a praktickou ¢ast, jez jsou pro
snadngjsi orientaci v textu ¢lenény do dil¢ich podkapitol. Text je vhodné dopInén nazornymi

ukazkami v podobé schématickych obrazkl a ziskanych snimkii.

V teoretické Casti se prace snazi pfiblizit a popsat zakladni principy a charakteristiky
fluorescence a fluorescenéni mikroskopie, vénuje se také zakladnimu rozdéleni fluoroforu,
nanocasticim a stavbé zivoc€isné buiky. Hlavni diraz je kladen na popis laserového
rastrovaciho konfokalniho mikroskopu Leica TCS SP8. Je zde popsan princip bilého pulzniho
laseru (WLL), akusticko-optickych laditelnych filtri (AOTF) a rozdélovace paprski (AOBF).
Dale jsou pfiblizeny ptednosti hybridnich detektort a jejich porovnani s klasickymi PMT
detektory. Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 umoziuje pouziti mnoha pokrocilych funkci
a technik, ze kterych je zde zminéna funkce excitaéné-emisniho 2D lambda skenu (slouzi k
vykresleni charakteristiky intenzity fluorescence pro zvolenou oblast excitace a emise,
Vv literatuie n€kdy oznacovany jako fluorescencni spektrogram) a funkce TimeGate. Protoze
se prace zaméiuje na studium doby Zivota a spektralnich zmén fluorescence, je zde nastinéna
klasicka metoda FLIM spole¢né s excitaéné-emisnim mapovanim Lambda square a jejich
vyuzitim.

V praktické casti jsou nejprve kratce popsany druhy pouZzitych bunék a jejich
fluorescenéni barviva. Déle je uveden stru¢ny popis nastaveni, pii kterém byly fluorescencni a
spektralni snimky danych bunék ziskany. Po dohod¢ s vedoucim prace je praktickd cast
zam&fena na zobrazeni a hodnoceni 2D eXcita¢né-emisnich map (2D fluorescencnich
spektrogrami) ze snimku, které mikroskop ziskava pomoci funkce 2D lambda skenu. Na
zakladé¢ navrZzené metody je V prostiedi Matlab realizovdan program s uzivatelskym
prostfedim. Prostfedi umoZznuje uZivateli pfehledné zobrazovat dobu Zivota fluorescence a
hodnotit spektralni zmény fluorochromt v riznych mistech vzorku a za riznych fyzikalng-

chemickych podminek.



V praci jsou popsany a vysvétleny jednotlivé ¢asti programu a metody jejich realizace vcetné
blokovych schémat. Program umoziuje ze sady fluorescen¢nich snimku zobrazit dobu Zivota
fluorescence v prostorové oblasti vzorku, kterd je pak vykreslena v pseudobarvach. Pro
hodnoceni spektralnich zmén byl navrzen a realizovan algoritmus, jenzZ umoznuje mapovani
Lambda square stejné jako software mikroskopu. Vyhodou je moznost zpracovani
naméfenych dat v offline reZimu mimo softwarové prostiedi mikroskopu a vzajemné
porovnavani dvou riznych oblasti zajmu ve vzorku. Hodnoceni spektralnich zmén bylo navic
doplnéno o zobrazeni posunu maxima excitace a emise a o zobrazeni Stokesova posunu

V prostorové oblasti celého snimku.

V zavéru prace je popsan experiment rhodaminovych nanocastic na mezenchymalnich
bunkach, jez byly vystaveny fixaénim c¢inidlaim — paraformaldehydu a etanolu. Pomoci
realizovaného  programu  je  zobrazeno, popsan0 a  zhodnoceno  chovani

rhodaminovych nanocastic i spektralnich zmén u bunék kardiomyocyta.



2 Fluorescence

Atomy se nachazi bud’ v zdkladnim energetickém stavu s minimalni hodnotou energie
elektrond, nebo ve stavech excitovanych (Obr. 1). K excitaci (vybuzeni) dochazi, jestlize
atomiim dodame energii a elektrony zacnou obsazovat vyssi energetické hladiny. Tento
excitovany stav ale neni stabilni, vzapéti dochazi k pireskoku elektronti zpét na puvodni
energetickou hladinu a tim dochazi k deexcitaci. Atom pii tomto procesu vyzaii kvantum
elektromagnetického zafeni rovné rozdilu energie elektronovych hladin. Takto vzniklé
elektromagnetické zafeni je oznaCovano jako luminiscence. Podle délky trvani délime
luminiscenci na fluorescenci a fosforescenci. Fluorescenci je mozné pozorovat béhem buzeni
a po jeho vypnuti ihned vymizi, doba dohasinani je obvykle fadové 10® s. Fosforescence se
1i$i tim, Ze ma del$i dobu dohasindni nez fluorescence (obvykle milisekundy az sekundy), a
proto i po odstranéni buzeni pietrvava. [14], [19], [41]

.......

------

excitace excitovany  fluorescence
stav

Obr. 1: Excitace a fluorescence [36]

2.1 Princip fluorescence (Jablonského diagram)

Fluorescence je charakteristickd pro fluorescencéni barviva a fluorofory, coz jsou
molekuly obsahujici aromatické uhlovodiky nebo heterocykly. Piikladem mize byt
fluorescein nebo rhodamin B. Princip fluorescence nejlépe ilustruje Jablonského diagram
(Obr. 2), ktery fluorescenci popisuje jako t¥istupniovy proces slozeny z buzeni, excitovaného
stavu a emise.

Prvni stupen je excitace neboli buzeni a zacind nejprve ozafenim fluoroforu
elektromagnetickym zafenim o urCité vlnové délce z externiho zdroje, kterym je nejcastéji
zarovka nebo laser. Emitovany foton s energii hve, je fluoroforem vstieban a dochazi k
excitaci. Kté dochazi prechodem elektronti ze zakladni hladiny Sp do vysSsi energetické
hladiny S;".

10
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Obr. 2: Princip fluorescence

Druhym stupném je excitovany stav, ktery ale trva velmi kratce, obvykle 1 az 10
nanosekund. Béhem této doby fluorofor prochdzi mnoha konformacnimi zménami, a také
interaguje vzajemné s molekulovym prostiedim. Cast energie S1” je pfedana ve formé tepelné

energie do okoli, ¢im se dosahne relaxovaného excita¢niho stavu S1.

Tretim stupném je emise, kdy je zbyvajici energie hvgy vyzéarena ve formé
fluorescen¢niho fotonu, coz zpusobi ndvrat fluoroforu do svého zakladniho stavu SO.
Vyzétena energie hvEM je mensi ale s dels$i vlnovou délkou nez energie hvex emitovaného
fotonu. Rozdil energii (hvEX - hvEM) nebo také vinovych délek se nazyva Stokesiv posun,

ktery ma zasadni vyznam pro citlivost fluorescencnich technik.

Pomoci fluorescence se ale nedostanou do zakladniho stavu Sy vSechny pavodné
excitované molekuly. Béhem celého procesu dochazi k dal$im nezafivym dé&um, jako je
napiiklad wvnitini konverze, fluorescenéni rezonan¢ni pifenos energie (FRET) a mezi
systémové kiiZeni. Proto je vhodné jako méfitko relativniho rozsahu zminit kvantovy vytézek
fluorescence @ (1). Ten je dan pomérem poctu fluorescencnich fotoni emitovanych, k poctu
fotonti absorbovanych. Kvantové vytézky fluorescence jsou vyrazné nizsi nez 1. Nejveétsi

kvantové vytézky maji rhodaminové fluorofory a fluorescein. [13], [25], [29]

CD — Nemit

(1) Kvantovy vytézek @
Nabsorb

Nemit je pocet fotonli vyzatenych latkou ve formé fluorescence

- Nabsorb j& pocet fotont latkou absorbovanych

11



2.2

221

2.2.2

Zakladni pravidla a charakteristiky fluorescence

Pro proces fluorescence jsou typické urcité znaky a pravidla, kterymi se fidi. Nize jsou

piiblizeny nékteré z nich.

Charakteristiky fluorescence

Zarivy tok ®@: Piedstavuje energii prochdzejici v daném sméru jednotkovou plochou
za jednotku casu. Jednotkou zafivého toku je watt (W). [17]

Intenzita zareni (Plosna hustota zafivého toku): Je definovand jako mérnad velic¢ina

zafivého toku na jednotku plochy. Jednotkou je watt na metr &tveredni (W/m?). [17]

Polarizace: Je smér kmitani elektrického vektoru elektromagnetické viny. Nastava,
pokud je roztok fluoroforti excitovan linearné polarizovanym zafenim a molekuly maji
nenulovy prumét svého absorp¢niho prechodového momentu do sméru polarizace.
M¢éteni polarizace fluorescence poskytuje informace o molekularni orientaci a

pohyblivosti.

Doba Zivota fluorescence: Predstavuje primérnou dobu, kterou fluorofor stravi
Vv excitovaném stavu vzhledem k rychlosti jeho pirechodu do zdkladniho stavu. Obecné
je doba Zivota fluorescence kolem 107 s.

Koheren¢ni vlastnosti: Jsou vztahy mezi fazemi svételnych vin.

Spektralni charakteristika fluoroforu: Rozlisujeme emisni a excita¢ni spektrum pro
dany fluorofor. Emisni spektrum je zavislost intenzity fluorescence (W/m?) na vlnové
délce pii zvolené konstantni vinové délce budiciho zafeni. Excitacni spektrum je
zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce pii konstantni vlnové délce
emitovan¢ho zatreni. Pro kazdé fluorescencni barvivo je charakteristické urcité
excitacni a emisni spektrum. Detailni charakteristikou fluoroforu je pak konstrukce
excitatné-emisniho spektrogramu, ktery se zobrazuje nejCastéji jako prostorovy nebo

2D vrstevnicovy graf zobrazujici intenzity fluorescence jako funkci dvou proménnych.

(8], [14]

Pravidla fluorescence

Stokestv posun: Je definovan jako rozdil maxim excitatniho a emisniho
fluorescenéniho spektra (viz Obr. 3). Energie vyzarena pfi emisi je mensi (ale s delsi
vinovou délkou) nez energie pohlcena pii absorpci. Tento rozdil energii je zpisoben
energetickymi ztratami, ke kterym dochazi u vétSiny fluorescen¢nich molekul.
Stokestiv posun tedy popisuje snizeni energie emitovaného zafeni a zvétSeni jeho
vinové délky. [14], [25]
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Kashovo pravidlo: Toto pravidlo fika, ze tvar emisniho spektra fluorescence je vzdy
stejny, bez ohledu na velikosti vinové délky excitatniho (budiciho) zafeni. Pti excitaci

na vys$i vibracni hladiny se pfebytecnd energie rychle rozptyli a fluorescencni

v

Vaviliv zakon: Je disledkem Kashova pravidla a tika, ze kvantovy vytézek a doba
trvani excitovaného stavu slozitych molekul nezavisi na vinové délce excitacniho
zareni. [14], [25]

Zrcadlové pravidlo: Toto pravidlo plati pro velké mnozstvi organickych molekul a
fika, ze emisni spektrum je zrcadlovym obrazem excitaniho spektra. Je to z toho
davodu, ze vibracni struktura zakladniho 1 excitovaného stavu maji stejnou strukturu.
Vyjimku tohoto pravidla tvoii molekuly, které maji rozdilné geometrické usporadani

atomovych jader v excitovaném a zakladnim stavu. [14], [25]

Stokestiv posun
<«

Absorpce

Intenzita

550 600 650 700

500
Vlnova délka (nm)
Obr. 3: Stokestv posun [36]

450

2.3 Fluorofory

Fluorofory jsou molekuly, jez maji schopnost fluorescence. Zakladnim piedpokladem

fluorofort je schopnost absorpce svétla urcité vinové délky a néslednéd schopnost emise svétla

s delsi vlnovou délkou. Mezi fluorofory nazvoslovné fadime i tzv. fluorochromy, ty maji

stejné fyzikalni vlastnosti, avsak jsou to latky, které se pfirozené nevyskytuji ve zkoumaném

vzorku, ale uméle je navazujeme na urcitou strukturu jako znacku. Jejich vyuziti je hlavné ve

znaceni biologickych vzorkl. Fluorofory nékdy délime do dvou zdkladnich skupin, na

fluorofory vnitini a fluorofory vnéj$i. Vnitini fluorofory se vyskytuji v pfirodé samostatné a
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jsou schopné vlastni fluorescence. Vnéjsi fluorofory jsou pridavany ke vzorkiim, které vlastni

fluorescenéni schopnosti nemaji. [14]

Zasadni podil na vlastni fluorescenci nékterych bunék maji hlavné proteiny, enzymové
kofaktory, cytochromy, myoglobin, vitaminy a mnohé dal$i molekuly, které jsou v danych
bunkach pfirozené obsazeny. Hlavnimi fluorofory v proteinech jsou aromatické
aminokyseliny jako tryptofan (Try), tyrozin (Tyr) a fenylalanin (Phe), jejichz absorpéni pas
lezi mezi 240 a 300 nm. Existuje 1 n€kolik tfid proteind, které maji vlastni fluorescenci pii
delsich vinovych délkéach, ptrikladem mohou byt fykobiliproteiny, které absorbuji od 470 do
650 nm. Jejich vyhodou je intenzivni dlouhovinnd excitace a emise, velky Stokestv posun a
vysoky kvantovy vytézek emise. Vlastni fluorescence jsou dale schopné jiz zminéné
enzymové  kofaktory,  hlavné NADH (Nikotinamidadenindinukleotid), FAD
(Flavinadenindinukleotid) a pyridoxal fosfat. [14]

Vnéjsi fluorofory maji mnohem S$ir§i a Castéjsi pouziti v moderni biologii a biofyzice
nez vnitini fluorofory. Pfidavame je ke studovanym vzorkiim a podle zptsobu, jakym se na

néj vazou, je délime na fluorescencni znacky, fluorescenéni sondy a fluorescencni indikatory.

2.3.1 Fluorescenc¢ni znacky

Fluorescencni znacky jsou nevlastni fluorofory, které se nejCastéji pouzivaji ke
znaceni proteinti. Vazou se kovalentni vazbou na jejich thiolové skupiny nebo na aminové,
sulfhydrylové a histidinové bo¢ni fetézce. Pouzivaji se v mnoha aplikacich v imunologii,
histochemii, afinitni chromatografii, atd. Nejznaméj$imi fluorescenénimi znackami jsou FITC
(fluoresceinizothiokynat) a TRITC (tetrametylrhodaminizothiokyanat), které se pouzivaji v

imunofluorescen¢nich metodach. [14]

2.3.2 Fluorescen¢ni sondy

Fluorescen¢ni sondy se ke sledované struktufe vazou nekovalentni vazbou a ¢asto
piitom méni své fluorescencni vlastnosti. Existuji tisice sond, jejichZ spravny vybér je kliCovy
pro experimenty ve fluorescen¢ni spektroskopii, nebot” pravé vlastnosti fluorescenénich sond
umoziuji ziskat potiebné informace. Z mnoha typt sond je vhodné zminit naptiklad sondy
citlivé na polaritu prostiedi (ANS, TNS), DNA sondy (DAPI, TOTO, ethidium bromid) a
proteinové sondy (SYPRO). [14]

2.3.3 Fluorescenéni indikatory

Mezi fluorescencni indikatory fadime takové fluorofory, které vykazuji spektralni
citlivost na urcité latky. U téchto fluoroforii dochéazi ke spektralnimu posunu v zavislosti na
pritomnosti urcité latky nebo vykazuji zvyseni intenzity fluorescence bez spektralniho posunu
v pritomnosti dané latky. Prikladem mutze byt PBFI, coz je fluorescen¢ni indikéator citlivy na
draslik, nebo indikator SNARF-5F citlivy na pH. Dal§imi jsou indikatory Fura-2 vykazujici
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spektralni posun v piitomnosti Ca®* a indikator Calcium green, ktery vykazuje zvysenou

intenzitu fluorescence bez spektralniho posunu v piitomnosti Ca®"

2.4 Doba zZivota fluorescence

Doba zivota fluorescence je definovana jako pramérny ¢as, ktery molekula stravi v
excitovaném stavu pied navratem do zdkladniho stavu. Pfi navratu do zdkladniho stavu
dochazi k vyzatreni fluorescen¢niho fotonu. Obecné se doba zivota fluorescence pohybuje
kolem 10 s (Obr. 4). Doba Zivota fluorescence nezavisi na koncentraci fluoroforu, absorpci,
tloust'ce vzorku nebo intenzité excitace, ale spiSe na biologickych vlastnostech, jako je pH,
teplota, struktura fluoroforu, koncentrace kysliku, zména prostfedi, nebo vazba s riznymi
molekulami. [16], [40]

Intenzita

M Excitacni impulz

Fluorescence

Cas (ns)

&
Y

~

T - doba Zivota fluorescence

Obr. 4: Doba zivota fluorescence

Pro méfeni doby zivota fluorescence je dulezité objasnit si jeji parametr T.
Predpokladejme, Ze vzorek obsahujici fluorofory je excitovan nekonecné ostrym svételnym
impulzem, ktery zptsobi v pocate¢ni populaci fluoroford (n0) excitovany stav. Excitovany
stav populace fluorofort se rozklada s mirou I' + K, podle:

dn(t

(2 EE2=( + Ky )n(®)

Kde n(t) je pocet excitovanych molekul v Case t po excitaci, I' je mira emise a Ky je mira
nezafivého utlumu. Emise je ndhodny jev, a proto ma kazdy excitovany fluorofor stejnou
pravdépodobnost v daném cCase emitovat foton, coz ma za nasledek exponencidlni

pokles excitovaného stavu populace:

(3) n(t) =nge "
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Ve fluorescen¢nich experimentech nepozorujeme pocet excitovanych molekul, ale
intenzitu fluorescence, ktera je imérna n(t), a proto mizeme rovnici (3) zapsat jako zavislost

intenzity fluorescence na Case I(t):
(4) 1) =1le™"

Kde Iy je pocatecni fluorescence v ¢ase 0, T je doba zivota fluorescence a t je ¢as. Doba
zivota fluorescence je tedy primérny cas, ktery fluorofor stradvi v excitovaném stavu. Pokles
pramérmé doby, kdy fluorofor zlstdva v excitovaném stavu, je roven dobé Zivota
fluorescence. [7]

Meéteni doby zivota fluorescence zahrnuje nesmirné velké pole védy. Od poloviny 19.
stoleti rozvoj fluorescencnich technik pfispél k velkym objevim v oblasti chemie a fyziky.
V poslednich dvou dekadach vyvoj techniky méfeni doby zivota fluorescence ptispél k fadé
objevii v biologii a medicin€é. Prvotni vyzkumna cinnost doby Zivota fluorescence Se
zamg&fovala pouze na chemické a biologické analyty, v dne$ni dobé¢ tato technika nachazi svou

cestu v rychle se rozvijejici oblasti molekularniho zobrazovani. [3]

Zobrazovani doby zivota fluorescence muze byt provadéno bud’ pfimo pomoci méfeni
doby zivota fluorescence pro kazdy pixel a generovani mapy doby zivota fluorescence
méfené¢ho objektu, nebo pomoci ¢asové fizenych experimenti (TimeGate), kde intenzita
fluorescence pro kazdy pixel je ur¢ena po kratkém Casovém intervalu a nasledné je vytvofena
mapa intenzity fluorescence. Zatimco prvni metoda se obecné pouziva pro monitorovani
funkénich zmén v disledku faktord zivotniho prostiedi, druha metoda (TimeGate) nabizi
velky potencidl k odstranéni neZadouciho pozadi fluorescence a zvySeni kontrastu
zobrazovani. [3]

Zobrazovani doby zivota fluorescence je velmi uziteéna fluorescen¢ni metoda, nebot
umoznuje provadét méfeni v mnoha fazich, jako jsou: plyny, kapaliny, pevné latky, nebo
jejich libovolna kombinace. Pfinosem je i moznost aplikace této metody v Sirokém
prostorovém méfitku od jednotlivych molekul pifes buiky az po ¢asti lidského téla.
Vsestrannost zobrazovani doby zivota fluorescence umoziuje jeji pouziti v riznych studijnich
oblastech, jako jsou materidlové védy, uméni, letectvi, zemédélstvi, biologie a medicina.
Nedavné pokroky v laserové technice, vypocetnim vykonu a zobrazovacich algoritmech
rozs$ifily moznost uplatiiovat metody doby zivota fluorescence v 1ékaiském zobrazovani. Diky
své schopnosti poskytovat jedinecné a doplilujici diagnostické informace se predpoklada
bezproblémova integrace této metody také do rodiny molekularnich zobrazovacich nastroju.

3]
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2.4.1 Autofluorescence a doba Zivota

Pied stovkami let bylo zjisténo, ze nékteré biologické latky maji schopnost vnitini
fluorescence dnes znamou jako autofluorescence. Nejstarsi zprava o autofluorescenci byla
zveiejnéna v 16. stoleti, kdy byla poprvé pozorovana modra zare extraktu z mexického dieva,
v Evropé znamého jako Lignum nephriticum. S vynalezem fluorescen¢niho mikroskopu v
roce 1908, bylo mozné se zacit zabyvat studiem autofluorescence. Od této doby bylo
nalezeno, izolovano a syntetizovano velké mnozstvi fluorescen¢nich materialu, které emituji v
rozsahu od 250 do 800 nm. [3]

Vyznam autofluorescence pro studium bunék a tkdni spociva predevSim v jejim
potencialu pro diagnostické aplikace, a také jako vyzkumny nastroj pro pochopeni zékladnich
mechanismi molekularnich interakci a signaliza¢nich procesti v ramci svych pfirozenych
stavebni kameny bilkovin a enzymu, dile NADH a FAD, které¢ reguluji bunécny
metabolismus. Dalsimi autofluorofory jsou porfyriny, které vznikaji jako vedlejsi produkty u
savcll a tvoii zasadni prvek absorbujici svétlo u rostlin. Dale jsou to strukturnich proteiny
odpovédné za tuhost a pruznost tkani a organt,, a také fluorescencni pigmenty, jeZ jsou
markery mnoha patologickych stavii souvisejicich s vékem. [3]

Zobrazovani autofluorescence je atraktivni metoda, protoze nevyzaduje slozité
postupy barveni in vitro, nebo podavani exogennich molekularnich ¢inidel in vivo. Nicméné s
komplexni povahou autofluorescence je spojena fada problému véetné obtizné interpretace
obrazil doby Zivota fluorescence, coz omezuje jeji Siroké aplikace. Problémem je pfitomnost
fady fluoroforti s odlisnymi dobami zivota fluorescence. Napiiklad doba zivota fluorescence
tryptofanu v bilkovinadch se 1i§i v zavislosti na prostfedi a pozici ve vztahu k ostatnim
fluorofordim. Pro zjednoduseni zobrazovani je nutny peclivy vybér excita¢nich a emisnich

podminek, které potlacuji nezadouci fluorescenci z jinych autofluorescenénich struktur. [3]

Tabulka 1: Piiklad nékterych fluoroforti odpovédnych za autofluorescenci [3]

Fluorofor Excitace (nm) Emise (nm) Doba Zivota
fluorescence (ns)
fenylalanin 258 (max) 240-270 280 (max) 7,5
tyrosin 275 (max) 250-290 300 (max) 2,5
tryptofan 280 (max) 250-310 350 (max) 3,03
NAD(P)H volny 300-380 450-500 0,3
NAD(P)H protein 300-380 450-500 2.0-2.3
FAD 420-500 520-570 2,91
melanin 300-800 440,520, 575 0.1/1.9/8
kolagen 280-350 370-440 <53
elastin 300-370 420-460 <23
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3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Historie prvniho fluorescen¢niho mikroskopu, ktery vychazel z konstrukce mikroskopu
pro UV zafeni, sahd az na pocatek 20. stoleti. Pfinos této techniky nebyl docenén nékolik
desetileti. V dnesni dobé fluorescencni mikroskopie patfi mezi nejcenngjsi ndstroje pro
studium bun¢k a bunécnych casti mikroorganismi. Fluorescencni mikroskopy vyuzivaji
schopnost nékterych latek (fluoroforti) absorbovat svétlo urcité vinové délky a toto svétlo
nasledné emitovat jako viditelné svétlo o delsi vinové délce. Pouzitim vhodnych fluorofori je
mozné rozliit jednotlivé bunétné prvky, jako jsou - bunééna jadra, chromozomy, jadérka,
cytoskelet, proteiny, lipidy, polysacharidy a dal$i buné¢né struktury. Konstrukce klasického
fluorescenéniho mikroskopu je velice podobna béznému svételnému mikroskopu, odli$nosti je
doplnéni o velice silny zdroj svétla a dva typy filtra. Prvni filtr (excitacni) se nachazi mezi
zdrojem svétla a vzorkem a umoznuje excitovat fluorofory svétlem o potiebné vinové délce,
druhy filtr (bariérovy) propousti pouze emisni ¢ast spektra a je umistén mezi vzorkem a
okularem (Obr. 5).

Jednou z hlavnich komplikaci fluorescenéni mikroskopie je fotobleaching (vysvécovani,
fotovyb€lovani). Ten zpUsobuje, Ze fluorofory jsou intenzivnim zatenim postupné rozkladany
a ztraceji tak schopnost absorpce a emise. Pfi absorpcich a naslednych emisich navic dochazi
k uvoliovani volnych radikald, které mohou poskozovat fluorofory, a také naruSovat
zivotaschopnost bunék. Pfi praci se Zivymi buitkami je proto zdsadni omezit jejich expozici
svételnym zarenim z vysokoenergetickych zdrojii. Toho je mozné dosdhnout s vyuzitim clon,
jez vpoustéji excitacni svétlo do vzorku pouze pii expozici, a také pouzitim velmi citlivych
kamer nebo fotonasobicu. [9], [33], [36], [42]

Zdroj sveétla

Excitacni \

filtr \ \

7

Vysetifovany vzorek

Obr. 5: Princip fluorescencni mikroskopie [36]
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3.1 Konfokalni mikroskopie

Dnes jsou kladeny stale vétSi naroky pro zobrazovani velmi jemnych struktur bunék,
ruznych soucastek a materialii se snahou o co nejpiesnéjsi méfeni. K t€émto ucelim slouzi
konfokalni mikroskop, jehoz hlavni pfednosti je vysoka rozliSovaci schopnost dana detekci
svétla pouze z ohniskové roviny mikroskopu. Samostatny princip konfokalniho mikroskopu
byl patentovan jiz v roce 1957. Velkou vyhodou konfokalni mikroskopie je ptredevsim
potlaceni signalu nad a pod rovinou zaostfeni a moznost snimani sérii optickych fezi, jejichz
skladanim muzeme rekonstruovat pozorovany objekt. Oproti klasickému fluorescencnimu
mikroskopu je u této metody potieba silného zdroje svétla typu laser, specialni technologie pro
detekci fotonl z roviny ostrosti a vykonny PC. VSechny tyto ndroky se negativné odrazeji na
cen¢ piistroje, ktery je pak né€kolikanasobné drazsi. [36], [35], [22], [31]

Zakladni princip je zalozeny na tom, ze svétlo prichazejici z fokalniho bodu ¢ocky
objektivu dava ostry obraz. Svétlo z jiného bodu nez fokalniho je také zobrazeno ¢ockami
mikroskopu, ale jeho obraz neni ostry. U konfokalniho mikroskopu je pouzita bodova clonka
(pinhole), ktera odfiltruje neostry obraz (Obr. 6). Pinhole musi byt konjugovana s fokalnim
bodem cocky, ¢im ziskame konfokalni pinhole. Pokud by byla pinhole mensi, ztratili bychom
uzite¢né svétlo, pokud by byla pinhole vétsi, pronikalo by vice svétla mimo ohnisko. Z
usporadani konfokalniho mikroskopu vyplyva, Ze v jednom kroku ziskame informaci pouze o
jednom bod¢, a proto pro ziskani celého obrazu je nutné fadkovani bod po bodu. Podle
mechanismu rastrovani rozliSujeme zakladni dvé konstrukce - rastrujici konfokéalni mikroskop
a konfokalni mikroskop s rotujicim diskem. [22], [36]

Vzorek Pinhole

Zdroj

. Detektor
svétla

Obr. 6: Bodové ohnisko konfokalniho mikroskopu [36]
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3.1.1 Laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop

LSCM (Laser Scanning Confocal Microscope) = Laserovy rastrovaci konfokalni
mikroskop (Obr. 7). Tento typ mikroskopu obsahuje skenujici zafizeni, které posouva
ohnisko excitujiciho laserového paprsku. Obraz zaostfené roviny se pak ziskava rastrovanim
(tadkovéanim) bod po bodu. Pomoci fadkovani jsou tedy sniméany optické body v roviné XY a
diky presn¢ definovanému posuvu objektivu v ose Z i jednotlivé optické fezy. Pomoci

pocitace je pak mozno sestavit i velmi ¢isty 3D obraz. [35], [36]

_ A Stérbina v
: — konfokalni roviné

:QE— Déli¢ paprsku

Xy

Objektiv

Hloubka praniku
paprsku

£ : M'/ Rovina zaostreni

Obr. 7: Schéma laserového rastrovaciho konfokalniho mikroskopu [2]

Uzky svazek paprsku z laseru smétuje skrz excitaéni filtr a prvni konfokélni clonu na
dichroické zrcatko, které jej skrz objektiv zaméfi na urcity bod preparatu. Preparat musi byt
umistén v ohniskové roving, ktera je urCena skenujicim zatizenim. Odrazené (= emitované)
svétlo prochazi zpét objektivem, dichroickym zrcatkem pies bariérovy filtr na druhou
konfokalni clonu (pinhole), kterd odfiltruje az 95% emitovaného svétla. Svétlo nesouci
potiebnou informaci z ohniskové roviny dopadéd na detektor, kterym je obvykle fotondsobic.
Vysledkem jsou soutradnice X a Y daného bodu. Rastrovanim bod po bodu pocita¢ sestavi
obraz celého preparatu v zaostiené roviné XY. Laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop je v

soucasné dob¢ nejpouzivanéjSim typem pro biomedicinské vyzkumné aplikace. [35], [36]
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3.1.2 Mikroskop s rotujicim diskem

TSCM (Tandem Scanning Confocal Microscope) = mikroskop s rotujicim diskem.
Tento druhy typ mikroskopu obsahuje Nipkowiv kotouc, coz je rychle rotujici perforovana
desti¢ka tvofena navzajem odd€lenymi clonkami. Ptes tuto destiCku se svétlo zaméfi na
zkoumany objekt a umozni tak zobrazit n€kolik bodi preparatu najednou. Snimani touto
metoda je tedy vhodna pro pozorovani rychlych déju, které jsou piitomny v zivych bunkéach.
Nipkowuv kotou¢ rotuje rychlosti v desitkaich Hz a miize obsahovat az stovky tisic otvora
uspotfadanych v Archimedovych spirdlach. Vzorek je obvykle pozorovan okularem v redlném

¢ase nebo pomoci chlazené CCD kamery. [35], [36]

3.2 Srovnani klasické fluorescen¢ni a fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie

Klasicka fluorescencni mikroskopie predpoklada nekonecné malou tloustku vzorku.
Pokud bychom zkoumali siln€j$i vzorky, dochdzelo by k ptekryvani zaostfené obrazové
roviny neostrymi obrazy rovin lezicimi pod a nad ni, proto Ize zkoumat jen vzorky o mensi
tloust’ce, nez je hloubka ostrosti objektivu. Nespornou vyhodou konfokélniho fluorescen¢niho
mikroskopu je vyssi rozliSovaci schopnost, kterd je dédna detekci svétla pouze z ohniskové
roviny mikroskopu, kdy pinhole eliminuje neostry signal. Vyhodou je i moznost optické
tomografické 3D rekonstrukce, kterd neni limitovana Rayleighovym kritériem. Nevyhodou
konfokalniho mikroskopu je n€kolikanasobné vyssi cena, potieba silného zdroje svétla jako

jsou lasery a specialni technologie detekce fotont (Obr. 8). [36]

Vybojka Laser

Polni clona Excitacni dirkovana clona

= - Excitaéni filtr m—)a—_ Fxcitaéni filtr

OkKkular
Fotonasobi¢

| p—

Obr. 8: Fluorescenéni a konfokalni mikroskopie [36]
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4 Laserovy konfokalni mikroskop LEICA TCS SP8

Mikroskop Leica TCS SP8 patii mezi nejmodernéjsi konfokalni mikroskopy. Vyznacuje
se vysokou rychlosti, optimélni ucinnosti, vysokym kontrastem ziskaného obrazu a
zachovanim vysoké zivotaschopnosti zkoumanych bunék. K detekci slouzi velmi citlivy
vysokorychlostni snimaci systém, ktery je schopen ziskat az 428 snimkii za sekundu, a také

wewr

velké zorné pole umoznujici zkoumat i nejnaro¢né;jsi vzorky.

Zdrojem svétla je bily pulsni laser (WLL), ktery umoziiuje nastavit az 200 rtiznych
vlnovych délek pro Sirokou skalu fluorescencniho barveni. Vyhodou je moznost nastavit az 8
vlnovych délek soucasné. Kombinaci excitace pomoci bilého laseru a detekce pomoci
hybridnich detektord (HyD) je mozné nakombinovat pfiblizn¢ 200 milionli kombinaci
excitace a emise. Diky této moznosti libovolného nastaveni je mozné snizit fototoxicitu na
minimalni Groven. Leica TCS SP8 je dale vybavena AOBS (akusticko-opticky rozdélovac
paprski), ktery je schopen rychle piepinat a ladit jednotlivé vinové délky a zaroven

neovliviiovat emisi pro dulezity signal.

Velkou vyhodou je pulsni rezZim WLL laseru, jehoz taktovaci frekvence se pfesn¢ hodi
ke studiu doby zivota fluorescence, ktera je obvykle od 0,5 az do 5 ns. Intervaly mezi
jednotlivymi pulsy je mozné ménit, diky cemuz je Leica TCS SP 8 vhodny nastroj pro méteni
doby Zzivota fluorescence. [23], [26]

4.1 Bily pulzni laser (WLL)

Klasické lasery obvykle vyzatuji svétlo v uzkém paprsku, ktery je monochromaticky —
jednobarevny. Nekteré plynové lasery mohou vyzafovat souc¢asné nékolik barevnych kanala.
Ptikladem je plynovy argonovy laser, jenz vyddva modrozelené svétlo. DalSimi typy jsou
barevné lasery, které sice jsou laditelné, ale vyzatfuji v ¢ase pouze jednu konkrétni barvu.
existuji laditelné pevné lasery, ty je vSak mozné ladit pouze v infracervené oblasti. Mimo
jejich vysokou sloZitost a naro¢nost 1 ony mohou emitovat pouze jednu vinovou délku v Case
a proces jejich ladéni je velmi pomaly. Situace se zménila s vynalezem svételnych zdrojt,
které emituji svétlo v Sirokém rozsahu vinovych délek soucasné a maji schopnost jej zaostfit

stejné jako klasicky laser. [23]

Mezi takovéto zdroje patii bily pulzni laser (WLL), ktery se skladd z pulzniho IR
vlaknového laseru, jez emituje pulzy s frekvenci kolem 80 MHz. Tyto pulzy jsou nasledné na
diodové-pumpovém laserovém zesilovaci zesileny. Takto vzniklé vysokoenergetické pulzy
jsou zaméteny na vstupni povrch fotonického krystalového vlakna (PCF), v jehoz stiedu jsou
duté trubicky (viz Obr. 9). Siln¢ nelinearni procesy na povrchu trubickovité struktury zptisobi,

ze monochromatické svétlo se rozsiii do sirokého spojitého spektra. [23]
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Z takto vzniklého spektra jsou dale pomoci akusticko-optickych laditelnych filtra
vybrany potiebné laserové excitacni barevné prouzky — jednotlivé vinové délky. WLL tak
umoznuje plynulé nastaveni barvy v oblasti celého spektra od modré az po ¢ervenou (470 az
670 nm). [23]

Vstupni pulzy Zesilovaé Generovani spektra
s nizkou energii

Priifez krystalovym
vlaknem (PCF)

Obr. 9: Vlevo je zobrazen prifez fotonického krystalového vlakna (PCF). Vpravo je schéma WLL.
[23]

4.1.1 Akusticko-opticky laditelny filtr (AOTF)

Akusticko-opticky laditelny filtr umozinuje vybrat pouze jeden barevny prouzek ze
spojitého spektra WLL paprsku a odvézt jej do jiného sméru, zbytek spektra projde rovné pies
krystal (Obr. 10). Pomoci zmény frekvence budicich mechanickych vin jsme schopni nastavit
vychylku sméru, a tim vybrat potiebny barevny prouzek (vinovou délku). Siika tohoto
prouzku je obvykle 1 az 3 nm Vv zavislosti na vlnové délce. Timto zpusobem je mozné ze
vstupniho spektra vybrat jakoukoliv barvu. Pfidani dalSich elektronickych zatfizeni pro
generovani mechanickych vin v krystalu umoznuje vybrat vice barev najednou. Leica TCS SP
8 umoziuje nastavit az osm barev s riznou vinovou délkou soucasné€, coz pfinasi moznost

excitovat vice riznych fluorescen¢nich barviv v jednom vzorku. [23]

AQTF

WLL

Obr. 10: Ukazka vybéru jednotlivych barevnych prouzkt z celého spektra pomoci AOTF. [23]
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4.2 Akusticko-opticky rozdélovac¢ paprskia (AOBS)

Fluorescen¢ni zobrazovani mikroskopu je usporadano tak, ze excitacni svétlo vstupuje
do vzorku na stejné stran¢, kde se snima i emise. Takové uspotadani vyzaduje zafizeni, které
umoziuje oddélit excitaci od emise. Klasické dichroické zrcadlo propousti a odrazi svétlo
podle toho, jakou mé vlnovou délku. V bézné fluorescencni mikroskopii je proto nutné mit
pro ruzné druhy fluoroford rizné kombinace dichroickych zrcadel, excita¢nich a emisnich
filtrd a ty dle potfeby ménit (Obr. 11). Bézné dichroické zrcadlo by tedy nebylo schopné
vyuzit veSkeré prednosti laditelného svételného zdroje, jakym je bily pulzni laser (WLL), a
proto spolecnost Leica vyvinula AOBS. Akusticko-opticky rozdélovac paprsku také odd€luje
excitaci a emise svétla, ale ve srovnani s dichroickym zrcadlem pracuje uplné jinym
zpusobem. Je to aktivni programovatelné zatizeni, které je velmi rychlé, flexibilni a efektivni.

ZRCADLO _~

Obr. 11: Porovnani dichroického zrcadla a AOBS. [1]

Akusticko-opticky rozdélova¢ paprski (AOBS) je zafizeni, které piivadi vybrané
excitaéni barevné prouzky do optické drahy mikroskopu a zbytek spektra odvadi do jiného
sméru. Velkou vyhodou je jeho 95% uc¢innost a moznost pienést az osm vybranych vinovych
délek (barevnych prouzkt). AOBS umoznuje, ze zvolené excitaéni barvy projdou na
zkoumany vzorek v podobé excitaéniho paprsku a kompletni emisni spektrum je pak ucinné
preneseno k detekci. Stérbiny v pfenosovém spektru potiebné pro pieneseni excita¢nich
prouzkd na vzorek jsou stejné velké jako samotné excitacni prouzky (to je umoznéno diky
pouziti stejné akusticko-optické technologii). Cely proces je fizen paralelné, jakmile je
nastavovana urcitd excitacni barva, elektronika soucasné ladi odpovidajici meziprostor. Ze
strany obsluhy neni tedy potieba zadny zasah, vSe probiha pln¢ automaticky. Akusticko-
opticky rozdélova¢ paprskii je poslednim spojovacim zafizenim, diky némuz je mozné

provadét vicebarevné excitace. [1], [20]
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D¢leni paprsku pomoci AOBS je zalozeno na akusticko-optické difrakci (ohyb svétla)
v krystalu TeO,. Pro tento krystal plati velky utlum svétla od 400 nm po vice nez 4 pum.
Aplikovani radiofrekvenéni mechanické viny vede K periodickym zménam hustoty uvnitf
krystalu (zfed'ovani a zhuStovani). Index lomu krystalu je dan jeho hustotou, a proto ve
vysledku je mozné akustickymi vlnami vytvofit uréity index lomu krystalové miizky.
Miizkovéa konstanta je variabilni a zavisi na frekvenci a amplitud€ pouzité viny, coz umoziuje
snadné ladéni. Pokud excitacni svétlo pozadované barvy vstupuje do krystalu ve vhodném
uhlu, je akusticko-opticky zlomeno a spojeno s hlavnim paprskem, ktery je shodny s optickou
osou mikroskopu.

Vzhledem k tomu, Ze je mfizkova konstanta ménitelnad, mizeme S optickou osou
sloucit jakoukoli barvu. Kromé¢ toho index lomu mtizky AOBS mize ulozit n€kolik vinovych
délek soucasné, coz pfindsi moznost vicebarevné excitace. Emitované svétlo je posunuto o
Stokesuv posun, a proto dochazi k emisi na jinych vinovych délkach. Tyto emitované vinové
délky prochazi krystalem bez ovlivnéni indexu lomu jeho miizky. Vysledna emise je nakonec
ptivedena do vicekanalového spektralniho detektoru TCS SPS.

Pokud porovname pienosové kiivky typického trojitého dichroického zrcadla a
akusticko-optického rozdélovace paprski (AOBS) pii excitaci na 488, 561 a 633 nm (viz Obr.
12), vyplyvaji dvé hlavni vyhody AOBS. Pfenosové kiivky AOBS maji strmé hrany a uzka
pasma, coz umoziuje lepsi sbér emisniho svétla. Druhou vyhodou je flexibilita AOBS, ktera
muze prenést az osm barevnych prouzki, ¢ehoz se uplatituje pti soubézném zobrazovani vice
fluorofort. [1]

488 nm 561 nm 633 nm

488 nm 561 nm 633 nm 458 nm 1514 nm 594 nm
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Obr. 12: Porovnani dichroického zrcadla (vlevo) a AOBS, jehoz vinové délky jsou plynule
nastavitelné (vpravo) [1]
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4.3 Hybridni detektory (HyDs) a porovnani s klasickym PMT

Nejpouzivangjsi detektory optickych signalti jsou fotonasobice PMT (photomultiplier
tube), které se skladaji z fotokatody, vstupni elektronové optiky, systému dynod a anody (Obr.
13). Foton dopadne na fotokatodu, na které vyvola emisi elektroni v dusledku
fotoelektrického jevu. Elektrony z fotokatody jsou urychleny k prvni dynodé, kde kazdy
elektron zptisobi emisi n€kolika dalsich elektronti. Ty jsou postupné urychlovany k dal§im
dynodam a cely proces se opakuje. Po sérii zesileni se elektricky signal detekuje na anodé.
Fotonasobi¢ muze takto detekovat i jednotlivé fotony. Hlavni nevyhodou PMT je jejich nizka

kvantova t¢innost (pomér mezi dopadajicimi fotony a vygenerovanym el. nabojem). [21],[22]

Hybridni detektory (HyDs) spole¢nosti Leica spojuji vakuovou technologii (klasicky
PMT) dohromady s polovodi¢ovou lavinovou technologii (lavinova fotodioda). HyD detektor
je vybaven vrstvenou GaAsP fotokatodou, ale na rozdil od souboru dynod vyuziva jen jeden
krok urychleni. Elektrony z fotokatody jsou urychleny ve vakuu pomoci vysokého napéti,
které dosahuje az 8000V. Vysok4 kineticka energie urychlenych elektronli je nasledné
rozptylena na kiemikovou vrstvu, kde dochazi k lavinovému efektu a k okamzitému az 1500
nasobnému zesileni. Konecny signal je pak ziskdn na anod€. Tato konstrukce snizuje
nachylnost a riziko poskozeni detektoru o nékolik fadu, pfi¢emz kvantova ucinnost dosahuje
az 45%. Ve srovnani s klasickym fotonasobi¢em je kvantova Uc€innost pii 500 nm

dvojnasobna. [22]

Hybridni detektory (HyDs) dnes patfi mezi nejmodernéjsi technologie. Vyznacuji se
vysokou citlivosti, rychlosti a pokrytim velkého dynamického rozsahu. Vyhodou téchto
modernich detektort je, ze v kombinaci s pulsnim laserem (WLL) umoziuji detekovat emisi
fluorescence pouze v dobé mezi svételnymi pulsy. Detekovany signal je pak ¢ista emise
fluorescence, ktera neobsahuje zadné odrazené svétlo. [22]

% hv

: i

Obr. 13: Vlevo je schéma PMT, vpravo je schéma HyD. [4]
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4.3.1 Funkce TimeGate (LightGate)

Tato funkce umoznuje nastavit hybridni detektory tak, Ze jsou po dobu svételného
impulsu vypnuté a nedetekuji zadny signal. Tim se umozni detekovat fluorescenéni emisi
pouze Vv ¢ase mezi pulzy (Obr. 14). Nastavenim ur¢itého ¢asového okna, kdy je detektor
otevien (TimeGate), je mozné odstranit nezadouci fluorescenéni signal z obrazovych dat.
Vysledny obraz potom neobsahuje zadné excitacni svétlo, ma lepsi kontrast a pomér signal-
sum. Casové okno je mozné nastavit na minimalni hodnotu 3,5 ns, kdy je detektor otevien.
Posouvanim tohoto ¢asového okna je mozné ziskat sadu snimku, které demonstruji postupny
pokles fluorescence. [4], [22]

Excitaéni impulz

Light
Gate

Obr. 14: Funkce LightGate. [4]

4.4 Spektralni detektory (SP)

V minulosti byvaly fluorescenéni mikroskopy vybaveny sadou sklenénych filtrii. Pokud
jsme chtéli pouzit rizné fluorescenc¢ni barviva, museli jsme dle potieby ruéné nebo motoricky

vybirat mezi pfislusnymi sklenénymi filtry, a tim ménit detekéni pasmo.

Zcela jiny pfistup pro vybér pozadovaného pasma z celého spektra ptineslo pouziti
mechanickych zatizeni. Pokud svétlo prochazi disperznim prvkem, jakym je hranol nebo
miizka, jsou jeho slozky Vv zavislosti na energii prostorové rozptyleny. Moderni fluorescen¢ni
metody Vv biomedicinském vyzkumu vyzaduji, aby bylo mozné snimat zaznam z nékolika
kanalt soucasné. Proto bylo vyvinuto kaskadové mechanické délici zafizeni — vicepasmovy
detekéni systém SP (Obr. 15). Tento systém obsahuje vysoce odraziva posuvna zrcadla, ktera

umoziuji rozdéleni spektra do dil¢ich past. Stérbina uvniti zrcadla pfenese pozadované
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vlnové pasmo do prvniho kanalu a zbytek spektra sméfuje prakticky beze ztrat na nasledujici
detektory obsahujici posuvna zrcadla pro vybér dalsiho pasma. Teoreticky je mozné mit
nekone¢ny pocet takovychto kaskadovych pasmovych detektorii. Z praktickych divoda Leica
pouziva 5 takovychto senzort. Pfednosti tohoto konceptu je jeho vysoké G€innost a moznost
nezavislého nastaveni jednotlivych spektralnich pasem. Stérbiny umoZiiuji prenést 100%
pozadovaného pasma a zrcadla odrazeji 99 % spektra. [5], [37]

Obr. 15: Detektor SP vyuZivajici posuvna zrcadla pro rozdéleni spektra do pozadovanych pasem. [5]

441 Funkce Lambda sken

Mikroskop Leica TCS SP 8 je vybaven funkci 1D lambda skenu, kterd umoziuje
skenovat fluorescenci vzorku napii¢ zvolenym rozsahem vlnovych délek. Tato funkce je
velmi uziteCnd, pokud pottebujeme stanovit fluorescencni vlastnosti neznamého barviva
(fluorochromu), nebo vymezit vlastnosti auto-fluorescence samostatného vzorku. V nastaveni
funkce lambda skenu si uZzivatel miZe nastavit rozsah spektra od pocéate¢ni po kone¢nou
vinovou délku, v zavislosti na zvolené excita¢ni vinové délce laseru. Dale je mozno nastavit
Sitku detekovaného pasma S minimalni hodnotou 5 nm (minimalni hodnota pro detektor) a
krok, se kterym bude lambda sken skenovat. Vysledkem bude emisni spektrum
fluorescenéniho vzorku, pro zadanou excitaéni vlnovou délku. Podle ziskaného spektra je
mozn¢ urcit, jaka vinova délka bude idealni pro excitaci nezndmého barviva, aby nedochazelo
ke spektralnimu prekryti. [27]

Mikroskop je dale vybaven funkci excitacné-emisniho 2D lambda skenu (viz kap. 5.2),
ktera umoznuje proméfit fluorescenci vzorku a vykreslit charakteristiky intenzity fluorescence
pro zvolenou kombinaci intervalll vinovych délek excitace a emise. Vysledkem je 2D
fluorescen¢ni spektrogram (lambda mapa), kde intenzita fluorescence je zobrazena jako
funkce dvou promeénnych, tj. excitacni a emisni vinové délky (viz Obr. 17).

28



5 Analyza bunék fluorescen¢nim mikroskopem

5.1 Klasicka Metoda FLIM a jeji aplikace

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) je fluorescencni zobrazovaci technika slouzici k
zobrazovani zivotnosti fluorescence jednotlivych fluorofori ve zkoumaném vzorku. Pii
navratu excitované molekuly do zakladniho stavu dochazi k vyzafeni fluorescenéniho fotonu.
Pomoci detekéniho systému se sleduje postupna emise téchto fotont, kterd ma vzdy
exponencialni pokles v Case. FLIM zobrazuje rizné Casové useky poklesu doby Zivota
fluorescence na urovni pixelt. Vysledkem této metody je obraz zkoumaného vzorku, ktery
nese informace o prostorovém rozlozeni doby zivota fluorescence a zaroven informace o jeho

struktufe.

K pfesnému urceni doby Zivota fluorescence se vyuZzivd jednotka TCSPC (Time-
Correlated Single Photon Counting), kterda méfi ¢as mezi buzenim pulznim laserem a dopadem
fotonu na detektor. Tato technika potiebuje ke spravnému méieni piesné¢ definovany zacatek
signalu v podobé laserového impulzu a pifesné ukoneni pomoci citlivého jedno-fotonového
detektoru. Méfeni této ¢asové prodlevy se mnohokrat opakuje a vysledna namétena zpozdéni jsou
sefazeny V histogramu, ktery znazoriiuje emisi v ¢ase po pocateCnim impulsu. Vysledny obraz
(Obr. 16) je vytvoten tak, ze jednotlivym pixelim jsou pfitazeny fotony v zavislosti na ¢ase mezi
vybuzenim a pfichodem na detektor. Abychom ziskali pfesny snimek pomoci metody FLIM, je
nutné mit pulsni laserovy zdroj svétla, citlivy jedno-fotonovy detektor a TCSPC jednotku pro

méteni doby mezi excitaci a emisi fluorescence.

Vzhledem k tomu, Ze doba Zivota fluorescence je zavisla na zménach prostfedi a
biologickych vlastnostech vzorku, je metoda FLIM velmi vhodnym nastrojem pro funkéni
zobrazovani. [16], [26]

Obr. 16: Snimek ziskany klasickou metodou FLIM [15]
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5.1.1 Snimani mistniho prostredi

Doba zivota fluorescence daného fluoroforu se mize rizné¢ meénit Vv zavislosti na
okolnim prostfedi, jakym je teplota, pH, polarita, nebo koncentrace ionti. Tlumeni
excitované¢ho stavu vnéjsSimi faktory vyrazné snizuje dobu Zzivota fluorescence. Vysledna
zkracena doba zivota fluorescence tak poskytuje presné informace o molekularnim prostiedi a
dokonce umozinuje kvantitativné znazornit rozdily mezi tlumenymi a netlumenymi oblastmi
fluoroforu. [16], [40]

5.1.2 Detekce molekularnich interakci pomoci FLIM-FRET

Zvlastni vliv na dobu Zivota fluorescence ma fluorescencni pfenos rezonan¢ni energie
(FRET). Pienos energie muze nastat pouze tehdy, pokud se piekryvaji donorové emisni a
akceptorové excitacni spektra a pokud jsou donor a akceptor fluoroforu v tésné blizkosti
(obvykle mensi nez 10 nm). Tento pfenos rezonancni energie zpusobi pokles emise donoru a
nariist emise akceptoru. Diky tomu FRET spole¢né s poklesem doby zZivota fluorescence

slouzi jako nastroj k posuzovani molekularnich interakci. [16], [40]

5.1.3 RozliSovani fluorescence a fluorescenénich znacek

S rozvojem fluorescenéni mikroskopie a stalym vyvojem novych fluorofort je dnes
mozné rozlisit soubézné probihajici procesy v buiikach za pouziti vice fluorescenénich znacek
najednou. K této aplikaci je nutné mit fluorofory, které jsou snadno rozliSitelné, ale maji
bézné pouzivané spektralni charakteristiky. Pocet takovych fluoroforl je omezeny, a proto se
nabizi pouziti dalSiho parametru, jakym je doba zivota fluorescence. Metoda FLIM dale
umoznuje rozliSit fluorescenci od fluorescencniho pozadi vzorku, ¢im se vyrazné zvysi

ucinnost detekce a zpiesni lokalizaci dané fluorescencni znacky. [16], [40]

5.1.4 Autofluorescence a rozliSovani tkani

V l¢kaisky orientovanych aplikacich se Casto pouziva autofluorescence, ktera piinasi
dilezité informace o nékterych tkanich. Casto se pro zobrazeni vzorki silngjsich tkani
pouziva dvou-fotonova excitace (TPE). Prvni prozkoumanou autofluorescen¢ni slouceninou,
kterd vykazuje ztetelné rozdily v dobé Zivota fluorescence, byl NADH. Autofluorescence je
velmi sloZity proces, a proto se jeji vyzkum omezuje hlavné na zjiStovani specifickych
rozdili mezi tkanémi. Jedna se naptiklad o rozliSeni nezdravé zubni tkané, zjiSténi

ateroskler6zy, nebo uréeni malych struktur na sitnici. [16], [40]

5.1.5 FLIM a materialy

Odvétvi materidlovych véd se zamétuje predevsim na vyzkum novych typli materialt
pouzivanych v mnoha odvétvich. Castym piedmétem vyzkumu jsou anorganické materialy
uzivané pro Casové rozliSitelnou fotoluminiscenci (TRPL). Dulezitym materidlem v této
oblasti vyzkumu jsou kvantové tecky, které se pouzivaji v Siroké Skale rtiznych aplikaci.
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Uplatnéni nachazeji jako barviva, citlivé solarni ¢lanky, nebo znacky v biologickych védach.
[16], [40]

5.2 Mapovani Lambda Square (%)

Fluorescencni mikroskop Leica je vybaven funkci excitaéné-emisniho 2D lambda skenu
(vyrobce nékdy oznacuje jako Lambda Square), ktera umoznuje rekonstruovat dvourozmérné
spektrum ze série excitanich spekter. Tato excitaéni spektra jsou ziskdna pro piesné
definovana emisni pasma Leica SP detektoru. Vysledek Lambda Square umoznuje rozliSovat

fluorofory, které maji identické nebo velmi podobné excitace a emise.

Mapovani Lambda Square (Obr. 17) vztahuje intenzitu fluorescence k excitaéni a
emisni vinové délce. Pro kazdou pozici jednoho rozméru A se ziskd emisni vinova délka (A),
pro dalsi rozmér A se ziskd excitacni vinova délka (A). V podstaté lze fici, ze excitacni
spektrum se zaznamenava pro vSechny emisni vinové délky. Naméfend data pro kazdou
dvojici emise a excitace jsou ulozeny jako uplné fluorescencni snimky. Software, kterym je
mikroskop Leica vybaven, umozni z téchto naméfenych dat zobrazit dvojrozmérnou mapu,
ktera vyobrazuje intenzitu fluorescence vzorku jako funkci excitace a emise. Pro kazdy
zaznamenany pixel plati, ze obsahuje vSechny fotony dané oblasti. Pro zvySeni poméru
signalu k Sumu je proto vhodné zvolit urcitou oblast zajmu. Mapa Lambda Square scita
vSechny hodnoty v téchto vybranych oblastech a zobrazuje rozloZeni fluorescence v zavislosti

na excita¢ni a emisni vlnové délce. [28]
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Obr. 17: Vysledna A 2 mapa mikroskopu Leica. [28]
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5.2.1 Vyuziti Lambda Square

Moderni vyzkumy Vv biologii se dnes obvykle zamétuji na vzorky s vice fluorofory.
RozliSovani téchto fluoroford pomoci jednoduchého emisniho spektra je nedostate¢né,
protoze vrchol spektra se v mnoha pfipadech sklada z vice riznych piispévku. Pravé tyto
piispévky mohou byt nyni odd&leny pomoci A*> mapy. Diky tomuto mapovani mizeme
naptiklad zobrazit dva vrcholy, které maji podobné emise, ale ruzné budici (excitacni)
vlastnosti. Lambda Square mapovani je velmi vhodny nastroj pro charakterizaci fluorescence
jakéhokoli vzorku. Velmi dulezité vyuziti najde i pro znamé fluorofory, protoze jejich

spektralni vlastnosti mohou vyznamné zaviset na podminkéch prostiedi danych molekul.

Mnoho biologickych struktur obsahuje fluorescencni komponenty, které mohou byt
pouzity pro zobrazovani bez nutnosti externiho barveni. Autofluorescence muze poskytnout
cenné informace o slozeni funk¢nich molekularnich komplext nebo latek, které charakterizuji
metabolicky stav bun¢k a tkani. Funkce Lambda Square a jeho analytické néstroje umoziiuji
extrahovat a vizualizovat tyto informace jednoduchym zptsobem. A* mapovéni vybranych
oblasti zajmt umoznuje zobrazeni fluorescen¢nich ptispévkl mensich populaci a struktur,
které nebyly predtim viditelné. Na obrazku nize (Obr. 18) je zobrazena fluorescence celého
snimku chlorofylu a vybrané oblasti zdjmu. Oblasti celého snimku dominuje dvojity excitacni
vrchol. Tento dominantni vrchol piekryje téméf vSechny detaily z jinych fluorofori. Vybérem

riznych oblasti zdjmu je mozné odhalit vice riznych fluorescen¢nich slozek. [31]

Obr. 18: A ? mapa chlorofylu celého snimku a vybrané oblasti [28]
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5.3 Nanotechnologie a nanocastice

S pojmem nanotechnologie se setkavame az od roku 1974, kdy timto terminem
japonsky fyzik N. Taniguchi oznacil novou metodu vyroby soucastek s pfesnosti na
nanometry. K dalSimu rozvoji tohoto nového interdisciplindrniho oboru piispél objev
skenovaciho tunelovaciho mikroskopu (STM — Scanning Tunneling Microscope) a
mikroskopu atomarnich sil (AFM — Atomic Force Microscope) v 80. letech. Dnes se tento
obor dynamicky rozviji a zasahuje do velkého mnozstvi odvétvi, jako jsou elektronika,

biotechnologie, medicina, chemie, fyzika, stavebnictvi a mnoho dalSich.

Jako nanocastice se obvykle oznacuji Castice a struktury molekul a atomt s rozméry od
cca 10 nm az do cca 200 nm. Miizeme mezi né teoreticky zaradit velké mnozstvi biologickych
entit, jako jsou liposomy, organické makromolekuly, viry (10-200 nm) nebo bilkoviny (5-50
nm), ty se vSak vétSinou pod pojem nanocastice v odbornych textech nezahrnuji. V medicing
se nanocastice ¢asto uplatiiuji pro cilenou dopravu 1é¢iv na konkrétni misto, jako kontrastni

latky, pro cilenou likvidaci tumori, nebo jako specialni roztoky a gely. [21], [24]

Nanocastice mohou byt tvofeny jednim typem atomu nebo molekuly nebo ne€kolika typy
molekul. Nanocastice tvofena nékolika typy molekul muze mit napfiklad jadro tvofené
kovem a obal tvofeny Skrobem nebo albuminem. VétSinou se nanocéstice klasifikuji podle
pouzitého materialu: nanocastice zlaté, stiibrné, zelezité, uhlikové, zinkové a nanocastice na
bazi dalsich kovii. Za nejstarsi typ nanocastic se daji povazovat zlaté nanocastice, které se jiz
nckolik desitek let pouZzivaji jako nosice DNA fragmentl pii transfekénich metodach.
Nevyhodou je jejich akumulace v organismu. Stfibrné nanoc¢astice se pro svilij uc¢inek zacinaji
vyuzivat jako antibakterialni ptipravek. Potencial maji také v mozném navéazani na viry HIV
vedouci ke snizeni jejich infekéniho potencidlu. Nanocastice tvorené oxidy Zeleza se dnes
pfipravuji nejCastéji precipitaci Zeleznatych a Zelezitych soli, elektrochemickou syntézou,
nebo mikro-emulsni technikou. V této praci se pracuje s Zelezitymi nanocasticemi, které jsou
obalené rhodaminem, coz je fluorescen¢ni chemikalie. Hlavnim planovanym ucelem téchto
rhodaminovych nanocastic v budoucnu je oznaceni transplantované butiky (napt. v srdci,

mozku, v chrupavce, atd.), ktera pak v dané tkani sviti pod fluorescenénim mikroskopem. [38]

Nekteré nanocastice nepronikaji do bunék, ale pouze vyplni urity organ nebo télni
dutinu a tato oblast je pak kontrastni na MRI. Dale existuji nanocastice, které¢ maji takovou
povrchovou upravu, aby se nenavazovaly a nepronikaly do zdravych bunék. Jejich prednosti
je moZnost selektivniho zachyceni aZ na bunky, které maji specifické markery (napiiklad
buitky. Maji takovou povrchovou Upravu, aby selektivné pronikaly do urcitych typa bunck,
tyto buiiky jsou pak v téle kontrastni alze mapovat jejich lokalizaci. Tyto intracelularni

znacky jsou pouzity i v této praci. [38]
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5.3.1 Zlaté nanocastice

Tento typ nanocastic patii historicky k nejstar§Sim nanocasticim, které ¢lovék vyrobil.
Prvni typ téchto 70 nanometrovych nanocastic byl nalezen ve sklenéné vrstvé antickych
poharti ze 4. stoleti naSeho letopoCtu a vznikl pravdépodobné nahodné pomoci atypické
krystalizace roztoku ve sklafské diln€é. Dnesni zlaté nanocastice jsou syntetizovany pomoci
fizené redukce soli v roztoku. Nastavenim vnéjSich podminek jako je pH roztoku, teplota a

reak¢ni Cas, je mozné dobte regulovat velikost a tvar vzniklych nanocastic.

Zlaté nanocastice jsou vyuzivany jako nosi¢e DNA fragmentd pii transfekénich
metodach, jako nosice pfi transferu biologicky aktivnich a farmakologickych latek dovnitf
bunky, a také jako znaCka svéazana s protilaitkou pro histologické analyzy nebo RTG
snimkovani. Velkou vyhodou zlatych nanocastic je jejich inertnost, a proto nejsou toxické ani
pfi pfimém kontaktu s buiikou nebo s vnitinimi strukturami. Problémem zlatych nanocastic je
jejich akumulace v organismu. Z tohoto divodu je urfena hrani¢ni velikost 5,5 nm pro

bezpecnou eliminaci z téla prostiednictvim ledvin. [38]

5.3.2 Stribrné nanocastice

Stiibro v iontové formé je toxické pro vyssi i nizSi organismy. Jeho toxicita klesa
s rostouci slozitosti organismu. Z tohoto divodu nejsou stfibrné nanocastice na rozdil od
zlatych nebo Zzelezitych vyuzivany jako transportni systém 1éCiv, ani jako znacky pro
zobrazovaci techniky in vivo. Jejich hlavni pfinos je moznost vyuzivat je jako antibakterialni
ptipravek nebo jako komponenty ve vodivostnich biosenzorech. Stfibrné nanocastice jsou

vyrabény nejcastéji redukci nitratu stiibra. [38]

5.3.3 Nanocastice tvorené oxidy Zeleza

Zelezité nanoCastice vznikaji piirodnim procesem pfi sopeéné Cinnosti. Jejich
laboratorni vyroba se datuje od poloviny 20. stoleti. Komeréni nanocastice na bazi oxida
zeleza (Fe—NP) se dnes pfipravuji nejcastéji precipitaci zeleznatych a zelezitych soli, teplotni
dekompozici zelezo obsahujiciho prekurzoru, elektrochemickou syntézou, sol-gel metodami
nebo mikro-emulsni technikou.

Zelezité nanocastice maji ¢asté vyuziti jako nosi¢e enzymil. Hlavni vyhodou je, Ze po
skonceni pozadované reakce 1ze enzymy z reakéniho prostiedi odstranit piisobenim vhodného
magnetického separatoru. DalSim vyuzitim Fe-NP jsou magnetické separace. Jednad se o
proces, pii kterém se nejprve ozna¢i pozadovanych biologickych struktury nebo bunky
magnetickymi Casticemi, a poté dojde k separaci magnetickym polem pomoci magnetického
separaéniho zafizeni. Zelezité nanodastice je mozné vyuzivat také jako kontrastni latky
zvyraznujici biologické struktury v histologickych fezech. Tyto struktury jsou nasledné po

obarveni barvivem zvyraznujici pfitomnost Zeleza zobrazovany svételnym nebo elektronovym
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mikroskopem. Pro zobrazeni vyskytu kovovych nanocastic Vv biologickych strukturach bez
nutnosti jakéhokoli dodate¢ného barveni, je mozné k témto nanoc¢asticim pfipojit organicky
fluorochrom (naptiklad rhodamin). [38]

5.3.4 Kvantové tecky

Kvantové tecky (QD, ,,quantum dots“) jsou anorganické polovodi¢ové nanocéstice,
které nachazeji v biologii podobné uplatnéni jako dlouho znamé organické fluorofory.
V posledni dob¢ kvantové teCky pomalu, ale jisté zacinaji klasické fluorofory v nékterych
aplikacich vytla¢ovat. Vyhodou kvantovych tecek je vyssi svitivost, mensi photobleaching,
Gasova stabilita ataké mensi spektrdlni prekryvy jednotlivych kvantovych teek. Siroké
uplatnéni ziskavaji ve fluorescencni mikroskopii pii zobrazovani specificky zvyraznénych
biologickych objektd a struktur. Kvantové tecky jsou polovodivé nanokrystaly o velikosti
nékolika nanometrti (1-20 nm), existuji bud’ samostatné, nebo jsou uspotfadany do klastru.
Nejbéznéjsi je usporadani oznacujici se jako ,,core/shell”. Jeden typ polovodice vytvaii jadro
kvantové tecky (core, napt. CdSe) a nckolik vrstev atoml druhého typu polovodic¢e vytvaii

obal kolem tohoto jadra (shell, napt. ZnS).

Nejkvalitngj$i kvantové tecky jsou pfipravovany v nevodnych rozpoustédlech. Tento
typ syntézy je vSak pomérné naro¢ny, vyzaduje praci pii vysokych teplotich, a proto se z
téchto diivodl vice prosazuje ptiprava kvantovych tecek ve vodném prostiedi. Oba piistupy
jsou zalozeny na vytvoreni nanokrystalli v pritomnosti stabilizujicich ligandt, které zajisti
jejich solvataci (obaleni cCastic rozpusténé latky molekulami rozpoustédla) v reakénim
prostiedi. Pro biologické aplikace jsou nejzndméj$i nanokrystaly CdSe a CdSe/ZnS nebo
CdTe a CdTe/CdS. Daéle jsou také vyvijeny kvantové tecky tvofené méné toxickymi
materialy, jako jsou InP nebo ZnS.

Elektrony QD excitované elektromagnetickym zafenim piejdou na energeticky vyssi
hladinu. Po urcité dobé miize dojit k uvolnéni této energie a emisi elektromagnetického zateni
o delsi vlnové délce nez pii excitaci. Na rozdil od klasickych organickych fluoroford neni
podoba excita¢nich a emisnich spekter dana jen chemickym slozenim kvantovych tecek, ale
také jejich rozméry. Prednosti kvantovych tecek je vyborna fotostabilita, kterd je predurcuje k
vyuziti ve fluorescencni mikroskopii. Fluorescencnim znacenim mikroskopickych preparati
pomoci QD, které emituji pfi riznych vinovych délkach, lze barevné odlisit rizné bunécné
struktury. Nevyhodou QD je jejich chemicka stabilita, obsah toxickych prvkia (nejcastéji Cd,
Pb, Hg a Te) a také jejich velikost, ktera dosahuje jednotek az desitek nm, coz mize byt pro
urcité aplikace ruSivé. Studium kvantovych tecek a jejich specifickych vlastnosti dnes patii

mezi nejvice se rozvijejici oblasti nanotechnologii. [18], [38]
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5.4 Zivolisna buiika a jeji stavba

Buiika je zékladni stavebni jednotkou vSech Zivych organismi a zaroven nejmensim
systémem, ktery je sam o sobé& schopen Zivota a rozmnozovani (Obr. 19). Béhem zivota
organismu dochdazi k neustalé vymené latek uvnitt bunky, mezi jednotlivymi bunikami a mezi
bunkami a okolnim prostiedim. Existuji jednobunééné organismy (napf. bakterie), kde burka
predstavuje cely organismus. Mnohobunééné organismy jsou slozeny z velkého poctu bunék,
které jsou integrované tak, aby jednotlivé casti téla vykazovaly jednotné chovani.
Mnohobuné¢né organismy se vyviji z jediné bunky, ktera se postupné déli, az dojde k
vytvoreni celého dospélého jedince. [6], [20]

5.4.1 Plazmaticka membrana

Zivo¢isna bunka je ohraniena plazmatickou membranou (buné¢na membréna,
plazmalema), kterd se sklada z proteint a lipidi. Zaklad tvofi lipidova dvojvrstva obklopena
vnitinimi a vnéj§imi membranovymi bilkovinami, které jsou zcela nebo Castecné do lipidové
dvojvrstvy zanofeny. Plazmatickd membrana je semipermeabilni (polopropustnd), a proto
kontroluje a fidi pohyb riznych latek a sloucenin do buiiky a ven. Podili se na mnoha

buné¢nych procesech jako adheze, difuze, vyména iontii nebo bunécna signalizace. [6], [20]

5.4.2 Cytoplazma
Cytoplazma je pruhledna viskozni latka, ktera vypliiuje vnitini prostor buriky a obsahuje
jemné struktury a buné¢né organely. Z velké casti je tvofena vodou, ve které jsou rozpustény

rizné anorganické latky a enzymy. Cytoplazma dale tvoii prostfedi pro chemické reakce
(napt. glykolyza). [6], [20]

5.4.3 Bunécéné jadro

Bunééné jadro (nukleus) je nejnapadnéjsi organela celé bunky obvykle kulovitého tvaru.
Jeho velikost se pohybuje od 5 do 10 um. Tenka blanka obalujici jadro se nazyva jaderny obal
a je tvofen dvéma paralelnimi membranami. Obé membrany spolu splyvaji a vytvareji jaderné
pory, které umoziuji vyménu latek s okolni cytoplazmou. Uvniti jadra je chromatin, ktery je
tvoren stoCenymi vlakny DNA a proteiny. Zakladni strukturalni jednotkou chromatinu je
nukleosom, ktery se sklada z centra tvofeného ¢tyifmi pary histonti, okolo kterého je navinuta
dvousroubovice DNA. Chromatinovda DNA piedstavuje hlavni formu DNA v burice a je
nositelem vétSiny genetickych informaci. Béhem bunécného déleni dochazi k agregaci
chromatinovych vlaken do viditelnych tyCovitych struktur, chromozémda. Jadro dale obsahuje
kulovity utvar — jadérko (nucleolus), které je tvoreno RNA a proteiny a muze dosahovat
velikosti az 1 um. Jadérek mlze byt i vétsi pocet a jsou mistem syntézy prekurzori rRNA.
[6], [20]

36



5.4.4 Golgiho komplex

Golgiho komplex patii mezi nejstars$i pozorované organely. Je slozen z plochych vack,
cisteren a kanalu obalenych membranami, které jsou kontinualni s cytoplazmatickou
membranou. V Golgiho komplexu dochazi k upravé bilkovin syntetizovanych v
endoplazmatickém retikulu a ke vzniku glykoproteinti. Produktem Golgiho komplexu jsou téz
primarni lyzosomy. [6], [20]

5.4.5 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je soustava vzajemné propojenych vackl a cisteren, které
jsou obaleny membranami. V bunkéach se vyskytuji dva typy: endoplazmatické retikulum
drsné (granularni) a hladké (agranuldrni). Mnozstvi endoplazmatického retikula v bunkéch
znacné kolisa v zavislosti na stupni diferenciace buiiky, jejim typu a na jejim funkénim stavu.
Drsné endoplazmatické retikulum obsahuje na vnitini strané velky pocet ribozom1, které jsou
mistem proteosyntézy. U hladkého endoplazmatického retikula ribozomy chybi a je mistem
metabolismu nékterych tukovych latek. Hladka ER pievazuji v buikach tvoficich steroidni
hormony, nebo v jaternich bunkach, kde se podileji na fadé detoxikacnich procest. Drsna ER
se bohaté vyskytuji v nejriznéjSich typech bunék tvoticich sekrecni proteiny (zldzové buiky
exokrinni, endokrinni). [6], [20]

5.4.6 Mitochondrie

Mitochondrie jsou organely valcovitého tvaru, které obsahuji vlastni mitochondrialni
DNA. Jsou tvofeny zevni a vnitini mitochondrialni membranou. Zevni membrana je hladka,
vnitini membrana je tvofena ¢etnymi zahyby - mitochondrialni kristy. Tyto Kristy zvétSuji
vnitini povrch mitochondrii a jsou mistem aerobniho metabolismu buiiky, zejména
enzymatické oxidace a tvorby ATP. Mitochondrialni matrix vypliiuje vnitini prostor mezi
kristami a je vném obsazena mitochondrialni DNA, vSechny tii typy RNA a ribozomy.
Vzhledem k tomu, ze mitochondrialni DNA je tvofena kruhovou molekulou DNA podobné
jako u prokaryot, a také ribozomy jsou prokaryotického typu, je podporovana hypotéza
symbiotického vzniku mitochondrii (teorie endosymbidzy). MnozZstvi mitochondrii a jejich
krist je umeérné metabolické aktivit¢ bunky. Vysoce aktivni buniky obsahuji cetné
mitochondrie s vyraznymi kristami. Jsou to napiiklad bunky srde¢niho svalu nebo buiky
ledvinnych kanalkt. Hlavni Gloha mitochondrii je tedy tvorba ATP, coz je latka schopna
uvolnit velké mmnozstvi energie. ATP je z nitra mitochondrie transportovana a dale
zuzitkovavana v cytoplazmé, kde poskytuje energii pro: mechanickou praci svalii, osmotickou

praci ledvinovych tubuldi, vznik akénich potencialii a fadé dalsich. [6], [20]

5.4.7 Lyzozomy
Lyzozomy jsou zpravidla drobné kulovité utvary, velké 0,05 - 0,5 um. Obsahuji

hydrolytické enzymy, diky ¢emuZ jsou mistem rozkladu latek. Lyzozomy jsou pfitomné v

37



kazdé bunce, ale zvlast’ velké mnozstvi jich obsahuji buiikky vyznacujici se fagocytozou. Do
enzymatické vybavy lyzozomu patii asi 40 enzym, které¢ jsou syntetizovany v drsném ER,
dale transportovany do Golgiho aparatu, kde jsou dale modifikovany a posléze opoustéji

Golgiho aparat jako membranou obalené kulovité utvary - primarni lyzozomy. [6], [20]

5.4.8 Cytoskelet
Cytoskelet je charakteristickym rysem eukaryotickych bunck, jeho hlavni funkci je

opora bunky, ucast na jejim déleni a transport latek. Za soucasti tvotici cytoskelet jsou
povazovany mikrotubuly, mikrofilamenty, vlakna piechodna a také centrioly. Mikrofilamenta
jsou vlaknité utvary tvorené dvéma proteiny: Aktinem (vldkna primérné¢ 6 nm silna) a
Myosinem (vlakna primérné 12 nm silnd). Mikrotubuly jsou tvofeny molekulami a- a B-
tubulinu, maji zevni primér cca 24 nm a sténu silnou cca 5 nm. Jejich délka je znacéné
variabilni, nékdy dosahuje az n¢kolika um. Podileji se na udrzovani tvaru buiky, zvlasté¢ na
jejim asymetrickém uspotadani, dale na transportu, nebo na pohybu chromosomii po délicim
vieténku. Centrioly jsou tvofeny typicky uspofddanymi tubuly, kdy je devét paralelné
orientovanych tabulovych tripletd uspofdddno do kruhu. Uspotfadani tubula v tripletu je tak
tésné, ze stény sousednich tubull vzajemné splyvaji. V buiice byvaji zpravidla 2 centrioly,
které na sebe stoji kolmo svymi dlouhymi osami. Centrioly se ucastni procesu déleni bunky.

[6], [20]

Bunégné jadro

Cytoplazma 7

Endoplazmatické
retikulum

Ribozomy

Centriola

Golgiho komplex

Lyzozém

Plazmaticka membrana

Mitochondrie

Obr. 19: Stavba zivocisné buriky [7]
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6 Prakticka cast

Cilem praktické casti je urcCit, zda dochazi ke zménam v posunu emisniho spektra v
riznych oblastech bunky vlivem okolniho prostiedi, ¢i riznym vlivem vnitrobunécnych
interakci spolu se zménami v dob¢ Zivota fluorescence. Hlavnim tc¢elem je zjistit, zda pouzité
nanocastice na bazi rhodaminu jsou v bufice bezpecné lokalizovatelné, jak se méni doba

zivota fluorescence, jak rhodamin degraduje a jak se méni jeho spektrum.

6.1 Pouzité bunky

V této praci se pracovalo celkem se dvéma typy bunék. Hlavnim typem bunék byly
mezenchymalni bunky (izolovany na spolupracujici Lékatské fakulté Masarykovy univerzity
Z aspiratu kostni dfené zdravych darct), jez byly oznaceny (intraceluldrn€) nanocasticemi
potazenymi rhodaminem. Jako druhy typ bunck byly zvoleny kardiomyocyty (izolovany na
spolupracujici Lékaiské fakulté Masarykovy univerzity z laboratorniho potkana) obarvené
napétove citlivym barvivem Di-4-ANEPPS. Kardiomyocyty byly vybrany z toho divodu, ze
spole¢n¢ s napétovée citlivym barvivem vykazuji silné spektralni zmény jak uvnitt bunék, tak
vzhledem k prostfedi, v némz se nachazi. Tato vlastnost je vhodna pro nésledné zobrazeni a

hodnoceni spektralniho posunu.

6.1.1 Mezenchymalni buiiky

Pro méteni na fluorescenénim mikroskopu byly pouzity mezenchymalni bunky (dle
soucasného nazvoslovi nazyvané mesenchymalni stromalni buiiky), které se ziskavaji z kostni
dien€. Pocet mezenchymalnich bunék v kostni dfeni je zhruba desetkrdt men$i nez
krvetvornych krevnich bunék. Pro odbér krve z kostni diené se vétSinou pouzivaji invazivni
zakroky. NejCastéji se jedna o punkci kostni diené z lopatky nebo kycelni kosti.
Mezenchymalni butiky jsou charakteristické tim, Ze se aktivné déli a diferencuji do rliznych

typt jinych bunék. [12]

Na pouzité mezenchymalni bunky (Obr. 20) dodané z Masarykovy Univerzity byly pied
méfenim navazany nanocastice oznacované jako FeNV-R. Jedna se o dosud nekomeréni,
rhodaminem potazené nanocastice z kovu. Samostatnd piiprava bunék pred méfenim se
sklada z n¢kolika casti. Jeden den pied méfenim jsou mezenchymalni buiky nasazeny
v hustot& 5000 bunék na cm®. Nanogastice FeNV-R, které maji hustotu 1000 png na cm?, jsou
zfedény médiem DMEM na vyslednou hodnotu 50 pg na cm®. DMEM je standardni bun&ené
kultivaéni médium doplnéné bunéénymi zivinami v podobé 5% fetdlniho bovinniho séra
(FBS). Nasledné jsou takto piipravené rhodaminové nanocastice ptidany k mezenchymalnim
buiitkdm. Po néjaké dobé se nanocastice dostdvaji do bunck a jsou piipraveny k métfeni. Na
obrazku nize (Obr. 20) je zobrazen snimek mezenchymalni buiika spolu s priichozim svétlem.

Snimek byl ziskan za pouziti olejového objektivu HC PL APO CS2 63x/1.40.
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Obr. 20: Snimek mezenchymalnich bunék potizeny fluorescenénim mikroskopem LEICA TCS SP 8
(zobrazeni s prichozim svétlem)

6.1.2 Kardiomyocyty

Dalsim typem bungk, jez byly pouzity k méfeni na mikroskopu, byly kardiomyocyty.
Jak samotny ndzev napovida, jednd se o buiky tvorici srde¢ni sval, které jsou stejné jako
buniky kosternich svali pficné pruhované, avSak jejich jadra jsou jako u hladkého svalu
uloZena centralné. Kardiomyocyty jsou asi 15 um Siroké a 85 az 100 um dlouhé a obsahuji
jedno az dvé jadra. Celou cytoplazmu téchto bunék difuzné vypliuji myofilameta. Buiky
srde¢niho svalu obsahuji velmi hojné také mitochondrie, které mohou tvofit az 40%
cytoplazmatického objemu. [20]

Pouzité kardiomyocyty (Obr. 21) byly =ziskany zpravé srdeéni komory. Pred
samostatnym méfenim byly nejprve obarveny napétové citlivym membranovym barvivem
Di-4-ANEPPS. Barveni probihalo tak, Zze k 1,5 ul roztoku obsahujici buiky byly ptidany 3 pl
tohoto barviva. Pfed samostatnym méfenim je nutné nechat barvivo navazat na bunky zhruba
20 minut.
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Barviva skupiny ANEP obsahuji molekuly, které fluoreskuji v zavislosti na zménach
elektrického potencialu prostiedi, v némz se nachazi. Jsou to fluorescenéni sondy s rychlou
odezvou, které pracuji na principu zmény jejich elektronové struktury a nasledné zmeéné
fluorescencnich vlastnosti, v zavislosti na zménach v okolnim elektrickém poli. Jejich opticka
odezva je dostate¢né rychla pro detekci ptfechodnych potenciondlnich zmén (v milisekundach)
u drazdivych bunék véetné jednotlivych neuront srde¢nich bunék. Tyto sondy obvykle
vykazuji 2-10 % zménu fluorescence na 100 mV. Kromé vyse zminénych vlastnosti jsou tato
barviva schopna zobrazit zavislost potencialu na posunu excitacnich spekter, coz umoziuje
kvantifikaci membranovych potenciald. [11]

Na obrazku nize (Obr. 21) je zobrazen snimek pouzitych bun¢k kardiomyocyti spolu
s pruchozim svétlem. K méfeni byl pouzit také olejovy objektiv HC PL APO CS2 63x/1.40.

Obr. 21: Snimek bunék kardiomyocyti pofizeny fluorescenénim mikroskopem LEICA TCS SP 8
(zobrazeni s pruchozim svétlem)
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6.1.3 Ziskané fluorescen¢ni snimky

Pii méfeni byly ziskany fluorescencni snimky za pomoci WLL laseru a funkce
TimeGate, ktera umoziuje detekovat fluorescencni emisi pouze V ¢ase mezi pulzy laseru, a
také posouvat Casové okno. ProtoZze pouzité nanocastice byly obarveny rhodaminem, byl
excitacni paprsek nastaven na 540 nm. Velikost ¢asového okna byla nastavena na hodnotu 3,5

ns. Toto okno bylo v kazdém kroku posunuto o 1 ns. Prvni snimek zobrazuje fluorescenci
vdobé od 0 do 3,5 ns, druhy od 1 do 4,5 ns atd. Celkem tak bylo ziskano devét
fluorescencnich intenzitnich snimkti mezenchymalnich bunék, které zachycuji pokles
fluorescence v ¢ase od 0 do 11,5 ns. (Obr. 22).

Obr. 22: Sada ziskanych fluorescen¢nich snimkti mezenchymalnich bunék (0 az 11.5 ns).
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6.1.4 Ziskané spektralni snimky

Fluorescen¢ni mikroskop Leica je vybaven funkcemi lambda a 2D lambda skenu, které
umoziuji skenovat fluorescenci vzorku napfti¢ zvolenym rozsahem vinovych délek. K ziskani
sady spektralnich snimk mezenchymalnich bun¢€k byla zvolena funkce 2D lambda skenu,
kde byl nastaven rozsah excitace v rozmezi 490 — 560 nm a rozsah detekce v rozmezi 500 —
700 nm. Aby byly vysledné snimky pofizeny Vv odpovidajicim ¢ase (jednotky minut), byla
nastavena velikost spektralnich snimki 256x256. Po provedeni exportu ziskame sadu snimku
v bezeztratovém souboru TIF rozdélenych do 15 slozek v rozsahu zvolené detekce s krokem
13 nm. Celkem tak v téchto slozkach bylo ziskano 100 spektralnich snimka (Obr. 23).

Obr. 23: Spektralni snimek mezenchymalni buniky detekovany na 586 nm (vlevo) a 626 nm (vpravo)

Za pouziti 2D lambda skenu byla dale ziskana sada spektralnich snimki kardiomyocytt
(Obr. 24). Pro tento typ bungk, jez byly obarveny napét'ové citlivym membranovym barvivem
Di-4-ANEPPS, byl nastaven rozsah excitace v rozmezi 470 — 550 nm a rozsah detekce
V rozmezi 480 — 650 nm.

Obr 24: Spektralni snimek kardiomyocytt detekovany na 565 nm (vlevo) a na 531 nm (vpravo)
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6.2 Metoda zobrazeni doby Zivota fluorescence

Naiten Vytvoreni Pri ) Vykresleni
acen prazdneho Prahovani nrazen Voo
snimku snimku indexu pseudobarvach

Obr. 25: Blokové schéma zobrazeni doby zivota fluorescence

Hlavnim cilem pfi zpracovani ziskané¢ sady fluorescencnich snimki bylo vytvofit
barevny snimek jako alternativni metodu ke klasické metodé FLIM popsanou vyse v teorii.
Ve vysledku by tedy mél byt vyobrazeny snimek v pseudobarvéach, kde jednotlivé barvy

demonstruji pokles doby zivota fluorescence v prostorové oblasti celého snimku.

Vsechny snimky potizené konfokalnim fluorescenénim mikroskopem jsou exportované
ve flexibilnim adaptabilnim formatu TIF. Prvnim krokem algoritmu, ktery vychazi
Z blokového schéma (Obr. 25), je nacteni vSech téchto snimku ze sady a jejich uloZeni do
proménné, kde jsou sefazeny tak, jak byly mikroskopem snimany v jednotlivych casovych
usecich. Snimek s nejvyssi intenzitou je ulozen jako prvni a snimek s nejnizsi intenzitou, kde
byla doba zivota fluorescence nejvyssi, je ulozen jako posledni. Pokud by se exportované
snimky nachazely ve formatu RGB, jsou pfed uloZenim pfevedeny na Sedotonové obrazy.
Vsechny snimky jsou matlabem ulozeny jako datovy typ uint8 a nabyvaji hodnot 0 — 255.
Dale je vytvofen prazdny snimek nulovych hodnot se stejnou velikosti jako ziskané snimky.
Algoritmus dale v cyklu prochazi vSechny snimky a podle zvolené prahové hodnoty jim
pfifadi index. VSem hodnotam, které jsou vétsi nez pfedem zvoleny prah, se tedy piifadi
urCity index alias barva. Nejprve je uloZena prvni barva (index) nadprahovym hodnotam
prvniho snimku, dale algoritmus uloZi dalsi barvu nadprahovym hodnotam druhého snimku, a
tak déale az po posledni snimek. Pokud se dand nadprahova hodnota ptedeSlého snimku
nachdzi na stejné pozici jako v nasledujicim snimku, je pfepsana indexem z novéjsiho snimku.
Tim se docili toho, Ze na dané pozici bude viditelny index (barva) posledniho snimku, ktery
nese informaci o nejdéle pretrvavajici fluorescenci. Zvoleni vhodného prahu je zakladem pro
vykresleni spravného vysledku. Ve vysledku pak kazda barva ptedstavuje jeden Casovy tsek a
tim udava informaci, jak dlouho v dané prostorové oblasti ptetrvavala fluorescence. Na zavér
je k zobrazenému vysledku doplnéna barevna skala JET, ktera nese stejny pocet barev jako je
nactenych snimk a navic je doplnéna o Cernou barvu, kterd reprezentuje pozadi. U
vynesenych barev jsou doplnény i1 orienta¢ni Casové useky v nanosekundach odpovidajici
dobé trvani fluorescence v misté konkrétni barvy. Algoritmus funguje pro libovolny pocet
snimkil zobrazujicich pokles fluorescence, vétsi sada téchto snimkii pak pfinese podrobné&;jsi
vysledek demonstrujici pokles doby zivota fluorescence ve vice pseudobarvach (Obr. 26).
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Obr. 26: Zobrazeni doby zivota fluorescence mezenchymalnich buné¢k a vliv rizného nastaveni prahu
na vysledek

6.3 Metoda zobrazeni 2D lambda skenu
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Obr. 27: Blokové schéma zobrazeni 2D lambda skenu

Fluorescen¢ni mikroskop Leica je vybaven funkci 2D lambda skenu, kterd skenuje
vzorek napfi¢ zvolenym rozsahem vlnovych délek a umoZziuje rekonstruovat dvourozmeérné
fluorescen¢ni spektrum. Nameétena data pro kazdou dvojici excitace a emise jsou ulozena jako
uplné fluorescencni snimky, ze kterych software mikroskopu dvourozmérné spektrum
rekonstruuje. Hlavnim cilem bylo v prostfedi Matlab vytvofit algoritmus, ktery umozni
zpracovavat a hodnotit spektralni snimky potizené 2D lambda skenem v offline rezimu mimo
software mikroskopu.

Mikroskop veskeré snimky pofizené 2D lambda skenem exportuje ve formatu TIF a
uklada je do slozky oznacené¢ LambdalLambda. V této sloZce se nachazi dalsi slozky oznacené
vinovou délkou, na které dochazelo k detekci. Pocet téchto slozek odpovida rozsahu a kroku

detekce nastaveného skenovani. V téchto slozkach jsou ulozeny samostatné snimky, jejichz
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poCet odpovida nastavenému rozsahu a kroku excitace, a také slozka s metadaty.
V metadatech jsou uloZeny informace o nastaveni mikroskopu a podminkach snimani ve
formatu XML.

Algoritmus nejprve ve dvou cyklech nacita ulozené snimky. Prvni cyklus prochézi
hlavni slozku, druhy cyklus prochazi jednotlivé podslozky s pofizenymi snimky. Z téchto
nacétenych spektralnich snimki je vytvotren jeden reprezentativni snimek (Obr. 28), ktery dale
slouzi pro spravnou orientaci a vybér potiebné oblasti zajmu. Reprezentativni snimek je
vytvofen seCtenim vSech spektralnich snimku, které jsou pied prictenim podéleny. Takto
vytvofeny snimek ma pouze informativni charakter pro moznost vybéru potiebné oblasti

zajmu.

Obr. 28: Ukazka reprezentativniho snimku, ktery slouzi pro vybér oblasti zajmu

Déle algoritmus prochazi opét ve dvou cyklech hlavni sloZzku a jeji podslozky, které
jsou oznaceny podle detekovanych vinovych délek. Do prazdného vektoru jsou uloZeny tyto
hodnoty vlnovych délek, ¢imz se ziska potiebny rozsah emise slouZici pro spravné zobrazeni
vysledku. Pro ziskani rozsahu, kdy dochazelo k excitaci, je vyuzito nacteni metadat ve
formatu XML. Po otevieni tohoto souboru se veskery jeho obsah ulozi do proménné Text, ve
které se nasledné vyhleda ,,LambdaExcitationBegin=‘° a ,,LambdaExcitationEnd=*‘, ¢imz se
ziskaji pozice zacatku a konce excitace. Za pomoci str2double se ztéchto pozic ulozi
pocatecni a kone¢na vinova délka, mezi kterymi dochazelo k excitaci.

DalSim krokem je vykresleni reprezentativniho snimku, ze kterého se pomoci mysi a
funkce getrect vybiraji dvé obdélnikové oblasti zajmu. Prvni vybrana oblast je nasledné ve
snimku oznacena zelenou barvou, druha oblast Cervenou. Takto vybrané obdélniky definuji

46



oblasti ve vSech ulozenych spektralnich snimcich. Z kazdého snimku se ziska suma intenzit
vybrané oblasti, jejichz hodnota se ulozi do matice. Matice se plni postupné, na prvni pozici
prvniho sloupce se ulozi hodnota intenzity vybrané oblasti prvniho snimku z prvni slozky, do
druhého sloupce se ulozi hodnoty intenzit vybrané oblasti snimkt z druhé slozky, do tfetiho
sloupce hodnoty intenzit vybrané oblasti snimku ze tfeti slozky atd. Vzhledem Kk tomu, Ze
snimky jsou mikroskopem exportovany tak, ze v prvni slozce se nachazi pouze jeden snimek,
ve druhé slozce dva snimky, ve tfeti slozce tfi snimky a dale, ziskdme ve vysledku
trojuhelnikovou matici. Protoze se vybiraji dvé oblasti z4jmu, jsou ziskdny dvé takovéto
matice.
Tabulka 2: Ukazka plnéni matice hodnotami intenzit z jednotlivych snimka

45 69 97 191 | 522 | 1153 | 1900 | 2575 | 3312 | 3544
0 52 139 | 341 | 937 | 2044 | 3530 | 4896 | 6279 | 6354
0 0 129 | 477 | 1205 | 2723 | 4513 | 6430 | 8423 | 8591
0 0 0 277 | 814 | 1804 | 2967 | 4462 | 5761 | 5994
0 0 0 0 426 | 1059 | 1848 | 2693 | 3498 | 3748
0 0 0 0 0 633 | 1093 | 1759 | 2380 | 2529
0 0 0 0 0 0 584 | 912 | 1401 | 1422
0 0 0 0 0 0 0 414 | 684 | 744
0 0 0 0 0 0 0 0 315 | 400

Dale se vyuziva funkce meshgrid, kterd umoznuje vytvofit matice, jejichz prvky
obsahuji soufadnice bodl v roviné. Pomoci této funkce jsou vytvofeny matice prvkl pro
rozsah excitace a emise. Pro vykresleni zavislosti dvou proménnych je vyuzita funkce surf,
ktera vykresluje 3D graf, body spojuje navzajem ve sméru obou os a vzniklé plosky vyplni
barvou. Touto funkci jsou vykresleny hodnoty intenzit z jednotlivych snimku (Tab. 2), které

ptredstavuji funkéni hodnoty Vv zavislosti na rozsahu excitace a emise (Obr. 29).
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Obr. 29: Vysledek funkce surf pro hodnoty intenzit potizenych snimki
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Protoze takto ziskany vysledek zatim neodpovida vysledku, ktery je mozné zobrazit na
fluorescenénim mikroskopu Leica, je nutné dale provést interpolaci dat. Byla zvolena
vicerozmérnd interpolace - Bilinearni interpolace, coz je ve své podstaté rozsifena linearni
interpolace. Klasicka linearni interpolace je zalozena na prolozeni dvou sousednich bodu
pifimkou. Bilinearni interpolace je zaloZena na interpolaci funkce dvou proménnych na
pravidelnou prostorovou miizku. Hlavni mySlenkou je provedeni linearni interpolaci nejprve
v jednom sméru a pak i ve druhém sméru. Vysledek bilinedrni interpolace neni zavisly na
poradi interpolaci. Vysledek aproximace bude stejny, pokud se provede interpolace nejprve na
ose X a poté na ose y, nebo nejprve na ose y a poté na ose x. V matlabu tuto vicerozmérnou
interpolaci provadi funkce interp2. Celkovy vysledek je zobrazen pomoci funkce surf, ktera
vykresluje ve 3D. Pouziti této funkce umoziuje vysledkem rotovat, coz piinasi moznost

vizualniho hodnoceni zavislosti excitace na emisi pofizenych dat i v prostorové oblasti (Obr.
30).
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Obr. 30: Vysledek interpolovanych hodnot snimki (nahote) a 3D pohled na vysledek (dole)
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Protoze algoritmus umoziuje vybér dvou riznych oblasti zajmu v pofizenych
spektralnich snimcich, jsou ve vysledku ziskany dvé dvojrozmérné mapy zavislosti excitace a
emise, které mohou byt vzijemné vizualné¢ hodnoceny. Algoritmus nakonec z obou
vykreslenych vysledkl zjisti maximalni emisni vlnovou délku a vypiSe hodnotu posunu

maxima emisniho spektra mezi dvéma vybranymi oblastmi.

Na obrazku nize (Obr. 31) jsou zobrazeny vysledky stejnych dat, horni obrazek byl
ziskan za pouziti softwaru Leica, ktery je soucasti mikroskopu, spodni obrazek byl ziskan
vySe popsanym algoritmem v prostiedi Matlab. Pfi porovnani vidime, Ze obé metody
vykresluji stejny vizualni vysledek, a také detekuji maxima na stejnych pozicich. Ve vysledku
metody feSené Matlabem je pouzito ve vykresleni vice barev a navic je zobrazena prostorova
miizka, kterd usnadiiuje orientaci podle pfislusné vinové délky. Pii realizaci algoritmu bylo
vyzkouSeno i vykresleni bez mfizky, ale subjektivni dojem byl hor$i, proto byla mfizka

v kone¢ném vysledku ponechéna.

Excitace (nm)

500 510 520 530 540 550 5E0 570 580 550
Ernize (nrm)

Obr. 31: Ukazka porovnani vysledku mikroskopu Leica (nahote) a vysledku s vyuzitim Matlabu (dole)
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6.4 Metoda zobrazeni 2D spektralniho posunu
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Obr. 32: Blokové schéma metody zobrazeni 2D spektralniho posunu

Dalsim krokem v hodnoceni ziskanych spektralnich snimkt byla snaha zobrazit posun
maxima excitace a emise V prostorové oblasti celého snimku. Na rozdil od piedeslého
zobrazeni 2D lambda mapy se vysledek nepocita ze dvou oblasti zajmu, ale v kazdém pixelu.
Pro zobrazeni této metody byla pouzita sada stejnych, jiz zminénych spektralnich snimk,
které byly pofizeny mikroskopem pomoci funkce 2D lambda skenu. Mikroskop data
exportuje jako uplné fluorescenéni snimky pro kazdou dvojici excitace a emise, a proto je
mozné zobrazeni posunu maxima excitace a emise v prostorové oblasti celého snimku.

Blokové schéma vysSe (Obr. 32) znazoriiuje jednotlivé kroky algoritmu.

Prvni ¢asti algoritmu je nacteni a ulozeni vSech spektralnich snimkt, a také ziskani
potfebnych informaci z metadat. VSechny snimky jsou uloZeny do bunkového pole tak, ze
kazdy fadek odpovida jedné slozce se snimky. Postup nacitani snimki ze slozek a postup, jak
ziskat hodnoty rozsahii excitace a emise z metadat daného méfeni, je jiz popsan vyse U
algoritmu zobrazeni 2D lambda skenu.

Hlavni ¢ast algoritmu se sklada ze étyt for cykli. Prvni dva cykly definuji fadkové a
sloupcové soutadnice konkrétniho pixelu, pro ktery se dale pocita matice hodnot. Dalsi dva
for cykly prochazeji bunkové pole, ve kterém jsou ulozeny vSechny snimky. Prochazenim
téchto cykli se na pozici konkrétniho pixelu zjisti hodnoty intenzit ze v§ech snimkii a ulozi se
do matice. V této matici jsou hodnoty uloZeny tak, ze jednotlivé sloupce odpovidaji vinovym
délkam detekce (stejné jako matice v Tab. 2). Pocet takto vytvofenych trojuhelnikovych matic
je urcen velikosti snimkd (Napfiklad pro snimky velikosti 256x256 bodl se ziskd 65536

téchto matic).
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Vzhledem k tomu, ze algoritmus prochazi vSechny pixely a sestavuje matice hodnot i
na pozicich, kde se bunky nevyskytuji, byl by vysledek zatizen Sumem z pozadi (viz Obr. 33).
Z tohoto ditvodu je pied ziskanim kazdé matice vlozena podminka eliminujici rusivé hodnoty
pozadi. Hodnoty intenzit niz§i nez jedna desetina maxima konkrétniho snimku se dale
nezapocitavaji do vysledku a berou se jako pozadi (Pro mén¢ intenzivni snimky lze hodnotu v

s

podmince upravit posuvnikem).

Obr. 33. Vysledek bez pouziti podminky eliminujici vliv pozadi

V dalsim kroku algoritmus zjisti pozice maxim v jednotlivych maticich. Indexy téchto
pozic jsou nasledné extrahovany pomoci funkce ind2sub. Jak jiz bylo popsano vyse, hodnoty
V maticich reprezentuji zavislost excitace na vinové délce, a proto je indexiim fadka ptifazen
rozsah excitace a indexiim sloupcii rozsah emise. Hodnoty rozsahu vinovych délek excitace
jsou ziskany z metadat a hodnoty vinovych délek detekce (emise) jsou ziskany z nazvi slozek
(Postup jiz popsan vySe). Nasledné jsou do dvou ptedem piipravenych prazdnych matic
ulozeny vlnové délky maxim excitace a emise na pozicich konkrétnich pixelti. Timto
zpusobem jsou ziskany dvé vysledné matice (jedna pro excitaci, druha pro emisi) stejné
velikosti jako ptvodni snimky (Cast vysledné matice s maximy excitace je v Tab. 3).

Tabulka 3: Ukazka ¢asti vysledné matice s maximalnimi hodnotami excitace

470 470 470 470 470 470 490 480
470 470 470 470 470 480 480 480
470 470 470 470 470 490 490 490
470 470 470 470 540 490 490 470
470 470 470 470 480 480 490 480
470 470 470 470 480 490 500 480
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Ve vyslednych maticich excitace a emise je vSem pozicim, na kterych se vyskytuje
pozdé&ji pro vykresleni spravného vysledku musi eliminovat (Ukazka v Tab. 3, kde vlnova
délka 470 odpovida pozadi).

v

tim se ziska obraz, kde jednotlivé indexy odpovidaji posunu vinové délky od minimalni
hodnoty excitace (Pf.: Pii pouziti Tab. 3 by se odecetla minimdlni hodnota 470, od této
hodnoty se zobrazuje vysledné posunuti). K takto indexovanému obrazu je pfifazena barevna
paleta jet, jejiz pocet barev odpovida maximalnimu posunu. Ve vysledku je zobrazen
pseudobarevny obraz (Obr. 34), kde jednotlivé barvy charakterizuji posun maxima excitace (v
nm). K obrazu jsou také doplnény barevné skaly colorbar, ktera usnadiiuje orientaci

V prostorové oblasti celého snimku.

Posun maxima excitace & (nm)

-
=

[y}
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Maximurn excitace (detekce) (nm)
Fosun od minimalni hodnoty excitace (nm)

10

A (nm) - A (nmyj

Obr. 34: Vysledek zobrazeni posunu maxima excitace (posun od minimalni hodnoty excitace)

Pfi zobrazeni posunu maxima emise se postupuje stejné jako v piedchozim vysledku,
pouze se pracuje s matici s maximalnimi hodnotami emise. Z vysledné matice se také odecte
hodnoty emise (detekce). K tomuto vysledku je dale prifazena barevna paleta jet s potem
barev odpovidajici maximalni hodnoté posunu. Vysledkem je pseudobarevny obraz (Obr. 35)
doplnény o barevné skaly colorbar, které informuji o posunu maxima emise v prostorové

oblasti celého snimku.
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Obr. 35: Vysledek zobrazeni posunu maxima emise (posun od minimalni hodnoty emise)

Pro zobrazeni Stokesova posunu (Obr. 36) se od matice s maximalnimi hodnotami
emise odeCte matice S maximalnimi hodnotami excitace. Pied zobrazenim vysledku je
vynulovéana nejnizsi hodnota, ktera reprezentuje pozadi. | v tomto ptfipad¢€ je pouzita barevna
paleta jet, diky které jednotlivé barvy ve vysledku vizualné charakterizuji velikost Stokesova

posunu Vv prostorové oblasti celého snimku.

Stokesuv posun & (nm)

Stokesuy posun (nm)

A (nm)

Obr. 36: Vysledek zobrazeni Stokesova posunu (v nm)
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6.5 Uzivatelské prostiedi (GUI)

Na obrazku nize je ukazka uzivatelského prostfedi pro ovladani celého programu,
ktery funguje pro libovolny pocet ziskanych snimku (Obr. 37). Prostiedi je rozdéleno na dvé
casti. Leva Cast slouzi pro analyzu doby zivota fluorescence, prava cast pro spektralni
analyzu. Pfi zobrazovani vice barevnych palet dochazelo k vzijemnému piebarvovani
vysledkl. Protoze matlab neumoziuje zobrazeni vice barevnych palet najednou, byla pouzita
pievzata externi funkce freezeColors. Jedna se o volné Sifitelnou funkci, ktera je dostupna na
oficialnich strankach spole¢nosti MathWorks — Matlab Central. Tato funkce umozZiuje
zobrazit vice barevnych palet najednou tim, ze uklada aktualni vykresleni. [30]

L8 030

[ Analjza Doby Zivota fluorescence — Spektralni Analy

Frvni oblast — Druh4 oblast
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550 550

540 540
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Vymazat mezipamét

| Vymazat vysledky

Obr. 37: Uzivatelské prostiedi (GUI)

Cast pro analyzu doby Zivota fluorescence se sklada z okna pro vykresleni vysledku,
tlacitka pro nacteni sady snimkii, posuvniku a okna pro definovani rozsahu barevné skaly. Pti
spusténi programu je nejprve nutné nahrat sadu snimkt pomoci tlac¢itka Nahrat snimky FLIM.
Dale je pro vykresleni vysledku potieba nastavit odpovidajici hodnotu prahu, ktera se urcuje
posuvnikem. Spravna hodnota se voli Vv zavislosti na aktualnim vykresleni dle potieb
uzivatele. ProtoZze mikroskop nijak neexportuje informace o $ifce detektoru a kroku, s jakou
byla sada snimku pofizena, je barevna skala defaultné nastavena pro Sitku detektoru 3,5 ns a
krok 1. Pokud by bylo potieba analyzovat sadu snimk, jez byla ziskana S jinym nastavenim
Sitky detektoru, je mozné pro spravny popis barevné Skaly tyto hodnoty upravit. Pro analyzu
detaila ve vysledku je mozné vyuzit tlacitka v levém hornim rohu GUI, ktera umoziuji

ptiblizovani, oddalovani a posouvani vysledku.
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Spektralni analyza slouzi pro vykresleni 2D lambda mapy dvou oblasti spektralnich
snimkt, a také pro zobrazeni posunu excitatniho a emisniho spektra v prostorové oblasti
celého snimku. Po spusténi programu je nejprve nutné nahrat snimky, které byly ziskany
mikroskopem pomoci 2D lambda skenu. Poté je do nového okna vykreslen reprezentativni
snimek, ze kterého je nutné pomoci myS$i vybrat dvé obdélnikové oblasti zajmu. Pomoci
posuvniku je navic mozné upravit intenzitu reprezentativniho snimku. Upravu intenzity je
nutné provést pred nactenim snimkd, nebot’ reprezentativni snimek se vykresluje hned po
nacteni pfislusnych dat. Prvni vybrana oblast je v reprezentativnim snimku oznacena zelené,
druha oblast je oznaCena Cervené. Poté, CO jsou vybrany tyto dvé libovolné oblasti, dojde
k vykresleni zavislosti excitace na emisi (2D lambda mapy) obou oblasti. Mapa zelené
oznacené oblasti je vykreslena v levém zelené oramovaném okné. Mapa Cervené oznaené
oblasti je vykreslena v pravém Cervené oramovaném okné. Pomoci tladitek v levém hornim
rohu GUI je mozné piislusnou lambda mapu ptiblizovat, vzdalovat, posouvat, piipadné
zobrazit 3D povrch a rotovat. Pod témito vysledky jsou vypsany maximalni hodnoty excitace
a emise obou oblasti a vzajemny posun mezi témito oblastmi. Na zeleném pozadi je vypsana
maximalni hodnota excitace a emise levé (zelené) mapy, na ¢erveném pozadi pak maximalni

hodnota excitace a emise pravé (Cervené) mapy.

Dale je mozné pomoci tlacitek v pravém dolnim rohu vykreslit posun excitace, posun
emise a Stokesiv posun v prostorové oblasti celého snimku. Cely vypocet je ulozen pod
tlacitkem Posun Excitace. Z tohoto diivodu je nutné vzdy nejprve stisknout tlac¢itko zobrazeni
posunu excitace. Tlac¢itka Posun Emise a Stokestv posun slouzi pouze pro vykresleni daného
vysledku, a proto musi byt stisknuta az po vykresleni posunu emise. Vypocet pro zobrazeni
trva nékolik minut, protoZe algoritmus prochazi kazdy pixel kazdého snimku v celé sad€. Pro
snimky velikosti 256x256 vypocet trva cca 5-8 minut, pro snimky 512x512 cca 40 minut.
Zobrazeni pfislusného posunu je vykresleno vzdy v novém okné. Pokud by vysledné
zobrazeni bylo zatizeno Sumem z pozadi, je mozné Sum eliminovat pomoci posuvniku Red.
Sumu. Podle zobrazeného posunu Vv prostorové oblasti celého snimku je mozné vybirat ty
oblasti zajmu, kde jsou viditelné zmény a hodnotit pak jejich 2D lambda mapy.

Cely algoritmus s uzivatelskym prostfedim je koncipovan tak, aby slouzil k analyze
a hodnoceni ziskanych snimkti doby zivota fluorescence a spektralnich lambda snimkt
Vv offline reZimu mimo software mikroskopu. Na snimcich konkrétnich bunék je tak mozné
hodnotit, v kterych castech se méni doba zivota fluorescence, a také kde dochazi ke
spektralnim zménam. Pfi analyze spektralnich vlastnosti je mozné hodnotit jak chovani emise,
tak i chovani excitace pouzitého fluorescen¢niho barviva. Zobrazeni doby Zivota fluorescence
a spektralnich zmén jsou na sobé zcela nezavislé, a proto je mozné hodnotit pouze jedno
Z nich.
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7 Vyhodnoceni vysledku

V této Casti prace je popsan experiment s rhodaminovymi nanocasticemi, a také je zde
uvedeno vyhodnoceni spektralnich zmén kardiomyocyti, které spolu s barvivem Di-4-
ANEPPS vykazuji silné spektralni zmény. Cilem experimentu je zjistit, zda na snimcich
testovanych bunc¢k dochazi ke spektralnim zméndm, a také ke zménam v dobé zivota

fluorescence vlivem okolniho prostiedi, ¢i riznym vlivem vnitrobunécnych interakeci.

7.1 Hodnoceni spektralnich zmén u bunék kardiomyocyti

Pouzité bunky kardiomyocyti byly obarveny napétové citlivym membranovym
barvivem Di-4-ANEPPS. Toto barvivo se vaze pfedevsim na buné¢né membrany a posouva
fluorescenéni spektrum v zavislosti na elektrickém potencialu prostiedi. Na pofizenych
spektralnich snimcich (Obr. 24) je jasné patrné, Ze k fluorescenci dochazi pievazné v oblasti

membran.

Pii vykresleni posunu maxima excitace v prostorové oblasti bunky (Obr. 38) pomoci
realizovaného programu je vidét, Ze maximum excitace bylo vétSinou na 490 nm, misty na
480 nm. Posun od minimalni hodnoty excitace, jez byla 470 nm, byl tedy 10 a 20 nm.
Hodnoty vyssiho posunu jsou lokalizovany spiSe uvniti bunky v podobé jednotlivych
impulzi. Z celkového vysledku lze usoudit, ze k excitaci barviva Di-4-ANEPPS v prostorové

oblasti testované buniky kardiomyocytu dochazi téméf rovnomeérné.
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Obr. 38: Vysledek posunu maxima excitace u bunky kardiomyocytu

Pii vykresleni posunu maxima emise v prostorové oblasti buniky (Obr. 39) jsou jiz

patrné viditelné zmény na membranach. Minimalni hodnota detekce byla nastavena na
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Maximum ernise (detekee) (nm)

vlnovou délku 487 nm. Na vnéjSim okraji plazmatické membrany byl zaznamenan posun od
minimalni hodnoty o 133 nm a 122 nm (emise na 620 a 609 nm). Na vnitini stran¢ membrany
dochazelo k emisi na 576 nm, tedy posun o 89 nm od minimalni hodnoty detekce. Na
vyslednych snimcich je déale vidét, Zze v cytosolu uvniti builkky dochdzi k rovhomérnému

rozloZeni posunu maxima emise a nejsou zde viditelné zadné specifické struktury.
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Obr. 39: Posunu maxima emise kardiomyocytu celé buriky (vlevo) a detail membrany (vpravo)

Pfi zobrazeni Stokesova posunu v prostorové oblasti buniky kardiomyocytu jsou také
viditelné zmény na membrané. Pii detailnéj$im pohledu na plazmatickou membranu (Obr. 40)
je vidét, ze na vnéjsi stran€ dochazi k posunu 69 nm, ve sttedu membrany je Stokesuv posun
140 nm a na vnitini strané membrany dochazi k poklesu na hodnoty 108 a 97 nm.
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Obr. 40: Vysledek Stokesova posunu na bunice kardiomyocytu (vlevo) a detail mambrany (vpravo)
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Plazmatickd membrana je slozena z lipidové dvojvrstvy, jez se sklada z hydrofilnich
hlavicek, které jsou orientované intra a extracelularné. Mezi témito hlavickami se nachazi
hydrofobni ocasky. Z vysledku by se dalo usoudit, ze na hydrofobni casti plazmatické
membrany dochazi k vy$§im hodnotdm Stokesova posunu pouzitého fluorescen¢niho barviva.
V cytoplazmé buniky byl zaznamenan rovnomérné rozlozeny Stokesiiv posun bez viditelnych
struktur.

Pfi porovnani excitaéné-emisnich map (Obr. 41) celé bunky kardiomyocytu (leva
mapa) a c¢asti plazmatické membrany (pravd mapa) je patrné, Ze k maximalni excitaci
dochazelo v obou oblastech na 490 nm. Leva mapa se sklada z ptispévkl celé bunky, prava
mapa pouze z malé oblasti ¢asti membrany. Z levé mapy je patrné, Ze pro oblast celé buiky
dochazelo k maximalni emisi na 598 nm. Pro vybranou oblast membrany bylo maximum

emise také na 598 nm, zaroven jsou vsak patrné vyrazné&jsi ptispévky emise kolem 620 nm.
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Obr. 41: Lambda mapy vybranych oblasti buniky kardiomyocytu
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7.2 Hodnoceni chovani rhodaminovych nanodastic v konkrétnim experimentu

V dnesni praxi je velmi dualezité dobte charakterizovat zmény v excitanim a emisnim
spektru fluorescenénich znacek pii fixaci bunék. Ne vSechny fluorofory si zachovaji

fluorescenéni vlastnosti pfi fixaci. [10], [32]

Tento experiment mél za ukol podrobné¢ zmapovat zmeény excitaéné-emisnich spekter
praveé pii vystaveni bun¢k fixa¢nim Cinidlim - praformaldehydu a etanolu. Na konfokalnim
mikroskopu Leica bylo provedeno celkem 6 spektralnich snimani pomoci funkce 2D lambda,
kdy pted kazdym snimanim byly buiiky vystaveny fixacnim c¢inidlim. Nastaveni parametri
mikroskopu pro méfeni bylo vzdy stejné a je jiz uvedeno vyse v textu (viz kapitola 6.1.4).
Nejprve byla potizena sada spektralnich snimkt samostatnych mezenchymalnich bun€k spolu
S nanocasticemi a kultivatnim médiem. Pro druhé snimani byl k t€émto buiikam pfidan
paraformaldehyd tak, aby koncentrace paraformaldehydu a kultivatniho média byla 1:1.
Paraformaldehyd je histologické fixacni ¢inidlo, které slouzi k fixaci vS§ech membran v buiice.
Pro tfeti snimani byl vytvofen novy vzorek, ve kterém bylo kultivacni médium odsato a buniky
zality roztokem paraformaldehydu. Pied c¢tvrtym snimanim byl k tomuto roztoku
paraformaldehydu piidan etanol tak, aby koncentrace paraformaldehydu a etanolu byla 10:1.
Pro paté snimani byl pfidan znova etanol, aby se koncentrace ve vzorku zvysila na pomér 1:1.
Pro posledni Sesté snimani byl vytvofen novy vzorek, ktery obsahoval mezenchymalni buiiky
S nanocasticemi kde médium bylo nahrazeno ¢istym etanolem. Etanol ma na fluorescenci

nékterych fluoroforti degradujici t€inky a proto byl v experimentu pouzit. [10], [32]

Celkem tak bylo naméfeno Sest sad spektralnich snimkt pro rozdilné vnéj$i podminky.
Pomoci realizovaného programu byly vykresleny excitaéné-emisni mapy vZdy pro oblast celé
bunky (Obr. 42). Z kazdé této mapy byly zjistény hodnoty maxim excitace a emise. V tabulce
nize (Tab. 4) jsou uvedeny slozky pfidané k nanocasticim v konkrétnim méteni a hodnoty
zjisténych maxim.

Tabulka 4: Jednotlivé slozky pfidané k nanoc¢asticim a detekované hodnoty maxim (oblast celé buiky)

Meéreni Pridana slozka M(a:] );TEX M?;(n:E)M
1. médium 560 587
2. médium + paraformaldehyd (1:1) 550 574
3. paraformaldehyd 530 561
4. paraformaldehyd + etanol (10:1) 540 561
5. paraformaldehyd + etanol (1:1) 540 561
6. pouze etanol 550 574

Ze zjisténych vysledka je patrné, ze ptidani jakékoli pouzité slozky vede ke sniZeni
maxima excitace i emise. Nejvyssi pokles maxima excitace byl zaznamenan pro vzorek
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nanocastic v paraformaldehydu. Nejvy

vV

SS1

pokles maxima emise byl zaznamenan pro 3. az 5.

meéieni, kde byla naméfena stejnd hodnota 561 nm.
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Obr. 42: Lambda mapy v raznych podminkach pro oblast celé buriky
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Pokud porovname vyse zobrazené lambda mapy (Obr. 42), jez byly ziskany vzdy pro
oblast cel¢ buinky Vriznych podminkach, jsou jasn¢ patrné mirné zmeény. Prvni mapa
zobrazuje nanocastice v kultivaénim médiu, po pfidani paraformaldehydu je patrné zvétSeni
celé mapy pievazné ve sméru excitace k niz§im vlnovym délkam. Pokud se studované
nanocastice nachéazely pouze ve fixacnim cCinidlu (paraformaldehydu), vidime jasny posun
dominantniho piku K niz§im hodnotam jak excitace, tak i emise. Pokud se ke vzorku
nanocastic s formaldehydem pfidal etanol, nebyla patrna Zadna vét§i zména. Ke zméné
lambda mapy nepftispélo ani zvySeni koncentrace etanolu k fixaénimu ¢inidlu. Nanocastice,
které byly pouze v etanolu (jeZ muze byt agresivnéjsi pro nékteré fluorofory a degraduje
fluorescenci), vykazuji zGzeni celé excitacné-emisni mapy smérem k vrcholu na 550 nm
excitace a na 574 nm emise.

Zobrazeni posunu maxima excitace a maxima emise Vv prostorové oblasti celého
snimku vykazuje u nanocéstic v kultivaénim médiu bez ptidavani dalSich ¢inidel rovnomérné
zastoupeni vSech hodnot Vv celém rozsahu excitace i emise a nejsou zde viditelné zadné
specifické struktury. Po ptidani fixa¢niho ¢inidla se hodnoty excitace ustali na hodnotach 500
az 510 nm a hodnoty emise Vv rozsahu 530 az 570 nm v oblasti celé buiky. Na obrazku nize
(Obr. 43) je znazornén posun maxima emise bez fixa¢niho Cinidla (vlevo) a s fixacnim
¢inidlem (vpravo). Zukazky je patrné, Ze po ptidani fixa¢niho c¢inidla jsou hodnoty
rovnomérné ustaleny na hodnotach maximalni emise kolem 530 az 570 nm Vv celé oblasti
bunky.

Posun maxima emise & {nm) Posun maxima emise & (nm)

A (nm)

Obr. 43: Posun maxima emise bez fixa¢niho ¢inidla (vlevo), s fixa¢nim ¢inidlem (vpravo)

Pro vzorky pouze s fixaénim Cinidlem a vzorky s etanolem bylo dosazeno obdobnych
hodnot maxim excitace a emise. Na nékterych snimcich je mozné pozorovat vyS§i posun

excitace a emise nanocastic lokalizovanych Vv centru bunék a men$i posun nanocéstic
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lokalizovanych u okraji, coz mohlo byt zptsobeno rychlejsi difuzi a vy$si koncentraci
fixacniho ¢inidla u okraji bunck. Na obrazku nize (Obr. 44) je zobrazen vzorek pouze

v paraformaldehydu bez kultiva¢niho ¢inidla. Jsou zde patrné vyssi hodnoty ve stfedu bunky.
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Obr. 44: Posun maxima excitace a emise pro nanocastice v paraformaldehydu (bez média)

Na obrazku nize (Obr. 45) je zobrazena doba Zivota fluorescence rhodaminovych
nanocastic V prostorové oblasti pomoci realizovaného programu. Jedna se o nanocastice
Vv kultivaénim médiu bez ptidavani jakychkoli dalSich ¢inidel. V levé ¢asti je zobrazena cela
mezenchymalni butika a v pravé ¢asti detail na intracelularni vacky. Ze zobrazeného vysledku
je patrné, ze nejdelSi doba fluorescence pretrvavala v intraceluldrnich vaccich, jez jsou
pravdépodobné tvofeny hlavné lysozomy, endozomy a misty také mitochondriemi.
V oblastech mimo tyto vacky se fluorescence udrzela zhruba do 5,5 ns. Z toho mizeme
usoudit, Ze vétsina rhodaminovych nanocastic se dostala dovniti téchto vacka, kde byla

bezpecné lokalizovana.

Doba Fivota fluorescence Doba Fivota fluorescence

Doba Zivota fluorescence (ns)

Obr. 45: Zobrazeni doby Zivota fluorescence nanocastic na mezenchymalnich buikach
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8 Zavér

Tématem této diplomové prace bylo studium doby zivota a spektralnich zmén
fluorescence nanolastic v bunééné biologii. Ukolem bylo nejprve se teoreticky seznamit
s fluorescen¢ni konfokalni mikroskopii a jejim vyuziti pfi méfeni doby zivota fluorescence.
Daéle bylo nutné prostudovat moznosti vyuziti laditelného laseru, funkci fizeni doby otevieni

detektoru a techniku spektralniho skenu. Na zakladé ziskanych znalosti mélo byt realizovano
méfeni, navrhnuta metoda pro vyhodnoceni a diskuze ziskanych vysledku.

Nejprve jsem se snazil popsat zékladni principy fluorescence, jeji hlavni charakteristiky,
dobu zivota fluorescence a rozdéleni fluorofort. Poté jsem se pokusil ptiblizit fluorescencni
konfokalni mikroskopii s diirazem ptevazné na prednosti mikroskopu Leica TCS SP8. Popsal
jsem princip laditelného laseru WLL, hybridnich detektort, funkci TimeGate a lambda skenu.
Déle jsem se teoreticky zaméfil na vybrané fluorescen¢ni techniky, jez se vyuzivaji pfi
zkoumani bungk. Piiblizil jsem klasickou metodu FLIM, mapovani Lambda Square a
charakteristiku nanocastic.

Na zaklad¢ konzultaci s vedoucim prace byla praktickéd ¢ast vice zaméfena na zobrazeni
excitacné-emisnich lambda map a hodnoceni spektralniho posunu. S vyuzitim teoretickych
poznatkd jsem provedl né¢kolik méteni, béhem nichz jsem pomoci funkce TimeGate a 2D
lambda skenu ziskal sadu fluorescen¢nich snimki a sadu spektralnich snimkd rhodaminovych
nanocastic mezenchymalnich bunék. Pro pfedpokladané spektralni zmény barviva byla
pofizena i sada spektralnich snimkd kardiomyocytt, jez byly obarveny napétové citlivym
barvivem Di-4-ANEPPS. V praci jsem kratce popsal charakteristiku pouzitych bunék, kroky
jejich pfipravy a barveni. Podle pfedem navrzeného schématu jsem v prostiedi MatLab
realizoval program, ktery zahrnuje uzivatelské prostfedi pro hodnoceni potizenych snimkd.
Vytvoteny program umoziuje ze sady fluorescencnich snimk zobrazit dobu zivota
fluorescence v prostorové oblasti. Aby bylo mozné hodnotit spektralni zmény pofizenych
snimkl, umoziiuje program zobrazovat excitaéné-emisni lambda mapy ze snimkt podobné
jako software mikroskopu. Vyhodou je moznost hodnoceni naméfenych dat v offline rezimu
mimo softwarové prostfedi mikroskopu Leica a vzajemné porovnani dvou oblasti zajmu.
Hodnoceni spektralnich zmén je rozsifeno o zobrazeni posunu maxima emise a excitace a 0

zobrazeni Stokesova posunu v prostorové oblasti celého snimku.

V zavéretné Casti prace jsem popsal a zhodnotil spektralni zmény u kardiomyocytd.
S testovanymi rhodaminovymi nanocasticemi byl realizovan experiment, pii némz se vzdy
pfed kazdym snimanim zménily vnéj$i podminky. Hodnocenim snimk jsem dosel k zavéru,

ze zménou vnéjsich podminek u nanoc¢astic dochazi ke zménam v jejich spektru.

63



Seznam pouzité literatury

[1] AOBS® — The Most Versatile Beam Splitter: Acousto-Optical Beam Splitter for the TCS
SP8 Confocal. Leica Microsystems [online]. 2014 [cit. 2014-11-15]. Dostupné
z:http://www.leicamicrosystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP8%20X/Bro
chures/Leica%20A0BS-Brochure_EN.pdf

[2] BALKOVA, Radka. Konfokalni laserova rastrovaci mikroskopie (CLSM). Chempoint
[online]. 2011 [cit. 2015-02-27]. Dostupné z: http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-
rastrovaci-mikroskopie-clsm

[3] BEREZIN, Mikhail Y. a Samuel ACHILEFU. Fluorescence Lifetime Measurements and
Biological Imaging. Chemical Reviews. 2010-05-12, vol. 110, issue 5, s. 2641-2684. DOI:
10.1021/cr900343z. Dostupné z: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pmc/articles/PMC2924670/

[4] BERLINGHAUS, Rolf T. Gates Open for Improved Confocal Fluorescence and Super-
Resolution STED. Leica Microsystems [online]. 2013 [cit. 2014-11-03]. Dostupné

z: http://www.leica-microsystems.com/science-lab/gates-open-for-improved-confocal-
fluorescence-and-super-resolution-sted/

[5] BERLINGHAUS, Rolf T. Spectral Detection — How to Define the Spectral Bands that
Collect Probe-specific Emission. Leica Microsystems [online]. 2013 [cit. 2014-11-03].
Dostupné z: http://www.leica-microsystems.com/science-lab/spectral-detection-how-to-
define-the-spectral-bands-that-collect-probe-specific-emission/

[6] BOCAKOVA, Milada. Obecna Zoologie: Zivo¢isna bunka. Univerzita Palackého,
Pedagogicka fakulta Olomouc [online]. 2004 [cit. 2014-11-19]. Dostupné z:
http://www.upol.cz/fileadmin/user_upload/PdF-katedry/KPR/bocakova/Bunka/bunka.html

[7] Buiika: Interaktivni vyukové aplikace. In: SZS Karvind [online]. [cit. 2015-03-27].
Dostupné z: http://sszdra-karvina.cz/bunka/

[8] CENKLOVA, Véra. Mikroskopie a obrazova analyza pro biochemiky: Fluorescenéni
mikroskopie a jeji vyuziti v biologii. FytoChem [online]. [cit. 2014-10-15]. Dostupné z:
www.fytochem.cz/Services/Downloader.ashx?id=100

[9] CERNY, Jan. Fluorescencni mikroskopie. Oddéleni vyvojové biologie, Katedra fyziologie
zivocichu. Piirodovédecka fakulta UK v Praze [online]. Dostupné z: http://archiv.otevrena-
veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf

[10] DEL CASTILLO, P., LLORENTE, A. R., & STOCKERT, J. C. (1988). Influence of
fixation, exciting light and section thickness on the primary fluorescence of samples for

microfluorometric analysis. Basic and applied histochemistry, 33(3), 251-257.
64


http://www.leicamicrosystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP8%20X/Brochures/Leica%20AOBS-Brochure_EN.pdf
http://www.leicamicrosystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP8%20X/Brochures/Leica%20AOBS-Brochure_EN.pdf
http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-rastrovaci-mikroskopie-clsm
http://www.chempoint.cz/konfokalni-laserova-rastrovaci-mikroskopie-clsm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2924670/
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/gates-open-for-improved-confocal-fluorescence-and-super-resolution-sted/
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/gates-open-for-improved-confocal-fluorescence-and-super-resolution-sted/
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/spectral-detection-how-to-define-the-spectral-bands-that-collect-probe-specific-emission/
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/spectral-detection-how-to-define-the-spectral-bands-that-collect-probe-specific-emission/
http://www.upol.cz/fileadmin/user_upload/PdF-katedry/KPR/bocakova/Bunka/bunka.html
http://sszdra-karvina.cz/bunka/
http://www.fytochem.cz/Services/Downloader.ashx?id=100
http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf
http://archiv.otevrena-veda.cz/users/Image/default/C1Kurzy/Biolog/3cerny.pdf

[11] Di-4-ANEPPS. Life Technologies [online]. 2015 [cit. 2015-04-01]. Dostupné z:
https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/D1199

[12] DOMINICI, M., K. LE BLANC, I. MUELLER, I. SLAPER-CORTENBACH, F.C
MARINI, D.S. KRAUSE, R.J. DEANS, A. KEATING, D.J. PROCKOP, et al. 2006. Minimal
criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society for
Cellular Therapy position statement. Cytotherapy. 8(4): 315-317. DOl:
10.1080/14653240600855905. ISSN 14653249. Dostupné také z:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16923606

[13] FAHNRICH, Jan. Fluorimetrie. Vysoka $kola chemicko-technologickd v Praze. Dostupné
z: http://old.vscht.cz/anl/lach2/FLUORO.pdf

[14] FISAR, Zdengk. FLUORESCENCNI SPEK TROSKOPIE V NEUROVEDACH:
Principy fluorescenc¢ni spektroskopie. [online]. [cit. 2014-10-10]. Dostupné z:
http://psych.If1.cuni.cz/fluorescence/Default.ntm. ISSN 1803-6619

[15] FLIM a dalsi fluorescenéni metody. Lao [online]. 2014 [cit. 2015-03-28]. Dostupné z:
http://www.lao.cz/aplikace-79/zobrazovaci-metody-145/flim-a-dalsi-fluorescencni-techniky-
147

[16] Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM): Imaging technique based on differences in the
excited state decay rate. PicoQuant [online]. [cit. 2014-11-15]. Dostupné z:
http://www.picoquant.com/applications/category/life-science/fluorescence-lifetime-imaging-
flim

[17] FYZIKALNI USTAV UK, ODDELEN{ FYZIKY BIOMOLEKUL. Charakteristiky
optického zafeni. Fyzika IllI: Optika [online]. [cit. 2015-03-09]. Dostupné z:
http://fu.mff.cuni.cz/biomolecules/media/files/courses/Real_opt_zar UFY102.pdf

[18] HLAVACEK, Antonin a Petr SKLADAL. Kvantové te¢ky: Piiprava, konjugace a vyuziti
v bioanalytické chemii a biologii. Ustav biochemie, Pirodovédecka fakulta, Masarykova
univerzita,. 2010. Dostupné z: http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2011_08 611-615.pdf

[19] HRAZDIRA Ivo, MORNSTEIN Vojtéch. Lékaiska biofyzika a piistrojové technika.
Neptun ©2006. ISBN 80-902896-1-4

[20] JELINEK, R., M. DOSTAL, Z LIKOVSKY, M HALASKOVA, E. MANAKOVA, M.
PETERKA, R. PETERKOVA, M. TITLBACH, J. VELICKY a Z. ZEMANOVA. Histologie
embryologie [online]. Centrum biomedicinskych obort 3. LF UK, s. 15-30 [cit. 2014-11-19].
Dostupné z: http://old.If3.cuni.cz/histologie/materialy/doc/skripta.pdf

65


https://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/D1199
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16923606
http://old.vscht.cz/anl/lach2/FLUORO.pdf
http://psych.lf1.cuni.cz/fluorescence/Default.htm.%20ISSN%201803-6619
http://www.lao.cz/aplikace-79/zobrazovaci-metody-145/flim-a-dalsi-fluorescencni-techniky-147
http://www.lao.cz/aplikace-79/zobrazovaci-metody-145/flim-a-dalsi-fluorescencni-techniky-147
http://www.picoquant.com/applications/category/life-science/fluorescence-lifetime-imaging-flim
http://www.picoquant.com/applications/category/life-science/fluorescence-lifetime-imaging-flim
http://fu.mff.cuni.cz/biomolecules/media/files/courses/Real_opt_zar_UFY102.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2011_08_611-615.pdf
http://old.lf3.cuni.cz/histologie/materialy/doc/skripta.pdf

[21] KUBINEK, Roman. Vzdélavani v nanotechnologiich. In: [online]. 2011 [cit. 2014-10-
03]. Dostupné z:
http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/granty/VVzdelavaniNano.pdf

[22] KUSAK, Ivo. Konfokalni mikroskop. Ustav fyziky FAST VUT [online]. [cit. 2014-10-20].
Dostupné z: http://fyzika.fce.vutbr.cz/file/kusak/konfokalni_mikroskopie.pdf

[23] KUSCHEL, Lioba a Rolf T. BORLINGHAUS. White Light Laser: The Ultimate Source
for Confocal Microscopy. Leica Microsystems [online]. 2012 [cit. 2014-10-29]. Dostupné z:
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/white-light-laser/

[24] KRAJSKA HYGIENICKA STANICE MORAVSKOSLEZSKEHO
KRAJE. Nanotechnologie a nanomaterialy [online]. 2009 [cit. 2014-10-03]. Dostupné
z: http://www.khsova.cz/01_aktuality/nanotechnologie.php?datum=2009-03-18

[25] LAKOWICZ, J. R. Principles of Fluorescence Spectroscopy. Third. Singapure: Springer,
2006. ISBN 0-387-31278-1. Dostupné z:
http://www.lcg.unam.mx/~rgalindo/bioquimica/BQPosgrado2011/V%?20PurificacionEspeectr
oscopia/PrinciplesofFluorescenceSpectroscopy3rd.pdf

[26] LEICA TCS SP8 X. MIKRO spol. s r.o. [online]. 2014 [cit. 2014-10-22]. Dostupné z:
http://www.mikro.cz/konfokalni-multifotonova-a-tirf-mikroskopie/leica-tcs-sp8-x/

[27] Leica Lambda Scans. University of Houston: Biology & Biochemistry Imaging Core
(BBIC) [online]. 2014 [cit. 2014-11-04]. Dostupné z: http://bbic.nsm.uh.edu/protocols/leica-
lambda-scans

[28] LEICA MICROSYSTEMS. Lambda Square Mapping and FLIM: Explore Photonic
Landscapes with the Leica TCS SP5 X. 2011. Dostupné z: http://www.leica-
microsystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP5%20X/Brochures/Leica%20L
ambda%20Square%20Mapping%20and%20FLIM-Brochure_EN.pdf

[29] Life Technologies [online]. Fluorescence Fundamentals. Dostupné z:
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-
Handbook/Introduction-to-Fluorescence-Techniques.html

[30] MathWorks: MATLAB CENTRAL. IVERSEN, John. FreezeColors / unfreezeColors
[online]. 28.06.2005, 14.10.2010 [cit. 2015-04-20]. Dostupné z:
http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/7943-freezecolors---unfreezecolors

[31] PADDOCK, Stephen W., Thomas J. FELLERS a Michael W. DAVIDSON. Confocal
Microscopy. Nikon MicroscopyU [online]. [cit. 2014-10-22]. Dostupné z:
http://microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html

66


http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/granty/VzdelavaniNano.pdf
http://fyzika.fce.vutbr.cz/file/kusak/konfokalni_mikroskopie.pdf
http://www.leica-microsystems.com/science-lab/white-light-laser/
http://www.khsova.cz/01_aktuality/nanotechnologie.php?datum=2009-03-18
http://www.lcg.unam.mx/~rgalindo/bioquimica/BQPosgrado2011/V%20PurificacionEspeectroscopia/PrinciplesofFluorescenceSpectroscopy3rd.pdf
http://www.lcg.unam.mx/~rgalindo/bioquimica/BQPosgrado2011/V%20PurificacionEspeectroscopia/PrinciplesofFluorescenceSpectroscopy3rd.pdf
http://www.mikro.cz/konfokalni-multifotonova-a-tirf-mikroskopie/leica-tcs-sp8-x/
http://bbic.nsm.uh.edu/protocols/leica-lambda-scans
http://bbic.nsm.uh.edu/protocols/leica-lambda-scans
http://www.leica-microsystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP5%20X/Brochures/Leica%20Lambda%20Square%20Mapping%20and%20FLIM-Brochure_EN.pdf
http://www.leica-microsystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP5%20X/Brochures/Leica%20Lambda%20Square%20Mapping%20and%20FLIM-Brochure_EN.pdf
http://www.leica-microsystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20TCS%20SP5%20X/Brochures/Leica%20Lambda%20Square%20Mapping%20and%20FLIM-Brochure_EN.pdf
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Introduction-to-Fluorescence-Techniques.html
http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Introduction-to-Fluorescence-Techniques.html
http://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/7943-freezecolors---unfreezecolors
http://microscopyu.com/articles/confocal/confocalintrobasics.html

[32] PENZKOFER, A., & LU, Y. (1986). Fluorescence quenching of rhodamine 6G in
methanol at high concentration. Chemical physics, 103(2), 399-405.

[33] PLACHY, Radek. Metody mikroskopie: Fluorescenéni mikroskopie. Ustav lékarské
biologie Lékarska fakulta University Palackého. 2004. Dostupné z:
http://biologie.upol.cz/mikroskopie/fluorescencni%20mikroskopie.htm

[34] REICHL, Jaroslav. Encyklopedie fyziky: Fotonasobi¢ [online]. 2014 [cit. 2014-11-01].
Dostupné z:http://fyzika.jreichl.com/main.article/view/747-fotonasobic

[35] SEDLAROVA, Michaela. Konfokalni mikroskopie: Principy konfokalni mikroskopie.
Katedra botaniky PrF UP v Olomouci [online]. 2010 [cit. 2014-10-17]. Dostupné z:
http://www.botanika.upol.cz/atlasy/confmicro/principles.php

[36] SEHADOVA, Hana. Fluorescenéni a konfokéalni mikroskopie. Biologické centrum
AVCR, Ceské Budéjovice [online]. 2011 [cit. 2014-11-15]. Dostupné z:
http://alfa.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/Fluorescencni-a-konfokalni-mikroskopie.pdf

[37] Setting up your detection windows in the SP8 software. University of Houston: Biology
& Biochemistry Imaging Core (BBIC) [online]. 2014 [cit. 2014-11-04]. Dostupné z:
http://bbic.nsm.uh.edu/protocols/setting-the-detectors-in-the-leica-sp8

[38] SKOPALIK, J., M. HAVRDOVA, V. CMIEL, K. POLAKOVA a D. HRUSKOVA.
2013. Nanogastice v sou¢asné biologii a medicing. Zpravodaj Ceskoslovenské biologické
spolecnosti. 23(2). ISSN 1805-9619. Dostupné také z:
http://www.icsbs.cz/images/zpravodaj/ZpravodajCSBC201302.pdf

[39] Stokes shift. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2015-02-27]. Dostupné z:
http://en.wikipedia.org/wiki/Stokes_shift#/media/File:Stokes_shift- Rh6G.png

[40] TRAUTMANN, S., V. BUSCHMANN, S. ORTHAUS, F. KOBERLING, U,
ORTMANN, a R. ERDMANN. Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM) in Confocal
Microscopy Applications: An Overview. PicoQuant [online]. [cit. 2014-11-15]. Dostupné z:
http://www.picoquant.com/images/uploads/page/files/7350/appnote_flim_overview.pdf

[41] ULLMANN, Vojtéch. Jaderna a radia¢ni fyzika: lonizujici zafeni. [online]. [cit. 2014-10-
05]. Dostupné z: http://astronuklfyzika.cz/JadRadFyzika6.htm#InterakceAlfaBeta

[42] VESELA, Maria. Fluorescenéni mikroskopie. Chempoint. 2011. Dostupné
z: http://www.chempoint.cz/fluorescencni-mikroskopie

67


http://biologie.upol.cz/mikroskopie/fluorescencni%20mikroskopie.htm
http://fyzika.jreichl.com/main.article/view/747-fotonasobic
http://www.botanika.upol.cz/atlasy/confmicro/principles.php
http://alfa.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/Fluorescencni-a-konfokalni-mikroskopie.pdf
http://bbic.nsm.uh.edu/protocols/setting-the-detectors-in-the-leica-sp8
http://en.wikipedia.org/wiki/Stokes_shift#/media/File:Stokes_shift-_Rh6G.png
http://www.picoquant.com/images/uploads/page/files/7350/appnote_flim_overview.pdf
http://astronuklfyzika.cz/JadRadFyzika6.htm#InterakceAlfaBeta
http://www.chempoint.cz/fluorescencni-mikroskopie

Seznam obrazku

Obr. 1: Excitace a flUOTeSCENCE [B6] ....ccvveverieriiiieiieie et e e ste e sre e e ne e 10
ODBr. 2: PrinCIP FIUOTESCENCE ..ottt 11
ODr. 3: StOKESTV POSUN [36]...eiueiiiiiiiiieiie sttt ettt b et saeeenbeennee s 13
Obr. 4: Doba Zivota fIUOTESCENCE ........viiieeiiiieiieiie ettt 15
Obr. 5: Princip fluorescenéni miKroSkopie [36]......ccocvviiiiiiiiiiiiiiiiniiie e 18
Obr. 6: Bodové ohnisko konfokalniho mikroskopu [36] .......cccoceiiiiiiiiiiiiiieie e 19
Obr. 7: Schéma laserového rastrovaciho konfokalniho mikroskopu [2]......cccooviiiiiiiiienninns 20
Obr. 8: Fluorescenéni a konfokalni miKroSkopie [36] ........cccccveveieeriiiiiiieene e 21
Obr. 9: Vlevo je zobrazen priiez fotonického krystalového vldkna (PCF). Vpravo je schéma
LAY 2 O STUPR PSRRI 23
Obr. 10: Ukazka vybéru jednotlivych barevnych prouzka z celého spektra pomoci AOTF.
22 [P SOTRPTT PR URUR PRSPPI 23
Obr. 11: Porovnani dichroického zrcadla a AOBS. [1]...ccoiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 24
Obr. 12: Porovnani dichroického zrcadla (vlevo) a AOBS, jehoz vinové délky jsou plynule
NASTAVILEINEG (VPTAVO) [ 1] 1oueiiiiiiiiiiie e 25
Obr. 13: Vlevo je schéma PMT, vpravo je schéma HyD. [4] ..o, 26
Obr. 14: FUNKCE LIghtGate. [4] ...ecoveiieie ettt 27
Obr. 15: Detektor SP vyuzivajici posuvna zrcadla pro rozdéleni spektra do pozadovanych
Jor RIS 1o U S TP U PP RPRR 28
Obr. 16: Snimek ziskany klasickou metodou FLIM [15].....cccoiiiiiiiiiiiiiiieieeeee e 29
Obr. 17: Vysledna A 2 mapa mikroskopu Leica. [28]........cccuvervrremveimeereinsesssssosssssssessenees 31
Obr. 18: A2 mapa chlorofylu celého snimku a vybrané oblasti [28]........c.ccocveiiiiiiiiiiniinenne 32
Obr. 19: Stavba ZIVOCISNE DUNKY [7]...veeiieeiiieiieiie et 38

Obr. 20: Snimek mezenchymadlnich bun€k pofizeny fluorescencnim mikroskopem LEICA
TCS SP 8 (zobrazeni s prichozim sVEtIem).........c.ocoveriiiiiiiii e 40
Obr. 21: Snimek bun¢k kardiomyocytd potizeny fluorescenénim mikroskopem LEICA TCS
SP 8 (zobrazeni s prichozim SVELIEM) .........coiviiiiiiiiiic e 41
Obr. 22: Sada ziskanych fluorescen¢nich snimkti mezenchymalnich bunék (0 az 11.5 ns). ... 42

Obr. 23: Spektralni snimek mezenchymalni buiiky detekovany na 586 nm a 626 nm .......... 43
Obr 24: Spektralni snimek kardiomyocytd detekovany na 565 nmana 531 nm ................... 43
Obr. 25: Blokové schéma zobrazeni doby Zivota fluorescence.............ccvvveviiiiiiiniiniiieennnn, 44

Obr. 26: Zobrazeni doby Zivota fluorescence mezenchymalnich bun€k a vliv rizného

nastaveni prahu na VYSIEdeK..........oooiiiiiiii 45
Obr. 27: Blokové schéma zobrazeni 2D lambda skenu............cccccovoiiiiiiiiiiniec e 45
Obr. 28: Ukazka reprezentativniho snimku, ktery slouzi pro vybé&r oblasti zajmu.................. 46
Obr. 29: Vysledek funkce surf pro hodnoty intenzit pofizenych snimkd ..........cceeviiiiiennnne, 47

Obr. 30: Vysledek interpolovanych hodnot snimkt (nahoie) a 3D pohled na vysledek (dole)48
68



Obr. 31: Ukazka porovnani vysledku mikroskopu Leica a vysledku s vyuzitim Matlabu ..... 49
Obr. 32: Blokové schéma metody zobrazeni 2D spektralniho posunu ..........cccevvvviiviiiineenne, 50
Obr. 33. Vysledek bez pouziti podminky eliminujici vIiv pozadi...........cceoviiiiiiniiiiiicnnen, 51
Obr. 34: Vysledek zobrazeni posunu maxima excitace (posun od minimalni hodnoty ex.).... 52

Obr. 35: Vysledek zobrazeni posunu maxima emise (posun od minimalni hodnoty emise) ... 53

Obr. 36: Vysledek zobrazeni Stokesova posunu (V M) ......cocvveeiieeeiiieniiiesiiee e sieee e 53
Obr. 37: Uzivatelské prostiedi (GUI)........ccooiiiiiiiiiiiici e 54
Obr. 38: Vysledek posunu maxima excitace u buitkky kardiomyocytu...........ccccovvervniiinennnn, 56
Obr. 39: Posunu maxima emise kardiomyocytu celé bunky a detail membrany.................... 57
Obr. 40: Vysledek Stokesova posunu na buiice kardiomyocytu a detail mambrany .............. 57
Obr. 41: Lambda mapy vybranych oblasti buitky kardiomyocytu...........cceeeeerieiiiniiniienninns 58
Obr. 42: Lambda mapy v riznych podminkach pro oblast celé bunky.........cccccevevervriirieennenn, 60

Obr. 43: Posun maxima emise bez fixa¢niho ¢inidla (vlevo), s fixaénim ¢inidlem (vpravo).. 61
Obr. 44: Posun maxima excitace a emise pro nanocastice v paraformaldehydu (bez média) . 62

Obr. 45: Zobrazeni doby zivota fluorescence nanocastic na mezenchymalnich buiikéch ....... 62

Seznam tabulek

Tabulka 1: Ptiklad n€kterych fluorofori odpovédnych za autofluorescenci [3]........cccveueeneee. 17
Tabulka 2: Ukazka plnéni matice hodnotami intenzit z jednotlivych snimki ................coc..... 47
Tabulka 3: Ukazka ¢asti vysledné matice s maximalnimi hodnotami excitace ....................... 51
Tabulka 4: Jednotlivé slozky pfidané k nanocasticim a detekované hodnoty maxim) ............ 59

Seznam pojmu

NADH - nikotinamidadenindinukleotid

FAD - flavinadenindinukleotid

LSCM — laserovy rastrovaci konfokalni mikroskop
TSCM — mikroskop s rotujicim diskem

Pinhole — bodova clonka

WLL — bily pulsni laser

HyD — hybridni detektory

69



AOBS - akusticko-opticky rozdélovac paprski
AOTF — akusticko-opticky laditelny filtr

PCF — fotonické krystalové vlakno

PMT — fotondsobi¢

FLIM — zobrazovani zivotnosti fluorescence
FRET — pfenos rezonancni energie

QD - kvantové tecky

ER — endoplazmatické retikulum

Seznam tlacitek a prvki programu

Nahrat snimky FLIM - tlacitko pro vybér slozky se snimky

Sirka okna det. - hodnota $ifky okna otevieni detektoru funkce TimeGate

Krok - hodnota udavajici s jakym krokem byly snimky potizeny

Prahovani - hodnota zvoleného prahu urcujici vysledek

Vymazat mezipamét’ - tlacitko pro odstranéni uloZzenych hodnot v mezipaméti
Vymazat vysledky - tla¢itko pro odstranéni vykreslenych vysledka

Nahrat snimky Lambda - tlacitko pro vybér sloZzky se spektralnimi snimky
Itenzita rep. snimku - hodnota upravuje intenzitu reprezentativniho snimku
Posun Excitace - tla¢itko pro zobrazeni posunu maxima excitace v prostorové oblasti
Posun Emise - tlacitko pro zobrazeni posunu maxima emise v prostorové oblasti
Stokesuv Posun - tla¢itko pro zobrazeni Stokesova posunu v prostorové oblasti

Red. Sumu - hodnota podminky pro eliminaci Sumu z pozadi

70



Priloha 1. UZivatelské prostredi (GUI)
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Ptiloha 2. Navod pro praci s programem

Po spusténi programu ma uzivatel na vybér, zda bude nejprve provadét analyzu doby

zivota fluorescence (A) nebo spektralni analyzu (B).

A. Analyza doby Zivota fluorescence

1)

2)

3)

Pro analyzu doby zivota fluorescence je nejprve nutné nacist sadu
fluorescen¢nich snimkd. Kliknutim na tlacitko Nahrat snimky FLIM se

otevie adresar, kde vybereme slozku se snimky.

Po nacteni snimkl je nutné nastavit hodnotu prahu pomoci posuvniku
Prahovani. Timto dojde k zobrazeni vysledku, ktery je dle potieby mozné
posuvnikem doladit.

Dale je mozné upravit Sitku okna detektoru a krok, ¢imz dojde k upraveni

popiskl barevné Skaly.

B. Spektralni analyza

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Nejprve je nutné nacist sadu spektralnich snimkd. Kliknutim na tlacitko
Nahrat snimky Lambda se otevie adresaf, kde vybereme slozku se

spektralnimi snimky.

Poté se vnovém okné otevie reprezentativni snimek, ze kterého je nutné
pomoci mysi vybrat dvé oblasti zajmu. (Pokud je reprezentativni snimek piilis
nebo naopak malo jasny, upravime jeho intenzitu pomoci posuvniku Intenzita
rep. snimku a zopakujeme bod 1)

Dale dojde k vykresleni zavislosti excitace na emisi obou oblasti — 2D lambda
mapa Vv oknech Prvni oblast a Druha oblast. (Pomoci ovladaci v levém
hornim rohu je moZzné oba vysledky pfiblizovat, vzdalovat nebo jimi rotovat ve
3D.)

Soucasné s bodem 3 dojde k vypisu maximalnich hodnot excitace a emise v

obou oblastech, a také vypsani hodnoty posunu mezi obéma oblastmi.

Pro zobrazeni spektralniho posunu v prostorové oblasti celého snimku je nutné
stisknout tlacitko Posun Excitace. Po delsim vypocétu dojde k zobrazeni
posunu maxima excitace v prostorové oblasti celého snimku v novém okné¢.

Pro zobrazeni posunu maxima emise slouzi tlacitko Posun Emise. Pro
zobrazeni Stokesova posunu v prostorové oblasti je nutné stisknout tlacitko
Stokesuv Posun (Ob¢ tato tlacitka musi byt stisknuta az po tlacitku Posun
Excitace). Posuvnik Red. Sumu slouzi pro eliminaci Sumu z pozadi.
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