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Abstrakt

Tato diplomova prace se zamé&fuje na studium doby Zivota fluorescenéniho barviva. Dale
zkouma zmény V jeho emisnim spektru uréované za pomoci vyvoje intenzity fluorescence
v prubéhu dlouhodobého snimani u nékolika druhii bun¢k. Obecna cast prace pojednava o
problematice konfokalni mikroskopie, fluorescenéniho zareni a znacek. Dale je proveden roz-
bor metod méieni doby Zivota fluorescence. V praci je vypracovan popis programu, ktery byl
navrzen pro analyzu ziskanych vystupt pouzitého konfokalniho mikroskopu. Nasledné jsou
vyhodnoceny dosazené vysledky.

Kli¢ova slova

Fluorofor, konfokalni mikroskop, zivotnost, spektrum.

Abstract

This thesis focuses on the study of the life of a fluorescent dye. It also examines changes in its
emission spectrum determined with the aid of development of fluorescence intensity over the
long term sensing in several kinds if of cella. The general part of the thesis with the issues of
confocal microscopy, fluorescent radiation and maks. Furthermorer, an analysis of methods
for measuring fluorescence lifetime is done. In the thesis there is elaborated a description of
the program, whitch was designed for the analysis of the collected output of the used confocal
microscope. Sebsequently, the results are evaluated.
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1 Uvod

V poslednich dvaceti letech doslo k velkému rozmachu vyuziti fluorescence ve vyzku-

mu V oblasti biochemie a biofyziky, ale i v klinické praxi. Fluorescence se dnes bézné pouziva
v Klinické chemii, genetickych analyzach i monitorovani Zivotniho prostfedi. Jedna se piede-
v§im o slozeni bunék, identifikaci jejich organel a stavu jejich déleni. Dale se pak vyuziva
napftiklad v pritokové cytometrii, DNA sekvenovani, genetické analyze, v riznych testech
jako je napt. ELISA a mnoha dalsich oblastech. Na rozdil od radioaktivné znacenych latek
nejsou latky se schopnosti fluorescence tolik toxické.

Fluorescen¢ni mikroskopie je jednim z nejcastéji pouzivanych nastroji v molekularni
biologii. Protoze ¢asto pozorujeme jevy, které nejsou za béznych podminek viditelné, pouzi-
vame zvyraziujici latky. V tomto ptipadé fluorescencni barviva, fluorofory. Nejvice omezuji-
cim faktorem této metody zkoumani mikrosvéta, je znalost rozlozeni lokalni koncentrace flu-
orescencni sondy ve zkoumané burice. Nésledné je nutnost mit pfehled o emisnich vlastnos-
tech pouzitého zvyraznujiciho fluoroforu a jeho chovani v pribéhu doby pouziti. Pro korektni
analyzu je pozadovana co nejvétsi stalost parametrti vSech vlastnosti fluoroforu. Nejvice je
kladen dlraz na stalost intenzity snimaného zateni.

V idealnim ptipad¢ by fluorescencni barvivo mélo vykazovat v libovolném okamziku
stejné vlastnosti. V realném svété ovsem v pribéhu doby musi nutné dochazet k degradaci
pouzité fluorescencni znacky. At uz kviili chemické interakci molekuly barviva s okolim ne-
bo jinym zpiisobem. Tato degradace by mé¢la byt ov§em c0 nejmensi.

Tato prace se bude zabyvat moznostmi vyuziti fluorescence v konfokalni mikroskopii
pii studiu degradace organického barviva v bunécné biologii. K tomu se bude vyuzivat zmény
intenzity emise fluoroforu v prib&hu ¢asu. Dale bude hodnocen vliv prostfedi na zménu spek-
tralnich vlastnosti pfi dlouhotrvajicim snimani riznych druht bunék. Pro tuto praci byly vy-
brany kultury fibroblastt, kardiomyocyti a kmenovych mezenchymalnich bungk.

Prace bude obsahovat podrobny popis programového feSeni pro analyzu ziskanych

sérii snimku fluorescence v mdédu dlouhodobého snimani a zhodnoceni dosazenych vysledk.



2 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Konfokalni mikroskop je typ mikroskopu, pomoci Kterého je pozorovana uréita oblast vzorku
v roving, do niz je mikroskop zaostfen. Tato rovina je nazyvana ohniskovou rovinou. Tento
mikroskop lze pouzit také v ptipad¢ ,tlustych™ vzorkd. Tlusté vzorky jsou preparaty, které se
nelze pozorovat klasickym optickym mikroskopem, diky nemoznosti jejich prosviceni. Kon-
fokalni mikroskop je proto mozné nazvat molekularni vypocetni tomografii. Pii konfokalni
mikroskopii objekty mimo rovinu ostrosti nezpiisobi rozostfeni, protoze nejsou zobrazeny.
Podobné¢ jako u CT je i u tohoto typu mikroskopie mozné snimat sérii fezti v pozadovanych
rovinach. Toto je podminéno zvySenymi naroky na vypocetni kapacitu, tj. technické vybaveni,
zpracovavajiciho PC.

Charakteristickym rysem konfokalni mikroskopie je vysSi rozliSeni ve srovnani
s klasickymi optickymi mikroskopy. Hlavni vyhoda této metody spocita v potlaceni signali

nachdzejici se nad a pod rovinou zaostfeni.

) - Photomultiplier
Detector Detector | aser Scanning
Pinhole Confocal Microscope
Aperture — Optical
Out-of-Focus
Fluorescence - Light Rays SN
BFalgé?r Excitation Laser
Filter Excitation
In-Focus Source
Light Rays |
Dichromatic —
Mirror Excitation
Objective

Speclmen/

Obrazek 2.1: schéma laserového konfokalniho mikroskopu [3]

Technicky se konfokalni mikroskopie pfedev§im vyuziva ve spojeni s fluorescenéni
mikroskopii. Ziskany obraz pfedstavuje intenzitu fluorescenéniho zafeni ze vzorku v dané
roviné. Tento obraz je vytvoren fidicim pocitatem na zaklad¢ intenzity fluorescence, ktera je
snimana bod po bodu.



Laserovy parsek, ktery piestavuje ve zjednoduseném pojeti bodovy zdroj svétla. Bo-
dovy parsek ziskame prichodem paprsku clonou, ktera ho patiiéné¢ omezi. Dale paprsek pro-
chazi objektivem na preparat, kde je obraz clonky fokusovan do bodu, jehoz prumér odpovida
difrakénimu minimu.

Po stejné trase, tady pies objektiv, putuje i svétlo na vzorku odrazené ¢i rozptylené,
piipadné fluorescence. Bodovy obraz je s pomoci déli¢e paprsku veden pied fotonasobié. Zde
je umisténa sekundarni konfokalni bodova clonka, pomoci niz je filtrovano svétlo ptichazejici
zZ oblasti mimo ohniskovou rovinu mikroskopu. Obraz celé ohniskové roviny je nasledné zis-
kan jejim skenovanim nékolika moZznymi postupy. Jedna se 0 rozkmitani laserového paprsku,
posuv vzorku ptfed objektivem nebo posuv objektivu nad vzorkem v horizontalnim sméru, viz
kapitola 2.3.

Omezeni metody je zpusobeno velmi intenzivnim osvétleni, které prochazi vzorkem.
Jeho prichodem dochazi k rychlejsi degradaci pouzitych fluorochromii. Blednuti (bleaching)
fluorescence snimaného objektu je mozné omezit zkracenim doby expozice excitaénim zafi-
zenim laserového paprsku. Filtry navrzené pro absorpci parazitniho fluorescenéniho zateni
jsou vyrabény ze skla nebo plastu. Z divodu pohlcovani zaieni dochazi K jejich zahfivani a k
hrozb¢ jejich prasknutim. Obvykla je jejich mala strmost pfechodu mezi propustnymi a ne-

propustnymi pasmy filtru v transmisni charakteristice.

Specimen

Obrazek 2.2 filtry zafeni [24]

Zéakladnim konstruk¢énim pozadavkem je nutnost uziti monochromatického laserového

svétla. Z tohoto diivodu rozeznavame nékolik typt konfokalnich mikroskopii:

S jednim laserem/ vice lasery (az 8)

S jednim paprskem/ vice paprsky

jedno/ dvou/ vicefotonova konfokalni mikroskopie

specialni fluorescen¢ni metody [3].
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2.1 Lasery

Atomy a molekuly s pfechodem z vyssiho excitovaného energetického stavu E1 do nizsiho
stavu E2 vyzati foton

hfl2=E1-E2. 2.1

Piechod z vys$siho stavu s vyzarenim fotonu je samovolny d¢j, ktery se nazyva se spontanni
emise. Pfi pfechodu dochazi k nekoordinovanému vyzafovani a vznika elektromagnetické
zateni nekoherentniho charakteru. Nekoherentni vinéni nema na rozdil od koherentniho stejné
frekvence, jejichz vzajemny fazovy posun Vv uvazovaném bod¢ prostoru se s ¢asem nemeéni.
Timto zplsobem se projevuje zafeni zahfatého télesa.

A. Einstein ve své praci roku 1916 popsal existenci jevu, kdy foton dopada na atom ve
vys§im energetickém stavu a ptiméje ho k prechodu do stavu energeticky nizsiho za vyzareni
fotonu. K pohlceni excita¢niho fotonu ovSem nedojde a oba fotony dale pokracuji stejnym
smérem. Takto vznikly foton ma stejny kmitocet a fazi jako budici foton. Tento jev nazval
stimulovanou emist.

excitovany
atom AE=E,-E =hv

E; + —":-:_ — horni hlafjina

4

vyzarené fotony

AVAVAVAV g
pri.d b L AN AE
foton - hv atom v zakladnim
v stavu
E, m— — e w—(Q— | hiadina
pred emisi béhem emise po emisi

Obriazek 2.3: stimulovana emise [19]

Pokud dojde k ptekroceni energie, kterou dodavame télesu stanovenou prahovou hod-
notu, dochazi ke stimulované emisi a vzniku laseru. Slovo laser je zkratka pro ,,zesilovani
svétla stimulovanou emisi zafeni* z anglického Light Amplification by Stimulated Emission
of Radiation. Laser vytvofime umisténim bodového zdroje svétla mezi dvé rovnobézna zrca-
dla, z nichZ jedno bude polopropustné. Svételny parsek se bude mnohonasobné odrazet od
zrcadel a na své cesté vyvold v aktivnim prostiedi lavinu pfechodii z metastabilni hladiny.

Tento princip je zobrazen na Obrazek 2.4. Dojde tedy k postupnému zesilovani paprskd.
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buzeni
(Cerpani)
svazek
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“polopropustné” % %

zadni zrcadlo

predni zrcadlo
100% odrazné

Obrazek 2.4: schéma laseru [19]

Paprsek laseru se vyznacuje vysokou smérovosti, coZ znamend, Ze svazek zareni ma
malou rozbihavost od své osy. Jeho odchylka vznika pouze difrakei na vystupni cloné laseru a
prichodem prostiedim.

Dalsi vlastnosti je jeho piesna fokusace do bodu. Laserovy paprsek piendsi elektro-
magnetické zafeni soustiedéné do malé oblasti prostoru, v kratkém casovém intervalu a uzké
oblasti vinovych délek, tedy Ze fazovy rozdil mezi dvéma body se neméni. Realn¢ je tato tzv.
koherenéni vzdalenost velka (az metry) [6].

Idealni zdroj svétla pro konfokalni mikroskopy by mél mit dostatecnou intenzitu a
laditelnou vlnovou délku pro soucasné buzeni fady vzorkd. Dale by mél mit pulzni rezim pro
experimenty zamétené na délku doby trvani fluorescence.

Tyto pozadavky spliuje laser bilého svétla, ktery je kombinovan s uzkopasmovymi
filtry. Pro konkrétni pfipady se ov§em vyhodnéjsi pouzit lasery o definované vinové délce:

HeNe 633 nm,

HeNe 594 nm,

DPSS 561 nm,

HeNe 543 nm,

Ar laser 458, 476, 488, 496, 514 nm [3].

2.1.1 Laser bilého svétla

Laser bilého svétla je takovy typ laseru, ktery obsahuje vSechny slozky barevného spektra.
Z dtivodu jejich adice do jednoho svazku se vystup z generatoru zateni jevi bily.

Tento typ laseru se sklada z pulsniho vlaknového laseru s vysokou energii, ktery se
privadi pied fotonicky krystal. Akusticko-opticky laditelny filtr (krystal, kterym prochazi ul-
trazvukové vinéni) umoziuje vybrat jeden uzky pas spektra zaieni a odvést jej do pozadova-
ného sméru. Zbytek spektra projde krystalem bez zmény.
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Barva svétla po pruchodu akusticko-opticky laditelnym filtrem je plynule laditelna
mechanicky budici frekvenci pifilozené¢ho ultrazvukového vinéni. Probihd pouze kontrola vy-
chyleni pro volbu spektra. Sitka tohoto pasma je p¥iblizné 1 az 3 nm, v zavislosti na vlnové

délce. Jak je na Obrazek 2.5 znadzornéno rozdéleni signalti podle riznych vinovych délek.

Obriazek 2.5: akusticko-opticky jev [3]

Energie vystupniho paprsku je v rozmezi jednotek mW. Ptfidanim dalSich elektronic-
kych ovladacl pro ovladani mechanické viny v krystalu, je mozné ziskat fadu barev soucasné.
Pouziti osmi barev soucasné, je v dne$ni dobé standardem. Nejedna se vSak 0 technicky limit
této metody. Kazdé ztéchto pasem je laditelné na konkrétni vinovou délku i intenzitu

s vysokou piesnosti [16].

2.2 Zaméreni do roviny

Uzky svazek laseru (intenzivni bodovy zdroj svétla) sméfuje skrz prvni konfokalni clonu na
dichroické zrcadlo. Jedna se o typ zrcadla, které propousti pouze urcity rozsah vinovych délek
zafeni. Pfitom rozliSuje mezi zafenim excitatnim a emitovanym. Pro kazdé mé rtzny
transmisni rozsah. Je pfedsazeno pie objektiv.

Primér ozafené oblasti vzorku v pfipadé¢ laserového zdroje odpovida difrakénimu mi-
nimu. Toto minimum je zaroven i rozliSovacim minimem mikroskopu. Rozlisovaci schopnost
mikroskopu tedy zavisi na numerické apertufe objektivu, pouzitém laseru, respektive barvé
pouzitého laseru paprsku, a priméru konfokalni clony.

Preparat je umistén v ohniskové roving. Svétlo emitované vzorkem prochazi opét ob-
jektivem, dichroickym zrcadlem, bariérovym filtrem a druhou konfokalni clonou. Posledni
usek cesty emitovaného svétla probiha ptes fotonasobi¢. Sekundarni clona slouzi k filtraci
svétla pochdzejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu. Ziskané informace jsou piedany spolu
s informacemi 0 poloze daného bodu v 0se X-Y pocitaci, ktery je na jejich podkladé schopen
sestavit obraz vzorku.
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Clona, ktera je umisténa pied detektor, omezuje prichozi paprsky. Obraz zaostiené
roviny je proto bez parazitnich paprski pfichazejici z okolnich rovin. Velikost konfokalni
Stérbiny urcuje tloustku tomografické vrstvy. To znamena, Ze ovliviiuje axialni rozliSeni. Tato
velikost je v rozsahu 1 AU (AU-Airy unit). Jedna se o prumér prvniho difrakéniho minima.
Velikost jednoho AU bude riizna pro kazdou vinovou délku a numerickou aperturu objektivu.
Sitka konfokalniho otvoru je obvykle 1 AU. Pfi niz$i hodnoté AU miiZzeme takto ziskat i lepsi
axialni hodnotu rozliseni, ale nastava problém s pomérem signal/Sum.

Ostteni do riznych hloubek je provadéno pohybem preparatu v ose Z. Bézné se jedna
o vertikalni pohyb stolku. V tomto piipadé je kladen velky duraz na piesnost nastaveni polohy
stolku. Hlavni pfednosti tohoto postupu je, Ze neni potieba pohyblivé optiky. Optické elemen-
ty jsou fixni. Co¢ky pracuji na difrakénim limitu. Velikost zorného pole neni ovliviiovana

fokusaci. Poloha vzorku je vzdy nezavisla na nastaveni optiky [3].

2.3 Snimani vzorku

Snimani vzorku je zaloZeno na principu vytvotreni obrazu bod po bodu. Piesnym zamétenim
do roviny Z dojde k vymezeni snimané hloubky. Nejdiive je nasnimana scéna Vv roviné XY.
Tim dojde k Gplnému vymezeni zkoumaného prostoru. Ke sbéru informace dochazi postup-
nym ozafovanim zaostfenym laserovym paprskem do pozadované roviny. Fluorescence emi-
tovana z mist nad a pod ozatenym bodem je potlac¢ena clonou pted detektorem. Timto zpUso-
bem se ziskava postupné série zaostienych fezti vzorkem v pozadovanych rovinach.

Existuje nekolik principti pro skenovani vzorku. Jednim z nich je posun stolku se
vzorkem. Reseni touto technikou neni tak ¢asté. Piednosti této techniky je podélné osvétlen.
Intenzita skenovaciho paprsku a thel snimani vzorku je po celou dobu sbéru informaci stejny.
Timto zpisobem se snizuji odchylky méteni a je zabezpecena uplna rovnomérnost odezvy pii
sniméni vzorku.

U jiné, Castéji vyuzivané techniky se pohybuje zdroj svétla a preparat je staticky. K

pohybu paprsku dochdzi pomoci vychylovani zrcatek, které slouzi pro odraz laserového pa-

wrwe
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Obrazek 2.6: skenovaci systém [3]

Samotny skenovaci systém pro snimani vzorku sestava ze systému pro vychylovani

laserového paprsku ve smérech x-y, viz Obrazek 2.6. Frekvence vychylovani dosahuje az jed-
notek kHz.

Laser Light

Obrazek 2.7: geometrie snimani vzorku [3]

Dalsi moznosti skenovani preparatu je pomoci rotujiciho disku, ktery je znamy jako
Nipkowuv kotou¢. Jedna se o rychle rotujici perforovanou desti¢ku, na které je mnoho vza-
jemné oddé¢lenych clonek, pies kterou je svétlo zaméfovano na studovany objekt. Skenovani
preparatu Umoziuje zobrazovat n¢kolik bodl z analyzovaného preparatu najednou. Hlavnimi
vyhodami této skenovaci techniky jsou jeji rychlost a ozafeni pozorovaného objektu svétlem

cvwr

pro pozorovani rychlych déja v zivych bunkach [3], [4].
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Obrazek 2.8: schéma snimani Nipkowovym diskem [20]

2.4 Detektory

Existuji rizné typy detektort. Rozdélujeme je podle nckolika kritérii. Nejcastejsi déleni je
podle doby sniméani, principu anebo podle komplexnosti detekce.

Z casového hlediska jsou pouzivany kontinualni detektory podavajici okamzitou in-
formaci o stavu zafeni, nebo kumulativni detekujici zatreni po urcitou dobu. Podle principu
jsou rozdélovany na fotografické (dozimetry), elektronické (Cast zafeni se prevede na elek-
trické proudy nebo impulzy, ioniza¢ni komory, scintilacni detektory), materialové (zména
vlastnosti pfi snimani). Z komplexniho hlediska bereme detektory pro detekci zafeni a jeho

intenzitu nebo spektrometry, které méti parametry zafeni s dal$imi charakteristikami.

2.4.1 Fotonasobice (PMT)

Fotonasobice jsou detektory, které se pouzivaji k detekci velmi slabych Grovni signalt, diky
jejich schopnosti dosahnout velkého zesileni. PouZivaji se ptedev§im ve fluorescencnich tech-
nikach a spektrofotometrii.

Dopad fotonu na fotokatodu zpiisobi postupnou lavinovitou emisi elektront z dynod.
Dynody jsou elektrody, na které je piivedeno vysoké napéti. Kontaktem elektronu s povrchem
elektrody dojde k emisi vétsiho mnozstvi elektronti. Timto zptisobem dojde ke zvySeni signa-
lu. Na konci trubice je anoda, ktera funguje jako snima¢. Proud na vystupu z anody je piimo

umérny intenzité dopadajiciho svétla.
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Obrazek 2.9: schéma fotonasobice [21]

Parametry detektoru jsou ovliviiovany tloustkou a kvalitou materidlu fotokatody.
Kvantova uc¢innost je kolem 40%. Tedy 60% fotonl interaguje bez vytvoreni elektronu. Po-
moci tloustky fotokatody je uréen pocet absorbovanych fotont. To je ale vykoupeno nizsi
produkci elektrond. Pokud je fotokatoda tenkd, méné fotonl interaguje s materialem. Na
volb¢é materialu zavisi spektralni citlivost. Citlivost také ovliviwuje zesileni pfijatého signalu,
ktera je ovlivnéna poc¢tem dynod a velikosti napéti na dynodach [3].

2.4.2 Lavinova fotodioda (APD)

Jedna se o typ detektoru, ktery je vyuzivan pro sniméni rychlych scén. Dopadajici foton gene-
ruje na snimaci par elektron-dira. PfiloZzenim napéti dojde ke spusténi lavinového jevu. Sni-
many vystupni proud je pfimo umérny poctu fotonti dopadajiciho svétla. Hlavni nevyhodou je
zvySujici se tepelny Sum.

Uginnost tohoto detektoru se pohybuje kolem 80 %. Citlivost je rovnomérna pro celé
spektrum vinovych délek. Tento detektor ma velkou citlivost, ale vykazuje niz§i dynamicky
rozsah [3].

:‘: 'It‘- ®

Obrazek 2.10: schéma lavinové fotodiody [3]

17



2.4.3 Hybridni detektor

Hybridni detektor vznika spojenim fotonasobice a lavinové fotodiody. Je vyuzivan
k rychlému méfeni pro jeho velky dynamicky rozsah. Z fotonasobice prevzal velky dynamic-
ky rozsah a robustnost. Z lavinové fotodiody je vyuzita moznost detekce jednotlivych fotont.
Tato kombinace umoznila tvorbu vysoce citlivého detektoru s rychlou reakéni dobou. Proto je

vyhodny pfi pouziti laseru s velmi kratkymi impulzy.

Obrazek 2.11: schéma hybridniho detektoru [3]

2.5 Pouzity konfokalni mikroskop

V této diplomové praci byl pouzit konfokalnim mikroskopu Leica TCS SP8 X.
K experimentim bylo zaroven pouzito nékolik softwarovych balicki nalezejicich ke stan-

dardnimu vybaveni.

Obrazek 2.12: konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 s vybavenim
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Jedna se o mikroskop vybaveny né€kolika detek¢nimi kanaly, diky ¢emuz je schopen
méfit velky dynamicky rozsah pouzitého bilého laseru a zabezpeCuje moznost vyuziti celé
spektralni sitky.

vvvvv

Pro dostateéné rychlé skenovani, které by zachytilo bunécné procesy, je nejdilezité;si
citlivost k velmi rychlému snimani. Nasledkem toho je nizs8i uroven detekovaného signalu.
Tyto nedostatky kompenzuje hybridni detektor. Vysoka citlivost téchto detektorti umoziiuje
snizeni davek svétla piivadéného na vzorek, ¢imz se zvySuje délka zivotnosti fluorescence.
Pfi snimani rychlych zmén scény, je potieba nalézt rovnovahu mezi rychlosti akvizice a in-
tenzitou expozi¢niho osvétleni. Tandemové skenovani o frekvenci 8 az 12 kHz ponechava
dostatek prostoru pro primérovani nebo kumulace informace. V posledni generaci detektoru
je vestavény Peltiertiv chladié, ktery zlepSuje pomér signal/Sum. Detektor pouziva ultra-kratké
snimani pro rychly sbér vysledkl o frekvenci az 40 MHz.

Pti vyuziti laseru jako zdroje, je nebezpeci detekce ptimo laserového impulzu. Z toho-
to diivodu je zapotiebi zpozdit sepnuti detektoru. Nastavenim €asového okna pro délku sni-
mani fluorescence miizeme zlepsit obraz v podobé zablokovani snimani v dobé probihajiciho
pouzivani laseru. Jedna se o funkci TimeGate. Casem Fizena detekce funguje sama o sobé
jako filtr. Timto zptisobem se da ziskat snimek lepsi kvality. Dalsi moznosti jejiho vyuziti, je
moznost nastaveni snimani do stanoveného okamziku po laserovém impulzu. Mezi snimanim
mize byt definovany rozestup v jednotkach nanosekund.

Lambda skenovani je oznaceni pro snimani emisniho spektra pies uzivatelsky zadany
rozsah vlnovych délek. Kazdy snimek bude pfifazen k ur¢ité emisni vinové délce. Seskupe-
nim vyslednych emisi je vytvofeno emisni spektrum konkrétniho fluoroforu o stanoveném
kroku s minimalnim moznym odstupem 0 5 nm. Z téchto vysledku je dale posuzovana vhod-
nost pouzitych laserti nebo fluoroforu.
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Obrazek 2.13: ukazka vysledného emisniho spektra pro konkrétni ¢ast prostoru

Obrazek 2.13 zobrazuje Lambda sken vpravo zelené¢ vyznacené oblasti zajmu ve
snimku. Nalevo je zelen€ vyznacena kiivka emisniho spektra. Vyrazné body napojeni po ¢as-
tech spojité kiivky uréuji bod méfeni na konkrétni vinové délce. Usetka mezi nimi, je interpo-
lované propojeni téchto snimani.

Mezi okny je barevna paleta piifazujici ziskané hodnoté intenzity hodnotu na barevné
stupnici jasu. Jak je patrné ze snimku, naméfeni hodnoty intenzity fluorescence vzorku nejsou
ptili§ velké. Proto neni na snimku pfili§ dobfe rozeznan vysledny fluorescencni obraz.
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Obrazek 2.14: grafické prosti‘edi pro dvoukanalové snimani

Na tomto obrazku Obrazek 2.14 je ptestaveno grafické prostredi softwaru komunikuji-
ciho s pouzitym konfokalnim mikroskopem. Vlevo je panel pro zadavani parametri métent,
jako je rozsah zkoumanych vinovych délek, interval mezi jednotlivymi méfenymi vinovymi
délkami, velikost vyslednych snimk a rychlost snimani.
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3 Fluorescence

Atomy se mohou nachazet v zakladnim energetickém stavu, jehoz charakteristickou vlastnosti
je minimalni hodnota energie. Dal§im moznym stavem je stav excitovany. Tento stav je cha-
rakterizovany pritomnosti alespoil jednoho elektronu ve vyssi energetické hladin€. Extrémnim
piipadem excitace atomu je stav ionizace, pii niz dochazi k odstépeni elektronu z atomu.
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Obriazek 3.1: excitace a fluorescence [25]

Aby byl dosazen stav excitace, nebo ionizace, musi atom absorbovat energii. Velikost
absorbované energie je minimalné rovna rozdilu mezi zakladnim energetickym stavem a
energii stavu excitace popfipad¢ ionizace. Nadbyte¢na energie atomu je obvykle zménéna
v energii tepelnou. U excitovanych atomti je nadbyte¢na energie pfeménéna na Kinetickou
energii daného atomu. V ptipadé ionizovanych atomti dochazi k uvolnéni elektronu.

Energie, pomoci které je pfiveden atom do excitovaného nebo ionizovaného stavu,
muze byt rizné fyzikalni povahy. Energie potiebna k ionizaci atomu, se téZ nazyva energie
vazebna. Tato energie je ¢iseln¢ shodna s energii elektronu. Je-li atomu dodana vétsi energie
nez je energie vazebna, napf. ve form¢ kvanta elektromagnetického zateni, dojde k pfeméné
jejiho ptebytku v Kinetickou energii uvolnéného elektronu.

Atom, u které¢ho doslo k excitaci nebo ionizaci, se nachazi v tomto stavu jen velmi
kratkou dobu (10-8 az 10-5 s). Nékteré z excitovanych stavi se vSak vyznacuji vyssi pravdé-
podobnosti vyskytu. Vznikd tak stav, ktery je oznacovan téz jako stav metastabilni. Metasta-
bilni stav je stav, ve kterém muze atom setrvat mnohem delsi, métitelnou dobu, napt. na mi-
nuty ¢i hodiny. Od teorie metastabilnich stavi se téZ odviji princip laseru, viz kapitola 2.1.

Elektromagnetické zafeni, vznikajici pfi pfechodu z metastabilniho do zékladniho sta-
VU, je oznacovano jako luminiscence. Luminiscence je emise elektromagnetického zate-
ni jakychkoliv latek, ve kterych prevazuje svételné zareni nad tepelnym vyzarovanim. Podle
doby trvani je rozdélovano na fluorescenci a fosforescenci. Trva-li metastabilni stav kratce,

hovoiime obvykle o fluorescenci. Trva-li delsi dobu, hovoiime o fosforescenci.
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Fluorescence je emise zafeni vyvolané spontannim energetickym prechodem elektronu
z excitovaného stavu z jedné nebo vice energetickych hladin, na hladiny o nizsi energii. Jedna
se 0 zarivy prechod elektronu z rovnovazné hladiny na hladinu zakladniho stavu. Energie
emitovaného zateni je vzdy nizsi nez energie zafeni excita¢niho. Tedy emitované svétlo ma
vétsi vinovou délku.

Procesy, které se vyskytuji mezi absorpci a emisi svétla latkou jsou ilustrovany Jab-
lonského diagramy. Jedna se o diagramy, které jsou pouzivany pro ilustraci riznych moleku-
larnich procest, které mohou nastat u excitovanych stavii. Diagramy jsou pojmenovany po

profesoru Alexandru Jablonski, ktery je povazovan za otce fluorescencni spektroskopie.

absorbce fluorescence fosforescence
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T s, vnitfni konverze
. . F 3 H
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Obrazek 3.2: zobrazeni piechodii mezi energetickymi hladinami [26]

Singletova hladina, elektronova uroven, je zobrazena jako So, S1, S,. Na kazdé se vét-
Sinou vyskytuji dva elektrony s opacnym spinem. Tim, Ze se jejich spiny vzdjemné kompen-
zuji, je jejich kvantové ¢islo 0. Tento stav se nazyva singletni. Z kazdé z téchto energetickych
hladin se mohou molekuly excitovat a piejit na jinou vibracni hladinu, 0,1 nebo 2. Pfechody
mezi stavy jsou znazornény jako svislé barevné Cary, pomoci kterych je znazornovana oka-
mzita tendence k absorpci svétla. Doba piechodu je pfili§ kratka pro vyznamnou zménu vlast-

nosti atomu fluorescencni molekuly. Tepelna energie nema dostate¢né velkou energii, aby k
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tomuto prechodu vedla. Z tohoto divodu pouzivame k vyvolani fluorescence svétlo a ne teplo
[1].

Molekuly ve stavu S; mohou piejit na prvni tripletni stav T;. Jedna se o stav, kdy po
excitaci nejsou sparovany elektrony a jejich celkové spinové kvantové ¢islo ma jinou hodno-
tu. Tento jev je podstatou fosforescence. Doba fosforescen¢niho zatreni je tedy delsi. Trva
obvykle milisekundy az sekundy. Po vystaveni budicimu signalu, kterym je svétlo, se fosfo-
rescence po urcité dobé zacne vytracet [5].

Konverze S; na Ty se nazyva mezisystémovy piechod. Disledkem tohoto ptrechodu
jsou emise tii fotond o energii nékolik fadu nizsi, nez jaky je pozorovan u fluorescence. Od-
liSnost od fluorescence je patrna ve spektru emitovaného zafeni. Fosforescence ma spektrum
posunuté k delsim vinovym délkam. Disledkem tohoto jevu je nizsi energie zareni. Molekuly
obsahujici tézké atomy, jako jsou atomy bromu a jodu, fosforeskuji [1], [7].

Kazda latka ma charakteristické odstupy mezi jednotlivymi absorpénimi hladinami.
Excitované luminofory se pomalu vraci do zakladniho stavu. Atom v excitovaném nebo ioni-
zovaném stavu se vrati do stejného zakladniho stavu tak, ze n€ktery z elektronti ve vyssi ener-
getické hlading, pripadné volny elektron, obsadi volny energeticky stav na niz$i energetické
hladin€. Atom pfi tomto procesu vyzaii kvantum elektromagnetického zafeni. Tento jev je
podstatou vzniku emisnich spekter atomu ¢i molekul.

Excita¢ni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce buzeni. Emisni
spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce emitovaného zafeni. Vavilovo
pozorovani v roce 1926 vedlo k poznatku, ze kvantové vytézKy jsou obecné nezavislé na vl-
nové délce excitace. Stejné emisni spektrum latky je proto pozorovano bez ohledu na excitac-
ni vinovou délku. Pravdépodobné se jedna o vysledek silného piekryvu mezi mnoha dosaze-
nymi excitovanymi stavy, které se vyznacuji stejnou energii. Vyjimku z tohoto pravidla tvoti
fluorofory, které maji dva ionizaéni stavy, z nichz kazdy vykazuje odli$na absorp¢ni a emisni
spektra. Pro vétSinu fluoroforli ovSem plati, Ze emise je zrcadlovym obrazem absorpce, ne
obrazem celkového absorpéniho spektra.
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Obrazek 3.3: zobrazeni symetrie excitaéniho a emisniho spektra [1]

Emisni spektra jednotlivych latek jsou vyrazné odlisnad a jsou zavisla na chemické
struktufe flouroforu a nosného rozpoustédla. Spektra nékterych latek vykazuji vyraznou struk-
turu v disledku jednotlivych vibra¢nich energetickych excitovanych stavt [1].

Pfi posuzovani emisnich spekter je nutné si uvédomit, Ze se jedna o jev vyvolany ob-
rovskym poctem fotonti uvolnovanych pti v§ech moznych pieskocich elektront. Podle emis-
nich spekter 1ze identifikovat jednotlivé prvky. Na emisnich spektrech je zalozena pfistrojova
metoda oznacovana emisni spektrofotometrie.

Intenzita zafeni je definovana jako pocet fotonl proslych v daném sméru Sifeni jed-
notkou plochy za jednotku Casu. Intenzita je imérna intenzité absorpce nasobené kvantovym
vybézkem fluorescence. Emisni spektrum tedy vyjadiuje zavislost intenzity vyzatovani na
vinové délce [nm] nebo vinovém cisle [cm-1]. Z Jablonského diagramu vyplyva, Ze energie
z emisi je obvykle nizsi, nez je absorpce [8].

Zrcadloveé symetricky charakter mezi absorpénim a emisnim spektrem je vysledkem
stejného ptrechodu, do kterého jsou zapojeny jak absorpce, tak emise. Rozdil v energiich mezi

maximy absorpéniho a emisniho pasu je oznacovan pojmem Stokeslv posuv. Vyjimku
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z pravidla zrcadlové symetrie vykazuji latky za rozdilného geometrického uspoifadani jader

V excitovaném stavu vuci uspofadani v zakladnim stavu.

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Spojte

Absorpém éarove

Frousni éarove

Obrazek 3.4: spektrum atomu vodiku [21]

Emisni spektra atomil v plynném stavu jsou ¢arova, protoze dochédzi k uvolhovani
pouze urcitych kvant energie. U molekul je situace slozitéjsi, protoze energetické hladiny
elektrond maji pasovy charakter, cemuz odpovidaji i pasova spektra. Tyto pasova spektra jsou
pro kazdou latku specificka.

V plynech se objevuji skupiny spektralnich charakteristickych ¢ar, které jsou oznaco-
vany jako série. Kazda série ma tzv. hranu, které odpovida pteskoku z ,,nekonecna‘ na danou
hladinu. Tato hrana série reprezentuje foton o nejvétsi energii, tj. o nejkratsi vinové délce.

Pfi nizké hodnoté pH prostiedi obsahujiciho fluorescenéni znacku je hydroxylova sku-
pina protonizovana. Emisni spektrum vykazuje posun. V opacném piipad€ nenastava zadna
zména V absorpénim spektru. Rozdil mezi emisnim a absorp¢nim spektrem je zpisoben ioni-
zaci hydroxylové skupiny. Disociacni skupina (pKa) hydroxylové skupiny klesa
V excitovaném stavu a tato skupina se stava ionizovanou. Emise tedy nastane na ionizovaném
prvku, coz se projevi velkou Sitkou spektra. Emisni spektrum je zrcadlovym obrazem absorp-
ci za vysokého pH [1].

Fluorescenci obvykle pozorujeme pouze v prubéhu dodavani potiebné energie k pie-
chodu, buzeni. Prestaneme-li dodavat energii, jev za kratkou dobu vymizi. Toto vymizeni je
zpusobeno vycerpanim excitovanych atomul. Zpozdéna fluorescence je zativy piechod z téhoz
singletniho stavu jako pfi fluorescenci, ale s delSi dobou dohasinéni.

Fluorescen¢ni zatfeni je zkoumano jako staticky jev nebo jako dynamicka zména vyza-
fovani v Case. Zkoumani statické fluorescence nejcastéji provadime s konstantnim osvétlenim.

Vzorek je osvétlen kontinualnim paprskem svétla a je zaznamenavana intenzita fluorescence,
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popfiipadé¢ jeji emisni spektrum. Doba emise fluorescence je obvykle 10 ns. Z davodu takto
kratkého ¢asového intervalu, je vétSina méfeni povazovana za staticka.

Pii méfeni zmeény intenzity fluorescence v zavislosti na ¢ase, je vzorek vystaven pulzu
svétla. Doba pulzu je kratsi, nez doba Gtlumu intenzity fluorescence vzorku. Utlum intenzity

je nasledné zaznamenan vysokorychlostnim detektorem.

3.1 Zivotnost a kvantova vytéZnost fluorescence

Emise fluorescence je nahodny proces. Kvantovy vytézek je pocet emitovanych fotont vzhle-
dem K po¢tu absorbovanych fotontl. Zivotnost fluorescence udava dobu, po kterou bude flu-
orofor interagovat s okolim nebo se v ném bude §ifit. Zivotnost emise je rovna pramérné dobé
pobytu elektronu v excitovaném stavu. Obecné je doba zivota fluorescence kolem 10-8 s. Flu-
fluoroford. Latky s nejvétsimi kvantovymi vytézky, jako je rhodamin, vykazuji nejjasnéjsi
emise.

Vyznam kvantového vytézku a zivotnosti je nejlépe reprezentovan zjednodusenym
Jablonského diagramem. Rychlostni konstanty I" (emisni konstanta fluoroforu) a knr (rychlost
jeho radia¢niho upadku) popisuji snizeni populace excitovanych stavi. Cast fluoroforu se
rozpada v prubéhu emise. Kvantovy vytézek je dan vztahem

I
- 3.1
Q I'+k,

Kvantovy vytézek fluorescence mize byt blizky jedné, pokud je pokles zafeni mnohem mensi
nez rychlost radia¢niho rozpadu.

Ve skute¢nosti je energeticka vytéznost fluorescence vzdy mensi nez jedna, z divodu
Stokesova posunu. Pro zjednoduseni jsou vSechny nezativé procesy rozpadu zahrnuté pod
jednu konstantu, K. Zivotnost excitovaného stavu je definovana primérnou dobou setrvani
elektronu v excitovaném stavu. Obecné se tento ¢asovy usek blizi 10 ns.

ZhaSeni fluorescence lze definovat jako proces, ktery snizuje kvantovy vytézek flu-
orescence, beze zmény fluorescencniho emisniho spektra. Ke koliznimu zhdSeni dochazi,
kdyz je excitovany stav fluoroforu deaktivovan pfti kontaktu s jinymi molekulami. Tyto mole-
kuly jsou nazyvany zhasece. Molekuly nejsou v tomto procesu chemicky zménény. Pfi koliz-
nim zhaSeni dojde k poklesu intenzity podle Stern-VVolmerovy rovnice

Fo 14 K[Q]=1+k,7,[Q] 3.2
F e
Konstanta K ve vyse uvedené rovnici zastupuje Stern-Volmerovu zhaseci konstantu, kq bio-

molekularni zhaseci konstantu, 10 predstavuje zivotnost a |Q| je koncentrace zhasedla ve
vzorku. Konstanta K udava citlivost fluoroforu ke zhaseni. V¢Etsi hodnoty Stern-Volmerovu
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zhaSeci konstanty se  vyskytuji v pfipadech volného fluoroforu nachazejiciho se
Vv rozpoustédlech (roztocich) nebo na povrchu biomolekuly.

Jako kolizni zhaseCe lze pouzit sirokou skalu molekul, napiiklad kyslik, halogeny,
aminy a elektronové diferencni molekuly jako je akrylamid. Mechanismus zhaSeni se méni
Vv zavislosti na paru fluorofor - zhasec.

Fluorofory mohou také tvofit komplexy se zhaSeci. Tento proces je oznacovan jako
statické zhaseni, protoze neni zavisly na difuzi nebo molekularnich interakcich. Zhaseni mize

nastat také pomoci nemolekularnich utlumd, jako je Gtlum dopadajiciho svétla na fluorofor

[1].

3.2 Fluorofory

Fluorofory jsou latky vykazujici fluorescenci. Z tohoto diivodu jsou pouzivané jako piimesi,
ke zvyraznovani jevi, které obvykle fluorescenci nevykazuji. Maji vysokou kvantovou vy-
nosnost. Jejich Zivotnost je ale ¢asové omezena.

V kazdodennim zivoté narazime na mnoho fluoroford. Zelené nebo cervenooranzové
zateni je nékdy pozorovano u nemrznouci smési, protoze obsahuje stopova mnozstvi fluorofo-
rt fluoresceinu a rhodaminu. Vicejaderné aromatické uhlovodiky, jako napt. antracen a pyren,
jsou také fluorescenéni a jSOU pouzivany pro monitorovani znecisténi zivotniho prostiedi ole-
jem. Nekteré substituované organické slouceniny také vykazuji fluorescen¢ni vlastnosti. Na-
priklad 1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen je vyuzivan ve scintila¢nim ¢ita¢i a akridinova

oranZ je pouzivana jako znacka pii DNA analyzach.

Obrazek 3.5: fluoresceinem obarvena kultura bunék nadoru déloZniho hrdla [26]
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Fluorofory jsou rozdé¢leny do dvou kategorii, vnitini a vnéjsi. Vnitini fluorofory jsou
takové, které se vyskytuji pfirozené. Piimésové, vnéjsi, fluorofory jsou piidavany do vzorku,
ktery nezobrazuje pozadované vlastnosti, tedy nefluoreskuje.

Vétsina organickych molekul nevykazuje fluorescenci. Intenzivni fluorescence je po-
zorovana u nékterych aromatickych sloucenin. Mezi tyto patii napiiklad polyaromatické uh-
lovodiky nebo heterocykly, které jsou nazyvany fluorofory nebo fluorescencni barviva.

Typické fluorofory jsou napf.:

e chinin (tonik)

e fluorescein, rhodamin B (nemrznouci smési, fluorescencni znaceni)

e POPOP (scintilatory)

e akridinova oranz (DNA)

e umbeliferon (ELISA)

e antracén, perylén (znecisténi Zivotniho prostiedi oleji)

Na rozdil od aromatickych organickych molekul jsou atomy obecné nefluorescenéni.
Zde se objevuje vyjimka v podob¢ lanthanoidt. Fluorescence erbiovych a terbiovych ionti je
vysledkem elektronového pfechodu mezi f orbitaly. Lanthanoidy vykazuji dlouhou dobu roz-
kladu, protoze maji niz$i miry emise z divodu malych extinkénich, tj. molarnich absorpénich,
koeficientt.

V roztocich za pokojové teploty obvykle nelze fluorescenci vidét. Je to z dtivodu exis-
tence mnoha deaktivacnich procest, které soutézi s emisi zafeni. Jednim z téchto procesi je
naptiklad nezafivy rozpad latky na ionty. Pfechodné komplexy kov-ligand, které obsahuji kov
a jeden nebo vice organickych ligandl, vykazuji smiSené singlet-triplet stavy. Tyto komplexy
maji dobu zivota v fadech od stovek nanosekund az do nékolika mikrosekund.

Proces fluorescence je cyklicky, to znamena, ze tentyz fluorofor mize byt opakované
excitovan a muze emitovat opakovan¢ zafeni, jestlize neni nenavratné zni¢en. Toto je zakla-
dem vysoké citlivosti fluorescenénich technik.

Zivostnost fluoroforu v nepiitomnosti neradiaénich procesii se nazyva vnitini nebo
ptirodni zivostnost. Tuto pfirodni Zivotnost l1ze uréit z absorpéniho spektra, excitaéniho koefi-
cientu a emisniho spektra fluoroforu. Dalsi moznosti ureni ptirodni Zivotnosti je pomoci po-
meéru zjisténé zivostnosti T a kvantového vytézku.

Jednou z vlastnosti idealniho barviva je jeho fotostalost. Energie zafeni absorbovana
barvivem musi byt rychle degradovana v nezatfivém piechodu do zékladniho stavu, aniz by
excitovana molekula méla ¢as chemicky reagovat.

Fluorescence je obvykle buzena absorpci jednoho fotonu o vinové délce v absorpénim
pasmu konkrétniho fluoroforu. Pulsni lasery mohou degradovat fluorofory absorpci dvou fo-
tont. Pokud K tomuto jevu dojde, hovotime o tzv. fotovybélovani (photobleaching). Tento
proces je siln€ zavisly na intenzité svétla a dochazi k nému pouze v ohnisku laserového pa-
prsku [1].
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Systémy, které pracuji pouze s jednim ,,dobovym* zdrojem svétla, se nachazeji v tésné
blizkosti hranice saturace flouroforu zafenim. Pro tvorbu kvalitniho obrazu je potieba pomér-
n¢ velkd intenzita excitaéniho svétla. Vicepaprskové systémy pracuji na principu nékolikana-
sobného ozéfeni snimané scény excitacnim svétlem mensi intenzity a slozenim takto ziska-
nych hodnoty intenzit dohromady. Tato mensi intenzita snizuje riziko fytotoxicity, a tedy
zmenSuje fotobleaching [3].

Pro tuto préci bylo pouzito barvivo thodamin B. Rhodaminy jsou rodina ptibuznych
chemickych latek vykazujici fluorescenci. Jedna se o relativné levné fluorofory. Bézné jsou
pouzivany V biotechnickych aplikacich, fluorescencni mikroskopii, pratokové cytometrii a
nebo u metody ELISA. Rhodaminy jsou toxické, rozpustné ve vodé, methanolu a ethanolu.
Mezi nejznaméjsi zastupce této rodiny patii rhodamin B a rhodamin G.

Rhodamin B je fluorescenéni barvivo s emisnim maximem kolem 570 nm. Jeho kvan-
tovy vytézek je zavisly na teploté. Rhodamin G se pouziva jako indikacni barvivo ve vodé

Kk uréeni rychlosti a sméru proudéni [1].
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Obrazek 3.6: excitaéni a emisni spektrum rhodaminu B [27]
3.3 Nanocastice

Jedna se o kovové nebo nekovové miniaturni ¢astice, které jsou slozeny z atomd nebo mole-
kul podle piesné daného stavebniho principu. Jejich velikost se pohybuje v intervalu jednotek
az stovek nanometrii. Za nanocastice nejsou povazovany piirodni makromolekuly, viry nebo
enzymy. Nanocastice mohou obsahovat jeden nebo vice typti atoml. Nejcastéji maji kulovity
tvar. Vyjimkou neni ani trubicovy, diskovy nebo hvézdicovy tvar [10].

Vlastnosti, ktera je U nanocastic velmi cenéna, je schopnost neinteragovat se svym
okolim a nevytvaret shluky castic. Dale je vyuzivana moznost pouZit je jako nosi¢e nebo na-
noobaly. Takto by se daly dopravovat latky dovnitt buniky a v ni by se obal snadno odboural.

Pokud by byla na povrch nanocastice navazana napf. protilatka proti ur¢itému enzymu, mohly
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bychom takto ziskat specifické nosice latek. Jejich klasifikace je provadéna podle materialu
pouzitého na jejich vytvoieni.

Obrazek 3.7: nanoéastice [23]

Hlavni vlastnost, pro Kterou nanocastice vyuzivame, je jejich schopnost pruniku do
buriky. Nejcastéji jsou do bunky vpraveny endocytozou. Rozlisujeme tfi druhy endocytozy.
Samotna endocytoza piedstavuje jeden z nich. Jedna se o inkorporaci latky z okoli za pomoci
proteinu klathrinu do zkoumaného objektu, bunky. Z divodu nutnosti pouziti proteinu
k pfenosu, vykazuje endocytdza vysokou specifi¢nost aplikaci. Dal§i moznosti, jak vpravit
nanocastice do burky je fagocytoza. Fagocytoza je navazani antigentl na povrch cizorodé ¢as-
tice na membranové receptory. V neposledni fadé mohou nanocastice do bun€k proniknout

pinocytozou, ktera predstavuje nespecificky transport roztoku do buiky [11].

3.3.1 Zlaté nanocastice

Jedna se o nejstarsi vyrobené nanocastice. Vyskytuji se jiz v antickych poharech. Jsou vytva-
feny Fizenou redukci soli zlata v roztoku. Vyuziti nasly jako nosi¢e fragment pii transkripc-
nich metodach nebo jako znacka protilatky pfti histologické analyze[10].

3.3.2 Stribrné nanodcastice

Nejcastéji jsou vyrabény redukci nitratu stfibra. Z divodu toxicity nejsou pouzivany jako
znacky v in vivo systémech. V soucasnosti se zacinaji se uplatiiovat jako antibakterialni pti-

pravek. Své uplatnéni nachazeji také ve vodivostnich biosenzorech [10].
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3.3.3 Nanocastice s oxidy Zeleza

V piirodé se tyto Castice vyskytuji jako vysledek sopeéné ¢innost. Komeréné jsou vyrabény
precipitaci zeleznatych a zelezitych soli, teplotni dekompozici Zzelezo obsahujiciho prekurzoru
a elektrochemickou syntézou.

Nanocastice s oxidy Zeleza obsahuji kovové jadro s povrchovou vrstvou. Nejéastéji se
jedna o vrstvu z dextranu, citrdtu nebo PEG. Jsou hojné¢ vyuzivany pro jejich magnetické
vlastnosti. Prvnimi in vitro aplikacemi, bylo jejich pouziti jako nosi¢e enzyma. Jejich hlavni
vyhodou je snadna degradovatelnost po skonéeni pozadované reakce. V bioaplikacich jsou
proto ¢asto vyuzivany jejich magnetické vlastnosti k separaci bun¢k nebo mezibunééné hmoty
z jejiho nativniho prostiedi [10].

3.3.4 Nanocastice s oxidy dalSich kovi

Jsou tvotrené naptiklad TiOy, ZnO, ZnS, CdS a dalSimi oxidy a sulfidy. Dnes jsou z velké ¢asti
vyuzivany bud’ jako pigmenty, katalyzatory fady biochemickych procesu in vitro a in vivo
aplikaci, nebo jako nanosenzory.

Do skupiny nanosenzort patii fluorescen¢ni kvantové tecky. Kvantové te¢ky zacinaji
nahrazovat klasické fluorochromy. Vyhodou kvantovych tecek je vyssi svitivost, mensi fo-
todegradace a mensi vzajemny spektralni prekryv jednotlivych typu tecek [10].

3.3.5 Nanodastice na bazi uhliku

Testuje se moznost vyuziti tohoto typu fluorescenénich znacek jako pienaSeci vakcin. Maji
vyssi biokompatibilitu a nizsi toxicitu.

Nepolymerni nanoc¢astice tohoto typu maji trubicové struktury o Sifce nékolika nm a
délce az n€kolik desitek nm. Na jejich povrchu mohou byt umistény protilatky nebo bioatkiv-
ni molekuly. Po modifikaci vykazuji fluorescenci ve fluorescen¢nim mikroskopu [10].
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4 Meéreni a zobrazovani doby Zivota fluorescence

Fluorescence je cyklicky jev. Postupem ¢asu dochazi k degradaci fluorescencni latky a Gtlumu
intenzity emise. Délka Zivota fluorescence a zména intenzity jeji emise je hlavnim parame-
trem, ktery potiebujeme znat pii dlouhodobém snimani fluoreskujicich vzorki. Bylo by totiz
nepiijemné zjistit na konci n€kolikahodinového experimentu pii zb&ézné kontrole nasnimanych
vysledkd, ze zéafeni jiz v poloviné méteni zaniklo. Tato metoda hodnoceni fluorescence Sla
ruku v ruce s vyvojem vysokorychlostnich snimacu.

FLIM (fluorescence lifetime imagune) je zobrazeni fluorescence vytvaiené na zakladé
zmény intenzity emise zafeni ze vzorku v prubéhu ¢asového obdobi. Intenzita je pfitom zavis-
la na koncentraci fluoroforu. Nicmén¢ jeji zivotnost na koncentraci nezavisi. Zaroven Zzivot-
nost nezavisi ani na tloust'ce pozorovaného vzorku. Fluorescenéni zivotnost je zavisla na eko-
logickych parametrech, jako jsou napi. pH prostiedi, okolni ionty nebo koncentrace kysliku.

Vychazejme z ptedpokladu, ze buiika ma dvé oblasti o stejné ustalené hodnoté intenzi-
ty. Kvantové vytézky intenzity mohou byt stejné v obou oblastech. Pokud se li§i, mize to byt
v disledku ¢aste¢ného vylouceni fluorescenénich znacek z buriky. Ta oblast, ktera bude blize
stiedu bunky, bude vykazovat delsi zivotnost nez ta, ktera se bude nachazet na jejim okraji.

Fluorescen¢ni (nebo obecné luminiscenéni) Zivotnost je charakteristicka pro kazdou
fluoreskujici nebo fosforeskujici molekulu. Je potieba brat v potaz i chemické slozeni prostie-
di vzorku. Zmény zivotnosti mohou byt proto pouzity k zisku informace o okolnim chemic-
kém prostedi. Tim padem je mozné sledovat reakéni mechanismy.

Samotné zobrazeni ¢asové zmény fluorescence je mozné vynést zobrazeni barevnym
Skalovanim Zivotnosti slicovanim fluorescen¢nich snimka nebo kiivkou v grafu [7].

Zakladni FLIM nastaveni:

* pulsni laserovy zdroj

* jednofotonovy citlivy detektor

« zaméfeni excitacniho svétla do vzorku a sbér signalu

* TCSPC jednotka pro méfeni doby mezi excitaci a emisi fluorescence

Na Obrazek 4.1 je zobrazena zména fluorescence v ¢asovém intervalu. Toto zobrazeni
je vytvofeno za pomoci snimkd pofizenych v riznych Casovych intervalech. Intenzita flu-
orescence se V Case méfeni. Tato zména je znazornéna jako barevny odstin koresponduji

S konkrétnim ¢asovym intervalem na stupnici.
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Obrazek 4.1: zobrazeni ve FLIM v 2D modu [7]

V ¢asové korelovaném jednofotonovém méfeni (TCSPC) probiha méteni doby mezi
buzenim vzorku pulznim laserem a piijmem emitovaného fotonu na detektoru. Tato metoda
vyzaduje piesné definovany zacatek méteni. Elektronika tidi laserovy puls nebo fotodiodu.
Konec je definovany jako detekce fotonu citlivym jednofotonovym snimacem. Méfeni této
casové prodlevy se mnohokrat opakuje a statisticky zpracovava. Doby zpozdéni jsou sefazeny
do histogramu, ktery znazorfiuje vznik emise v prub¢hu ¢asu [7].

Nejstarsi metodou méfeni doby Zivota fluorescence je metoda faze. Fazovy thel detek-
toru je nastaven na znamou hodnotu faze dopadajiciho svétla. Méfi se detekee intenzity flu-
orescence V zavislosti na fazi. Fazove citliva intenzita je ustaleny signal, ktery je umérny ko-
sinu rozdilu mezi fazovym uhlem detektoru a frazovym uhel snimané emise. Pokud je intenzi-
ta méfena pomoci nékolika fazové citlivych detektord, potom muize byt urcen fazovy uhel
snimani nebo Zivotnost emise zafeni. Zobrazeni Zivotnosti je provadéno métenim scény po-
moci frekven¢né modulovaného PMT, viz kapitola 2.4.1.

Vysledek méfeni je pomoci zesilovace modulovan stejnou frekvenci, jakou byla frek-
vence buzeni. Ziskané signaly jsou fazové zafixovany, takze mezi nimi neni zadny posun.
Tento vysledek je vyjadien v zobrazeni, kde je intenzita v kazdém bod¢ obrazu timérna kosinu

tohoto rozdilu fazového thlu emise v daném bodé a detektoru.
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Obriazek 4.2: schématické znazornéni zobrazeni délky Zivota za pomoci faze [1]

Me¢fteni jedné intenzity citlivé na f4zi neni dostatecné pro urceni zivotnosti. Fazovy
uhel a modulace emise mize byt uréena ziskem série fazové citlivych snimkt prostfednictvim
jiného detektoru fazového thlu [1].

Dalsi metodou urcovani degradace fluorescenéniho barviva je hodnoceni zotaveni flu-
orescence po fotodegradaci (FRAP - fluorescence recovery after photobleaching). Tato meto-
da sleduje opétovny navrat fluorescence na misto, které bylo umyslné vysviceno [3]. Tato
metoda je podobnd magnetické rezonanci, protoze vyuzivd k méfeni intenzitu signalu ze
vzorku. U MRI jsou méfeny relaxacni Casy protond, které jsou podobné jako fluorescenéni
konfokalni mikroskopie, zavislé na slozeni zkoumaného vzorku.

Pro studium délky Zivota fluorescence je mozno vyuzit vzorkd s velmi kratkym ¢aso-
vym intervalem snimani. Shromazdime snimky v riznych ¢asovych okamzicich oproti vysla-
nému pulzu excitaéniho svétla a z nich nasledné uréime Zivotnost pro kazdy pixel zvlast. Ca-
sové okamziky by se nemély prekryvat. Tato metoda studia intenzity je dostupna ve vsech
detektorech. Detektor je pfi ni otevien na velmi kratky definovany okamzik po ukonceni pul-
zu. Snimani jsou provadéna ptiblizné po velmi kratkou dobu v definovaném ¢asovém odstupu

po skonceni impulzu [1].

Intensity

¥ . “'  Time

Obrazek 4.3: schematické znazornéni méfeni doby Zivota ¢asovanym snimanim [1]
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5 Pouzité bunécné kultury

* Buiiky piedstavuji znatné heterogenni a funk&né mnohotvarné slozky experimentt. Jejich
vyskyt a kvantitativni zastoupeni v organismech jsou typické pro kazdy bunéény typ. V této
kapitole je uveden struény vycet vlastnosti tkanovych kultur pouzitych pro experimenty v
ramci diplomové prace.

5.1 Fibroblasty

Jedna se o typ bunék patticich do skupiny vazivovych elementt. Jsou velmi podobné fibrocy-
tim. Fibroblasty jsou vyvojoveé mladsi a velmi aktivni bunky, které maji protahlé vietenovité
télo. Jejich vybézky se piichycuji k povrchu kolagennich vlaken.

Jsou to protahlé, vietenovit¢ az hvézdicovité buiky, které se prikladaji pfilnuté
k povrchu vazivovych vlaken. Vzhled odpovida jejich aktualnimu funkénimu stavu. Obsahuji
granularni endoplazmatické retikulum, které je dobte viditelné. Produkuji prekurzory vlakni-
té, tropokolagén, a amorfni hmoty kosti, proteoglykany.

Fibroblasty maji za normélnich podminek velkou regenera¢ni schopnost a jsou hlav-
nimi stavebnimi kameny vypliiujicimi tkanové defekty, jizvy. Za normalnich podminek u nich
nedochazi k fagocytoze [12], [28].

Obriazek 5.1: fibroblasty (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 20x), zvétSenina
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5.2 Kardiomyocyty

Jedna se o buiky svalové tkang. Jednotlivé typy svalové tkané se funkéné a strukturalné odli-
Suji. Podle tohoto hlediska jsou rozdélovany myocyty na kosterni, srde¢ni a hladké svaloviny

Zéakladni funkci myocytu je kontrakce nebo mechanické napéti. Jejich zakladnim sta-
vebnim prvkem je aktino-myosinovy komplex, ktery zajistuje kontrakci bunky. Pfi snimani
mikroskopem je aktino-myosinovy komplex zobrazen jako vldkna, myofibrily.

Kardiomyocyty jsou protdhlé na koncich rozvétvené svalové bunky a tvoii tkan srdec-
ni svaloviny. V kazdém kardiomyocytu je ulozeno né€kolik jader, ktera jsou ulozena pfiblizné
uprostfed bunky. Samotné uspoiadani aktino-myozinovych komplexi je stejné jako u piicné
pruhované svaloviny.

V okoli jadra se nachazi vyrazny Golgiho komplex. Mitochondrie se vyskytuji jako u
vSech svalil v hojném poctu a vykazuji velky pocet pravideln€ uspotddanych vnitinich krist
[12].

Obrazek 5.2: kardiomyocyty (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)

5.3 Mezenchymalni kmenové bunky

Jedna se o jesté nediferencované zarodec¢né bunky, které se délenim mohou pfeménit na tkané
mezenchymalni fady. Mohou se pfeménit napt. na chondroblasty, osteoblasty, myoblasty,
fibroblasty.
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vewvr

Z ditvodu moznosti jejich pozdéjsi diferenciace maji schopnost nahrazovat jiz posko-
zené bunécné kultury. Proto jsou vhodnymi kandidaty pro pouziti k regeneraci v bunééné te-
rapii. Nejsou vsak primarné schopné tvotit buniky krevni fady.

Jejich zdroj je v kostni dieni, pupecnikové krvi a v tkani pupecni $ndry. V dospélém
véku jsou lokalizovany Vv tukové tkani. Bézné se vyskytuji ve specifickém misté v tkani. Po
zniCeni tohoto mikroprostfedi nebo jeho naruseni, dojde k jejich diferenciaci. Pokud ale
z tohoto prostiedi kmenova bunka vyputuje, ale prostor zustane zachovan, je osidlen jinou
kmenovou butikou. Z toho vyplyva, Ze pocet kmenovych bunék tohoto typu je regulovan po-

¢tem téchto utvara [13].

Obrazek 5.3: mezenchymalni kmenové buiiky (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)
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6 Namérena data

Mg¢feni bylo provedeno na konfokalnim mikroskopu Leica SP8 X. Pred zacatkem kazdého
méfeni probéhlo zakladni nastaveni scény snimani, pti kterém doslo k optimalizaci méfeni.
Tento krok obsahuje nastaveni nejlepsi zkoumané roviny, ktera obsahuje nejlepsi zkoumanou
oblast zajmu. Dale byla nastavena optimalni intenzita pouzivaného laseru tak, aby nedoslo ke
zbyte¢nému poskozovani fluoroforu.

V ramci prace byly méfeny tfi typy bunék, fibroblasty, kardiomyocyty a mezenchy-

malni kmenové buiiky.

[ Urceni pozadovaného méteni ]

\ 4

[ Nastaveni méfeni ]

A 4

[ Nastaveni pozadovaného poctu cykli ]

A 4

[ Nastaveni ¢asového intervalu mezi cykly ]

Y

[ Inicializace ¢asovace ]

[ UloZeni snimku ]

y
[Uk0néeni experimentu ]

Obrazek 6.1 algoritmus snimani

V kazdém cyklu bylo méfeno nékolik parametr charakterizujicich fluorofor. Jednalo
se 0 pozorovani zmény jeho emisniho spektra v pribéhu casu a poklesu fluorescence
v n¢kolika ¢asovych intervalech po vypnuti excitacniho laseru. Tyto experimenty byly prova-

dény pro jednu zaméfenou rovinu nebo nékolik fezd vzorkem.
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Vysledkem téchto méteni jsou série snimkl zmény fluorescence pozorované v ¢aso-
vém rozestupu. Tyto série jsou ulozeny do uzivatelem zvolené slozky spolu s nastavenim pa-
rametrii experimentu a barevnou paletou pouzitou pii znazornéni snimané fluorescence.

Pro kazdé snimani byly pouzity rizné parametry nastaveni experimentii. V zakladnim
nataveni se objevuje zména emisniho spektra a snimani pohasinani fluorescence po vypnuti
laseru. Toto zékladni nastaveni se objevuje ve vSech pouZivanych buikach.

Pro kazdé snimané bunky byly vytvofeny transmisni snimky, které jsou pouzity v ka-
pitole Méfeni a zobrazovani doby Zivota fluorescence. Jedna se o nativni zobrazeni bungk,

podle n€j dochazi k optimalnimu zaostteni do optimalni roviny vzorku.

Obrizek 6.2: fibroblasty (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 20x), upraveno
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Loy

Obrazek 6.3: kardiomyocyty buiiky (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)

Obrazek 6.4: kmenové mezenchymalni buiiky (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)
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Zakladni charakteristikou pro hodnoceni fluoroforu je jeho emisni spektrum. Emisni
spektra byla snimédna od nastavené pocatecni vinové délky s definovanym krokem po konco-
vou vinovou délku. Pro jiz zmifiované kmenové butiky je rozsah zkoumanych vinovych délek
od 550 do 750 nm. Mezi kroky sniméanimi je vzdalenost 10 nm.

Obrazek 6.5: emise fluorescence kmenovych mezenchymalnich bunék na vinovych délkach a) 550, b) 600, c) 650 a d)
700 nm

Pro ziskani komplexnéjsi informace o charakteristice fluorescence vzorku v jednotli-
vych jeho vrstvach, byl vyuzit dostupny konfokalni mikroskop. Rozmér snimané jednotky,
voxelu, je v tomto ptipad¢ 0,085 x 0,085 x 0,755 um. Rozliseni je 1024 x 1024 px. Flu-
orescence se méni v zavislosti na priniku métenych bunék se zkoumanou rovinou.
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Obriazek 6.6: zména fluorescence ve ¢tyfech po sobé jsoucich vrstvach vzorku fibroblasti (konfokalm mikroskop,
zvétSeni 20x)
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Obrazek 6.7: zména fluorescence v nékolika vrstvach vzorku mezenchymalnich bunék (konfokalm mikroskopie,
zvétSeni 63x)

Dalsi méfenou charakteristikou je fluorescence po vypnuti excitaéniho zdroje. Tento
experiment je provadén pomoci funkce TimeGate, viz kapitola 2.5.

Pro tento experiment bylo provedeno snimani po dobu 11,5 ns. Doba méfeni kazdého
snimku byla 3,5 ns. Protoze se jedna o opravdu velmi kratkou dobu sbéru informace o zafeni,
je ziskany jas fluorescence velmi maly. Obrazek 6.7 znazoriiuje pouze ¢ast experimentu pro-
vadéného na kmenovych mezenchymalnich bunkach.

Snimky museli byt pro vlozZeni do této prace pievedeny na stupné Sedi a zvétSeny na
desetinasobek své piivodni hodnoty jasu. Divodem téchto praci je velmi mala jasova hodnota
fluorescencniho zafeni, ktera se navic nachazi v nekontrastnim zbarveni vici pozadi a zanika

na ném. Origindlni snimky vykresluji intenzitu v odstinech €ervené, ktera na cerném pozadi
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zanika. Z upravenych snimk je jiz pouhym okem patrny vyrazny utlum intenzity fluorescen-
ce.

Cela série jednoho snimani je pfiloZzena v pfiloze. Rozliseni téchto snimki 512 na 512
pXx. Rychlost snimani byla 100 Hz.

a)0-3,5ns b)1- 45ns

c) 2-55ns

Obrazek 6.8: zména fluorescence mezenchymalnich kmenovych bunék po vypnuti laserové zdroje

V Obrazek 6.8 a) zobrazuje snimani fluorescence v intervalu tésné po vypnuti laseru.

Snimani bylo provadéno po dobu tii a piill nanosekundy. Obraz b) a ¢) maji mezi sebou odstup
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pocatku snimani o velikosti jedné nanosekundy o stejné délce pracovni doby detektoru, tedy
tii nanosekundy.

U nékterych bunék nedoslo k inkorporaci barviva do buiiky. Okoli buiiky proto zaii
vice nez samotna bunka. Tento jev nastal bud’ z divodu odumieni zkoumané bunky nebo ne-

vhodnosti pouzitého fluoroforu.
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7/ Programové reSeni

Série vystupnich snimkd méteni z konfokalniho mikroskopu jsou dale zpracovavany. Pro
zpracovani je pouzit parametr zmény fluorescence v dlouhodobém snimani fluorescen¢ni ak-
tivity ve vzorcich. Zpracovani dat sestava z blokli pro nacteni, zpracovani a prezentace vy-
sledktl. Zpracovani je prizpisobeno vystuptim konkrétniho typu mikroskopu. Tedy Leica SP8
X, ktery byl pro méteni k dispozici.

ProtoZze programové feSeni je uzpusobeno na konkrétni typ vystupu, je pozadovano,
aby zkoumana data obsahovala slozku MetaData, ktera se automaticky vytvari pii ukladani
naméfenych dat a obsahuje parametry méteni. Program je na této slozce zavisly. Pokud budou
tyto data chybét, dojde k pred¢asnému nekorektnimu ukonceni programu.

Vstupem vytvofeného skriptu zpracovani jsou ziskané snimky zmény fluorescence,

vystupem grafy zobrazujici casovou zménu fluorescence.
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Obrazek 7.1: vyvojovy diagram programového resSeni
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Po zpusténi programu je uzivatel vyzvan K urceni zpracovavanym dat. Z parametra
meéieni, které jsou standardné softwarem vkladdny do souboru s métfenimi, jsou vyhledany
parametry nastaveni doty¢ného experimentu

Z té&ch pak dojde k ziskani zakladnich informaci o zpracovavanych datech. Timto zpu-
sobem je uréen typ zpracovavanych dat, zda se jedna o méfeni zmény emisnich spekter,
zkoumani fluorescence v jednotlivych rovinach nebo o zménu hodnoty fluorescen¢niho jasu
v Case. Dale je zjistén celkovy pocet ziskanych snimki daného experimentu, pocet snimkl v
ramci jednoho cyklu méfeni a pocet cykli méfeni. Nasledné zpracovani je rozdéleno podle
zjisténych parametrt. Zautomatizovanim je zajisténo, ze nedojde k nechténému zaménéni
snimanych dat.

Dotazovacim oknem je uzivateli nabidnuta moznost vybéru omezeni zpracovani na
zajmovou oblast. Pokud bude odpovéd kladna, bude zpracovan jeden vzorovy snimek,
z n¢hoz bude vybrana oblast zajmu ke zpracovani. Vybér oblasti je proveden ozna¢enim dvou
bodu. Neni potieba zadavat ohraniceni jako body hlavni nebo vedlejsi diagonaly. Program si
sam urci, ktera ze soufadnic patii hornimu a ktera dolnimu rohu.

Zména emise fluorescence je uréena sumaci hodnot fluorescence snimkt méteni. Vy-
sledné spektrum je vytvotreno poskladanim zjisténych souctii a pfitazenim na piislusné vinové
délky. Sefazenim spekter nasnimanych v dlouhodobém ¢asovém horizontu dostaneme emisni
charakteristiku fluoroforu.

Vysledkem zpracovani je ovSem pouze fidka matice zmény emise fluorescence pro
konkrétni vinové délky. Mezi témito body ve spektru se nachdzi mezera zptisobena posunem
snimaného Gseku spektra. U takto zjisténych dat by doslo de facto k zobrazeni zmény ¢arové-
ho spektra v ¢ase. Z tohoto divodu jsou emise nachazejici se v této mezete linearné interpo-
lovany. Tento krok zanasi do zobrazeni neptesnosti. Jejich hlavnim projevem je ,,hranatost™
vysledného spektra zpisobend interpolaci. Dalsi je nepfesné vyhledani vrcholu emisniho
spektra, které je zptisobeno pravé krokovanim méfeni. Vrchol spektra se muiize nachazet
v intervalu kroku a proto je takto vytvofeny obraz pouze orientacni.

Studie délky Zivota fluorescence po vypnuti laserového excitacniho zdroje je také pro-
vadéna sumaci hodnot fluorescen¢niho jasu. Vysledkem analyzy je matice zastupujici hodno-
ty jasu fluorescence v konkrétnim pocate¢nim okamziku otevieni detektoru.

Vysledek analyzy jednotlivych vrstev je suma fluorescence dané vrstvy.

Vystup programu je obrazovy. Vystupy jsou V podobé kiivkovych a komplexnéjSich
3D grafli zmény fluorescence v zavislosti na ¢ase. Samotny vyvoj intenzity fluorescence v
Case, je mozné zobrazit nékolika zplisoby. Tuto ¢asovou reprezentaci je mozno provést 3D
grafy znazornujici hodnotu intenzity pseudobarvenim. Zména barvy charakterizuje zménu
intenzity jak je patrné z Obrazek 7.2.

49



Zména emisniho spektra v pribéhu ¢asu
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Obrazek 7.2: zména emisniho spektra kultury fibroblasti

Zobrazeni kiivky zavislosti zmény emisniho maxima fluorescence na ¢ase kompenzu-
je nedostate¢nou piehlednost Obrazek 7.2. Na druhou stranu neni vhodna pro podrobnéjsi

analyzu zmény fluorescence, ale pouze pro odhad chovani fluoroforu v ¢asovém horizontu.

Zména intenzity fluorescence v éase
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Obrazek 7.3: kiivka maxima emisniho spektra fluorescence fibroblastu v priibéhu experimentu

Podobné jako pohyb emisniho spektra v pribé¢hu méfeni mize byt zobrazena 1 zména
intenzity fluorescence v rtiznych rovinach.
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Zména fluorescence v tase
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Obrazek 7.4: zména intenzity fluorescence ve fibroblastech v nékolika vrstvach

7.1 Uzivatelské prostredi

Pro vétsi komfort uzivatele je vytvoreno nékolik aplikaci. Uzivatelska volba zpracovavanych
dat je vedena pfes dotazovaci okno znazornéné na Obrazek 7.5. Uzivatel v tomto rozhrani

zvoli soubor se zkoumanymi daty.

Vyhledat sloZku

Select Directory to Open

4 | Dokumenty &2

4| | DIPLOMEA

4 | DATA
* | Export-fibroblasty
¢ | Export-fibroblasty-bezdir

> . konf-data o

Obrazek 7.5 dialogové okno pro vyhledani dat
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Pro program je zcela zasadni existence parametrii snimani. Kontrola existence nasta-

veni méfeni pii jejich nenalezeni uzivatele na tuto skutecnost upozorni dialogovym oknem.
Error Dialog = =

Chybi naztavenim méfenil
OK

Obrazek 7.6: chybova hlaska

DalSim dotazovanim uZzivatele je zjiSténa oblast z4jmu ve zkoumaném obraze. Uziva-

tel zad4 dva body do dotazovaciho okna.

Boundary Conditi.. = ©

Checete wybrat ablast z&jmu?

Obrazek 7.7: dotazovaci okno pro oblast zajmu

Figure 1 - o IEl

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help o

Ddds |} ks 208

Obrazek 7.8: okno pro urceni oblasti zaijmu
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Nasledné je automatiky vymezen zkoumany prostor ve tvaru obdélniku, ktery obsahu-

je vrcholy zadané uzivatelem nachazejici se na diagonale.

Oblast zajmu.

Obriazek 7.9: vymezeny prostor Kultury fibroblastu obsahujiciho buiiku
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8 Popis dosazenych vysledku

V této kapitole jsou shrnuty dosazené vysledky hodnocené z vystupt realizovaného progra-
mu. Vysledky jsou nejdiive hodnoceny pro kazdy typ bunck zvlast. Poté jsou zhodnoceny

bunécné kultury mezi sebou.

8.1 Fibroblasty

Pro tuto praci byly méfeny tii Kultury fibroblasti. Prvni méfeni bylo provadéno na mladych
fibroblastech s Cerstvé podanym rhodaminem. Druhy a tfeti vzorek ptedstavuje fibroblasty
S delsi inkubaci barviva.

Jako prvni bude rozebran vysledek méfeni mladych fibroblastt. Experiment s timto
vzorkem sestaval z méfeni zmény emisniho spektra a zmény fluorescence v ramci nékolika Si
blizkych rovin. Kazdé méfeni bylo opakovano tticetkrat.

Emisni spektrum bylo méteno pro rozsah vlnovych délek od 550 do 650 nm S posu-
nem 20 nm mezi kazdym méfenim. Jednd se tedy o 11 snimkd. Zména je zkouméana pro emisi
z buniky a jejiho okoli. Pro oblast nachazejici se uvnitf fibroblastu byl vybran nejvyraznéjsi
fibroblast a jeho blizké okoli.

Emisni spektra vykazuji velkou rozdilnost. Obrazek 8.1 vlevo znazorfiuje emisni spek-
trum fluorescence v buiice fibroblastu. Pravé spektrum emise, které pochazeji z oblasti mimo
bunku, nevykazuje velké odchylky ve svém prub&hu. Levé spektrum, které piedstavuje emisni
spektrum zjistované z oblasti uvnitt buniky, mé evidentné¢ mensi hodnoty intenzity. Lépe je to
parné na to Obrazek 8.2. Zaroven je ze zobrazeni viditelna zména velikosti dosazenych hod-
not intenzity fluorescence. Z vysledki je patrné, Ze spektrum okolniho prostfedi vykazuje
vétsi hodnoty jasu fluorescence o vice nez 80%. Vrcholy naméfenych emisnich spekter byly
zjistény na hodnoté 590 nm. Tedy v pribéhu ¢asu nedoslo ke zmén¢ vinové délky emisniho
zateni.

Zména emisniho spektra v pribéhu Easu - . R
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Obrazek 8.1: zména emisniho spektra v ¢asovém horizontu v buiice a mino buriku
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Jak je patrné z Obrazek 8.2 maxima vrcholi emisnich spekter vykazuji v prubéhu ¢asu
velké rozdily. V emisnim spektru z nitra bunky je patrna zmeéna jasu fluorescence piiblizné o
30% vV poslednich péti cyklech méteni. Tento nartst je ziejme zplisoben opozdénou aktivaci
fluoroforu nebo zvySenym prichodem barviva do bunky. V okoli buriky je situace opacna.
Zde dochazi k postupnému nartstu fluorescence, ale v 25 cyklu méfeni dochazi k rychlé-
mu 60% poklesu jasu. Vzhledem ktomu, Ze ve stejné dobé nastal pokles hodnot jasu
vV mimobudé&cném prostoru a Vv samotné buiice doslo ke zvySeni fluorescence, je mozné Ze
doslo bud’ k pozd¢;jsi aktivaci barviva nebo jeho zvySenému priniku do bunky. Naproti tomu
rhodamin v okoli buitky mohl v tomto okamziku zaéit degradovat.
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Obrazek 8.2: priibéh vrcholu emisniho spektra v a mimo buiiku fibroblastu

Pokud budeme zkoumat tento vzorek v riznych rovinach, dosp&jeme se k podobnym

vysledktim jako u vrcholtt maxim emisnich spekter.
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Obrazek 8.3: fluorescence fibroblastu v ramci vrstev v buiice a mimo buiiku
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Emisni spektra na Obrazek 8.4 patii vzorku fibroblastd, ktery byl star$i nez piedchozi.
Emisni spektrum bylo méfeno pro rozsah vinovych délek od 550 do 650 nm s posunem 20 nm
mezi kazdym meétenim.

Podobné¢ jako ony jsou zpracovany dvé oblasti zajmu. Jedna uvniti a druha vné bunky.
Emisni spektrum se stejné jako u piedchozich odliSuje uvniti a vné buniky. Opét je zde patrny

velky rozdil v hodnoté jasu mezi okolimi a buiikou.
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Obrazek 8.4: zména emisniho spektra kultury fibroblastu vné a uvnitf buiky

Pfi pohledu na zobrazeni maxim jednotlivych emisnich méteni je zde parna pozvolna
aktivace fluorescence, ktera je rychlejsi u fluorescence nachazejici se ve fibroblastu a
Vv pribéhu Casu vykazuje pfiblizné konstantni pribéh fluorescence u emisniho spektra uvnitf
buiiky.

U emisniho spektra mimo fibroblast je linearni narist jasu po dobu 25 cykli a pak
jeho nasleduje prudky sestup o 60%. Duvody pro tuto odlisnost mohou byt stejné jak v pted-
chozim pfipadé¢.
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Obrazek 8.5: priibéh vrcholu emisniho spektra v a mimo buiiku fibroblastu
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V posledni vzorku fibroblasti jsou snimany jednotlivé vrstvy vzorku v priubéhu ¢asu.
Z vystupu je parné, ze na zac¢atku méfeni je jak v bunice, tak mimo buiku, nejvétsi fluorescen-
ce V prvni vrstve. Ve vSech vrstvach dochazi k exponencialnimu atlumu fluorescence.

Ve vrstvach nasnimanych v burice fibroblastu je utlum fluorescence mezi jednotlivymi
¢asovymi okamziky piiblizné 50% oproti pfedchozim. Ve vrstvach vzorku mimo buriku je
fluorescence pozorovana pouze Vv prvni vrstve.
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Obrazek 8.6: zména fluorescence v kultui‘e fibroblastu ve vrstvach vzorku v ¢ase v buiice a mimo ni

8.2 Kardiomyocyty

Hodnoceni fluorescence u téchto bunék je provedeno na nasnimaném prafezu vzorkem. U
obou prostiedi je parny vyrazny rozdil v poklesu mezi prvni a zbylymi vrstvami.

U obou lokalit dochazi k poklesu fluorescence mezi prvnim a druhym méfenim o vice
nez 60%. Fluorescence u obou okoli vymizi po Sestém méfeni.
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Obrazek 8.7: zména fluorescence kardiomvocytii v ¢ase v ramci nékolika vrstev v buiice a mimo ni
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8.3 Mezenchymalni kmenové buiiky

Emisni spektrum bylo méteno pro rozsah vinovych délek od 550 do 650 nm s posunem 20 nm
mezi kazdym meétenim. Pribéh emisnich spekter obou okoli je piiblizné stejny. Jediny rozdil
je v hodnoté vyrazného fluorescenéniho vrcholu nachazejiciho se v okoli dvanactého méfeni
vyrazngjsiho v Obrazek 8.9. U lokalniho okoli fluorescence bunky ma tento vrchol velikost o

75% vétsi, nez vykazuje fluorescence mimo buiku.
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Obrazek 8.8: emisni spektrum kultury mezenchymalnich bunék v a mimo buiiku
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Obrazek 8.9: priibéh maxima emisniho spektra mezenchymalnich kmenovych bunék v a mimo buiiku

Sniméani fluorescence tohoto vzorku pomoci TimeGate, viz 2.5, vykazuje znacné roz-
dily mezi jednotlivymi méfenimi i prostiedim. Nejvyssi hodnoty vykazuje fluorescence
V druhém, osmnactém a devatenactém meéteni v buiice. Tyto méfeni vykazuji sniZzeni intenzity
mezi poc¢atkem meéteni a 4 ns o 80%. Ostatni cykly méteni vykazuji oproti nim o 60% mensi
intenzitu jiz v pocatku. V téchto métenich dojde k vyraznému Gtlumu fluorescence po 1 ns.

Vysledky z okoli buiiky vykazuji nejlepsi parametry v devatém, desatém a jedenactém

meéfeni a k absolutnimu Gtlumu fluorescence u nich dochazi po 8 ns. Mezi prvni a druhou na-
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nosekundou dochazi k 80% utlumu u zbylych méteni. Ostatni snimani maji o 80% nizsi hod-

noty jiz na pocatku méteni a dale nevykazuji zddnou vyraznou fluorescencni ¢innost.
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Obrazek 8.10: zména fluorescence mezenchymalnich kmenovych bunék v ¢ase v ramci nékolika vrstev v buiice a
mimo ni

Dle Obrazek 8.11 vykazuje prvnim méfeni v bufice exponencialni pokles, ktery kon¢i
v 5 ns. Ve zbytku méfeni jiz neni zfejma zadna fluorescence. Vzhledem k tomu, ze byla pozo-
rovana fluorescence pouze u prvniho méfeni, doslo zfejmé k naprostému zniceni pouzitého
rhodaminu silnym excita¢nim zafenim. Dal$im moznym vysvétleni je, Ze se jednalo o velmi
stary vzorek a fluorofor byl jiz chemicky degradovan. Poptipadé byla jeho koncentrace na
velmi nizké trovni.

Vysledky ziskané z analyzy okoli buiiky vykazuji tii velmi odlisné fluorescenéni ob-
lasti a nejsou interpretovatelné.
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Obrazek 8.11: zména fluorescence mezenchymalnich kmenovych bunék v ¢ase v ramci nékolika vrstev v buiice a
mimo ni
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8.4 Srovnani bunék

Pti hodnoceni bun¢k zkoumanych bunéénych kultur vykazuji nejvétsi stabilitu ve vztahu bun-
Ky a jejiho okoli mezenchymalni bunky. Z vysledkd je patrna minimalni odchylka fluorescen-
ce mezi zkoumanymi prostiedimi.

Nejstabilngjsi fluorescence ve vrstvach vzorku vykazovaly fibroblasty. Jejich rozloze-
ni fluorescence bylo stejné po dlouhou dobu.

Nejveétsi hodnoty emisnich spekter maji mezenchymalni kmenové buriky.

Nejstabilngjsi méteni zmény fluorescence v ¢ase maji mezenchymalni kmenové buii-

ky. Naproti tomu nejdel§i namétena zmeéna fluorescence v ¢ase patii kardiomyocytim
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9 Zavér

V diplomové praci byla vypracovana reSerSe z oblasti konfokalni mikroskopie a metod meéteni
doby zivota fluorescence v bunééné biologii. Probéhlo seznameni se s moznostmi vyuziti ladi-
telného laseru (WLL), funkci TimeGate a Labda sken pro tvorbu spektralniho skenu, dostup-
nych u konfokalniho mikroskopu na UBMI.

Bylo potizeno nékolik sérii snimki dlouhodobého pozorovani fluorescence u kultury
bun¢k fibroblastli, kardiomyocytii a mezenchymalnich kmenovych bunck. Ziskana data byla
prezentovana

Byl vypracovan programova ¢ast piizpusobeny pro zpracovani dat ziskanych
z mikroskopu znacky Leica, ktery je na UBMI k dispozici. Program pro toto zpracovani byl
otestovan na ziskanych datech.

Nameéfend data byla zpracovdna pomoci vytvofeného programu. Z vystupl byl prove-
den rozbor parametrt jednotlivych experimenti. Z vysledkt vyplyva, Ze nejvétsi stabilita flu-
orescence patii mezenchymdalnim kmenovym buitkkdm z divodu jejich minimélni odchylky
mezi zkoumanymi prostfedimi.

Nejstabilngjsi fluorescence ve vrstvach vzorku vykazovaly fibroblasty. Jejich rozloze-
ni fluorescence bylo stejné po dlouhou dobu. Nejvétsi hodnoty emisnich spekter maji mezen-
chymalni kmenové buiiky. Nejstabilngj$i méfeni zmény fluorescence v case maji mezenchy-
malni kmenové bunky.

Vysledky nejsou objektivni z divodu malého poctu dat. Maly pocet nasnimanych
vzorki byl zpiisoben omezenym strojovy ¢asem konfokalniho mikroskopu a jeho odstavkou
Z diivodu poruchy. Dal§im faktorem ovliviiujicim mnoZstvi dat je fakt, Ze pouZivané vzorky

byly pfipravovany mimo UBMI.
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