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Abstrakt

Tato diplomova prace se zaméfuje na studium doby zivota fluorescencniho barviva. Déle
zkouma zmeény v jeho emisnim spektru urCované za pomoci vyvoje intenzity fluorescence
v prubéhu dlouhodobého snimani u nékolika druhi bunék. Obecna cast prace pojednava o
problematice konfokalni mikroskopie, fluorescen¢niho zafeni a znacek. Dale je proveden roz-
bor metod méfeni doby zivota fluorescence. V praci je vypracovan popis programu, ktery byl
navrzen pro analyzu ziskanych vystupt pouzitého konfokalniho mikroskopu. Nasledné jsou

vyhodnoceny dosazené vysledky.

Klicova 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-
vsim o slozeni bunék, identifikaci jejich organel a stavu jejich déleni. Dale se pak vyuziva
napfiklad v prutokové 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 Casto 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. Nasledné je nutnost mit pfehled o emisnich vlastnos-
tech pouzitého zvyraziiujiciho fluoroforu a jeho chovani v pribéhu doby pouziti. Pro korektni
analyzu je poZzadovana co nejvetsi stalost parametrt vSech vlastnosti fluoroforu. Nejvice je
kladen duraz na stalost intenzity snimaného zareni.

V ideéalnim ptipadé€ by fluorescencni barvivo mélo vykazovat v libovolném okamziku
stejné vlastnosti. V realném svété ov§em v prubéhu doby musi nutné dochazet k degradaci
pouzité fluorescencni znacky. At uz kvuli chemické interakci molekuly barviva s okolim ne-
bo jinym zpisobem. Tato degradace by méla byt ovSem co nejmensi.

Tato prace se bude zabyvat moznostmi vyuziti fluorescence v konfokalni mikroskopii
pfi studiu degradace organického barviva v bunécné biologii. K tomu se bude vyuzivat zmény
intenzity emise fluoroforu v prab&éhu ¢asu. Dale bude hodnocen vliv prostiedi na zménu spek-
tralnich vlastnosti pfi dlouhotrvajicim snimani riznych druhti bunék. Pro tuto praci byly vy-
brany kultury fibroblastd, kardiomyocytt a kmenovych mezenchymalnich bunék.

Préace bude obsahovat podrobny popis programového feSeni pro analyzu ziskanych
sérii snimku fluorescence v modu dlouhodobého snimani a zhodnoceni dosazenych vysledki.



2 Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie

Konfokalni mikroskop je typ mikroskopu, pomoci kterého je pozorovana urcitd oblast vzorku
v roving, do niz je mikroskop zaostfen. Tato rovina je nazyvana ohniskovou rovinou. Tento
mikroskop lze pouzit také v ptipad€ , tlustych vzorkl. 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 nezpusobi 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 vySs§i rozliSeni ve srovnani
s klasickymi optickymi mikroskopy. Hlavni vyhoda této metody spocita v potlaceni signali

nachazejici se nad a pod rovinou zaostfeni.
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Obriazek 2.1: schéma laserového konfokalniho mikroskopu [3]

Technicky se konfokalni mikroskopie predevSim vyuziva ve spojeni s fluorescenéni
mikroskopii. Ziskany obraz pfedstavuje intenzitu fluorescencniho zareni ze vzorku v dané
roving. Tento obraz je vytvoren fidicim pocitaCem na zaklad¢ intenzity fluorescence, ktera je

snimana bod po bodu.



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

Po stejné trase, tady pres objektiv, putuje i svétlo na vzorku odrazené i rozptylené,
piipadné fluorescence. Bodovy obraz je s pomoci délice paprski veden pied fotonasobic. Zde
je umisténa sekundarni konfokalni bodova clonka, pomoci niz je filtrovano svétlo pfichazejici
z oblasti mimo ohniskovou rovinu mikroskopu. Obraz celé ohniskové roviny je nasledné zis-
kan jejim skenovanim nékolika moznymi postupy. Jedna se o rozkmitani laserového paprsku,
posuv vzorku pfed objektivem nebo posuv objektivu nad vzorkem v horizontalnim sméru, viz
kapitola 2.3.

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

propustnymi pasmy filtru v transmisni charakteristice.

Exciting filter " ’ Barrier filter

Spec:men

Obrazek 2.2 filtry zifeni [24]

Zakladnim konstrukénim pozadavkem je nutnost uziti monochromatického laserového

svétla. Z tohoto duivodu rozeznavame nekolik typa konfokalnich mikroskopu:

s jednim laserem/ vice lasery (az 8)

s jednim paprskem/ vice paprsky

jedno/ dvou/ vicefotonova konfokalni mikroskopie

specialni fluorescenéni metody [3].
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2.1 Lasery

Atomy a molekuly s pfechodem z vy§siho excitovaného energetického stavu El do niz§iho
stavu E2 vyzafi foton

hf12=El1-E2. 2.1

Prechod z vyssiho stavu s vyzarenim fotonu je samovolny déj, ktery se nazyva se spontanni
emise. Pii pfechodu dochazi k nekoordinovanému vyzafovani a vznika elektromagnetické
zateni nekoherentniho charakteru. Nekoherentni vinéni nema na rozdil od koherentniho stejné
frekvence, jejichz vzajemny fazovy posun v uvazovaném bod¢ prostoru se s ¢asem nemeéni.
Timto zptsobem se projevuje zareni zahtatého télesa.

A. Einstein ve své praci roku 1916 popsal existenci jevu, kdy foton dopada na atom ve
vysSim energetickém stavu a pfiméje ho k pfechodu do stavu energeticky nizsiho za vyzateni
fotonu. K pohlceni excita¢niho fotonu ovSem nedojde a oba fotony dale pokracuji stejnym
smérem. Takto vznikly foton méa stejny kmitoCet a fazi jako budici foton. Tento jev nazval

stimulovanou emisi.

excitovany
atom AE=E,-E,=hv

vyzarené fotony

AVAVAVAV, o
prinid NN AE
foton - hv atom v zakladnim
stavu
E, we— me(Qp oI hladina
pred emisi béhem emise po emisi

Obrizek 2.3: stimulovana emise [19]

Pokud dojde k prekroCeni energie, kterou dodavame télesu stanovenou prahovou hod-
notu, dochazi ke stimulované emisi a vzniku laseru. Slovo laser je zkratka pro ,zesilovani
svétla stimulovanou emisi zareni“ 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 mnohondsobné odrazet od
zrcadel a na své cesté vyvola v aktivnim prostfedi lavinu pfechodl z metastabilni hladiny.

Tento princip je zobrazen na Obrazek 2.4. Dojde tedy k postupnému zesilovani paprski.
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buzeni
(Cerpani)

svazek
laseru

zadni zrcadlo

predni zrcadlo
100% odrazné

“polopropustné” %

Obrazek 2.4: schéma laseru [19]

Paprsek laseru se vyznacuje vysokou smeérovosti, coz znamena, ze svazek zareni ma
malou rozbihavost od své osy. Jeho odchylka vznikéa pouze difrakci na vystupni cloné laseru a
pruchodem prostiedim.

Dalsi vlastnosti je jeho pfesna fokusace do bodu. Laserovy paprsek prenasi elektro-
magnetické zareni soustfedéné do malé oblasti prostoru, v kratkém Casovém intervalu a uzké
oblasti vinovych délek, tedy ze fazovy rozdil mezi dvéma body se neméni. Realné je tato tzv.
koherencni vzdalenost velka (az metry) [6].

Ideélni zdroj svétla pro konfokalni mikroskopy by mél mit dostateCnou intenzitu a
laditelnou vinovou délku pro soucasné buzeni fady vzorkl. Dale by mél mit pulzni rezim pro
experimenty zametrené na délku doby trvani fluorescence.

Tyto pozadavky spliiuje laser bilého svétla, ktery je kombinovan s izkopasmovymi
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 divodu jejich adice do jednoho svazku se vystup z generatoru zafeni jevi bily.

Tento typ laseru se sklada z pulsniho vlaknového laseru s vysokou energii, ktery se
ptivadi pted fotonicky krystal. Akusticko-opticky laditelny filtr (krystal, kterym prochazi ul-
trazvukové vinéni) umoziuje vybrat jeden uzky pas spektra zareni a odvést jej do pozadova-

ného sméru. Zbytek spektra projde krystalem bez zmény.
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Barva svétla po prichodu akusticko-opticky laditelnym filtrem je plynule laditelna
mechanicky budici frekvenci pfiloZzeného ultrazvukového vinéni. Probiha pouze kontrola vy-
chyleni pro volbu spektra. Sitka tohoto pasma je piiblizné 1 az 3 nm, v zavislosti na vinové

délce. Jak je na Obrazek 2.5 znazornéno rozdé€leni signalti podle riznych vinovych délek.

Obrizek 2.5: akusticko-opticky jev [3]

Energie vystupniho paprsku je v rozmezi jednotek mW. Pfidanim dalSich elektronic-
kych ovladaci pro ovladani mechanické viny v krystalu, je mozné ziskat fadu barev soucasné.
Pouziti osmi barev soucasné, je v dneSni dobé standardem. Nejedna se vSak o technicky limit
této metody. Kazdé ztéchto pasem je laditelné na konkrétni vinovou délku 1 intenzitu
s vysokou ptesnosti [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
zateni. Pritom rozliSuje mezi zafenim excitaCnim a emitovanym. Pro kazdé ma rGzny
transmisni rozsah. Je pfedsazeno pfe objektiv.

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

Preparat je umistén v ohniskové roving€. Svétlo emitované vzorkem prochézi opét ob-
jektivem, dichroickym zrcadlem, bariérovym filtrem a druhou konfokalni clonou. Posledni
usek cesty emitovaného svétla probiha pies fotonasobi¢. Sekundarni clona slouzi k filtraci
svétla pochazejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu. Ziskané informace jsou predany spolu
s informacemi o poloze daného bodu v ose X-Y pocitaci, ktery je na jejich podkladé schopen

sestavit obraz vzorku.
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Clona, ktera je umisténa pred detektor, omezuje prachozi paprsky. Obraz zaostiené
roviny je proto bez parazitnich paprski prichazejici 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 primér prvniho difrak¢niho minima.
Velikost jednoho AU bude rizna pro kazdou vinovou délku a numerickou aperturu objektivu.
Sitka konfokalniho otvoru je obvykle 1 AU. P¥i nizsi hodnoté AU mizeme takto ziskat i lepsi
axialni hodnotu rozliSeni, ale nastava problém s pomérem signal/Sum.

Ostieni do ruznych hloubek je provadéno pohybem preparatu v ose Z. Bézné se jedna
o vertikalni pohyb stolku. V tomto pfipadé je kladen velky diraz na piesnost nastaveni polohy
stolku. Hlavni prednosti tohoto postupu je, Ze neni potfeba 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 vytvoreni obrazu bod po bodu. Pifesnym zamérenim
do roviny Z dojde k vymezeni snimané hloubky. Nejdfive je nasnimana scéna v roviné XY.
Tim dojde k uplnému vymezeni zkoumaného prostoru. Ke sbéru informace dochazi postup-
nym ozafovanim zaostfenym laserovym paprskem do pozadované roviny. Fluorescence emi-
tovana z mist nad a pod ozafenym bodem je potlacena clonou pied detektorem. Timto zpuso-
bem se ziskava postupné série zaostifenych 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 osvétleni.
Intenzita skenovaciho paprsku a uhel snimani vzorku je po celou dobu sbéru informaci stejny.
Timto zptisobem se snizuji odchylky méfeni a je zabezpeCena uplna rovnomérnost odezvy pii
snimani vzorku.

U jiné, Castéji vyuzivané techniky se pohybuje zdroj svétla a preparat je staticky. K
pohybu paprsku dochazi pomoci vychylovani zrcatek, které slouzi pro odraz laserového pa-
prsku. Tento pohyb zapficini zménu sméru paprsku.
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Obriazek 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

Obrizek 2.7: geometrie snimani vzorku [3]

Dal§i moznosti skenovani preparatu je pomoci rotujiciho disku, ktery je znamy jako
Nipkowuv kotouc. Jedna se o rychle rotujici perforovanou desticku, na které je mnoho vza-
jemné oddélenych clonek, pres kterou je svétlo zaméfovano na studovany objekt. Skenovani
preparatu umoziuje zobrazovat ne€kolik boda z analyzovaného preparatu najednou. Hlavnimi
vyhodami této skenovaci techniky jsou jeji rychlost a ozafeni pozorovaného objektu svétlem
s niz8i intenzitou, coz vede k mensimu poskozeni fluoroforu. Proto je tato metoda vyhodna

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

2.4 Detektory

Existuji rizné typy detektord. Rozdélujeme je podle n€kolika kritérii. Nejcast€jsi déleni je
podle doby snimani, principu anebo podle komplexnosti detekce.

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

intenzitu nebo spektrometry, které méti parametry zareni s dalSimi charakteristikami.

2.4.1 Fotonasobice (PMT)

FotonasobicCe jsou detektory, které se pouzivaji k detekci velmi slabych trovni signalt, diky
jejich schopnosti dosahnout velkého zesileni. Pouzivaji se predevsim ve fluorescen¢nich tech-
nikach a spektrofotometrii.

Dopad fotonu na fotokatodu zptisobi postupnou lavinovitou emisi elektront z dynod.
Dynody jsou elektrody, na které je pfivedeno vysoké napéti. Kontaktem elektronu s povrchem
elektrody dojde k emisi vétsiho mnozstvi elektrond. Timto zptisobem dojde ke zvyseni signa-
lu. Na konci trubice je anoda, ktera funguje jako snimac. Proud na vystupu z anody je pfimo

umérny intenzité dopadajiciho svétla.

16



urychlujici

fotokatoda elektroda dynody anoda
foton
'\\‘ | .
vystupni
signal
>
zaostfovaci
elektroda \
vyzareny _ ' |
fotoelektron déli¢ napéti

VN~1300 V
Obrizek 2.9: schéma fotonasobice [21]

Parametry detektoru jsou ovliviiovany tloustkou a kvalitou materidlu fotokatody.
Kvantova ucinnost je kolem 40%. Tedy 60% fotond interaguje bez vytvoreni elektronu. Po-
moci tloustky fotokatody je urCen pocet absorbovanych fotont. To je ale vykoupeno nizsi
produkci elektrond. Pokud je fotokatoda tenka, méné foton interaguje s materialem. Na
volbé materidlu zavisi spektralni citlivost. Citlivost také ovliviluje zesileni pfijatého signalu,

ktera je ovlivnéna poctem dynod a velikosti napéti na dynodach [3].

2.4.2 Lavinova fotodioda (APD)

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

Uginnost tohoto detektoru se pohybuje kolem 80 %. Citlivost je rovnomé&rma pro celé
spektrum vinovych délek. Tento detektor ma velkou citlivost, ale vykazuje nizsi dynamicky
rozsah [3].

»
J8%%0 0,

Obrazek 2.10: schéma lavinové fotodiody [3]

17



2.4.3 Hybridni detektor

Hybridni detektor vznika spojenim fotonasobi¢e a lavinové fotodiody. Je vyuzivan
k rychlému méfeni pro jeho velky dynamicky rozsah. Z fotonasobice pievzal 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.

Obriazek 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 né€kolik softwarovych balickt nalezejicich ke stan-
dardnimu vybaveni.

Obrizek 2.12: konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 s vybavenim
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Jedna se o mikroskop vybaveny nékolika detekénimi kanaly, diky ¢emuz je schopen
méfit velky dynamicky rozsah pouzitého bilého laseru a zabezpecuje moznost vyuziti celé
spektralni §itky.

Pro dostatecné rychlé skenovani, které by zachytilo bunécné procesy, je nejdulezité]si
citlivost k velmi rychlému sniméni. Nasledkem toho je nizsi uroveni detekovaného signalu.
Tyto nedostatky kompenzuje hybridni detektor. Vysoka citlivost téchto detektord umoziiuje
snizeni davek svétla privadéného na vzorek, ¢imz se zvysuje délka zivotnosti fluorescence.
Pfi snimani rychlych zmén scény, je potieba nalézt rovnovahu mezi rychlosti akvizice a in-
tenzitou expozicniho osvétleni. Tandemové skenovani o frekvenci 8 az 12 kHz ponechava
dostatek prostoru pro primérovani nebo kumulace informace. V posledni generaci detektoru
je vestavény Peltieriv chladic, ktery zlepSuje pomér signal/Sum. Detektor pouziva ultra-kratké
snimani pro rychly sbér vysledkt o frekvenci az 40 MHz.

Pti vyuziti laseru jako zdroje, je nebezpeci detekce pfimo laserového impulzu. Z toho-
to divodu je zapotiebi zpozdit sepnuti detektoru. Nastavenim Casového okna pro délku sni-
mani fluorescence mizeme 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 zpusobem se da ziskat snimek lepsi kvality. Dalsi moznosti jejiho vyuziti, je
moznost nastaveni snimani do stanoveného okamziku po laserovém impulzu. Mezi snimanim
muze byt definovany rozestup v jednotkach nanosekund.

Lambda skenovani je oznaceni pro snimani emisniho spektra pfes uzivatelsky zadany
rozsah vinovych délek. Kazdy snimek bude pfifazen k urcité emisni vinové délce. Seskupe-
nim vyslednych emisi je vytvofeno emisni spektrum konkrétniho fluoroforu o stanoveném
kroku s minimalnim moZznym odstupem o 5 nm. Z téchto vysledka je dale posuzovana vhod-

nost pouzitych laserti nebo fluoroforu.
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Obrizek 2.13: ukizka vysledného emisniho spektra pro konkrétni ¢ast prostoru

Obrazek 2.13 zobrazuje Lambda sken vpravo zelené vyznacené oblasti zajmu ve
snimku. Nalevo je zelené 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 sniméani.

Mezi okny je barevna paleta pfifazujici ziskané hodnoté¢ intenzity hodnotu na barevné
stupnici jasu. Jak je patrné ze snimku, naméfeni hodnoty intenzity fluorescence vzorku nejsou

prilis velké. Proto neni na snimku pfili§ dobfe rozeznan vysledny fluorescencni obraz.
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Obrizek 2.14: grafické prostiedi pro dvoukandlové snimani

Na tomto obrazku Obrazek 2.14 je ptestaveno grafické prostiedi softwaru komunikuji-
ciho s pouzitym konfokalnim mikroskopem. Vlevo je panel pro zadavani parametri méfent,
jako je rozsah zkoumanych vinovych délek, interval mezi jednotlivymi meéfenymi vinovymi
délkami, velikost vyslednych snimkd 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 pfitomnosti alespoi jednoho elektronu ve vyssi energetické hladiné. Extrémnim

pfipadem excitace atomu je stav ionizace, pii niz dochazi k odstépeni elektronu z atomu.

excitace excitovany fluorescence
stav

Obrazek 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 popiipadé ionizace. Nadbyte¢na energie atomu je obvykle zménéna
v energii tepelnou. U excitovanych atomt je nadbyteCna energie pfeménéna na kinetickou
energii daného atomu. V pfipad¢ ionizovanych atomt dochazi k uvolnéni elektronu.

Energie, pomoci které je pfiveden atom do excitovaného nebo ionizovaného stavu,
muze byt rizné fyzikalni povahy. Energie potfebna k ionizaci atomu, se téz nazyva energie
vazebna. Tato energie je Ciseln€ shodna s energii elektronu. Je-li atomu dodéana vétsi energie
nez je energie vazebna, napt. ve formé kvanta elektromagnetického zareni, dojde k preméné
jejiho prebytku v kinetickou energii uvolnéného elektronu.

Atom, u kterého doslo k excitaci nebo ionizaci, se nachazi v tomto stavu jen velmi
kratkou dobu (10-8 az 10-5 s). Nekteré z excitovanych stava se vSak vyznacuji vyssi pravde-
podobnosti vyskytu. Vznika tak stav, ktery je oznaCovan téz jako stav metastabilni. Metasta-
bilni stav je stav, ve kterém muze atom setrvat mnohem delsi, méfitelnou dobu, napf. na mi-
nuty ¢i hodiny. Od teorie metastabilnich stavu se té€z odviji princip laseru, viz kapitola 2.1.

Elektromagnetické zareni, vznikajici pfi pfechodu z metastabilniho do zékladniho sta-
vu, je oznacovano jako luminiscence. Luminiscence je emise elektromagnetického zafe-
ni jakychkoliv latek, ve kterych pfevazuje svételné zareni nad tepelnym vyzarovanim. Podle
doby trvani je rozdélovano na fluorescenci a fosforescenci. Trva-li metastabilni stav kratce,
hovofime obvykle o fluorescenci. Trva-li del§i dobu, hovotime 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 o zafivy prechod elektronu z rovnovazné hladiny na hladinu zakladniho stavu. Energie
emitovaného zafeni je vzdy niz§i nez energie zafeni excitacniho. 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 procesu, které mohou nastat u excitovanych stavi. Diagramy jsou pojmenovany po

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

absorbce fluorescence fosforescence
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Obrazek 3.2: zobrazeni piechodu mezi energetickymi hladinami [26]

Singletova hladina, elektronova urover, je zobrazena jako Sy, S;, S,. Na kazdé se vét-
Sinou vyskytuji dva elektrony s opaénym spinem. Tim, Ze se jejich spiny vzijemné kompen-
zuji, je jejich kvantové Cislo 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 znazorniovana oka-
mzita tendence k absorpci svétla. Doba prechodu je prilis kratka pro vyznamnou zmeénu vlast-
nosti atomu fluorescencni molekuly. Tepelna energie nema dostatecné 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 pfejit na prvni tripletni stav T;. Jedna se o stav, kdy po
excitaci nejsou sparovany elektrony a jejich celkové spinové kvantové ¢islo mé jinou hodno-
tu. Tento jev je podstatou fosforescence. Doba fosforescencniho zafeni je tedy delsi. Trva
obvykle milisekundy az sekundy. Po vystaveni budicimu signalu, kterym je svétlo, se fosfo-
rescence po urcité dob¢ zaCne vytracet [5].

Konverze S| na T, se nazyva mezisystémovy prechod. Dusledkem tohoto piechodu
jsou emise tii fotond o energii nékolik fadu nizsi, nez jaky je pozorovan u fluorescence. Od-
liSnost od fluorescence je patrnad ve spektru emitovaného zareni. Fosforescence ma spektrum
posunuté k delsim vinovym délkam. Diisledkem tohoto jevu je nizsi energie zateni. Molekuly
obsahujici tézké atomy, jako jsou atomy bromu a jodu, fosforeskuji [1], [7].

Kazda latka mé 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 néktery z elektrona ve vyssi ener-
getické hlading, pfipadné volny elektron, obsadi volny energeticky stav na nizsi energetické
hladin€é. Atom pii tomto procesu vyzari kvantum elektromagnetického zareni. Tento jev je
podstatou vzniku emisnich spekter atomt ¢i molekul.

Excitacni spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce buzeni. Emisni
spektrum je zavislost intenzity fluorescence na vinové délce emitovaného zareni. 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 vlnovou délku. Pravdépodobné se jedna o vysledek silného prekryvu mezi mnoha dosaze-
nymi excitovanymi stavy, které se vyznacuji stejnou energii. Vyjimku z tohoto pravidla tvori
fluorofory, které maji dva ioniza¢ni stavy, z nichz kazdy vykazuje odliSna absorpcni a emisni
spektra. Pro vétSinu fluoroford ovSem plati, Ze emise je zrcadlovym obrazem absorpce, ne

obrazem celkového absorp¢niho spektra.
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Obrazek 3.3: zobrazeni symetrie excitatniho a emisniho spektra [1]

Emisni spektra jednotlivych latek jsou vyrazné odliSnd a jsou zévisla na chemické
struktufe flouroforu a nosného rozpoustédla. Spektra nékterych latek vykazuji vyraznou struk-
turu v dusledku jednotlivych vibra¢nich energetickych excitovanych stava [1].

Pfi posuzovani emisnich spekter je nutné si uvédomit, ze se jedna o jev vyvolany ob-
rovskym poc¢tem fotonti uvoliiovanych pii v§ech moznych preskocich elektronti. Podle emis-
nich spekter 1ze identifikovat jednotlivé prvky. Na emisnich spektrech je zalozena pfistrojova
metoda ozna¢ovana emisni spektrofotometrie.

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

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

maximy absorpéniho a emisniho pasu je oznaCovan pojmem Stokesiv posuv. Vyjimku
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v excitovaném stavu viéi usporadani v zakladnim stavu.
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Obriazek 3.4: spektrum atomu vodiku [21]

Emisni spektra atomt v plynném stavu jsou carova, protoze dochazi k uvolfovani
pouze urcitych kvant energie. U molekul je situace slozitési, protoze energetické hladiny
elektronti maji pasovy charakter, Cemuz odpovidaji i pasova spektra. Tyto pasova spektra jsou
pro kazdou latku specificka.

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

Pti nizké hodnoté pH prostiedi obsahujiciho fluorescenéni znacku je hydroxylova sku-
pina protonizovana. Emisni spektrum vykazuje posun. V opa¢ném piipadé nenastava zadna
zména v absorpcnim spektru. Rozdil mezi emisnim a absorpcnim spektrem je zptisoben 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 potfebné energie k pie-
chodu, buzeni. Pfestaneme-li dodavat energii, jev za kratkou dobu vymizi. Toto vymizeni je
zpusobeno vycCerpanim excitovanych atomi. Zpozdéna fluorescence je zafivy prechod z téhoz
singletniho stavu jako pfi fluorescenci, ale s del§i dobou dohasinani.

Fluorescencni zafeni 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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popfipade jeji emisni spektrum. Doba emise fluorescence je obvykle 10 ns. Z divodu takto
kratkého Casového intervalu, je vét§ina méfeni povazovana za staticka.

Pfi méfeni zmény intenzity fluorescence v zavislosti na Case, je vzorek vystaven pulzu
svétla. Doba pulzu je kratsi, nez doba utlumu 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 fotona vzhle-
dem k po¢tu absorbovanych fotond. Zivotnost fluorescence udava dobu, po kterou bude flu-
orofor interagovat s okolim nebo se v ném bude §ifit. Zivotnost emise je rovna primémé dobé
pobytu elektronu v excitovaném stavu. Obecné je doba zivota fluorescence kolem 10-8 s. Flu-
orescencni zivotnost a kvantovy vytézek patii mezi nejdulezitéjsi charakteristiky jednotlivych
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 radiagniho upadku) popisuji sniZeni populace excitovanych stavil. Cast fluoroforu se
rozpada v pribéhu emise. Kvantovy vytézek je dan vztahem

r

= 3.1
I'+k, -

Q

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

Ve skuteCnosti je energeticka vytéznost fluorescence vzdy mensi nez jedna, z divodu
Stokesova posunu. Pro zjednoduseni jsou vSechny nezafivé 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 zhaSeni dochazi,
kdyz je excitovany stav fluoroforu deaktivovan pii 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-Volmerovy rovnice

I;f:IJrK[Q]:lJrquo[Q] 32

Konstanta K ve vySe uvedené rovnici zastupuje Stern-Volmerovu zhaseci konstantu, kq bio-
molekularni zhaseci konstantu, t0 pfedstavuje zivotnost a |Q| je koncentrace zhasedla ve
vzorku. Konstanta K udéava citlivost fluoroforu ke zhaseni. Vétsi hodnoty Stern-Volmerovu
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zhaSeci konstanty se vyskytuji v pfipadech volného fluoroforu nachazejiciho se
v rozpousteédlech (roztocich) nebo na povrchu biomolekuly.

Jako kolizni zhéaSeCe lze pouzit Sirokou Skalu molekul, napfiklad kyslik, halogeny,
aminy a elektronové diferen¢ni molekuly jako je akrylamid. Mechanismus zhéaSeni se méni
v 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 maze

nastat také pomoci nemolekularnich Utlumd, jako je atlum dopadajiciho svétla na fluorofor

[1].

3.2 Fluorofory

Fluorofory jsou latky vykazujici fluorescenci. Z tohoto divodu jsou pouzivané jako piimesi,
ke zvyraznovani jevu, které obvykle fluorescenci nevykazuji. Maji vysokou kvantovou vy-
nosnost. Jejich zivotnost je ale ¢asoveé omezena.

V kazdodennim Zzivoté narazime na mnoho fluoroforti. Zelené nebo Cervenooranzové
zatreni je nékdy pozorovano u nemrznouci smeési, protoze obsahuje stopova mnozstvi fluorofo-
1t fluoresceinu a rhodaminu. Vicejaderné aromatické uhlovodiky, jako napf. antracen a pyren,
jsou také fluorescencni a jsou pouzivany pro monitorovani znecisténi zivotniho prostredi ole-
jem. Nékteré substituované organické slouceniny také vykazuji fluorescencni vlastnosti. Na-
piiklad 1,4-bis(5-fenyloxazol-2-yl)benzen je vyuzivan ve scintilaénim ¢itaci 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 rozdéleny do dvou kategorii, vnitfni a vnéj§i. Vnitini fluorofory jsou
takové, které se vyskytuji pfirozené. Ptimésové, vnéjsi, fluorofory jsou pridavany 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, thodamin B (nemrznouci smési, fluorescencni znacenti)

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 nefluorescencni.
Zde se objevuje vyjimka v podobé lanthanoidt. Fluorescence erbiovych a terbiovych ionta je
vysledkem elektronového pifechodu mezi f orbitaly. Lanthanoidy vykazuji dlouhou dobu roz-
kladu, protoze maji niz§i miry emise z divodu malych extink¢nich, tj. molarnich absorp¢nich,
koeficientq.

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

Proces fluorescence je cyklicky, to znamena, ze tentyz fluorofor maze byt opakované
excitovan a maze emitovat opakované zareni, jestlize neni nenavratn€ zniCen. Toto je zakla-
dem vysoké citlivosti fluorescenc¢nich technik.

Zivostnost fluoroforu v nepiitomnosti neradianich procesdi se nazyva vnitini nebo
ptirodni zivostnost. Tuto pfirodni zZivotnost Ize urcit z absorpéniho spektra, excitacniho koefi-
cientu a emisniho spektra fluoroforu. Dal§i moznosti urCeni pfirodni zivotnosti je pomoci po-
méru 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 zakladniho stavu, aniz by
excitovand 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-
ton. Pokud k tomuto jevu dojde, hovoiime o tzv. fotovybélovani (photobleaching). Tento
proces je siln¢ zavisly na intenzité svétla a dochdzi 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 té€sné
blizkosti hranice saturace flouroforu zarenim. Pro tvorbu kvalitniho obrazu je potfeba pomér-
n¢ velka intenzita excitaCniho svétla. Vicepaprskové systémy pracuji na principu nekolikana-
sobného ozafeni snimané scény excitatnim sveétlem mensi intenzity a slozenim takto ziska-
nych hodnoty intenzit dohromady. Tato mensi intenzita snizuje riziko fytotoxicity, a tedy
zmensSuje fotobleaching [3].

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

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

k urceni rychlosti a sméru proudéni [1].
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Obrazek 3.6: excitani a emisni spektrum rhodaminu B [27]
3.3 Nanocastice

Jedna se o kovové nebo nekovové miniaturni ¢astice, které jsou slozeny z atomi nebo mole-
kul podle pfesné daného stavebniho principu. Jejich velikost se pohybuje v intervalu jednotek
az stovek nanometrii. Za nanocastice nejsou povazovany prirodni makromolekuly, viry nebo
enzymy. Nanocastice mohou obsahovat jeden nebo vice typt atomd. 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 c¢astic. Déle je vyuzivana moznost pouzit je jako nosice nebo na-
noobaly. Takto by se daly dopravovat latky dovnitf buriky a v ni by se obal snadno odboural.
Pokud by byla na povrch nanoc¢astice navazana napt. 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 vytvoreni.

Obrazek 3.7: nanocastice [23]

Hlavni vlastnost, pro kterou nanocastice vyuzivame, je jejich schopnost pruniku do
buriky. Nejcastéji jsou do buiky vpraveny endocytozou. RozliSujeme tii druhy endocytozy.
Samotna endocytdza predstavuje jeden z nich. Jedné se o inkorporaci latky z okoli za pomoci
proteinu klathrinu do zkoumaného objektu, buiky. Z divodu nutnosti pouziti proteinu
k prenosu, vykazuje endocytdza vysokou specifiCnost aplikaci. Dal§i moznosti, jak vpravit
nanocastice do bunky je fagocytoza. Fagocytoza je navazani antigenti na povrch cizorodé ¢as-
tice na membranové receptory. V neposledni fadé mohou nanocastice do bunék proniknout

pinocytozou, ktera predstavuje nespecificky transport roztoku do bunky [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 nosice fragmenta pii transkripc-

nich metodach nebo jako znacka protilatky pti histologické analyze[10].

3.3.2 Stribrné nanocastice

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

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

V ptirod¢ se tyto Castice vyskytuji jako vysledek sopecné Cinnost. Komercné jsou vyrabény
precipitaci Zeleznatych a Zelezitych soli, teplotni dekompozici zelezo obsahujiciho prekurzoru
a elektrochemickou syntézou.

Nanocastice s oxidy zeleza obsahuji kovové jadro s povrchovou vrstvou. Nejcastéji se
jedna o vrstvu z dextranu, citratu nebo PEG. Jsou hojné vyuzivany pro jejich magnetické
vlastnosti. Prvnimi in vitro aplikacemi, bylo jejich pouziti jako nosi¢e enzymu. Jejich hlavni
vyhodou je snadnad degradovatelnost po skonceni pozadované reakce. V bioaplikacich jsou
proto ¢asto vyuzivany jejich magnetické vlastnosti k separaci bunék nebo mezibunécné hmoty

z jejiho nativniho prostiedi [10].

3.3.4 Nanocastice s oxidy dalSich kovu

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

Do skupiny nanosenzora patii fluorescencni kvantové tecky. Kvantové tecky zacinaji
nahrazovat klasické fluorochromy. Vyhodou kvantovych tecek je vySsi svitivost, mensi fo-
todegradace a mensi vzajemny spektralni piekryv jednotlivych typt te¢ek [10].

3.3.5 Nanocastice na bazi uhliku

Testuje se moznost vyuziti tohoto typu fluorescen¢nich znacek jako prenasecu vakcin. Maji
vyS$si biokompatibilitu a niz§i toxicitu.

Nepolymerni nanoc¢astice tohoto typu maji trubicové struktury o Sifce nékolika nm a
délce az nekolik desitek nm. Na jejich povrchu mohou byt umistény protilatky nebo bioatkiv-

ni molekuly. Po modifikaci vykazuji fluorescenci ve fluorescencnim mikroskopu [10].
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4 Méreni a zobrazovani doby Zivota fluorescence

Fluorescence je cyklicky jev. Postupem Casu dochazi k degradaci fluorescencni latky a utlumu
intenzity emise. Délka zivota fluorescence a zména intenzity jeji emise je hlavnim parame-
trem, ktery potfebujeme znat pii dlouhodobém snimani fluoreskujicich vzorkt. Bylo by totiz
nepiijemné zjistit na konci né€kolikahodinového experimentu pti zbé€zné kontrole nasnimanych
vysledkt, Ze zafeni jiz v poloviné méfeni zaniklo. Tato metoda hodnoceni fluorescence §la
ruku v ruce s vyvojem vysokorychlostnich snimaci.

FLIM (fluorescence lifetime imagune) je zobrazeni fluorescence vytvarené na zakladé
zmény intenzity emise zafeni ze vzorku v prabéhu ¢asového obdobi. Intenzita je pfitom zavis-
14 na koncentraci fluoroforu. Nicméné jeji zivotnost na koncentraci nezavisi. Zaroven zivot-
nost nezavisi ani na tloust’ce pozorovaného vzorku. Fluorescen¢ni zivotnost je zavisla na eko-
logickych parametrech, jako jsou napt. pH prostiedi, okolni ionty nebo koncentrace kysliku.

Vychazejme z predpokladu, ze buitkka ma dvé oblasti o stejné ustalené hodnoté intenzi-
ty. Kvantové vytézky intenzity mohou byt stejné v obou oblastech. Pokud se lisi, mize to byt
v disledku castecného vylouceni fluorescencnich znacek z burky. Ta oblast, ktera bude blize
stfedu buriky, bude vykazovat delsi zivotnost nez ta, ktera se bude nachézet na jejim okraji.

Fluorescencni (nebo obecné luminiscencni) 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 prostiedi. Tim padem je mozné sledovat reakcni mechanismy.

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

Zakladni FLIM nastaveni:

* pulsni laserovy zdroj

* jednofotonovy citlivy detektor

» zamé&feni excitacniho svétla do vzorku a sbér signalu

* TCSPC jednotka pro méteni doby mezi excitaci a emisi fluorescence

Na Obrazek 4.1 je zobrazena zména fluorescence v casovém intervalu. Toto zobrazeni
je vytvofeno za pomoci snimki pofizenych v riznych Casovych intervalech. Intenzita flu-
orescence se v ¢ase mefeni. Tato zména je znazornéna jako barevny odstin koresponduji

s konkrétnim casovym intervalem na stupnici.
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Obrazek 4.1: zobrazeni ve FLIM v 2D modu [7]

V casové korelovaném jednofotonovém meéteni (TCSPC) probiha méfeni doby mezi
buzenim vzorku pulznim laserem a pfijmem emitovaného fotonu na detektoru. Tato metoda
vyzaduje presné definovany zacatek méfeni. Elektronika fidi 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 prubéhu Casu [7].

Nejstars$i metodou méfeni doby zivota fluorescence je metoda faze. Fazovy thel detek-
toru je nastaven na znamou hodnotu faze dopadajiciho svétla. Méti se detekce intenzity flu-
orescence v zavislosti na fazi. Fazove citliva intenzita je ustaleny signal, ktery je imérny ko-
sinu rozdilu mezi fazovym uhlem detektoru a frizovym uhel snimané emise. Pokud je intenzi-
ta méfena pomoci nékolika fazové citlivych detektord, potom muze byt urCen fazovy uhel
snimani nebo zivotnost emise zareni. Zobrazeni zivotnosti je provadéno méfenim scény po-
moci frekvencné 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 vyjadfen v zobrazeni, kde je intenzita v kazdém bodé obrazu imérna kosinu
tohoto rozdilu fazového thlu emise v daném bod¢ a detektoru.
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Obrizek 4.2: schématické znizornéni zobrazeni délky Zivota za pomoci fize [1]

Meéfeni jedné intenzity citlivé na fazi neni dostatecné pro uréeni zivotnosti. Fazovy
uhel a modulace emise muize byt urena ziskem série fazové citlivych snimkua prostrednictvim
jiného detektoru fazového thlu [1].

Dal$i metodou ur¢ovani degradace fluorescencniho barviva je hodnoceni zotaveni flu-
orescence po fotodegradaci (FRAP - fluorescence recovery after photobleaching). Tato meto-
da sleduje opétovny navrat fluorescence na misto, které bylo umysIné vysviceno [3]. Tato
metoda je podobnd magnetické rezonanci, protoze vyuziva k méfeni intenzitu signalu ze
vzorku. U MRI jsou méfeny relaxacni Casy protonu, které jsou podobné jako fluorescencni
konfokalni mikroskopie, zavislé na slozeni zkoumaného vzorku.

Pro studium délky Zivota fluorescence je mozno vyuzit vzorkid s velmi kratkym Caso-
vym intervalem snimani. Shromazdime snimky v riznych ¢asovych okamzicich oproti vysla-
nému pulzu excitaéniho svétla a z nich nasledn& uréime Zivotnost pro kazdy pixel zvlait. 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 priblizné po velmi kratkou dobu v definovaném casovém odstupu

po skonceni impulzu [1].

Intensity

t “th  Time

Obrizek 4.3: schematické znazornéni méreni doby Zivota casovanym sniméanim [1]
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S  Pouzité bunécné kultury

* Buiiky pfedstavuji znaén& heterogenni a funkéné mnohotvarné slozky experimenti. Jejich
vyskyt a kvantitativni zastoupeni v organismech jsou typické pro kazdy bunécny typ. V této
kapitole je uveden stru¢ny vycet vlastnosti tkanovych kultur pouzitych pro experimenty v

ramci diplomové prace.

5.1 Fibroblasty

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

Jsou to protahlé, vietenovité az hvézdicovité burky, 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 normalnich podminek velkou regeneracni schopnost a jsou hlav-
nimi stavebnimi kameny vypliujicimi tkanové defekty, jizvy. Za normalnich podminek u nich
nedochazi k fagocytoze [12], [28].

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

Jedna se o buiiky svalové tkané. Jednotlivé typy svalové tkané se funkéné a strukturalné odli-
Suji. Podle tohoto hlediska jsou rozdélovany myocyty na kosterni, srdecni a hladké svaloviny

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

Kardiomyocyty jsou protahlé na koncich rozvétvené svalové buiky a tvori tkan srdec-
ni svaloviny. V kazdém kardiomyocytu je ulozeno nekolik jader, ktera jsou ulozena piiblizné
uprostied buriky. Samotné usporadani aktino-myozinovych komplexi je stejné jako u piicné
pruhované svaloviny.

V okoli jadra se nachazi vyrazny Golgiho komplex. Mitochondrie se vyskytuji jako u
vSech svala v hojném poctu a vykazuji velky pocet pravidelné usporadanych vnitinich krist
[12].

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

5.3 Mezenchymalni kmenové bunky

Jedna se o jesté nediferencované zarodecné buiiky, které se délenim mohou premeénit na tkané
mezenchymalni fady. Mohou se preménit napi. na chondroblasty, osteoblasty, myoblasty,
fibroblasty.
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Z divodu moznosti jejich pozdéjsi diferenciace maji schopnost nahrazovat jiz posko-
zené bunécné kultury. Proto jsou vhodnymi kandidaty pro pouziti k regeneraci v bunécné te-
rapii. Nejsou vSak primarné schopné tvofit buriky krevni fady.

Jejich zdroj je v kostni dfeni, pupecnikové krvi a v tkani pupecni $ndry. V dospélém
veéku jsou lokalizovany v tukové tkani. Bézné se vyskytuji ve specifickém misté v tkani. Po
zniceni tohoto mikroprostiedi nebo jeho naruseni, dojde k jejich diferenciaci. Pokud ale
z tohoto prostiedi kmenova burika vyputuje, ale prostor zustane zachovan, je osidlen jinou
kmenovou buiikou. Z toho vyplyvéa, ze pocCet 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 Nameérena data

Meéfieni bylo provedeno na konfokéalnim mikroskopu Leica SP8 X. Pied zafatkem kazdého
meéteni probéhlo zakladni nastaveni scény snimani, pfi kterém doslo k optimalizaci méteni.
Tento krok obsahuje nastaveni nejlepsi zkoumané roviny, ktera obsahuje nejlepsi zkoumanou
oblast zaymu. 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 burky.

[ Urceni pozadovaného meéteni ]

A 4

[ Nastaveni méreni ]

h 4

[ Nastaveni pozadovaného poctu cykla ]

A 4

[ Nastaveni ¢asového intervalu mezi cykly ]

Y

[ Inicializace ¢asovace ]

A\ 4

A

[ Meéreni

~—

\ 4
[ Ulozeni snimka ]

y

[ Ukonceni experimentu }

Obrazek 6.1 algoritmus snimani

V kazdém cyklu bylo méfeno nékolik parametri charakterizujicich fluorofor. Jednalo
se o0 pozorovani zmény jeho emisniho spektra v pribéhu Casu a poklesu fluorescence
v neékolika Casovych intervalech po vypnuti excitacniho laseru. Tyto experimenty byly prova-

dény pro jednu zaméfenou rovinu nebo nékolik fezti vzorkem.
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Vysledkem téchto méfeni jsou série snimkii zmény fluorescence pozorované v Caso-
vém rozestupu. Tyto série jsou ulozeny do uzivatelem zvolené slozky spolu s nastavenim pa-
rametri experimentu a barevnou paletou pouzitou pfi znazornéni snimané fluorescence.

Pro kazdé snimani byly pouzity rizné parametry nastaveni experimenti. V zakladnim
nataveni se objevuje zména emisniho spektra a snimani pohasinani fluorescence po vypnuti
laseru. Toto zakladni nastaveni se objevuje ve vSech pouzivanych burikach.

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

podle n& dochazi k optimalnimu zaostteni do optimalni roviny vzorku.

Obrizek 6.2: fibroblasty (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 20x), upraveno
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Obrizek 6.3: kardiomyocyty buriky (konfokalni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)

Obrizek 6.4: kmenové mezenchymalni buniky (konfokilni mikroskop, transmisni kanal, zvétSeni 63x)
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Zakladni charakteristikou pro hodnoceni fluoroforu je jeho emisni spektrum. Emisni
spektra byla sniméana od nastavené pocatecni vinové délky s definovanym krokem po konco-
vou vlnovou délku. Pro jiz zmifiované kmenové buitiky je rozsah zkoumanych vinovych délek

od 550 do 750 nm. Mezi kroky snimé&nimi je vzdalenost 10 nm.

Obrizek 6.5: emise fluorescence kmenovych mezenchymailnich bunék na vinovych délkich a) 550, b) 600, ¢) 650 a d)
700 nm

Pro ziskani komplexn¢jsi informace o charakteristice fluorescence vzorku v jednotli-
vych jeho vrstvach, byl vyuzit dostupny konfokalni mikroskop. Rozmér snimané jednotky,
voxelu, je vtomto pfipadé 0,085 x 0,085 x 0,755 um. RozliSeni je 1024 x 1024 px. Flu-

orescence se méni v zavislosti na pruniku méfenych bunék se zkoumanou rovinou.
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Obrizek 6.6: zména fluorescence ve ¢tyrech po sobé jsoucich vrstvach vzorku fibroblasti (konfokalm mikroskop,
zvétSeni 20x)
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Obrizek 6.7: zména fluorescence v nékolika vrstvich vzorku mezenchymalnich bunék (konfokalm mikroskopie,
zvétSeni 63x)

Dal§i métenou charakteristikou je fluorescence po vypnuti excitacniho zdroje. Tento
experiment je provadén pomoci funkce TimeGate, viz kapitola 2.5.

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

Snimky museli byt pro vlozeni do této prace pifevedeny na stupné Sedi a zvétSeny na
desetinasobek své ptvodni hodnoty jasu. Divodem téchto praci je velmi mala jasova hodnota
fluorescen¢niho zareni, ktera se navic nachazi v nekontrastnim zbarveni vici pozadi a zanika

na ném. Originalni snimky vykresluji intenzitu v odstinech Cervené, ktera na Cerném pozadi
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zanika. Z upravenych snimku je jiz pouhym okem patrny vyrazny utlum intenzity fluorescen-
ce.
Cela série jednoho snimani je pfiloZena v pfiloze. RozliSeni té€chto snimkt 512 na 512

px. Rychlost snimani byla 100 Hz.

a)0-3,5ns b)1- 4,5ns

¢c) 2-5,5ns

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 tfi a pul 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

tfi nanosekundy.
U nékterych bunék nedoslo k inkorporaci barviva do buiky. Okoli butiky proto zafi

vice nez samotna burika. Tento jev nastal bud’ z diivodu odumfeni zkoumané buriky nebo ne-

vhodnosti pouzitého fluoroforu.
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7 Programové reSeni

Série vystupnich snimkt méfeni z konfokalniho mikroskopu jsou dale zpracovavany. Pro
zpracovani je pouzit parametr zmeény fluorescence v dlouhodobém sniméni fluorescenéni ak-
tivity ve vzorcich. Zpracovani dat sestava z bloktl pro nacteni, zpracovani a prezentace vy-
sledkii. Zpracovani je pfizpusobeno vystupum konkrétniho typu mikroskopu. Tedy Leica SP8
X, ktery byl pro méteni k dispozici.

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

Vstupem vytvoreného skriptu zpracovani jsou ziskané snimky zmény fluorescence,

vystupem grafy zobrazujici ¢asovou zménu fluorescence.
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Obrizek 7.1: vyvojovy diagram programového reSeni
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Po zpusténi programu je uzivatel vyzvan k urCeni zpracovavanym dat. Z parametru
meéfeni, které jsou standardné softwarem vkladany do souboru s meéfenimi, jsou vyhledany
parametry nastaveni doty¢ného experimentu

Z téch pak dojde k ziskani zakladnich informaci o zpracovavanych datech. Timto zpu-
sobem je urCen typ zpracovavanych dat, zda se jedna o méfeni zmény emisnich spekter,
zkoumani fluorescence v jednotlivych rovinach nebo o zménu hodnoty fluorescencniho jasu
v Case. Dale je zjistén celkovy pocet ziskanych snimk daného experimentu, pocet snimka v
ramci jednoho cyklu méfeni a pocet cykld méteni. Nasledné zpracovani je rozdéleno podle
zjisténych parametri. Zautomatizovanim je zajisténo, ze nedojde k nechténému zaménéni
snimanych dat.

Dotazovacim oknem je uzivateli nabidnuta moznost vyb&ru omezeni zpracovani na
zajmovou oblast. Pokud bude odpovéd kladna, bude zpracovan jeden vzorovy snimek,
z néhoz bude vybrana oblast z4jmu ke zpracovani. Vybér oblasti je proveden oznacenim dvou
bodl. Neni potfeba zadavat ohraniceni jako body hlavni nebo vedlejsi diagonaly. Program si
sam urci, ktera ze soutadnic patii hornimu a ktera dolnimu rohu.

Zména emise fluorescence je urCena sumaci hodnot fluorescence snimki meéfeni. Vy-
sledné spektrum je vytvoreno poskladanim zjisténych souctu a piifazenim na prislu§né vinové
délky. Serazenim spekter nasnimanych v dlouhodobém Casovém 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 nachazi mezera zpisobena posunem
snimaného useku spektra. U takto zjiSténych dat by doslo de facto k zobrazeni zmény caroveé-
ho spektra v Case. Z tohoto diivodu jsou emise nachazejici se v této mezefe linearné interpo-
lovany. Tento krok zanasi do zobrazeni nepfesnosti. Jejich hlavnim projevem je , hranatost
vysledného spektra zpisobena interpolaci. DalSi je nepfesné vyhledani vrcholu emisniho
spektra, které je zplsobeno pravé krokovanim méfeni. Vrchol spektra se mize nachazet
v intervalu kroku a proto je takto vytvoreny 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 pocateCnim okamziku otevieni detektoru.

Vysledek analyzy jednotlivych vrstev je suma fluorescence dané vrstvy.

Vystup programu je obrazovy. Vystupy jsou v podobé kiivkovych a komplexnéjSich
3D grafii zmény fluorescence v zavislosti na Case. Samotny vyvoj intenzity fluorescence v
Case, je mozné zobrazit nékolika zptasoby. Tuto ¢asovou reprezentaci je mozno provést 3D
grafy znazorfujici hodnotu intenzity pseudobarvenim. Zména barvy charakterizuje zménu

intenzity jak je patrné z Obrazek 7.2.
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Zména emisniho spektra v pribéhu casu

Intenzita fluorescence

650
600

méfeni

vinova délka [nm]

Obrizek 7.2: zména emisniho spektra kultury fibroblasti

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

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

Zména intenzity fluorescence v &ase
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0.7r

intenzita fluorescence

05
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Obrizek 7.3: kiivka maxima emisniho spektra fluorescence fibroblastu v priibéhu experimentu

Podobné¢ jako pohyb emisniho spektra v prubéhu méfeni muze byt zobrazena i zména

intenzity fluorescence v riznych rovinach.
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Obrizek 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 pres dotazovaci okno znazornéné na Obrazek 7.5. Uzivatel v tomto rozhrani

zvoli soubor se zkoumanymi daty.

Vyhledat sloZku

Select Directory to Open

4 | Dokumenty ~
/1 opLow
4 | DATA
. Export-fibroblasty
| Export-fibroblasty-bezdir
. konf-data

Sloska: | DIPLOMKA

Vytvofit novou sloZku Storno

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

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

Chybi nastavenim méfenil
0K

Obrizek 7.6: chybova hlaska

Dal§im dotazovanim uzivatele je zjisténa oblast zajmu ve zkoumaném obraze. Uziva-

tel zada dva body do dotazovaciho okna.

Boundary Conditi.. = ©

Chcete wybrat oblast z&jmu?

Ano

Obrizek 7.7: dotazovaci okno pro oblast zajmu

Figure 1 - oIEl

File Edit View Insert Tools Desktop Window Help x

Dade 4 2|08

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

je vrcholy zadané uzivatelem nachézejici se na diagonale.

Oblast zajmu.

Obrazek 7.9: vymezeny prostor kultury fibroblastu obsahujiciho buiiku
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8 Popis dosazenych vysledkii

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

bunécné kultury mezi sebou.

8.1 Fibroblasty

Pro tuto praci byly méfeny tii kultury fibroblastd. Prvni méfeni bylo provadéno na mladych
fibroblastech s Cerstvé podanym rhodaminem. Druhy a tfeti vzorek predstavuje fibroblasty
s delsi inkubaci barviva.

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

Emisni spektrum bylo méfeno pro rozsah vinovych délek od 550 do 650 nm s posu-
nem 20 nm mezi kazdym méfenim. Jedna se tedy o 11 snimkd. Zména je zkoumana pro emisi
z buniky a jejiho okoli. Pro oblast nachézejici se uvniti fibroblastu byl vybran nejvyraznéjsi
fibroblast a jeho blizké okoli.

Emisni spektra vykazuji velkou rozdilnost. Obrazek 8.1 vlevo znazortiuje emisni spek-
trum fluorescence v buiice fibroblastu. Pravé spektrum emise, které pochézeji z oblasti mimo
bunku, nevykazuje velké odchylky ve svém prubéhu. Levé spektrum, které predstavuje emisni
spektrum zjistované z oblasti uvnitf buriky, ma evidentné mensi hodnoty intenzity. Lépe je to
parné na to Obrazek 8.2. Zaroveil je ze zobrazeni viditelna zmeéna velikosti dosazenych hod-
not intenzity fluorescence. Z vysledka je patrné, Ze spektrum okolniho prostiedi vykazuje
vétsi hodnoty jasu fluorescence o vice nez 80%. Vrcholy naméfenych emisnich spekter byly

zjistény na hodnoté 590 nm. Tedy v pribéhu Casu nedoslo ke zmén€ vinové délky emisniho

S
zareni.
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Obrazek 8.1: zména emisniho spektra v ¢asovém horizontu v buiice a mino bunku
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Jak je patrné z Obrazek 8.2 maxima vrchold emisnich spekter vykazuji v prubéhu Casu
velké rozdily. V emisnim spektru z nitra buriky je patrnd zména jasu fluorescence piiblizné o
30% v poslednich péti cyklech méfeni. Tento nardst je ziejmé zpusoben opozdénou aktivaci
fluoroforu nebo zvySenym prichodem barviva do buiky. V okoli buriky je situace opacna.
Zde dochazi k postupnému narastu fluorescence, ale v 25 cyklu méfeni dochazi k rychlé-
mu 60% poklesu jasu. Vzhledem k tomu, Ze ve stejné dobé nastal pokles hodnot jasu
v mimobudécném prostoru a v samotné burice doslo ke zvySeni fluorescence, je mozné ze
doslo bud’ k pozdéjsi aktivaci barviva nebo jeho zvySenému pruniku do buriky. Naproti tomu
rhodamin v okoli buriky mohl v tomto okamziku zacit degradovat.

Zména intenzity fluorescence v case
Zména intenzity fluorescence v Ease
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Obrizek 8.2: pribéh vrcholu emisniho spektra v a mimo buiiku fibroblastu

Pokud budeme zkoumat tento vzorek v riznych rovinach, dosp&jeme se k podobnym
vysledkiim jako u vrcholt maxim emisnich spekter.

Zména fluorescence v Case

Zména fluorescence v ase
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Obrizek 8.3: fluorescence fibroblastu v ramci vrstev v buiice a mimo buriku
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Emisni spektra na Obrazek 8.4 patii vzorku fibroblasta, ktery byl starsi nez predchozi.
Emisni spektrum bylo méfeno pro rozsah vinovych délek od 550 do 650 nm s posunem 20 nm
mezi kazdym métenim.

Podobné jako ony jsou zpracovany dvé oblasti zajmu. Jedna uvniti a druha vné buriky.
Emisni spektrum se stejné jako u pfedchozich odlisuje uvniti a vn€ butiky. Opét je zde patrny

velky rozdil v hodnoté€ jasu mezi okolimi a burikou.
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Obrizek 8.4: zména emisniho spektra kultury fibroblastu vné a uvnitf bunky

Pti pohledu na zobrazeni maxim jednotlivych emisnich méfeni je zde parnd pozvolna
aktivace fluorescence, ktera je rychlej§i u fluorescence nachazejici se ve fibroblastu a
v prubéhu Casu vykazuje priblizn€ konstantni prabéh fluorescence u emisniho spektra uvnitf
bunky.

U emisniho spektra mimo fibroblast je linearni narist jasu po dobu 25 cykli a pak
jeho nasleduje prudky sestup o 60%. Davody pro tuto odliSnost mohou byt stejné jak v pred-

chozim piipadé.
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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 prabéhu Casu.
Z vystupu je parné, ze na zacatku méfeni je jak v burice, tak mimo buiku, nejvétsi fluorescen-
ce v prvni vrstvé. Ve vSech vrstvach dochazi k exponencialnimu utlumu fluorescence.

Ve vrstvach nasnimanych v burice fibroblastu je utlum fluorescence mezi jednotlivymi
casovymi okamziky pfiblizné¢ 50% oproti predchozim. Ve vrstvach vzorku mimo buiiku je

fluorescence pozorovana pouze v prvni vrstve.
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Obrazek 8.6: zména fluorescence v kulture fibroblastu ve vrstvich 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 mefeni.
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Obrizek 8.7: zména fluorescence kardiomvocyti v ¢ase v ramci nékolika vrstev v buiice a mimo ni
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8.3 Mezenchymalni kmenové bunky

Emisni spektrum bylo méfeno pro rozsah vinovych délek od 550 do 650 nm s posunem 20 nm
mezi kazdym méfenim. Pribéh emisnich spekter obou okoli je pfiblizné stejny. Jediny rozdil
je v hodnoté vyrazného fluorescencniho vrcholu nachazejiciho se v okoli dvanactého meéteni
vyrazngjsiho v Obrazek 8.9. U lokalniho okoli fluorescence buiiky ma tento vrchol velikost o

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

Snimani fluorescence tohoto vzorku pomoci TimeGate, viz 2.5, vykazuje znacné roz-
dily mezi jednotlivymi meéfenimi i prostfedim. NejvySsi hodnoty vykazuje fluorescence
v druhém, osmnactém a devatenactém mefeni v buiice. Tyto méfeni vykazuji snizeni intenzity
mezi poCatkem méfeni a 4 ns o 80%. Ostatni cykly meétfeni vykazuji oproti nim o 60% mensi
intenzitu jiz v pocatku. V téchto métfenich dojde k vyraznému utlumu fluorescence po 1 ns.

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

meéfeni a k absolutnimu utlumu fluorescence u nich dochézi 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 poc¢atku meéteni a dale nevykazuji zadnou vyraznou fluorescencni €innost.

Zména intenzity fluorescence v jednotlivich Easowich okaméicich
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intenzita fluorescence
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Obrizek 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 buiice exponencialni pokles, ktery konci
v 5 ns. Ve zbytku méfeni jiz neni zfejma zadna fluorescence. Vzhledem k tomu, ze byla pozo-
rovana fluorescence pouze u prvniho meteni, doslo zfejmé k naprostému zniceni pouzitého
rhodaminu silnym excitaénim zafenim. Dal§im moznym vysvétleni je, Ze se jednalo o velmi
stary vzorek a fluorofor byl jiz chemicky degradovan. Poptfipadé byla jeho koncentrace na
velmi nizké urovni.

Vysledky ziskané z analyzy okoli buiky vykazuji tfi velmi odlisné fluorescen¢ni ob-

lasti a nejsou interpretovatelné.
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Obrizek 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

Pfi hodnoceni bunék zkoumanych bunécnych kultur vykazuji nejvétsi stabilitu ve vztahu buii-
ky a jejiho okoli mezenchymalni buriky. Z vysledkl je patrna minimalni odchylka fluorescen-
ce mezi zkoumanymi prostiedimi.

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

Nejvétsi hodnoty emisnich spekter maji mezenchymalni kmenové buiky.

Nejstabilnéjsi méfeni zmeény fluorescence v Case maji mezenchymalni kmenové buii-

ky. Naproti tomu nejdels§i nameéfena zmeéna fluorescence v Case 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 bunécné 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 poftizeno nekolik sérii snimka dlouhodobého pozorovani fluorescence u kultury
bunek fibroblast, kardiomyocyti a mezenchymalnich kmenovych bunék. Ziskana data byla
prezentovana

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

Nameéfena data byla zpracovana pomoci vytvoireného programu. Z vystupt byl prove-
den rozbor parametrt jednotlivych experimenti. Z vysledkt vyplyva, ze nejvétsi stabilita flu-
orescence patii mezenchymalnim kmenovym buikam z diivodu jejich minimalni odchylky
mezi zkoumanymi prostiedimi.

Nejstabilnéjsi fluorescence ve vrstvach vzorku vykazovaly fibroblasty. Jejich rozloze-
ni fluorescence bylo stejné po dlouhou dobu. Nejvétsi hodnoty emisnich spekter maji mezen-
chymalni kmenové buiiky. Nejstabilnéjsi méfeni zmény fluorescence v ¢ase maji mezenchy-
malni kmenové burky.

Vysledky nejsou objektivni z divodu malého poctu dat. Maly pocet nasnimanych
vzorkd byl zplisoben omezenym strojovy ¢asem konfokalniho mikroskopu a jeho odstavkou
z divodu poruchy. Dalsim faktorem ovliviiujicim mnozstvi dat je fakt, ze pouzivané vzorky

byly pfipravovany mimo UBMI.
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