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ABSTRAKT

Optimalizace mikroskopického zobrazovani technikou TOCCSL

Tato diplomova prace se zabyva problematikou metod fluorescencni mikroskopie,
pomoci kterych je mozné detekovat pohyb jednotlivych molekul v redlném case. Jejim
hlavnim cilem je vytvofit méfici protokol, ktery popisuje postup vyuziti metody
TOCCSL (Thinning Out Clusters while Conserving the Stoichiometry of Labelling) pro
meéfeni nanoskopické organizace gangliosidli v modelovych systémech plazmatickych
membran. Dale naméfit sérii vzorkii a pomoci zpracovani v prostiedi Matlab urcit
velikost gangliosidovych klastrt, které kazdy konkrétni vzorek tvofi.

Mgéfeni probihala na Ustavu fyzikélni chemie J. Heyrovského Akademie véd na
fluorescenénim mikroskopu uréeném pro metody TIRF a TOCCSL s vyuzitim modrého
laseru o vinové délce 488 nm. Tvorba klastrii byla pozorovana u dvou typa gangliosidd,
kazdého na tfech riznych podpirnych fosfolipidovych dvojvrstvach. Zaznamenana data
jsem piedzpracovala v prostiedi Matlab a déale dopocitala hustotni pravdépodobnostni
funkci pro jasové body.

Ze ziskanych vysledkli bylo patrné, ze kazdy gangliosid vykazuje jinou ochotu
tvorit nanoskopické klastry. Zmeéna ve struktuie lipidové dvojvrstvy, ve které se dany
gangliosid vyskytuje, m4 na nanoskopickou segregaci gangliosidii prokazatelny vliv.
Vysledky ukazuji, Ze metoda TOCCSL je vhodnd piedevSim pro detekci menSich a
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ABSTRACT

Optimalization of TOCCSL microscopy

This thesis deals with the problematics of fluorescence microscopy techniques that
are able to detect the single molecule movement in the real time. The main aim is to
create measuring protocol describing usage of TOCCSL (Thinning Out Clusters while
Conserving the Stoichiometry of Labelling) method for measuring nanoscopic
organisation of gangliosides on synthetic plasmatic membranes. Next aim is to measure
several samples and perform the data analysis in Matlab software to define size of
ganglioside clusters in each sample.

The measurements take place at The Czech Academy of Sciences, J. Heyrovsky
Institute of Physical Chemistry using the microscope suited for TIRF and TOCCSL
measurements. Cluster formation is observed on three compositions of lipid bilayer and
two types of gangliosides. | analysed the acquired data in Matlab and counted the
probability density function for brightness spots.

The results showed that different gangliosides create clusters of different sizes.
Changes in bilayer structures have significant impact on nanoscopic ganglioside
segregation. As a result it is possible to claim that TOCCSL method is suitable
primarily for detection of smaller and more mobile molecules, therefore is more
convenient for samples with lower willingness to bind.

Keywords

Fluorescence microscopy, TOCCSL, ganglioside, phospholipid bilayer
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Seznam symboli a zkratek

Seznam symboli

Symbol Jednotka Vyznam
A - dolni hranice intervalu
ao nm? plocha molekuly gangliosidu
- hloubka propadu
- horni hranice intervalu

Ce - pomérna koncentrace gangliosidl ku lipidim

d S polocas rozpadu

D m?/s difuzni koeficient

dmin m minimalni vzdalenost dvou bodd, aby byly rozeznatelné
na obrazu jako dva

EO A/m intenzita evanescentniho pole na rozhrani

Ez A/m intenzita evanescentniho pole pole ve vzdalenosti z

I N fotonii/s intenzita fluorescence pted photobleachingem

I(t) N fotonil/s intenzita fluorescence v case t

10 N fotontl/s intenzita fluorescence vzorku po photobleachingu

11 N fotont/s intenzita fluorescence vzorku v inicia¢ni fazi méteni

Ioo N fotond/s maximalni ndvratnd intenzita fluorescence vzorku

K - mira tzv. bélici konstanty (zahrnuje tok fotont)

k JIK Boltzmannova konstanta

M - mobilni frakce

n - index lomu v prostiedi pted objektivem

nl, n2 - rizné hodnoty indexid lomu dvou prostredi

NA - numericka apertura

NAcond - numericka apertura kondenzatoru

NAobj - numericka apertura objektivu

Ng - pocet gangliosidil v jedné nanodoméneé

P - pravdépodobnost

p(x) - hustota pravdépodobnosti

R m hydrodynamicky polomér

rAiry m polomér prvni tmavé kruznice

Rp nm velikost jedné lipidové domény




t S ¢as, ve kterém urcujeme intenzitu fluorescence

T K termodynamicka teplota

w m polomér oblasti aplikace laseru

z m vzdalenost od rozhrani, ve které se méfi Iz

S ° polovina vrcholového uhlu kuZzele paprska vstupujicich do
objektivu

n m?/s viskozita

Ao m vlnova délka svétla ve vakuu

11 - Ludolfovo ¢islo

Iy m*/kg hustota™

D s charakteristicka casova konstanta extrahovana
z matematického fitovani dat

o1, 62 © rizné hodnoty uhli dopadu a odrazu paprsku na

rozhrani dvou prostiedi

Seznam zkratek

Zkratka Vyznam

AFM Atomic Force Microscopy

CCD Charged-coupled device (zatizeni s vazanymi naboji)

DOPC 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-fosfocholin

FRAP Fluorescence recovery after photobleaching (obnoveni fluorescence po
photobleachingu)

HEPES Kyselina4- (2-hydroxyethyl) -1-piperazinethansulfonova

Chol Cholesterol

NaCl Chlorid sodny

NatGM1 Ptirodni gangliosid GM1

NatGM3 Pfirodni gangliosid GM3

nGM1g Pfirodni zelené€ znaceny gangliosid GM1

pGM3g Palmitoylated (ma kovlentné ptipojenou mastnou kyselinu na cystein) zelené
znaceny gangliosid GM3

ROI Region of interest (oblast zajmu)

Sph Sfingomyelin

TIRF Total internal reflexion fluorescence (Gplny vnitini odraz fluorescence)

TOCCSL Thinning out clusters while conserving the stociometry of labelling

tzn. To znamena

tzv. Takzvany




1 Uvod

Tato diplomovéa prace se zabyva problematikou nové fluorescencni metody, ktera
umoziuje sledovat pohyby molekul na membrané v redlném Case. Téma zahrnuje jak
technickou problematiku, tak ma pfesah do medicinského zaméfeni a proto je vhodné
pro obor biomedicinského inzenyrstvi.

Technickou ¢ast prace reprezentuje piedevSim meétfeni pomoci fluorescencniho
miroskopu, aplikace nové metody a také analyza pomoci algorytmu. Medicinska ¢ast je
potom zastoupena konkrétnimi méfenymi vzorky. Méfeni je provadéno na dvou typech
gangliosidl, které se vyskytuji pfedev§im v nervové tkani ¢lovéka a hraji vyznamnou
roli pfi vyskytu napt. Alzheimerovy choroby. Pfiblizeni se porozuméni nemocem, které
postihuji nervovou tkan, bych také oznacila za hlavni motivaci prace a jeji presah do
klinické praxe.

Veskera méteni probihala na Heyrovského ustavu Akademie véd, kde se nachézi i
mikroskop uzpiisoben pro méfeni vzorkli metodou, kterou jsem si vybrala pro
zpracovani své diplomové prace. Jedna se konkrétn¢ o fluorescencni metodu TOCCSL
(Thinning Out Clusters while Conserving the Stochiometry of Labeling), ktera je
zalozena na principu photobleachingu a Brownové pohybu. Méteny byly vzorky dvou
ruznych gangliosidi na tfech lipidovych dvojvrstvach. Data byla ziskana pomoci
fluorescenéniho mikroskopu s laserem o vinové délce 488 nm a digitalni kamery.
Nastaveni méficich parametrti probihala v programech LabVIEW a Micro-Manager.
Pro zpracovani dat byl poté vyuZzit software vytvofeny v prostfedi Matlab. Pro v§echny
tyto kroky byly vytvofeny navodné protokoly ptiloZené k této diplomové praci.
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2 Prehled soucasného stavu

Mikroskopie a jeji techniky jsou dnes jiz b&znymi nastroji pro pozorovani
biologickych struktur v mnoha odvétvich, medicinu nevyjimaje. [1] Pomoci
mikroskopickych metod vyuZzivajicich fluorescenci Ize monitorovat fyziologii bun¢k,
pohyb na jejich membranach a interakce s okolim. Existuje mnoho druhii fluorescenéni
mikroskopie, pficemz kazdy z nich je urcen pro jiné struktury a nabizi jiné¢ zobrazovaci
moznosti, dle potieby uzivatele.[2]

2.1 Fluorescence

Fluorescence, stejné jako fosforescence, je druhem luminiscence, kterd je
popisovana jako emise svétla ze substance. Prvni zminky o pozorovédni luminiscence
pochazi jiz ze staroveéku. Fluorescence samotnd byla pojmenovéna az o mnoho let
pozdéji, kdy ji v poloving devatenactého stoleti predstavil vetejnosti Sir George Gabriel
Stokes. [3] Dalsim muzem, ktery vyznamné pfispél k porozuméni fluorescence, byl
astronom sir John Frederich William, ktery v roce 1845 pozoroval fluorescenci quininu
v roztoku alkoholu a jehoZ pozorovéani byla zdkladem, diky kterému dnes znadme
fluorescenci tak, jak ji zname. [4]

Fluorescence je emise svétla, ktera vznika vyzafenim fotonu na zaklad¢é absorpce
elektromagnetického zatfeni urCité vinové délky. Absorbované zateni vybudi elektron
fluoroforu a ten diky dodané energii pieskoci do vyssi elektronové vrstvy. Pii navratu
na puvodni energetickou hladinu vyzafi foton. Emise fotonu probiha pouhé
nanosekundy po absorpci excita¢niho zafeni, coZz je hlavni rozdil mezi ni a
fosforescenci, u které dochdzi k emisi mnohem pozdé&ji. Velké mnoZzstvi takovych
vyzatenych fotonli se ndm potom jevi jako zafeni dané latky, tedy fluorescence. Tento
jev je mozné pozorovat predevsim u latek aromatického charakteru. [4] [5]
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Obrazek 1: Jablonského diagram — vyobrazeni pohybu elektronu v ramci elektronickych hladin
a vznik fluorescence a fosforescence. [6]

Pohyb elektronu mezi energetickymi hladinami je vyobrazen pomoci Jablonského
diagramu na obrazku 1. Odtud je mozné vy¢ist, ze elektron po excitaci pieskoci na vyssi
energetickou hladinu, do tzv. prvniho excitovaného stavu, zde ztrati ¢ast své energie ve
formé¢ tepla, vibracni relaxaci atp. Nasledné se vraci zpét na pivodni hladinu za vzniku
fluorescence. Elektrony pii fluorescenci pieskakuji do tzv. singletovych stavi, coz
znamena, ze v orbitalu se nachazi dva elektrony s antiparalelnimi spiny. V obrazku 1
jsou tyto stavy oznacCeny pismenem S. Pokud dochazi k pfesunu elektronii pouze
v ramci téchto tzv. povolenych stavt, vznika fluorescence. [7] V nékterych piipadech
ovSem miZe dochéazet k mezisystémovému piechodu, tedy zakdzanému piechodu mezi
singletovym a tripletovym stavem (znacen T). U tripletovém stavu dochazi k jevu, kdy
se vV jednom orbitalu objevuji elektrony s paralelnim spinem, coZ neodpovida Pauliho
principu, a proto k tomuto jevu dochdzi méné cCasto, nez k prechodim v ramci
singletovych stavil. Pokud dojde k zakazanému piechodu, jevi se to pod fluorescen¢nim
mikroskopem jako vyhasinani. Pfi navratu elektronu z tripletového do singletového
stavu dochazi k fosforescenci. [6] Zakazanych piechodd se vyuziva 1 pfi
photobleachingu, ktery je dileZitou soucasti metody TOCCSL.

Jak je z diagramu také ziejmé, excitacni a emitované zafeni maji riznou vlnovou
délku, coz je naprosto kliCova vlastnost fluorescence a diky ni je mozné detekovat i
slabou emisi na pozadi silného excitaéniho paprsku. [6] Tato zména vinové délky se
nazyva Stokesiv posun a je pozorovatelny u fluorescen¢nich spekter riznych latek.
Absorpéni a emisni spektra fluorofort jsou zpravidla symetrickd, ale je u nich patrny
metoda TOCCSL, kde je nutné detekovat jednotlivé molekuly, jejichz fluorescence je
mnohem slabsi, nez excitacni paprsek a bez Stokesova posunu by nikdy nebylo mozné
je pozorovat.
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Obrazek 2: Absorpcni a emisni spektra dvou riznych fluorofort, u nichz je patrny Stokestv
posun. [4]

2.1 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie ndm umoZiuje sledovat rozlozeni fluorescen¢niho
signdlu ve znac¢enych mikroobjektech. Jedna se o zdkladni metodu vyuzivanou pro
zkoumani bunécné fyziologie. Jeji kofeny sahaji do konce devatenactého stoleti, kdy
byla provadéna prvni pozorovani flurorescentnich vzorkli a vroce 1871 doslo
k syntetizaci prvniho umélého fluorescencéniho barviva, ¢imz bylo umoznéno
pozorovani struktur, které nejsou pfirozené fluorescentni. V poloving dvacatého stoleti
se poprvé objevilo dichromatické zrcadlo, které odrazi jen tzké pasmo vinovych délek.
[8] Dalsim dualezitym milnikem ve vyvoji fluorescenéni mikroskopie byla detekce
fluorofort, které dokazou specificky zacilit na rizné bunécéné struktury jako lipidy,
proteiny atd. Tento objev posunul pozorovani bunécné fyziologie na uroven, kterou
zname dnes. [2] V soucasné dobé se cili hlavné na zlepSeni kontrastu a na ¢asové a
prostorové rozliSeni ziskaného obrazu. Rozrlsta se nejen jeji vyuziti, mnozstvi technik a
moznosti zobrazeni ale také vyuZzivané technologie pro zpracovani dat a nova
fluorescenéni barviva. [6] [9]

Zéakladni princip fluorescenéni mikroskopie spociva v excitaci vzorku zarenim se
specifickou vlnovou délkou blizkou modrému svétlu, coz vybudi fluorescencni latky ve
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vzorku, které absorbuji dopadajici fotony, které excituji elektrony a ty pfeskakuji na
vyssi energetické urovné. Nasledné pii navratu na puvodni energetickou hladinu vyzaii
fluorofor foton o nizsi energii, nez kterou ma foton absorbovany. Paprsek ozaiujici
vzorek se oznacuje jako excitacni a sekundarn¢ vyzarené fotony jako emisni. Protoze
emisni fotony maji niz§i energii a jimi emitovana fluorescence maé jinou vlnovou délku
nez zareni excitacni, je potfeba pied detektor umistit filtry, které odstrani excitacni
zateni. [2] Podrobnéji je tento proces popsan v piedchozi kapitole o fluorescenci.

Existuje také druha moznost excitace elektronu pomoci cerveného svétla, kde na
rozdil od excitace modrym svétlem nedochazi k absorpci jednoho, nybrz dvou fotoni za
vyzateni jediného fotonu. Emitovany foton ma potom vyssi energii nez oba
absorbované a proto lze vyuzit Cervené svétlo k tvorbé svétla zeleného. Vyhody této
metody jsou hlubsi prinik do vzorku diky delsi vinové délce a niz§imu rozptylu svétla.
Pti absorpci modrého svétlo vyssi energii je také vétsi pravdépodobnost naruSeni
buné¢nych struktur. [2] Vyuziva se i kombinace buzeni elektronti obéma typy laserd.
Nicméné pro méteni v této diplomové praci je vyuziti modrého svétla efektivné;si, proto
je zde tzv. metoda dvoufotonové mikroskopie zminéna jen okrajove.
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Obrazek 3:Stavba fluorescencniho mikroskopu. [2]

Zakladni stavba fluorescenéniho mikroskopu je zobrazena na obrazkuChybal
enalezen zdroj odkazi.. Hlavnimi stavebnimi prvky kazdého fluorescen¢niho
mikroskopu jsou: zdroj excita¢niho zafeni, dichromatickd zrcadla, objektiv, detektory
emisniho zafeni a zobrazovaci zafizeni. Zdrojem zafeni mohou byt xenonové ¢i rtutové
vybojky, které jsou v soucasné dobé Casto nahrazovany modrymi a ¢ervenymi lasery.
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Excita¢ni paprsek generovany zdrojem dopadd na dichromaticky déli¢ svazku, neboli
dichroické zrcadlo, které ma tu vlastnost, ze dokaze odrazit jen velmi tzké spektrum
elektromagnetického zareni o urcité vinové délce a ostatni dopadajici zafeni propousti.
Tato vlastnost umoznuje zacilit excitatni paprsek do vzorku a nechat projit emisni
zafeni zpét do objektivu. Paprsek emisniho zafeni projde dichroickym zrcatkem
uréenym na manipulaci s excitatnim paprskem, protoze ma diky Stokesové posunu
jinou vlnovou délku. Néasledné¢ dopadd na druhé dichroické zrcatko, které dokaze
rozdélit emisni fotony vybuzené modrym a cervenym laserem. Mezi obéma
dichroickymi zrcadly se nachézi bariéra, ktera zabranuje rozptylenému excitacnimu
zateni dopadat na detektory zatfeni. Fotony emisniho paprsku dopadaji na fotodetektory
(nejcastéji CCD Cipy digitalnich kamer), které pomoci fotoelektrického jevu preménuji
fotony na elektrony. Tento signal je dale pfenaSen do pocitace, kde diky digitalnimu
zpracovani obrazu muzeme ziskat zaznam vzorku v realném case. [10]

Tato stavba a princip zobrazovani jsou spolecné pro epifluorescencni a inverzni
mikroskopy, jejichZ stavba je totozna a lisi se pouze pozici vzorku vici objektivu.
Existuje také metoda transmisni fluorescen¢ni mikroskopie, nicméné ta se dnes vyuziva
spiSe jako dopliikova a nejnovéjsi mikroskopy jsou jiz konstruovany tak, aby je bylo
mozné vyuzit pro kombinaci obou metod. Existuji i dal$i metody fluorescencniho
zobrazovani jako vertikalni nebo Kdlerova metoda, ty jsou vsak ji hodn¢ specifické a
V pro tuto praci irelevantni. [10]

Dal8i modifikace stavby mikroskopu ¢i hodnot vinové délky excitaéniho zéteni
jsou zaméfeny piedev§im na zlepSeni kontrastu mezi signadlem emitovanym vzorkem a
pozadim. Kontrast a dal§i zobrazovaci parametry jsou ovlivnény také fluorescencnim
barvivem, kterym se oznacuji zobrazované struktury. Fluorescen¢ni mikroskopie prosla
Vv poslednich desetiletich velmi vyznamnym rozvojem a existuje Siroky rozsah metod
specialné upravenych pro zkoumani jednotlivych struktur. [6]

2.1.1 Konfokalni fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopii I1ze délit dle zobrazovaného pole na dva zakladni druhy,
mikroskopii Sirokého pole a na skenovaci konfokalni mikroskopii. V prvnim ptipad¢ je
soucasn¢ ozafovan cely vzorek a je snimén fluorescen¢ni signal celé jeho plochy. Ve
druhém piipadé se zaméfujeme pouze na urcité pole zajmu, obvykle oznacované ROI.
Vybrané pole je ozafeno fokusovanym paprskem excitacniho svétla a bod po bodu se
zaznamenava intenzita zafeni v kazdém misté zobrazované oblasti. Vysledny obraz je
slozen z téchto naméfenych intenzit — odtud nazev skenovaci. [2]

Prvni konfokalni mikroskop byl sestrojen Marvinem Minskym ke konci Sedesatych
let minulého stoleti, k velkému rozvoji této zobrazovaci techniky pak doSlo v druhé
polovin¢ let sedmdesatych. Minsky studoval nervové sit€¢ v mozku a mél snahu
zaznamenat d&je v zivych tkanich. Aby byl schopen ostfe zobrazit takto miniaturni
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struktury, potieboval upravit klasickou mikroskopii $irokého pole pro své ucely. [11]
Pti zobrazovani preparati dochazi ke snizeni obrazového kontrastu, protoze jsou
potlaceny jemné strukturalni detaily, nachézejici se mimo zaostienou rovinu. To tedy
znamena, ze zachyceni fluorescence okolnich struktur mimo rovinu ostrosti zhorSuje
kvalitu obrazu zaostfené Casti vzorku. Tento problém Minsky vyfesil pomoci dvou
konfokalnich bodovych clonek, které¢ funguji na principu dirkové komory. Jedna je
umisténa pied zdrojem svétla a umoziuje prichod pouze uzkému paprsku svétla, coz
ma za nasledek ozafeni konkrétni oblasti vzorku. Druha clonka se nachazi pred
detektorem a propusti do n¢j jen emisni zafeni ze zaostiené roviny. Protoze tento postup
nam umozni zobrazit pouze jeden jediny bod obrazu, ktery chceme ziskat, je nutné
postup opakovat také pro okolni body. [12]

Zakladni princip konfokalni mikroskopie spocivd v definovani roviny ostrosti a
jejim zaostfeni pomoci dvou bodovych clon. Clony redukuji prichod nezadouci
fluorescence na detektor a umoziuji tak zobrazit vybranou ¢ast vzorku s mnohem vyssi
ostrosti, nez by bylo mozné dosahnout mikroskopii Sirokého pole. V nékterych
pfipadech mlze byt za clonkou umisténou u zdroje dichroické zrcadlo, toto usporadani
umoziuje, aby byl zdroj svétla umistén v mikroskopu ve stejné roviné jako detektor.
Ob¢ bodové clonky musi byt v konjugovanych rovindch ostrosti, cozZ znamena, ze musi
byt soucasné zaostiené na jednu konkrétni rovinu ostrosti. Priichod paprsku soustavou
je znazornén na obrazku 4. Rozdil v zobrazeni metodou Sirokého pole a konfokalni je

porovnan na obrazku 5. [11]

Detector

o
Detector

Detector

4)

Detector

Obrazek 4: Znazornéni priachodu paprsku vzorkem. 1) Prichod bez clonek — na detektor
dopada mnoho paprsku. 2) Priichod s clonkou pied detektorem — na detektor dopada svazek
z ur¢eného mista, ale obraz mize byt zkresleny odrazenymi paprsky. 3) Prichod s clonkou
pied detektorem i pied zdrojem — na detektor dopada paprsek z jednoho konkrétniho mista,

nehrozi vyskyt odrazenych paprskil. 4) Modifikace ptipadu 3 za pouziti dichroického zrcadla.
[13] (Upraveno)
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Widefield Confocal

Obrazek 5: Porovnani zobrazeni tkan¢ mysi ledviny. Vlevo (A) je zobrazeni pomoci metody
Sirokého pole a vpravo (B) metodou konfokalni. [14]

RozliSeni obrazu je determinovano difrakei jednotlivych svételnych bodd.
Definujeme tzv. difrak¢ni limit, ktery nam uréuje, jakou vzdalenost mezi sebou mohou
mit dva body, aby byly ve vysledném obrazu jesté identifikovatelné jako dva a ne jako
jeden zafivy bod. Na tuto vlastnost ma velky vliv numerickd apertura, coz vyplyva i ze
vzorce (1). [12]

1,22 -

Amin = 1)
e NAobj + NAcond

dmin — minimalni vzdalenost dvou bodu, aby byly rozeznatelné na obrazu jako dva (m)
Ao — vlnova délka svétla ve vakuu (m)
NAgp; — numericka apertura objektivu (-)

NAcond — numericka apertura kondenzatoru (-)

Numericka apertura je G¢innost objektivu a lze ji vyjadiit rovnici (2). [12]
NA = n-sin(f) @)
NA — numericka apertura (-)
n —index lomu v prostiedi pied objektivem (-)
/3 — polovina vrcholového uhlu kuzele paprska vstupujicich do objektivu (°©)

Difrakce ma za nasledek to, Ze se bodovy zdroj svétla na vysledném obraze nejevi
jako bod, ale jako Airyho disk. Ten ma podobu svétlého stiedového kruhu, kolem
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kterého se stfidaji tmavé a svétlé soustfedné kruznice s neostrymi prechody. Polomér
prvni tmavé kruznice okolo svétlého stfedu vychazi z rovnice 3. Podle Rayleigho
kritéria plati, ze vzdalenost dvou zdroji nekoherentniho zareni o stejné intenzit¢ musi
byt v&tsi nebo rovna rajy, aby bylo mozné takové dva body rozliit. Je tifeba vzit
V tvahu, ze pokud se jednd o koherentni zdroje zafeni, rozliSovaci schopnost vyrazné
klesa, zamezit se tomu da napiiklad zmenSenim zorné¢ho pole, jako je tomu prave
Vv ptipad¢ konfokalni mikroskopie. [12]

Ao
Tairy = 0,61 Aor; 3)

l'airy — polomér prvni tmavé kruznice (m)
Ao — vlnova délka svétla ve vakuu (m)
NAgp; — numericka apertura objektivu (-)

Existuji tfi moznosti snimani vzorku. Jedna se o pohyb vzorkem, pohyb objektivem
a rastrovani pomoci pohybu excita¢niho paprsku [13]. Jednoduché schéma takového
konfokalniho mikroskopu je zndzorné€no na obrazku 6.

rotating
mirrors screen with

/ laser pinhole

detector (PMT)

c; GO

| } _
microscope
{ e | e

fluorescent
specimen

Obrazek 6: Zakladni schéma konfokalniho mikroskopu vyuZzivajiciho skenovacich zrcadel pro
pohyb laserového paprsku po zkoumané ¢asti vzorku. [11]

V dnes$ni dobé¢ se jiz vyuziva pouze snimani pomoci rastrovacich konfokalnich
mikroskopll, protoze tento postup je nejméné nachylny na mechanickou chybu a je
nejrychlejsi. Skenovani vzorku mtze probihat jednim ze dvou zpisobt. Prvni z nich je
zaloZen na principu rotujiciho disku, ktery ma na svém povrchu az 200 000 otvort
uspotadanych do spirdly. Tzv. Nipkowiv disk rotuje az rychlosti nékolik Hz a obraz je
tvofen zemisniho zéafeni prochédzejictho otvory disku. Otvory jsou konjugované

v dopadajicim a detekovaném svétle. Jinak miizeme tuto metodu nazyvat také metoda
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tandemového skenovaciho konfokalniho mikroskopu a jeji princip je vyobrazen na
obrazku 7. [15]

Microlens — Spread Laser
— = Dﬁc.n‘(ommc
T iror . cco-4
*llq:__JI-— 4 g
Pinhole "Chace” :
Amy~\> ‘ >~ Lens
RowlonE | §
Direction
Nipkow Disk =Objective
Optical

Configuration - =~ “&-Specimen

Obrazek 7: Schéma principu rastrovaciho konfokalniho mikroskopu vyuzivajiciho zdznam
obrazu pomoci Nipkowova disku. [15]

Druhou rastrovaci metodou je skenovani pomoci pohybu laserového paprsku po
zobrazované ¢asti vzorku. Tohoto pohybu lze dosdhnout otocnymi fadkovacimi zrcadly,
dichroickym zrcadlem nebo jedno z otocnych zrcadel miizeme nehradit tzv. akusticko-
optickym deflektorem. V tomto piipad¢ se spolecné¢ se zdznamem obrazu piendsi
informace 0 Soufadnicich laseru a vysledny obraz je sloZen z jednotlivych pixeli na
zakladé jejich pozice. Princip této metody je na obrazku 6. [15]

Pokud bychom chtéli obé metody porovnat z hlediska rychlosti snimani obrazu,
jednoznacéné rychlejsi je metoda Nipkowova disku, kde je obraz rastrovan az 1000krat
rychleji nez u laserové metody, kde je snimkovaci frekvence pfiblizné 30 snimka za
sekundu. Dal§i vyhodou tandemové metody oproti laserové je moZznost vyuZiti nizsi
intenzity excitacniho paprsku a tim sniZeni rizika photobleachingu. U laserové metody
je fotonasobi¢ schopen detekovat jen zhruba polovinu fluorescence a toto Cislo se pii
zvyseni rychlosti snimkovani jesté snizuje, coz muze mit za nasledek tvorbu Sumu ve
vysledném obrazu. Na druhou stranu ma metoda vyuzivajici laser lepsi axialni rozliseni,

protoze neumoznuje prichod odrazené¢ho zafeni pies okolni otvory, jako je tomu u
disku. [13]

2.1.2 TIRF

Technika TOCCSL, kterou se zabyva tato prace, vyuziva fluorescence s totalnim
vnitinim odrazem, neboli TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence). Tato metoda
se stala velmi vyuZzivanou v poslednich letech v oboru bunécné biologie, protoze je
mozné s jeji pomoci pozorovat struktury a d&je na bunéné plasmatické membrané.
Diky svym vlastnostem, jako je vysoké rozliSeni a vysoky kontrast, je soucasné
povazovana za zlaty standard v zobrazovani déju na ptisedlé bunécné plazmatické
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membrané. [16]Vyuziva specialni techniku osvétlovani vzorku, kterd excituje pouze
fluorofory umisténé do vzdalenosti 100 nanometrti od kryciho sklicka ptipadné rozhrani
mezi substratem a imerznim médiem. Pfi totalnim vnitinim odrazu dopadajicich
paprskit dochazi ke vzniku tzv. evanescentni viny, kterd nepronika hloubéji do vzorku a
umoznuje se vyhnout kontaminaci vysledného obrazu fluorescenci ostatnich struktur
mimo z&jmovou oblast, jinymi slovy je zajistén velky pomér signalu ku Sumu (signal-
to-noise ratio). [1] [17]

Fyzikalni princip metody je zaloZen na Snellové zakoné (4), ktery popisuje lom a
odraz svétla pfi prichodu prostiedi s riznym indexem lomu. [1]

n,;sinB®,; = n,sino, (4)
nl, n2 — rizné hodnoty indexti lomu dvou prostiedi (-)
©1, 62 — ruzné hodnoty thlt dopadu a odrazu paprsku na rozhrani dvou prostiedi (°)

Rizné ptipady lomu zafeni jsou znazornény na obrazku Obrazek 8.

»

A
D
J

Obrazek 8: Diagramy prubehu paprskil z prostiedi s indexem lomu nl(Sedé) do prostiedi
s indexem lomu n2(bilé). V ptipadé a je uhel mensi nez thel kriticky, v piipade€ b je kritickému
uhlu roven, a v ptipadé c je vétsi nez thel kriticky. Pfipad ¢ odpovida déji na rozhrani vzorku
pii TIRF metodé. [1]

K totdlnimu wvnitinimu odrazu paprsku dochazi, kdyz je thel lomu paprsku
prochéazejiciho do prostedi s jinym indexem lomu vétsi neZ kriticky uhel. Snellav
zakon popisuje chovani paprsku ve smyslu sméru odrazu, ale nemé vypovédni hodnotu
ve smyslu proporci odrazeného zafeni. Pfi odrazu dochazi sice k totdlnimu odrazu
svétla, nicméné je zde 1 elektricka slozka zateni, kterd prochazi do druhého prostfedi a
zpusobuje tak vznik pole. Toto pole se oznacuje jako evanescentni a jeho intenzita klesa
exponencialné s hloubkou priniku. Pro popis tohoto jevu vyuzijeme Fresneliv zakon

upraveny pro totalni vnitini odraz. [1] [18]
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E, = Eqexp (_72) ()

E, — intenzita evanescentniho pole ve vzdalenosti z (A/m)
d — polocas rozpadu (S)

Eo — intenzita evanescentniho pole na rozhrani (A/m)

z — vzdalenost od rozhrani, ve které se méti I, (m)

Tato metoda slouzi ke sledovani déje na ptisedlé bunéné membrané, ale kvuli
vysoké koncentraci fluorofort ve vzorcich neni pomoci ni mozné detekovat jednotlivé
molekuly. Proto v roce 2005 vznikla nova metoda sledovani molekularnich agregaci
V bunééné plazmatické membran¢ =zalozena na jednomolekulové fluorescenéni
mikroskopii, metoda TOCCSL. [19]

2.1.3 FRAP

Metoda FRAP bude v této kapitole popsana pomérné podrobné, protoze je to hlavni
fluorescenéni metoda, ze které vychazi metoda TOCCSL. Hlavni rozdil mezi nimi je, Ze
pfi metodé FRAP sledujeme mobilitu vSech molekul bunky v ramci ROI v redlném
Case, ale nesoustfedime se na jednotlivé molekuly jako u metody TOCCSL. Koteny
metody FRAP sahaji do sedmdesatych let dvacatého stoleti a od t¢ doby je hojné
vyuZzivana ve vyzkumu biologickych struktur, membranové difuze, dynamiky proteini a
jejich interakci. [20] [21] [9]

FRAP vyuziva fenoménu photobleachingu, coz je v podstaté destrukce fluorofort a
jejich tzv. vypnuti vramci pozorovaného pole. Takového jevu Ize dosahnout
vystavenim fluroforu laserovému paprsku o vysoké intenzité, nasledkem toho dojde
nadale fluorescentni. K tomu dochazi, kdyz elektron ze singletového stavu podstoupi
tzv. zakdzany ptfechod do tripletového stavu, v tomto okamziku je fluorofor mnohem
vice reaktivni a reaguje s pfitomnym kyslikem. Touto reakci dojde nejen ke ztraté
fluorescence, ale wvznikaji 1 radikaly, kter¢é mohou nicit bun&tné struktury.
Photobleaching se objevuje i pii klasickém zobrazovani fluorescencni mikroskopii a
vSeobecné se oznacuje za nezadouci efekt, protoZe sniZuje intenzitu signalu ziskané¢ho
ze vzorku a mize zpusobit i jeho poSkozeni. [22] Existuji ovS§em metody jako FRAP a
TOCCSL, které by bez n¢j nebylo mozné provadeét.

Pokles intenzity v case zptisobeny photobleachingem ma exponencialni charakter a
lze jej popsat rovnici 6. Pro dosazeni co nejlepsiho vysledku je dilezita spravna volba
fluorescenéniho znaceni. Idedlni je takové, které nepodléhd photobleachingu pii béZzném
pozorovani, ale jde snadno ,,vypnout pfi aplikaci vysoké intenzity zafeni. [20]
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I(t)=1-e7 Kt (6)
I(t) — intenzita fluorescence v Case t (N fotonii/s)
| — intenzita fluorescence pied photobleachingem (N fotonii/s)
K — mira tzv. bélici konstanty (zahrnuje tok fotond) (-)
t — Cas, ve kterém uréujeme intenzitu fluorescence (S)

Pribéh méteni zahrnuje Ctyii faze, které jsou shodné s metodou TOCCSL. Jedna se
o fazi pred photobleachingem, laserovy puls, faze zotaveni a zpracovani dat. [22] [23]
méieni, idedlné¢ na tmavém pozadi. Zaroven je zvolen ROI, na ktery bude plisobeno
laserovym paprskem. DileZité je uzplsobit nastaveni zobrazeni tak, aby dochazelo k co
nejmenSimu moznému photobleachingu, ktery by pusobil chybu v naslednych
vypoctech. Iniciacni faze slouzi také k zaznamenéni intenzity fluorescence v ustdleném
stavu, ktera by ve vysledném grafu méla byt intenzitou maximalni. [20] [22]

Druhym krokem je aplikace laserového paprsku o vysoké intenzité na vybranou
¢ast vzorku. Laserovy paprsek milZe byt aplikovan na jeden konkrétni ROI, ale je
mozné vybit fluorofory postupné na vice mistech rastrovanim pomoci zrcadel v ptipadé,
7e to vyzaduje méfeni. VZdy by se vSak mélo jednat jen o maly zlomek povrchu vzorku,
aby nedoslo k poruseni biologickych struktur. Intenzita fluorescence by v tomto bod¢
méfeni méla byt idealné nulova. [20] [22]

Tteti faze je fazi zotavovaci, kdy nevybité fluorofory z okoli pronikaji do ¢asti, na
kterou byl aplikovan laserovy puls a tim se zvySuje intenzita fluorescence na ROI.
V této fazi jsou parametry zobrazovani nastaveny na stejné hodnoty jako v inicializa¢ni
fazi. Je zvolen casovy krok, po kterém jsou zaznamenavany hodnoty intenzity
V pozorované oblasti. Ocekavanym vysledkem je logaritmicky rostouci funkce
S postupnym zpomalovanim rdstu hodnot intenzit. Zaznam mutze byt ukoncen, kdyz se
hodnota ustali kolem konstantni hodnoty a neni zaznamenavan Zadny dal$i rist.

Ptiblizny ocekavany pribeh vSech tii fazi je zndzornén na obrazku 9.
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Obrazek 9: Pribéh zmén intenzity fluorescence na vzorku méteném metodou FRAP. [20]

Posledni fazi méfeni je, jako u vSech védeckych metod, zpracovani zaznamenanych
dat, vtomto pfipadné je mozné provadét jak kvalitativni, tak kvantitativni analyzu.
Nejprve je nutné data normalizovat dle pozadi a nastavit nejnizs$i hodnotu intenzity jako
nulovou. Ze ziskanych dat lze extrahovat miru navratnosti intenzity, detekovat
zastoupeni mobilni a imobilni frakce a vy¢islit molekularni mobilitu zkoumaného
vzorku. V nékterych piipadech, kdy jsou pfesné definované okrajové podminky, lze
vyuzit pokrocilé fitovani dat a ziskat difuzni koeficient a miru chemické vymény ve
sledované oblasti a jejim okoli. [20]

Kvalitativni parametry méteni, které 1ze porovnavat mezi vzorky jsou predevsim
polocas obnoveni intenzity (ti2), ten poskytuje informaci o pramérné rychlosti pohybu
molekul ve vzorku a ziskdme jej z obnovovaci kiivky intenzity tak jako na obrazku 9.
Dal8im parametrem je pomér mobilni a imobilni frakce, v obrazku 9 oznaceny jako M —
mobilni fdze a 1-M — imobilni faze. Ty reprezentuji pocet molekul, které jsou schopny
se pohybovat a po¢ty molekul, které jsou pevné vazané na buiiku nebo jsou zachyceny
jinymi strukturami ve vzorku, a to jim pohyb znemoziiuje. Mobilni frakci miZeme
vypocitat dle vzorce 7. Je nutné mit na paméti, Ze tento parametr mize byt silné
ovlivnén akvizi¢nimi parametry. [20]

Io — Iy (7)

Iy =1y

M — mobilni frakce (-)
|. — maximalni navratna intenzita fluorescence vzorku (N fotonui/s)

lo — intenzita fluorescence vzorku po photobleachingu (N fotonui/s)
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.......

Dalsim parametrem, ktery je mozné ziskat z vysledné kiivky intenzit je hloubka
propadu, kterou dostaneme vypocltem 8. Ta je dilezitd pro kvantitativni analyzu a
zdroje uvadi, ze by v praxi neméla piekracovat hodnotu 80 %. [20]

I =1
p=-2+_2 8
I

B — hloubka propadu (-)

lo — intenzita fluorescence vzorku po photobleachingu (N fotonui/s)

.......

Pokrocilé zpracovani dat ndm poskytuje informaci o difuznim koeficientu molekul,
ktery vychazi ze Stokes-Einsteinovy rovnice 9. Tu lze pro ucely metody FRAP upravit
do tvaru vzorce 10. [20]

b KT (9)
611,nR
D — difuzni koeficient (m?/s)
k — Boltzmannova konstanta (J/K)
T — termodynamicka teplota (K)
n — viskozita (m?/s)
Iy — hustota™ (m%/kg)
R — hydrodynamicky polomér (m)
w? (10)
TS

W — polomér oblasti aplikace laseru (m)

7p — charakteristicka Casova konstanta extrahovana z matematického fitovani dat (S)

2.1.4 Gangliosidy

Nazev gangliosid byl poprvé pouzit na zacatku roku 1939 Ernestem Klenkem,
némeckym chemikem, nicméné prvni galgliosidové struktura byla popsdna az v roce
1963 po objeveni sfingosinu a kyseliny sialové. [24] Gangliosidy jsou glykosfingolipidy
skladajici se z ceramidovych bazi a oligosacharidd, které maji jednu nebo vice molekul
kyseliny sialové, coz zpusobuje siln¢ amfifilni charakter t€chto molekul. [25] [26]
Kyselina sialova zajist'uje, Ze gangliosidy maji v neutralnim pH vzdy zéporny nédboj na
rozdil od ostatnich glyskosfingolipidii, ¢imZ mohou lokaln€ meénit 1 ndboj na bunécné
membran€. Jedna se o latky vyskytujici se ve vSech tkanich lidského téla a to predevsim
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V bunécné membrané. [27] Byly vSak popsany i gangliosidy nachazejici se v jadie
buniky ¢i mitochondriich. Jejich zastoupeni je vSak minoritni v porovnani s ostatnimi
skladebnimi prvky bunky. Nejvyssi koncentrace gangliosidli v lidském téle je
v nervovych bunkach, pfedevsim pak v mozku, kde dosahuje 10-12 % celkového
obsahu lipidii v nervové tkani. Zde stabilizuji a podporuji tvorbu synapsi, ¢imz maji
nepiimo vliv na pamét’. [24]

Gangliosidy se déli dle stavby a to predev$im podle poctu tetrasacharidovych
fetézcli, pozice a poctu molekul kyseliny sialové. Pro oznaceni gangliosidl se vyuziva
nomenklatury podle Svennerholma, kde se na prvnim mist¢ nachazi pismeno G,
nasledn¢ druhé pismeno podle poctu sialovych kyselin (M, D, T, Q) a ¢islo, které je
definovano poctem neutrdlnich sacharidovych fetézci (1, 2). Jako posledni se u
nékterych gangliosidii uvadi izomericka pozice kyseliny sialové oznacovana a, b. Tato
pravidla davaji vzniknout nazvim jako GMI1, GDla, GT2b a jiné. Doposud bylo
popséno vice nez 200 ruznych gangliosidii liSicich se strukturou oligosacharidu a
uhlovodikovym fetézcem kyseliny. S nejvétsi pravdépodobnosti se nejedna o konecny
pocet druht téchto glykosfingolipidi. [24] [25] [28]

Diky jedine¢né struktufe maji gangliosidy silnou tendenci se shlukovat v roztocich
a na bunéénych membranach, kde mohou tvofit nanoskopickd seskupeni, jejichz
velikost se pohybuje v rozmezi nékolika jednotek az stovek nanometrti. Gangliosidy
maji velkou schopnost reagovat s ostatnimi molekulami na bunéné membrané,
ptipadné s molekulami v extracelularnim prostoru v blizkém okoli buriky. Tato
vlastnost umoziuje jejich vyuziti jako receptori pro rizné druhy virG a toxind,
naptiklad pro adenovirus nebo choleratoxin. Mohou také interagovat
s transmembranovymi proteiny nebo regulovat aktivitu ostatnich receptord. [29]

Jak jiz bylo zminéno, existuje mnoho dnes jiz znamych druhi gangliosidd. Na
zaklad¢ konzultace jsem pro svd meéfeni zvolila dva typy gangliosidi a to vice
komplexni typ GM1 a jednoduss§i GM3. Jejich struktury jsou zobrazeny na obrazku 10.
Prvni z mnou zkoumanych gangliosidi, GM1, se nachézi pfedev§im v mozkové tkani a
tvofi tak jeden ze Ctyf nejcastéjSich gangliosidi vyskytujicich se v lidské mozkové
tkdni. GM3 je rozSifen hlavné v perifernich oblastech nervové soustavy savci, u
Cloveéka se poté vyskytuje jako majoritni gangliosid pfedevSim v srdci, kosternim
svalstvu, ledvinach, jatrech a kozni tkani. [24] V prubéhu vyvoje se poméry gangliosidi
Vv lidském téle méni a zatimco v détstvi je vyssi procento zastoupeni komplexnéjSich
gangliosidii, Casem ustupuji a zvysSuje se podil gangliosidl s jednodussimi strukturami.
Tyto zmény v ramci bunék jsou velmi vyznamné a maji vysokou strukturalni variabilitu
v pribéhu starnuti ¢i pfi nemoci, coz poukazuje na jejich vyznamnou roli ve
fyziologické funkci lidskych bunék. PoruSeni gangliosidovych interakci se poji se
vznikem zavaznych nervovych onemocnéni, jako napiiklad Alzheimerova nebo
Parkinsonova choroba. [30]
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Obrazek 10: Struktury gangliosidi GM1, GM2 a GM3 a rozdily mezi nimi. [31]
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3 Cile prace

Tato prace se zaméiuje na novou metodiku fluorescencni mikroskopie, diky které je
mozné sledovat pohyb jednotlivych molekul. Metody umoznujici takové zobrazovani
moznosti pozorovani pohybu jednotlivych molekul v redlném case, coz doposud mozné

nebylo.

Hlavnim cilem této prace je vytvofit méfici protokol, pomoci kterého bude mozné
pod fluorescencnim mikroskopem metodou TOCCSL urcit pocet molekul, které se
segreguji na fosfolipidovych dvojvrstvach do nanoskopickych utvarG znamych jako
lipidové nanodomény (zkridcené jen nanodomény). Dle vytvofeného protokolu
zaznamenat vysledky pro dva typy gangliosidi na podpturnych vrstvach o tfech riznych
slozenich. Protokol se sklada ze tii ¢asti, stejné jako postup ziskavani dat. V prvni ¢asti
je nutné vytvorit méfené vzorky, ve druhé ¢asti bude vysvétleno, jak pofidit zdznam
obrazu pomoci fluorescen¢niho mikroskopu a ve tieti ¢asti budou uvedeny jednotlivé
kroky ve zpracovani dat.

Dil¢i cile této prace jsou upravit fotografie z fluorescenéniho mikroskopu pomoci
algoritmu v prostiedi Matlab, statisticky zpracovat ziskana data a pomoci této analyzy
urcit, jak se od sebe velikostné lisi klastry v riznych vzorcich. Vysledky budou ovéteny
metodou FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) a porovnany s daty,
které na Akademii véd jiz naméfili pomoci metody FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) a budou diskutovany pfipadné rozdily ve velikostech klastri
jednotlivych vzork.
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4  Metody

V této kapitole jsou popsany vSechny postupy a metody, které byly pouzity pro
ziskani dat a jejich zpracovani. Hlavnim cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat
méfici protokol, ktery se sklada z n¢kolika ¢asti, popsanych nize. Jak jiz bylo zminéno
V tvodu, ma prace svou medicinsky a technicky zamétenou cast. I v jejim zpracovani je
mozné tyto sekce oddé€lit a to na praci v biochemické laboratofi, kterd reprezentuje
medicinskou ptipadné klinickou ¢ast problému, a na praci v laboratofi zaméfené na
fluorescen¢ni mikroskopii, na kterou navazuje zpracovani dat v prostiedi Matlab. Druhé
dvé zminéné sekce zastupuji technickou ¢ast problematiky. Toto rozdéleni zminuji i
z toho dtivodu, Ze méfici protokol je rozdélen pravé na téi podkapitoly. Kazda z nich
obsahuje popis konkrétniho postupu feseni dané problematiky.

Kromé tvorby méficiho protokolu v této kapitole popisuji také pouzité pfistroje,
postup ziskani, zpracovani a analyzy dat a zamétuji se na feSeni problému, na které
jsem v pribéhu vypracovani narazila. Chtéla bych se zde zaméfit na bliz§i popsani
krokd méficiho protokolu, které nebylo mozné do néj zahrnout, ptipadné vysvétlit ¢asti
postupu, které mohou byt nejasné z divodu velké komplexnosti a Sirokého zébéru
prace.

4.1 TOCCSL

Cilem metody je stanovit stechiometri lipovych/proteinovych klastrii vzniklych na
fosfolipidové dvojvrstve. Protoze hustota lipidlii/proteinti na membrané je pfili§ vysoka a
pfi bézném zobrazeni neni mozné piekryvajici se molekuly identifikovat, byla
vynalezena nvd meoda TOCCSL, kterd je zaloZen4 na ozafeni Casti vzorku laserem o
vysokém vykonu, jehoZ paprsek deaktivuje fluorofory v dané oblasti. Diky Brownové
pohybu fluorescentni molekuly z okoli pronikaji do vyzafené oblasti a v urcitém
Casovém useku po laserovém pulzu je mozné jednotlivé fluorescentni molekuly
rozeznat a dle jejich intenzity zafeni urcit z kolika podjednotek se skladaji. Proces
TOCCSL je znazornén na obrazku 11. [19]
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Obrazek 11: Model TOCCSL metody. Horni fadek zobrazuje vzorek viditelny skrze
mikroskop a dolni fadek ¢asovy pribeh vSech fazi metody. V Casti a je ¢ast vzorku pied
aplikovani laserového pulzu, kde je mozné pozorovat vzorek s vysokou hustotou molekul na
membrané. V c¢asti b je aplikovan laserovy pulz. V ¢asti ¢ jsou patrné deaktivované fluorofory
a vzorku je ponechan zotavovaci ¢as, kdy nezasazené fluorofory z okoli pronikaji zpét do
vzorku. V posledni ¢asti d je mozné od sebe rozeznat jednotlivé difundované molekuly a v tu
chvili je mozné molekuly spocitat a urcit jejich velikost. [19]

Cely popsany postup se v podstaté shoduje s metodou FRAP, rozdilem je pocet
molekul v pozorovaném poli. U metody TOCCSL je mozné rozlisit jednotlivé molekuly
a nasledné pocitat intenzitu vyzarované fluorescence pro kazdy zobrazovany bod. Mira
intenzity nam poskytuje informaci o velikosti konkrétni sledované molekuly. Abychom
byli schopni tuto velikost urcit, je potieba nejprve stanovit intenzitu zafeni, kterd
odpovidd monomeru, tzn. jedné reaktivni molekule. Této intenzity lze dosédhnout
ptipravou specidlniho vzorku, ve kterém ocekdvame pouze monomery, opakovanym
aplikovanim laserového paprsku na jednu oblast vzorku, ¢i dlouhym plisobenim
laserového paprsku. Ani jedna z téchto tfi metod vSak neni stoprocentni a proto je
dilezité provést méfeni vicekrat, aby bylo mozné uréit nejlepsi vysledek. Z tohoto
divodu je diilezité stanovit piesnou sekvenci méfeni a stanovit a optimalizovat délku
jednotlivych fazi méteni. Je také diileZité mit na paméti, Ze photobleaching je Zadouci
ve fazi vybijeni fluoroford, ale je cilem se mu co nejvice vyhnout u faze nésledného
zaznamenavani obrazu, aby uméle nesniZzoval intenzitu klastrii a tim nezavadél chybu
do findlniho zpracovani dat.

Pro metodu TOCCSL existuje i verze s vyuzitim dvou laserti rizné vinové délky
pro piesnéjsi detekci emitori, tedy zda se v piipade vyskytu vice fotonll jednd o jednu
molekulu s vice podjednotkami, ¢i o vétsi pocet molekul s jednou podjednotkou. Na
zakladé tohoto rozsifeni byla vroce 2018 dokonfena ¢ast vyzkumu rozpoznavani
antigent T-lymfocyty. [32] Nicméné toto rozsifeni metody se v pribéhu vypracovani
této prace vyuzivat nebude, proto je zde zminéno jen okrajove.
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4.2 Mérici protokol

Pro piipravu protokolu (Ptiloha A) bylo nejprve nutné se seznamit s teorii
problematiky, v mém ptipadé¢ se jednalo o samostudium materiald a z velké ¢asti hlavné
0 konzultace s kolegy z Heyrovského ustavu Akademie véd. Protokol se sklada ze tii
hlavnich casti, které jsou doplnény o ukony ne pfimo svazané s touto konkrétni
tématikou, ale bez nichz by nebylo mozné praci dokondit.

4.2.1 Priprava vzorku

Protoze metoda TOCCSL byla vtéto praci pouzita poprvé pro pozorovani
gangliosidi, bylo nasnadé pouzit jina méfeni pro kontrolu vysledki. Po konzultaci
s odborniky na gangliosidy jsem se rozhodla vyuzit jako referenéni méteni metodu
FRET, ktera se pro méfeni nanodomén v membranach vesikul pouziva na Akademii véd
v soucasné dob¢ jiz n€kolik let. [33] Z tohoto zdroje jsem proto Cerpala i sloZzeni a
koncentrace vzorkli, u kterych probihala méfeni. Prehledy téchto udaji jsou
v TabulkachTabulka 1,Tabulka 2 aTabulka 3. Piavod vSech lipida a dalSich chemikalii

vyuzitych pfi vypracovani zadani této diplomové prace je zaznamenan v tabulce 4.

Tabulka 1: Slozeni a procentualni koncentrace lipida a gangliosidu v konkrétnich méfenych
vzorcich na celkovy objem vzorku 400 ul a celkovou 1mM koncentraci lipidd.

Procentuélni zastoupeni latky (%)

¢. vzorku DOPC Chol Sph NatGM1 NatGM3
1 100 0 0 4 0
2 100 0 O 4 0
3 75 25 0 4 0
4 65 25 10 4 0
5 100 0 0 0 4
6 100 0 0 0 4
7 75 25 0 0 4
8 65 25 10 0 4

Tabulka 2: Koncentrace poskytnutych roztokd jednotlivych lipidi a gangliosida

Latka Koncentrace

(mM)
DOPC 10
Chol 6,465
Sph 1
NatGM1 1

NatGM3 0,756
nGM1g 0,025
pGM3g 0,025
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Tabulka 3: Konkrétni spocitané objemy lipidi a gangliosidi v méfenych vzorcich na celkovy
objem vzorku 400 pl a celkovou 1mM koncentraci lipidd.

Objem latky ve vzorku (ul)

CV2orKU hope Chol Sph NatGM1 NatGM3 nGMlg pGM3g
1 40 0 0 16 0 1,6 0
2 40 0 0 16 0 16 0
3 30 155 0 16 0 16 0
4 26 155 40 16 0 16 0
5 40 0 0 0 21,2 0 1,6
6 40 0 0 0 21,2 0 16
7 30 155 0 0 21,2 0 16
8 26 1555 40 0 21,2 0 16
Tabulka 4: Specifikace pivodu chemikalii
Typ Nézev Piavod
Organické pufrovaci ¢inidlo HEPES Sigma Aldrich
Anorganicka slouc¢enina NaCl Sigma Aldrich
Lipid DOPC Avanti Lipids
Lipid Cholesterol Avanti Lipids
Lipid Sfingomyelin Avanti Lipids
Gangliosid NatGM1 Vlastni syntéza, Dr. Ilya Mikhaylov
Gangliosid NatGM3  Vlastni syntéza, Dr. Ilya Mikhaylov
Gangliosid nGM1g Vlastni syntéza, Dr. Ilya Mikhaylov
Gangliosid pGM3g Vlastni syntéza, Dr. Ilya Mikhaylov

Z popisu metody v teoretickém Uvodu této prace vyplyvd, Ze je nezbytné ziskat
hodnoty intenzity monomeru a poté hodnoty pro vzorek obsahujici klastry rGzné
velikosti. Je nékolik zptsobt, jak hodnoty pro monomer naméfit. Ja jsem zvolila
metodu, kdy si vyberu vzorek, u kterého o¢ekavam nejmensi klastry a zaroven tedy
ocekavam nejvetsi poCet monomertt a u tohoto vzorku snizim koncentraci znaceného
gangliosidu, abych méla vétsi pravdépodobnost, Ze kazdd doména bude obsahovat
pouze jednu jeho molekulu. Dal§imi moZnostmi je tento postup opakovat u vSech
vzorkl a pro kazdy vzorek mit tedy jiné hodnoty monomeru, nebo naptiklad zvolit vys$si
pocet opakovani vysokoenergetického laserového pulzu do té doby, dokud zkoumana
oblast nebude obsahovat pouze monomery.

Pro mnou zvolenou metodu je nutné pro kazdy gangliosid vytvofit dva typy vzorkd.
Prvni typ, ktery bude s co nejvétsi pravdépodobnosti obsahovat pouze monomery a

druhy typ, ktery bude charakterizovat konkrétni vzorek a jeho tvorbu klastrii. Pro
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vzorky zastupujici monomery jsem volila koncentraci znacen¢ho gangliosidu ku
lipidim 1:10 000. Pro vzorky, které mély reprezentovat koncentraci klastrt, jsem poté
pouzila koncentraci stejnych latek 1:1000. Volba této koncentrace byla zalozena na tom,
aby bylo mozné pod mikroskopem sledovat jednotlivé molekuly (nesméla byt piilis
vysokd, aby se neptekryvaly) a na druhou stranu, aby bylo jeSt€¢ mozné detekovat
dostatecné mnozstvi molekul pro kvalitni statistiku.

Mimo jiné mi pro urceni téchto koncentraci slouzila rovnice (11), ktery nam fika,
kolik molekul znaceného gangliosidu se bude pii jeho dané koncentraci vyskytovat
v kazdé lipidové doméné. Pii vypoCtu zohlediiujeme velikost domény, velikost
molekuly gangliosidu a skute¢nost, ze se gangliosid muze vyskytovat ve dvou
lipidovych vrstvach. Také uvazujeme, Ze domény zabiraji cca 51 % plochy a
gangliosidy maji tendenci se shlukovat do domén. [34]

N; = -— (11)

Ng — pocet gangliosidd v jedné nanodoméné (-)

Rp — velikost jedné domény (nm)

ap — plocha gangliosidu (nm?)

Cc — pomérna koncentrace gangliosida ku lipidim (-)
IT— Ludolfovo ¢islo (-)

Po dosazeni do vztahu pro koncentraci 1:1000, vychazi na kazdou doménu 6000
neznacenych a 150 znacenych gangliosidl, coz by znamenalo, ze je mozné oznacit
klastr o velikosti 150 molekul, to je dostate¢na koncentrace pro pozadované méfeni.
Zaroven takova koncentrace umoznovala pfi méfeni detekci jednotlivych klastri.
Analogicky bylo postupovano u vice ziedénych vzorki.

Po vytvofeni vzorku dle navodu dojde k tvorbé malych unilamelarnich vezikul
(SUV), jejichz slozeni lipidové dvojvrstvy je definovano slozenim vzorku. Takto
ptipravené vezikuly je mozné uskladnit v lednici po dobu cca jednoho tydne. Pied
méfenim je potieba z vezikul vytvofit lipidovou vrstvu na povrchu kryciho sklicka
testovaci komtrky. Postup pro tvorbu této vrstvy je taktéz uveden v protokolu. Protoze
je pfi méfeni vyuzito metody TIRF je dulezité vytvorit homogenni vrstvu bez trhlin a
jinych artefaktd, ty by mohly mit za nasledek neschopnost detekovat molekuly a klastry
V oblasti z&jmu.

Jednotlivé kroky piipravy vzorkl jsou popsany v protokolu, proto neni tfeba je
rozepisovat v této kapitole. V priubéhu prace v laboratofi jsem narazila pouze na jeden
problém, a tim bylo pouziti plastovych mikrozkumavek pti umisténi vzorku do vakua.

32



V tomto piipad€ jsem jiz nebyla schopna oddé¢lit lipidy od stény zkumavky a proto je i
Vv protokolu zvyraznéno pouziti sklenénych zkumavek v této Casti piipravy. VSechny
vezikuly byly pfipraveny dvakrat a vysledky jsou slozeny z méteni z obou pfipravenych
vzorkl. Vysledky dvou totoznych kompozic vii¢i sobé byly porovnany, aby bylo jisté,
ze pti pripravé lipidi, kdy se manipuluje s objemy v jednotkach mikrolitri, nedoslo
k Zadné chybg.

4.2.2 Ziaznam dat metodou TOCCSL

Pro zaznam dat byla vyuzita aparatura skladajici se z laseru, soustavy zrcadel, které
odrazi laserovy paprsek do pasmového filtru viditelného svétla. Pozadovana c¢ast
paprsku je déle odrazena dalSi soustavou zrcadel do soustavy cocek, které fokusuji
paprsek prochazejici clonou az na prvni dichroické zrcadlo mikroskopu. Ugelem celého
pramét bude mit Gaussovské rozdé€leni. Tyto vlastnosti paprsku jsou klicové pro
spravnou excitaci vzorku a co nejvyssi ostrost vysledného obrazu.

Po vstupu paprsku do mikroskopu je vnitinimi zrcadly odrazen na prvni dichroické
zrcadlo a dale do objektivu, kterym prochdzi do vzorku, jehoz fluorofory excituje.
Emitované zafeni ze vzorku prochézi skrz objektiv a prvni dichroické zrcadlo a dopada
na druhé, emisni dichroické zrcadlo, které jej odrazi skrze opticky filtr na detektor
digitalni kamery s moznosti velmi vysoké snimkovaci frekvence. Obraz z kamery je
nasledné pfeveden do pocitace, zobrazen na monitoru a sekvence obrazli nastavena
uzivatelem je ulozena jako soubor vybraného formatu. Schéma uspotadani aparatury je
na obrazku 12. Konkrétni piistroje vyuzité pii zaznamu dat jsou uvedeny v tabulce 5.

ZRCADLO

!

KAMERA N LASER

. FILTR
Q codky E:I
FILTR——)»
A

MIKROSKOP T

T ZRCADLO

DICHROICKE ZRCADLO

——— LASEROVY PAPRSEK
—— EMISNI PAPRSEK

Obrazek 12: Schéma méfici aparatury vyuzivané pro zaznam dat (autorsky obrazek)

33



Tabulka 5: Konkrétni informace o pfistrojich vyuzitych pii vypracovani DP

pristroj nazev vyrobce zemé¢ puvodu
Generator excita¢niho .
Sapphire 488 FP COHERENT USA
paprsku (laser)
. AOTFNnC-400.650- AA OPTO- .
Intenzitni filtr Francie
TN ELECTRONIC
Mikroskop IX73 OLYMPUS Japonsko
Detektorovy filtr OptoSplit 11 Cairn Research Ltd ~ Velka Britanie
iXon Ultra 897
Kamera Andor Oxford Instruments  Velka Britanie

Krom¢ stolniho pocitace, kde probihala iprava parametrti méteni a zpracovani dat,
byly tyto Casti aparatury nejdilezitéjSimi technickymi prvky. Laser a mikroskop,
vyuzité pro zdznam, jsou vyobrazeny na obrazku 13.

Obrazek 13: Mikroskop a laser vyuzité pii vypracovani zadani diplomové prace [35] [36]

Kromé hardwarové ¢asti aparatury je nutné nastavit také softwarovou, kterd se
sklada predev§im z programu Micro-Manager, kterym je mozné ovladat kameru
s vysokou snimkovaci frekvenci a z programu LabVIEW, ve kterém nastavujeme
sekvence a parametry méfeni. Postup prace s obéma programy je popsan v protokolu, a
proto zde nebude detailn¢ rozebran. Zaméfim se na skladbu méfici sekvence, ktera
vznikla mnohondsobnym opakovanim méfeni a prace s konkrétnimi vzorky. Je nutné
mit na paméti, Ze toto nastaveni je siln¢ zavislé na typu vzorku, predevSim
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fluorescentniho barviva, nastaveni parametri laseru a dalSich mnoha skutec¢nostech.
Sekvence méifeni se sklada z nékolika parametrt. Jedna se o pocet opakovani sekvenci,
intenzitu a délku hlavniho laserového pulzu, zotavovaci cas, pocet kontrolnich obrazkt
(zaznam pred zacCatkem sekvence), pauzu mezi sekvencemi, pocet obrazkt po hlavnim
pulzu, Cas expozice, pauzu mezi dvéma obrazky a intenzitu excitacniho paprsku.
Vsechny tyto parametry bylo nutné ptizplsobit tak, abych dostala co nejlepsi vysledek,
co se tyce rozpoznatelnosti jednotlivych molekul. Zaroven jsem se ale snazila docilit co
nejvyssiho poctu tzv. udalosti, coz jsou v podstaté svétlé body v zdznamu obrazu, které
reprezentuji piitomné klastry. PfiliS nizky pocet klastri by nestacil pro statistické
zpracovani, zatimco piili§ vysoky pocet by zvySoval riziko prekryvani a tim zkreslovani
velikosti vyslednych klastri. Aby bylo mozné tvrdit, Ze namétena data jsou prikazna, je
potifeba mit alesponn 200 klastrd v jednom méfeni. Tato hodnota byla uréena jako
hrani¢ni na zaklad¢ konzultace s autorem metody. Finadlni nastaveni parametrd bylo
shodné pro vSechny métené vzorky a je zaznamenano v tabulce 6.

Tabulka 6: Hodnoty parametrd méfici sekvence

Parametr Hodnota Jednotka
Pocet opakovani 30 -
Intenzita pulzu 9 \Y

Délka pulzu 500 ms
Zotavovaci Cas 2000 ms

Pocet kontrolnich obrazka 1 -

Pauza mezi sekvencemi 0 ms
Pocet obrazku 20 -
Cas expozice 10 ms
Pauza mezi expozicemi 20 ms
Intenzita excita¢niho zafeni 2,5 Vv

Po zapnuti a nastaveni vSech elektronickych zafizeni dle protokolu je dilezité
vhodné¢ umistit vzorek nad objektiv mikroskopu. Pro tuto praci bylo vyuZzivano
¢tyfmistnych komirek, aby bylo mozné méfit vice vzorkli bez rizika kontaminace
podkladového skli¢ka, objektivu ¢i imerzniho oleje. Po aplikaci imerzniho oleje na
objektiv a umisténi vzorku na nosi¢ je dilezité piiblizit objektiv dostatecné blizko ke
krycimu sklicku tak, aby mezi nimi nebyl Zadny vzduch, pouze imerzni olej. Nasledné
se pomoci Sroubil na zrcadle vycentruje laserovy paprsek tak, aby prochazel vzorkem
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kolmo na podkladové skli¢ko. Usp&sné splnéni tohoto kroku je mozné piekontrolovat
na strop¢ mistnosti, kde by se mél objevit soumérny Airyho disk. V ptipadé, Ze je odraz
paprsku neostry ¢i nesoumeérny, je nutné vycistit objektiv, ptipadné upravit postaveni
c¢ocek. Neostry paprsek by mohl negativné ovlivnit kvalitu obrazu, coz pii zobrazovani
jednotlivych molekul mtize znamenat velké problémy.

Dalsim krokem je zaostieni vzorku. Nejprve je nutné pomoci makroskopického
zaostfovaciho Sroubu najit spravnou pozici, ve které je jednoznacné definovatelné
osvétlené kruhové pole a nésledné pomoci mikroskopického Sroubu dosdhnout co
nejvyssi ostrosti vzorku. Po zaostieni struktur je nutné se upravit na pozici paprsku do
takového stavu, kdy dojde k vytvofeni evanescentni viny, jako je popsano v kapitole
0 metod¢ TIRF. Paprsek musi byt v kritickém twhlu, tedy pfiblizné¢ 90° od vychozi
pozice, pro lepsi orientaci je mozné sledovat jeho pohyb na sténé komurky, ve které je
umistén vzorek. Dal§im ukazatelem spravné pozice muze byt aktudlni hodnota intenzity
obrazu, vSeobecn¢ plati, Ze v bod€é nejvyssi intenzity zafeni je paprsek ve spravné
poloze, to je zplisobeno zaostfenim na jednu konkrétni tenkou vrstvu, tudiz zaostieni na
konkrétni molekuly a zachyceni vétSiny fotonti, které emituji, na rozdil od zdznamu
odrazeného a zkresleného a rozptyleného zéteni.

V ptipadé, Zze vSechny popsané kroky byly provedeny spravné, mélo by byt
v obraze vzorku snadno detekovatelné, kde se jednotlivé klastry nachazi. Jedna se o
svétlé body o vyssi intenzité zafeni, neZ je na pozadi vzorku. Ukazka takové situace je
na obrazku 14 ptipad A. Po dokonceni fokusace je Cas pfistoupit k zaznamenani celé
sekvence. Konkrétni postup pomoci softwaru je opét zaznamenan v protokolu.
V prubéhu sekvence je nutné obraz sledovat, a pokud dojde ke zhorSeni jeho kvality,
sekvenci zastavit a upravit obraz zpét do ptivodni kvality. Mikroskop se nachazi na
optickém stole, a proto by teoreticky k t€émto jeviim nemélo dochazet. Protoze se ale
jedna o zaostfeni na velmi specifickou tloustku vzorku (do 100 nm), je moZzné, Ze i ptes
opatieni dojde ke snizeni ostrosti obrazu. V pribéhu sekvence dojde k vybiti fluoroforti
V pozorované oblasti vzorku a k jejich naslednému pronikani z okoli zpét do ¢asti, na
kterou byl aplikovan laser. VSechny tfi stavy, které by se mély Vv prubéhu meéteni
vyskytovat, jsou vyobrazeny na obrazku 14. Pro uspé$nost méfeni je nezbytné, aby
vSechny parametry zlstavaly stejné po celou dobu méfeni a aby bylo celkové dosazeno
co nejvetsi homogenity veSkerych ukonll v rdmcei zdznamu dat z jednotlivych vzorki.

Po ukonceni méteni je dillezité vratit svételny paprsek do pivodni polohy, odstranit
vzorek z nosice a otfit objektiv specialnim Cisticim papirovym ubrouskem napusténym
etanolem. Pro kontrolu ¢istoty objektivu opét mlze slouzit ostrost odrazu paprsku na
strop¢ mistnosti. Po pouziti je také nutné vypnout vSechna elektronicka zatizeni, postup
je zaznamenan v protokolu.
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A B C

Obrazek 14: Ukazka obrazu pod mikroskopem. A — obraz pted photobleachingem. B — obraz po
photobleachingu. C — obraz po ub&hnuti zotavovaciho ¢asu. (autorsky obrazek)

4.2.3 Zpracovani a analyza dat

Nejprve je v této podkapitole nutné zminit, ze nejsem autorkou kodi urcenych pro
zpracovani dat, proto také nejsou prilozeny k této diplomové praci. Jednd se o zna¢né
pokrocilé programovani, které mimo jiné¢ zahrnuje trekovani molekul a dalsi slozité
mechanismy, na jejichz naprogramovéni je potiebna vysoce pokroéila znalost. Casti
zpracovani, které jsou zde popsany, jsem konzultovala s autory koédii a mohu tedy
popsat jejich zakladni funkci, nicméné pokud by byla vyzadovana hlubsi znalost
konkrétnich postup, je nutné kontaktovat pfimo autory.

Data zaznamenana pomoci méfeni metodou TOCCSL je nutné zpracovat tak, aby
vysledky co nejlépe odpovidaly realité. V prvnim kroku zpracovani je nutné upravit
format dat. Protoze software ulozil data jako jeden soubor s ptiponou .tiff (Tagged
Image File Format), coz je pfipona vyuZivand pro soubory rastrové grafiky, je nutné
tento jeden soubor rozdélit na konkrétni pocet obrazki, ktery se v ném nachazi.
V prubéhu zpracovani je poté krok, ve kterém volime nasi oblast zajmu, tedy ROI. Ta
se voli pomoci mysi, kde v podstaté obkreslime wvnitini stranu svétlého kruhu tak,
abychom obsahli co nejvice klastrii uvniti zkoumané oblasti, ale abychom nezanéseli
chybu do zpracovani zafenim z oblasti, na kterou nebyl aplikovan laserovy puls. Ptiklad
takového vybéru je na obrazku 15.
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Obrazek 15: Ukazka definovani oblasti zajmu pii zpracovani dat. (autorsky obrazek)

DalSim krokem je stanoveni parametrli zaznamenanych signali s omezenou
difrakci pro kazdou jednu molekulu ve vSech obrazcich zpracovavané sekvence. Tento
krok je z celého zpracovani dat tim nejvice vypocetné naroénym a muze trvat i pomérné
dlouhou dobu v zavislosti na vykonnosti pocitate vyuzitého pro zpracovani dat. Na
zacatku stanoveni parametra je nutné zvolit typ kamery a typ dat, ktera jsou k dispozici.
V tomto ptipad¢ tedy single-TIFF Andor, protoze jsou data rozdélena z ptfedchoziho
kroku do jednotlivych soubori s pfiponou .tiff a zaznam byl proveden pomoci kamery
iXon Ultra Andor. Dale je potieba zvolit typ obrazu, kde je v tomto pfipadé postacujici
»1 color®, protoZze vyuzivame pouze jednoho laseru a tim padem je zaznamenano
emitované zafeni jen o jedné vinové délce. Jako posledni se voli misto ulozisté finalniho
souboru.

Nasledné je dilezité zamyslet se nad skute¢nymi déji na membrané a uvédomit si,
ze v priabéhu méfeni dochazi k vyraznému pohybu molekul. ProtoZze gangliosidy jsou
obsazeny v obou vrstvach lipidové membrany a v obou se také pohybuji, mize dojit
k n¢kolika situacim, které zptsobi zkresleni velikosti klastri. Jedna se o piekryv dvou
klastrii na jedné membranové vrstveé, prekryv dvou klastrii, pficemz kazdy se vyskytuje
V jiné vrstvé membrany a dale pfiblizeni klastri na takovou vzdalenost, ze neni mozné
rozeznat, zda se jedna o jeden ¢i vice klastri. Takové udélosti se daji vytadit statisticky,
ale stdle mize dochazet k pomémé vyrazné chyb&. Proto dalSi ¢ast zpracovani dat
sleduje jednotlivé klastry a jejich pohyb. Protoze piekryv dvou a vice klastrti v jednom
momentu nastane s pomérné¢ vysokou pravdépodobnosti, na rozdil od ptekryvu v Case,
kde by se klastry musely po urcitou dobu pohybovat stejnym smérem a nevzdalovat se
od sebe, coz uz je mnohem mén¢ pravdépodobny jev. Software je schopen detekovat,
kudy se klastr pohybuje v ¢ase a pokud se vyrazné zméni jeho intenzita pti pfibliZzeni
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k jinému klastru, je tato hodnota vylouCena. V této Casti zpracovani dat jsou také
odstranény vSechny imobilni ¢asti vzorku. Pokud je néktera z oblasti emitujicich zareni
imobilni, je vysoce pravdépodobné, Ze se jednd o nechtény artefakt a proto je
sekvence a jsou rozdélena do slozek podle poctu obrazkli v jedné sekvenci. To
znamena, ze kazdé kolo sekvence poskytne jeden zdznam a tedy finalni vysledky pro
kazdy soubor jsou slozeny v ptipadé této prace z 30 fotografii.

Pro statistické zpracovani vysledki se vyuziva hustota pravdépodobnosti poctu
fotoni emitovaného molekulou sjednou fluorescentni podjednotkou. Hustota
pravdépodobnosti je nezdporna realnd funkce, pod jejiz kiivkou se nachdzi plocha
definujici pravdépodobnost vyskytu spojité ndhodné veliCiny v daném intervalu.
Muzeme ji vyjadrit rovnici 12. V piipad€, ze budeme uvazovat cely interval hustoty
pravdépodobnosti, musi se jeho integral rovnat jedné, protoze vS§echny hodnoty nahodné
veli¢iny lezi se 100% pravdépodobnosti v tomto intervalu. [37]

pr(x)dx =P (12)

A

B — horni hranice intervalu

A — dolni hranice intervalu

p(x) — hustota pravdépodobnosti
P — pravdépodobnost

V konkrétnim piipadé zpracovani dat ziskanych metodou TOCCSL, pokud
zintegrujeme danou hustotu pravdépodobnosti, dostaneme pravdépodobnost, s jakou
méteni intenzity odhali poc€et detekovanych fotoni ve zkoumaném intervalu. Za pomoci
konvoluce dostaneme rozloZeni intenzity nezavislych emitorti nachazejicich se v oblasti
pozorovani. Z odpovidajiciho intenzitniho rozlozeni a poctu emitori je nasledné
vytvofen histogram, ktery podava informaci o zastoupeni molekul s riznym poctem
podjednotek v dané konkrétni oblasti zajmu. Aby bylo mozné ur¢it velikosti molekul, je
nutné stanovit referen¢ni histogram pro monomer, ktery je mozné ziskat hned nékolika
zpusoby, nejcastéji vSak opétovnym vyzarenim jedné oblasti. Pokud je jedna oblast
vyzatena vicekrat, je vysoce pravdépodobné, ze bude obsahovat pouze monomery,
protoze ty se diky své velikosti pohybuji nejrychleji a tudiz maji vEtsi Sanci proniknout
do vyzarené oblasti. Vysledky tohoto zpracovéani dat jsou uvedeny v kapitole 5 této
prace. Zde jsou uvedeny vysledné histogramy.

4.3 Metoda kontroly a ovéreni vysledki

ProtoZze metoda TOCCSL je pomémé komplexni a komplikovana fluorescencni
metoda, ma mnoho krokd a pomérné snadno se miize stat, Ze dojde k chybé¢, vyvstala
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potieba kontroly vysledkil. Pfestoze tato ¢ast jiz neni v zaddni prace, myslim si, Ze se na
n¢j Uzce vaze a bylo by chybou ji zde nezminit. Abychom si byli jisti, ze vysledky
odpovidaji realité, zvolila jsem metodu FRAP k ovéfeni vysledkl. Tato fluorescencni
metoda ma s metodou TOCCSL mnoho spole¢ného, jak je mozné vycist z popist obou
metod vyse v této diplomové praci. Mimo jiné lze vyuzit stejny mikroskop, jako pro
metodu TOCCSL a neni nutné vzorky jinak upravovat, ¢i pfenastavit aparaturu, ¢imz by
mohlo dojit ke vzniku dalsich chyb. Postup byl tedy shodny jako pfi metodé¢ TOCCSL
az na nastaveni parametri sekvence. Také nebylo nutné tak precizni zaostiovani jako u
metody TOCCSL, protoze neslo o zkouméani jednotlivych molekul, nybrz o celkovou
intenzitu emisniho zafeni vychézejici z oblasti zajmu.

Nastaveni parametrti sekvence je mozné vycist z tabulky 7. Zmény v parametrech
TOCCSL. Misto pohybu molekul a velikosti klastri se snazime zjistit, za jakou dobu a
do jaké miry se obnovi intenzita vzorku po photobleachingu. ProtoZe je zde snaha ziskat
€O nejveétsi mnozstvi intenzity svétla, neni mozné provadét vice sekvenci na jednom
misté vzorku a je potfeba po kazdé sekvenci zménit oblast pisobeni laserového paprsku.
Dalsi zménou je redukce zotavovaciho Casu, ktery se zde rovna nule a to z toho divodu,
ze je dualezité zjistit stav intenzity okamzit¢ po photobleachingu. Pro ziskani casového
pribéhu zmény intenzity jsem zvolila krok 500ms mezi expozicemi, které probihaly po
dobu dvou minut, kdy je jiZ obnovend intenzita na svém maximu a dale nestoupa.
Vysledky méfeni jsou uvedeny v kapitole 5, podkapitole ovéteni vysledka.

Tabulka 7: Porovnani nastaveni parametra sekvence pro méteni vzorki metodou FRAP a

TOCCSL
Parametr FRAP TOCCSL Jednotka
Pocet opakovani 1 30 -
Intenzita pulzu 9 9 \/
Délka pulzu 500 500 ms
Zotavovaci Cas 0 2000 ms
Pocet kontrolnich obrazktih 1 1 -
Pauza mezi sekvencemi 0 0 ms
Pocet obrazki 240 20 -
Cas expozice 10 10 ms
Pauza mezi expozicemi 500 20 ms
Intenzita excita¢niho zafeni 2,5 2,5 V
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Pro tato kontrolni méteni byly pouzity prozatim pouze dva vzorky, u kterych byl
dle vysledki TOCCSL velky rozdil ve velikosti klastrit a to vzorky DOPC+GMI a
DOPC+Chol+Sph+GM1. Tyto vzorky byly zvoleny také z davodu vétSich zasob
gangliosidu GM1 nez GM3.

Pro analyzu dat zaznamenanych metodou FRAP jsem vytvofila algoritmus
Vv prostfedi Matlab, ten se nachdzi v kapitole vysledku této prace. Jedna se o algoritmus,
ktery nacte soubor s pfiponou .tiff, rozd€li jej na takové mnozstvi souborti, kolik
obsahuje obrazkl a nasledn¢ necha uzivatele vybrat oblast zdjmu dle miizky. Ofizne a
ulozi obrazky podle zvoleného vzoru a spocitd v kazdém z nich intenzitu. Nasledné
hodnoty intenzit vykresli do grafu, aby bylo mozné porovnavat méteni riznych vzork.

Jako dalsi kontrolu, pfipadné porovnani jsem vyuzila vysledky namétené pomoci
metody FRET na obrovskych unilamelarnich vezikulach (GUV) o stejném slozeni jako
mnou vytvorené SUV. Vysledky téchto méfeni jsou na obrazku 16. Jejich interpretace
odpovidad tomu, ze v pfipadé GM1 ocekavame v zdkladnim vzorku jen velmi malé
nanodomény, po ptidani cholesterolu vyrazné vétsi domény a po ptidani sfingomyelinu
by klastry mély byt pfiblizné stejné velké jako v ptipadé€ ptitomnosti pouze cholesterolu.
U gangliosidu GM3 by se v piipadé nejjednodussiho slozeni a slozeni s cholesterolem
mélo jednat o malé domény, zatimco po pfidani sfingomyelinu by mélo dojit k jejich
vyraznému zvétseni.

DOPC DOPC/C hol DOPC/CholVSM
14, il 94 nm
124 . natGM1 3 . natGM1 - natGM1
4 nm s natGM2 106 nm  wmnatom2 g = natGM2
2 10 = natGM3 ; {»"'.,17 - = atGM3 ; " mm natGM3
z = \ S 44
o s TR} | o
: :
£ 19 nm 2 §
E o] E ., E 29
= =
z z \ z | &
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Obrazek 16: Velikosti nanodomén na tfech riznych lipidovych dvojvrstvach pro gangliosidy
GM1, GM2 a GM3 [38]
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5 Vysledky

V této kapitole jsou uvedeny vysledky vSech méfeni provedenych v ramci této
diplomové prace. Nachazeji se zde dvé podkapitoly, z nichz jedna obsahuje vysledky
vlastni Casti prace a druha poté dosavadni ovéieni téchto vysledkt. Toto rozd€leni jsem
zvolila kvili prehlednosti a cilem bylo jasné¢ oddélit vysledky metod TOCCSL, ktera je
hlavnim tématem této prace a vysledky metody FRAP, ktera je zde pouzita pouze
doplikove.

5.1 Vysledky metody TOCCSL

Zde se nachazi shrnuti vSech vysledkti metody TOCCSL pro Sest riiznych vzorka
obsahujicich dva druhy gangliosidi. V ptiloze je poté zahrnut vytvoieny protokol, v
némz jsou popsany vsechny kroky prace, tedy tvorba vzorkt, zdznam a analyza dat pro
metodu TOCCSL. Vysledky méfeni jsou reprezentovany grafy na obrazcich 17 az 22 a
v jejich popisu je vzdy zaznamenana kompozice konkrétniho vzorku, ke kterému nalezi.
V legend¢ v pravém hornim rohu jsou poté uvedena procenta zastoupeni jednotlivych
klastli od monomerti az po tetramery. Vétsi domény nebyly ze ziskanych dat prokdzany.
Na ose X je vzdy vyneseno rozlozeni jasu, ktery byl u molekul zaznamenan a na ose y je
poté hustota pravdépodobnosti vztazena k po¢tu zaznamenanych udalosti tak, aby bylo
mozné porovnavat monomery a signaly klastr, které maji diametralné jiny pocet
udalosti. Posledni informaci, ktera je obsaZena v grafech, je nafitovand kfivka sloZzena
z kontribuci vSech n-merii obsaZenych ve vzorku. Prvni tfi obrdzky ndlezi vzorkiim

obsahujicim gangliosid GM1.
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Obrazek 17: DOPC+GM1 (autorsky obrazek)
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Obrazek 18: DOPC+Chol+GM1 (autorsky obrazek)
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Obrazek 19:DOPC+Chol+Sph+GM1 (autorsky obrazek)

Dalsi tii grafy odpovidaji datim naméfenych na vzorcich obsahujicich gangliosid
GM3.
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Obrazek 20: DOPC+GM3 (autorsky obrazek)
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Obrazek 21: DOPC+Chol+GM3 (autorsky obrazek)
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Obrazek 22: DOPC+Chol+Sph+GM3 (autorsky obrazek)

Pro vypocty i nasledné zhodnoceni vysledki jsou velice dillezité pocty vSech
zaznamenanych klastri v jednotlivych vzorcich. Tyto hodnoty jsou také dilezité jako
ukazatel prikaznosti méfeni. V kapitole o zdznamu dat je zmin€no, Ze minimalni pocet
méfeni v této praci je 8 176, je mozné tvrdit, ze vysledky jsou prukazné. Jak je z tabulky
8 patrné, hodnoty se u vzorki pomérné 1isi. Toto chovani je vysvétleno v diskuzi prace.
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Pro vzorky obsahujici totozny gangliosid byl vyuZzit vzdy totozny monomer, proto se
pocty udalosti monomert shoduji.

Tabulka 8: Poéty detekovanych udalosti v jednotlivych vzorcich

Vzorek Monomer Kilastr
DOPC+GM1 35851 131934
DOPC+Chol+GM1 35851 101 900
DOPC+Chol+Sph+GM1 35851 207 181
DOPC+GM3 46 625 47 393
DOPC+Chol+GM3 46 625 69 270

DOPC+Chol+Sph+GM3 46 625 8176

Tyto vysledky naznacuji, Ze pitidani cholesterolu nema na tvorbu klastrd zadny
prokazatelny ucCinek ani u jednoho z gangliosidi. Naopak piidani sfingomyelinu
vyvolava u gangliosidu GM1 vyssi vazebnou ochotu a tim tvorbu vétSich klastra. U
gangliosidu GM3 graf naznacuje, Ze by se tvorba klastri méla pfiddnim sfingomyelinu
jesté snizit, nicméné zde musime vzit v potaz 1 pocet detekovanych udélosti, ktery je
oproti ostatnim vzorklim vyrazné nizsi.

5.2 Ovéreni vysledku

Pro ovéteni vysledki byla vyuzita metoda FRAP na vzorcich obsahujici gangliosid
GML1. V priloze jsou uvedeny casti kodu, ktery jsem vypracovala a ktery slouzi k
analyze dat ziskanych pomoci metody FRAP. Popis procesu zpracovani je v kapitole
metody v podkapitole Metoda kontroly a ovéfeni vysledku

Obnovovaci kiivky obou vzorkl jsou zaznamenany na obrazku 23. Odtud je patrné,
ze u vzorku s komplikovangj§im slozenim lipidové membrany dochéazi k pomalejsi
obnové¢ intenzity a ze podil imobilni Casti vzorku je mnohem vyss$i, nez je tomu u
zakladni kompozice. Vysledky metody FRAP timto podporuji vysledky metody
TOCCSL.
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6 Diskuze

Hlavnim vystupem této diplomové prace je upraveny méfici protokol, ktery
popisuje postup vhodny pro vyuziti metody TOCCSL na pozorovani lipidovych
membranovych dvojvrstev za piitomnosti gangliosidi. Jedna se o upravené postupy této
fluorescen¢ni metody tak, aby co nejlépe vyhovovaly vlastnostem konkrétnich struktur,
a bylo tak dosazeno co nejkvalitnéjsiho obrazového zaznamu, ktery bude vypovidat o
skutecné situaci na membrané. Postupy byly konzultovany s odborniky na konkrétni
problematiku a vSechny kroky, kde mohlo dochazet k modifikacim, byly opakovany,
dokud nebylo dosazeno co nejpreciznéjSiho vysledku. Nastaveni a upravy byly
provadény na zaklad¢ praktickych pozorovani a metodou pokus omyl jsem se snazila
prijit na nejvhodnéjsi nastaveni vSech specifikaci tak, aby vyhovovaly ptredpokladim
danym kompozicemi vzorku.

Po optimalizovani méticitho postupu jsem pfipravila dohromady osm vzorkd,
Z nichz dva slouzily jako zdklad pro méteni signdlu, ktery ocekdvame u monomeri, a
zbytek potom slouzil pro zdznam signalu z klastri. Rozdily mezi vzorky byly hlavné
v koncentraci znaceného gangliosidu, v pfipadé vzorkii pro zdznam monomerd, a
v kompozici lipidové dvojvrstvy, kde jsem ocekavala razné velikosti klastra.
Piedpoklady o zastoupeni klastrli ve vzorcich jsem cCerpala z jich namétenych dat na
obrovskych vezikulach, jejichz membrany mély stejné sloZeni, jako mnou vytvorené
malé vezikuly.

Provedena meéteni nepotvrdila predpoklady a vysledné velikosti klastri se pro
membrany obrovskych a malych vezikul li§i. V nasledujicich odstavcich popisuji
rozdily, které jsme pozorovali, a vysvétlim, pro¢ k nim mohlo dojit a zda vysledky
opravdu naznacuji, Ze se na membranach tvoii jiné klastry, nebo zde miize dochazet ke
Spatné interpretaci, ktera vychazi z podstaty metody.

Nejprve se zamétim na vysledky gangliosidu GM1. Zde dle méfeni metodou FRET
na obrovskych unilamelarnich vezikuldch mélo byt mozné pozorovat pouze velmi malé
nanodomény na nejjednodussi zakladni lipidové kompozici skladajici se pouze z DOPC
a gangliosidu. Tento pfedpoklad, jak je mozné z vysledku vycist, byl splnén, protoze
V nejjednodussi lipidové kompozici za piitomnosti GM1 bylo detekovano 75%
monomerQ a pouze 7% klastri pfesahovalo velikost dimerd. S pfidanim cholesterolu a
nasledné sfingomyelinu jsem ocekavala velmi vyrazné zvétSeni nanodomén az do
velikosti 150 molekul v jednom Klastru. Z vysledkti ovS§em jednozna¢né vyplyva, ze
nejvétsi detekované klastry byly tetramery.

Abychom mohli vysvétlit tyto nesrovnalosti, je nutné si uvédomit dilezitou
skutec¢nost. Je ji zavislost metody TOCCSL na Brownové pohybu. Ze zakladnich

48



fyzikélnich principil vyplyva, ze velké objekty se budou pohybovat mnohem pomaleji,
nez objekty mensich rozméri. Tento jev by mohl byt diivodem k tomu, ze velké shluky
molekul se pohybuji jen velice pomalu a nestihnou se pfemistit do oblasti se zhasenymi
fluorofory a proto nejsou detekovatelné v oblasti zdjmu. Protoze malé klastry, piipadné
jednotlivé molekuly se pohybuji mnohem rychleji, vyplni zorné pole diiv, nez je mozné
pozorovat Klastry velké. Prili§ dlouhy zotavovaci ¢as by ovSem zpuUsobil, ze by jiz
nebylo mozné od sebe jednotlivé klastry rozeznat a nebylo by mozné provadét méteni.
Pokud by se oba popsané faktory spojily a do oblasti zajmu by pronikaly pouze mensi
klastry s méné zna¢enymi molekulami, nez kolik doopravdy obsahuji, mohlo by se
jednat o pfi¢inu vzniku rozdilu mezi métenimi pomoci metody FRET a pomoci metody
TOCCSL. Dalsim faktorem, ktery mtize mit vliv na rozdilnost vysledkl je samotna
fosfolipidovd membrana. Pfi metodé FRET probihd meéfeni pfimo na vezikulach,
zatimco metoda TOCCSL zaznamenavda data z membrany pfisedlé na kryci
sklicko/podlozku. Tato podlozka jiz dfive méla prokazatelny vliv na vlastnosti

membrany na ni pfipravené, coz mize mit za nasledek i jiné chovani gangliosidu.

Na zaklad¢ téchto predpokladi vyvstala potieba ovéfit, jaka Cast klastri se do
zorného pole navrati a jak je vzorek schopen se obnovovat. K tomuto ucelu jsem
vyuZzila kontrolni metodu FRAP, diky které je mozné urcit nejen Cas, za ktery dojde
k obnoveni intenzity zafeni do jeji maximalni navratnosti, ale také je mozné s jeji
pomoci detekovat imobilni fazi. Tyto informace by tedy mohly byt kliCové pii
ovéiovani skutecné velikosti klastri vyskytujicich se na membrané. U vzorkd, které
obsahuji vétsi domény, by mélo byt zotavovani intenzity pomalejsi. Pokud by
membrana obsahovala klastry, jejichz velikost jim bud’ znemoZnuje pohyb, ptipadné jej
znacné zpomaluje, doSlo by také k vyraznému zvySeni podilu imobilni ¢asti ve vzorku.

Na zdklad¢ ptedpokladu, Ze membrdna s nejjednodussi lipidovou kompozici
obsahuje nejmensi klastry, jsem pro porovnani metodou FRAP zvolila tento vzorek a
vzorek s nejslozitéjsi kompozici, tedy s piidanym cholesterolem i sfingomyelinem.
Z obrazku v podkapitole ovéfeni vysledki je jasné vidét, Ze modra kiivka reprezentujici
zotavovani intenzity fluorescence vzorku s jednodussi kompozici ma strmégjsi trend a
ustaluje se na vyS$i hodnoté. Obé¢ tyto informace naznacuji, ze vzorek obsahuje mensi
klastry a to z toho divodu, ze rychleji pronikaji do oblasti zajmu a také proto, Ze jeho
podil mobilni ¢asti je vyssi, nez u druhého porovnavaného vzorku. Na zakladé tohoto
vysledku mizZeme tvrdit, ze klastry ve vzorku obsahujicim cholesterol a sfingomyelin
jsou prokazatelné€ vétsi, nez ve vzorku bez téchto lipida.

Co se tyce velikosti klastra u gangliosidu GM3, zde se dle referen¢nich vysledki

vvvvvv

lipidovd membréana bude obsahovat klastry vétsi. Vysledky metody TOCCSL se shoduji
s referenci v prvnich dvou ptipadech, k rozkolu dochazi u posledni kompozice, kde
namisto oc¢ekavané¢ho vysledku velkych shluki molekul pozorujeme velice Uzky tvar
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ktivky pfipominajici monomer. Z divodu nedostatku zdsob gangliosidu GM3 nebylo
mozné provést ovéreni pomoci metody FRAP a proto bylo nutné ovéfit a vysveétlit
vysledek jinym zptsobem.

Samoziejmé 1 v tomto piipad¢ plati predpoklad o nizké mobilit¢ velkych struktur.
ProtoZze neméme moznost porovnani vysledkii metodou FRAP, musime se zaméfit na
jiny ukazatel, ktery by mohl souviset s velikosti domén. Jako dikaz by zde mohl
poslouzit pocet zachycenych klastrti v pribé¢hu méfeni. Jelikoz predpokladame, ze do
zorného pole proniknou jen mensi shluky a vSechny tfi kompozice membran mély
stejnou koncentraci jak neznaceného, tak zna¢eného gangliosidu, miizeme piedpokladat,
ze vyrazn€ nizsi pocet detekovanych znacenych molekul by znamenal jejich navazani
na vétsi, méné pohyblivé a tudiz nepozorovatelné velké struktury. Vzhledem k tomu, ze
vzorek scholesterolem i sfingomyelinem ma pfiblizné sedmkrat niz$i pocet
zaznamenanych klastri, mohlo by se jednat o pfipad, kdy vétSina fluorofori zlstava
mimo zorné pole zachycena vétSimi strukturami. Odpovidal by tomu i priabéh méteni,
kdy se pred photobleachingem vzorek choval stejné, jako ostatni kompozice, ale po
aplikaci laseru bylo jednozna¢né, Ze nedochazi k takovému obnoveni, jaké bylo mozné
pozorovat u ostatnich méfenych membran. Je tedy pravdépodobné, Ze na stfedné velké
klastry se navazalo jen mélo molekul a proto se z findlniho zaznamenaného signalu zda,
Zze se na membrané vyskytuji v podstaté jen monomery, zatimco vétSina znacenych
molekul zustala v imobilni fazi vzorku. To by mohlo vysvétlovat, pro¢ dochazi k tak
vyznamnému rozdilu mezi o¢ekavanymi a naméfenymi hodnotami.

Co by mohlo vyvracet tuto teorii, je poCet zaznamenanych emitort v piipadé
udaélosti, nez v ostatnich dvou membranach. Vysvétlenim milize byt, Ze vzorek obsahuje
nejen velké, ale 1 malé klastry a tim dochazi k pronikani velkého mnozstvi malych
shlukli stejn¢ tak jako k zachyceni ve vétSich strukturach, kterych miize byt mensi
mnozstvi, nez v pifipadé gangliosidu GM3. Jak je zfeyjmé z grafické interpretace
referencnich vysledkd, kiivky reprezentujici velikost klastri jsou v nékterych piipadech
Siroké a zabiraji celé uvedené velikostni spektrum. Dal§im divodem pro¢ muze
dochazet k rozdilim ve vysledcich metody TOCCSL a FRET je skutecnost, ze velikost
vezikul mtze mit vliv na chovani gangliosidi a na jejich ochotu tvofit shluky. Ptestoze
teoreticky by tyto skute¢nosti nemély hrat pfi tvorbé klastr roli, jedna se stale o nové a
experimentalni méfeni a nelze tvrdit sjistotou, Ze se gangliosidy chovaji na
membranach o stejné kompozici a jiném tvaru a velikosti stejne.

Dal$im krokem k ziskani vice informaci o déjich na membrané tvofené¢ malymi
unilameldrnimi vezikulami by méla byt aplikace metody FRAP na vSechny vzorky
méiené metodou TOCCSL. Vysledky by mohly potvrdit ptipadné vyvratit teorii o poc¢tu
detekovanych fluorofori a pfibliZit pozorovateli skute¢né chovani gangliosidi na
lipidovych dvojvrstvach. Jako sviij dalsi krok bych volila také ovéteni lipidovych
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kompozic metodou FRAP bez gangliosidli pouze s fluorescentnim barvivem, kde
neocekavame imobilni fazi, aby bylo jasné, zda pouha lipidova kompozice nema vliv na
navratnost intenzity. DalSim krokem do budoucna je aplikovat na vzorky méfeni
pomoci metody AFM (Atomic Force Microscopy). Tato metoda je pfimo vyuzitelna pro
zaznam dat z membrany, nikoliv z vezikul, a mohla by proto byt jesté divéryhodnéjsim
referen¢nim zdrojem, nez metoda FRET.

Shrnutim poznatkii a informaci ziskanych pii vypracovani této diplomové prace je
fakt, ze fluorescencni metoda TOCCSL je vhodna pro zkoumani jednomolekulovych
fluorescentnich struktur na lipidové membrané. Doporucila bych vSak zkoumat spiSe
vzorky, ve kterych jsou ocekdvany malé a vysoce mobilni struktury. Pro vzorky
S imobilnimi, pfipadné pomalu se pohybujicimi se ¢astmi neni metoda vhodnou meéfici
alternativou. K tomuto zavéru mé¢ dovedla shoda s referen¢nimi vysledky v piipadé
vzorkd s mensimi klastry a také se zaklada na fyzikalnim principu metody.
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{ Zavér

V pribéhu prace byl vytvofen optimalizovany méfici protokol pro vyuziti
fluorescenéni metody TOCCSL ke zjistovani velikosti klastri gangliosidi na
fosfolipidové membran¢. Podle zadanych postupti bylo naméfeno postupné Sest vzorkl
obsahujicich dva rtizné gangliosidy GM1 a GM3 na tfech rliznych kompozicich
lipidovych dvojvrstev. Zpracovani dat ze vSech vzorkl a jejich statistické vyhodnoceni
ukézaly, ze se v zddném ze vzorkl nevyskytuje vétsi shluk molekul nez tetramer. Pro
gangliosid GM1 na nejjednodussi kompozici lipidi vysledky potvrdily ptitomnost 75 %
monomerd, 18 % dimert, 1 % trimerd a 6 % tetramert. Po pfidani cholesterolu se zvysil
pocet monomerd na 87 % a pocet dimert se sniZil na 11 % trimery a tetramery v tomto
sfingomyelinu poklesem poctu monomerti na 49 %, zvySenim podilu dimert na 39 %,
trimery dosahovaly 4 % a tetramery 8 % z celkového poctu domén. V ptipadé
gangliosidu GM3 bylo chovani klastrii na prvnich dvou kompozicich podobné jako u
gangliosdu GM1. U kompozice sloZzené pouze z DOPC a GM3 bylo detekovano 87 %
monomerl, 13 % dimerl a trimery a tetramery v tomto pifipad¢ detekovany nebyly.
Ptidanim cholesterolu se domény mirné zvétsily a to ovlivnilo jejich rozdéleni na 79 %
obsahovala pouze monomery a dimery a to v poméru 90 % ku 10 %. Tyto vysledky se
pfimo neshoduji s ocekdvanimi a diivody, pro¢ tomu tak miZe byt, jsou popsany
v diskuzi této diplomové prace. Zavérem po zkusenostech ziskanych s touto metodou
mohu fici, Ze jeji vyuZiti je vhodnéjsi na malé pohyblivé fluorescentni struktury, které
S ni 1ze jednoduse a velmi ptesné detekovat.
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Priloha A: Optimalizovany mérici protokol
e Piiloha ¢. 1: M¢fici protokol pro ptipravu vzorka

e Piiloha ¢. 2: MéFici protokol pro zaznam dat a manipulaci s hardwarem

e Piiloha ¢. 3: M¢éfici protokol pro zpracovani dat
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Priloha B: Kod pro zpracovani vysledkii metody
FRAP vytvoreny v prostiredi Matlab

e Piiloha ¢.4: Kod pro zpracovani dat zaznamenanych fluorescenéni metodou FRAP
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Mérici protokol pro pripravu vzorki

SUV PREPARATION

1) BUFFER PREPARATION:

2)

3)

a)
b)
c)
d)

10mM HEPES

150mM NaCl

miliQ water

final pH between 7,0 and 7,4

LIPID MIXTURE PREPARATION (SUV):

a)
b)
c)
d)

e)

)

9)

prepare a mixture of lipids in GLASS TUBES final concentration 1mM

dry under the stream of nitrogen

put under vacuum for 1 hour

dissolve the lipid film in the appropriate volume of SUV buffer by rigorous

vortexing (milky solution should appear)

SONICATION:

i) clean the outside with cleaning methanol

ii) sonicate 5 min, 20% power, cycles 9, cool by ice water from the bottom
with spectroscopic methanol

i) dry the bottom so it does not have any drops of methanol before putting
your sample)

iv) sonicate yourfor 5min, 20% power, cycles 9, cool by ice water from the
bottom

v) clean with cleaning methanol if the sample is different so you don’t con-
taminate it

transfer all your samples to safe-lock eppendorfs

i) store in the fridge

centrifuge for 20 min at full speed, transfer 350 pl of SUVs to another ep-

pendorfs

SPBs - supported phospholipid bilayers

a)
b)
C)
d)
e)
f)
9)

lonize the glass coverslip under the UV light for 30min

Add 267 uL SPB buffer in the chamber

add SUVs to the same chamber, SUVs to buffer volume ratio 1:10 (30puL)
add CaCl2 (1 mM, 3 pL from a 100 mM solution)

incubate for 1h

flush remaining SUVs with +- 8 mL with buffer in each chamber

leave +- the same volume — 300 uL
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Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

4) Coverslips cleaning

a)
b)
c)

fill rack holder with coverslips (25 mm for TOCCSL)

place holder into beaker (Best supercleaned before)

fill with 2% Hellmanex in MilliQ-H20 solution, cover top with aluminium foil
put into water tank, overnight incubation 56°C.

sonicate for 30 min, heating on (37°)

wash 3x with MilliQ-H20, fill with MilliQ-H20

sonicate for 30 min, heating on (37°)

wash 5x with MilliQ-H20 water fill with MilliQ-H20

store in MilliQ-H20 for max 3 weeks covered with aluminium foil
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Mérici protokol pro zaznam dat a manipulaci s hardwarem

TOCCLS data recording + operating hardware

1)

2)

3)

4)

TURN ON HARDWARE:
a) Turn on the power plug in the wall
b) The rest under the table:
i) Blue Laser - power button (behind box) + the key
ii) The intensity can be modulated by the front button: set the intensity to 110%,
220 mW
c) Turn on the power supply - shows 2 voltages: 24V and 10V
d) Turn on the Camera - press the button (ON is the position to the inside)

MICROSCOPE, CABLES AND FILTERS:
a) Microscope body
i) Carousel position 3
ii) Shutter bellow the carousel on open symbol
i) On the back side of the microscope body - the lower screw is turning the laser
beam to the TIRF position
b) Check for proper filter
i) Filters available: - 515, 600, 650 (for TOCCSL choose 515 nm)

Set SOFTWARE
a) Camera - controlled by MicroManager
i) Open Micromanager 1.4 (desktop) - Select ' C:\Data\TOCCSLconfig2.cfg'
i) Press OK
i) Tools - Device Property Browser - temperature -70 Celsius
(1) Andor-optAcquireMode - Set to 'Acquire mode fastest framerate'
(2) Andor Pre-Amp Gain - Gain 1
(3) Andor Gain - 300
(4) Andor-optAcquireMode - Set to 'Fastest Frame 8'

PLACING AND FOCUSING SAMPLE

a) Clean the objective with alcohol

b) Place a drop of immersion oil in the objective without air bubbles

c) Place the chamber leaning to the left/back microscope sample holder
d) Set Device Property Browser to 'Andor trigger - Software'
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5)

6)

7)

8)
9)

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

e) Press 'live' in MicroManager
f) Using the micrometric and macrometric screw of the microscope search for the
surface. Use the intensity histogram to look for the highest intensity possible.

TOCCSL settings for the measurement
a) LabView - TOCCSL2
i) Create sequence - everything positive non-zero in the graph means either
turned on/opened/intensity level
ii) Press 'Create the sequence' to confirm it
i) After any change one must press again to save it
b) Shutter window - make the exposed area bigger or smaller manually by open-
ing/closing camera shutter

In MicroManager
a) Device Property Browser - just before the TOCCSL measurement
i) Andor trigger - External
ii) Exposure time - has to be the exactly the same as '‘Camera exposure time' in
TOCCSL2 software (e.g. 10ms)
b) Multi-dimensional acquisition
i)  Number of images - set to the same number as the number of images in the
LabView TOCCSL2 software
ii) Multiply by the number of runs (30*24=720)
i) Press 'Acquire’

In LabView - TOCCSL?2 -> Press 'Measure' (beneath the 'Create sequence’)
a) NOTE: you need to hear the shutter opening and shutting. Otherwise, stop the
measurement, and do it again

IF SOMETHING IS WRONG (PRACTICAL NOTES):
You always see some blur with the blue laser

10) If you cannot focus properly you might need some more immersion oil or try to

change ROI

Kladno 2019/2020



CESKE VYSOKE UCENIi TECHNICKE V PRAZE

Fakulta biomedicinského inzenyrstvi

Mérici protokol pro zpracovani dat

TOCCSL data analysis

1)

2)

3)

4)

5)

6)

tif2singletifO(first image, last image);
a) example: tif2singletif0(2,24);
I) Makes single images from the stack, can exclude images in the beginning and
at the end.

prepare_peakposition(first image, last image);
a) example: prepare_peakposition(1, 690);
i) If you made 30 runs, you have 30runs*24images=720 images. If you selected
2-24, you deleted 30 1st images, so 720-30=690 images
b) select one folder above the folder with images
c) select single tiff Andor
d) select 1 color

check_fit

a) possibility to select ROI

b) select ‘Andor single TIFFs folder

c) press Load

d) Select folder with the 690 images,

e) select ROI: choose Poly ROI - whatever shape you want - double click to select (it
turns red)

f) press ‘setimage’

g) Press Apply

TOC_delDoubleEvents(total number of images, images per run, searching distance)
a) example: TOC_delDoubleEvents(690,23,7)
i) 7 -distance in pixels which the function searches for double events and immo-
bile or unbleached spots
i) Immediate information about number of unbleached events

filter _pks(periodicity, min distance of 2 peaks)
a) example: filter_pks(23,2)
i) In case each run has 23 images

ImX=pk_data
a) Example: Im23=pk_data
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i) change X for number of image which data you want to read

7) plotpdf(Imx*15.3/300,3000,2,'b") or fitpdf(ImMonomer*15.3/300,ImX*15.3/300,3000,2)
a) depends on what we want to display (pdf/counts for one image or comparison)
i) plots the histogram from ImX=pk_data, corrected to photons
i) 15.3 regulation factor for reaching the proper intensity
iif) 300 gain defined in the camera acquisition settings
Iv) 3000 definition of brightness value on x axis
V) 2 smoothin factor for fitting curve
b) ImMonomer — choose img for monomer ImX — choose img for cluster signal
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close all;

clecy

$0pening file chosen by user

userinput = input('Enter tif stack name: ' , 's')

filename = userinput;

numimgs = size(imfinfo(filename),1);

$Creating two folders

mkdir SeparatsdImages;

mkdir CroppedImages;

28 Tiff stack of images division
Elfor i = l:numimgs,
I = imread(filename,i);
Im=imadjust(I);

FileName = sprintf('Image $d.png', i);
fullFileName = fullfile('SeparatedImages', FileName);
imwrite (Im, fullFileName);

-end

%% Choosing ROI from one image
Filename = sprintf('Image $d.png', 110);
fullFileName = fullfile('SeparatedImages’',Filename);
mask = imread(fullFileName);
[nx,ny,d] = size(mask) :
[X,Y] = meshgrid(l:ny,l:nx) ;
MaskIm = figure;
[rows, columns, numberOfColorChannels] = size (mask);
for row =1 : 50 : rows
T mask(row, :) = 300000;
end
for col =1 : 50 : columns
T mask(:, col) = 300000;
end
imshow(mask) ;
title({'Define your region of interest ';
'by choosing the center point and approximate radius respectively.';
'When your cheoice is done, press Enter.'})
hold cn
$ click at the center and approximate Radius
[px,py] = getpts ;
r = sqrt(diff (px).~2+diff(py)."2) ;

th = linspace(0,2*pi) ;
Xc = px(l)+r*cos(th) ;
yc = py(l)+r*sin(th) ;

plot(xc,yc, 'r') :

$ Keep only points lying inside circle
idx = inpolygon(X(:),¥(:),xc’,yc) :
for i = 1:d
I1 = mask(:,:,1) ;
Il(~idx) = 255 ;
mask(:,:,1) = I1 ;
end
$figure
$imshow{mask)
pause (2);
close (MaskIm);




2% Cropping ROI frem all images
[ for k = l:numimgs
jpgFilename = sprintf('Image %d.png’', k);
fullFileName = fullfile('SeparatedImages', jpgFilename);
if exist(fullFileName, 'file')
IM = imread(fullFileName );
else
warningMessage = sprintf('Warning: image file does not exist:\n%s', fullFileName):;
uiwait (warndlg (warningMessage)):
end
[nx,ny,d] = size(IM) ;
[X,Y] = meshgrid(l:ny,l:nx) ;
r = sqrt(diff (px).~2+diff(py).*2) ;

th = linspace(0,2*pi) ;
xXc = px(l)+r*cos(th) ;
yc = py(l)+r*sin(th) ;

idx = inpolygon(X(:),¥Y(:),xc’',yc) ;
= for i = 1:d

I1 = IM{:,:,1)
I1(~idx) = 255
IM(:,:,1) = I1

Seose s

r end

FileName = sprintf('CroppedImage $d.png', k)
fullFileName = fullfile('CrcppedImages', FileName):
imwrite (IM, fullFileName) ;

- end

%% Intensity calculation
Intensity=zeros(l,numimgs);
for k = l:numimgs
jpgFilename = sprintf('CroppedImage £d.png', k);
fullFileName = fullfile('CroppsdImages', jpgFilename);
IM = imread(fullFileName );
INT=sum(sum(IM));
Intensity(k)=INT;
end
2% Ploting results
TimeSamples=120/numimgs;
RecTime = (0:TimeSamples:120-TimeSamples);
figure
plot (RecTime, Intensity, 'LineWidth', 3)
title({'Intensity changes before and after photobleaching pulse.';
'Displaysd data represent recovery of bleached sample.'})
xlabel ({ "Recording time (8)';'Samples were taken every 500 ms'})
yvlabel({{'Sum of intensity from chesen ';'region of interest'})




