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Co vse lze vidét bez znaéeni?

Ales Benda

Fluorescenéni mikroskopie je oblibenym
a mocnym néstrojem zejména diky své spe-
cificité a vysokému poméru signilu k sumu,
coz je ddno z velké miry nizkym autofluo-
rescenénim pozadim vétsiny studovanych
vzorkii. Co se stane, kdyz do fluorescenéni-
ho mikroskopu vlozime fluorescenéné neo-
znaeny vzorek? Uvidime vibec néco?
A pro¢ bychom méli vlastné pracovat s neo-
znacenymi vzorky?

Duvodem k prici s fluorescenéné nezna-
Cenymi vzorky neni jen lenost &i Casové
a ekonomické niklady, ale zejména snaha
nijak nemodifikovat ¢ neporusit vzorek.
Fluorescen¢ni barviva, at uz pfidand
ke vzorku ve formé sond pronikajicich
do vzorku a znacicich specifické organely,
nebo ve formé geneticky vloZenych fluo-
rescenénich proteint, nejsou pro bunky pii-
rozenou souédsti a mohou modifikovat
bunééné vlastnosti a chovani. Pro kazdou
sondu je tieba otestovat, jaké koncentrace
zatnou zplsobovat modifikace bunky,
vedouci az k jeji smrti. Kazdy geneticky
modifikovany fluorescenéné oznaleny pro-
tein je tieba zkontrolovat, jestli si zachoval
svoji ptivodni funkci a jestli jeho mnozstvi
v bunce odpovidd béznym fyziologickym
podminkdm. Idea zobrazovat bez znaceni
tak ma své nesporné potencidlni vyhody. Ale
co jsme vlastné schopni bez znaleni vibec
vidét?

Obcas se s nadsizkou fikd, Ze nativni
autofluorescenéni signdl je pouze otizkou
vykonu pouzitého laseru. Pfili§ mnoho svét-
la v§ak bunkam $kodi, zejména v UV oblasti,
proto omezme hledani potencidlnich zdroja
fluorescenéniho signdlu na burikami tolero-
vané hodnoty. Oblibenym cilem autofluo-
rescenéniho zobrazovini jsou koenzymy
NAD(P)H a FAD, které se aktivné tcastni
metabolismu buiiky. Pomér oxidovanych
a redukovanych stavi téchto metaboliti
spolu s jejich celkovymi koncentracemi je
velmi vhodny k dokumentaci metabolické
aktivity bunék. Méfeni metabolické aktivity
mimo jiné umoziluje rozlisit zdravou tkdi
od rakovinného bujeni. Jakym zptisobem lze
tedy metabolickou aktivitu zobrazovat?

Shodou okolnosti jsou redukované for-
my koenzymi NAD(P)H, a oxidovana for-

ma FAD slabé¢ fluorescenéni. Oproti fluoro-

foram pouzivanych pro specifické znaceni
maji sice fadové horsi svitivosti, ale kvalitu
nahrazuji kvantitou, tudiz se signal z celé
buriky stivd dostate¢né silnym pro analyzu.
Jistou nevyhodou, zejména pro NAD(P)H,
je nutnost pouziti UV svétla, konkrétné
kolem 370 nm, pro jejich excitaci. Jednak
zivé buiiky opravdu nemaji UV svétlo rady,
jednak na vétsiné konfokalnich mikroskopt
chybi vhodny laser a optimalizovand optika
pro préci s takto kratkymi vinovymi délkami.
Jak se s tim poprat?

Autofluorescencni obréazek lidské cévy

Resenim je pouzit dva fotony k excitaci
misto jednoho. Jeden UV foton 370 nm md
totiz energii stejnou jako dva blizké infra-
Cervené fotony 740 nm. Soucasnd absorbce
dvou fotonu je velmi nepravdépodobny jev,
o nékolik desitek ¥idd méné pravdépodobny
nez béznd jednofotonovd absorbce. Neni
divu, Ze technologie nutnd k vyuziti dvoufo-
tonové excitace pro zobrazovini byla vyvi-
nuta az v devadesitych letech dvacitého sto-
leti. Potfebujeme totiZ extrémné silné a vel-
mi kratké (kolem sto femtosekund) laserové
zéblesky s vysokou opakovaci frekvenci
(desitky megahertzt), dokonalou odolnou
optiku, rychlé skenery a citlivé detektory.
Dvoufotonovi excitace blizkym infracerve-
nym spektrem md dal§i vyhody — diky men-
§imu rozptylu a absorbci svétlo 1épe pronikd
do hloubky biologickych vzorku a excitace je
dosazeno pouze v malém objemu, coZ auto-
maticky umozinuje 3D zobrazovéni.

Vykonné lasery umoziuji vyuzit k zob-
razovini i jiné principy generovani signdlu
nez fluorescenci. Oblibend je metoda gene-
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race druhé harmonické frekvence (SHG;
second harmonic generation), kdy diky lokalni
asymetrii uspofddani makromolekul, typic-
ky vliken kolagenu ¢ myosinu u zivocis-
nych bunék, nebo $krobu ¢i celulosy u rost-
linych, dochdzi ke generovini svétla
o pfesné polovi¢ni vlnové délce oproti pou-
Zitému zdroji. Napfiklad pfi pouziti infra-
Cervené vlnové délky 900 nm dochézi
ke vzniku modrého svétla o vinové délce
450 nm, které se lehce odlisi od fluorescen-
ce. Zobrazovini nativnich struktur tkéni,
véetné svalil, je uzite¢né pii studiu mnoha
degenerativnich nemoci.

Dalsi moznosti je vyuziti generace tieti
harmonické frekvence (THG; third harmo-
nic generation), kdy ke vzniku signdlu doché-
z{ na optickych rozhranich, napfiklad mik-
rokapének, diky kombinaci tii fotonu
za generovani jednoho o tfetinové vlnové
délce. Zde je jiz nutno pouzit vinové délky
nad 1200 nm, aby generovany signdl byl
ve viditelné oblasti a detegovatelny. Zajima-
vou aplikaci je zobrazovini ¢ervenych krvi-
nek, které umoziiuje vizualizovat drobné
kapildry v tkdnich, véetné rychlosti proudéni
krve.

Vycet alternativ k fluorescenci timto
nekonéi. Ldkavym zdrojem informaci
o vzorku je Ramaniiv rozptyl svétla, protoze
Ramanovo spektrum je vysoce specifické
a umoziuje potencidlné identifikaci nativ-
nich molekul skrz jejich vibra¢ni hladiny.
Bohuzel Ramaniv signdl je velmi slaby, a tak
piimé zobrazovini neni piili§ praktické.
Na druhou stranu kdyby Ramanutv signél byl
ptilis silny, tak by vadil fluorescen¢nimu sni-
méni, protoze se spolu spektralné prekryvaji.
Existuje vSak koherentné zesileny anti-Sto-
kesdv ramanovsky rozptyl (CARS), ktery
pomoci dvou piekryvajicich se infracerve-
nych paprsku sesynchronizuje pfechod mezi
vybranymi vibra¢nimi stavy, a tim vyrazné
zesili generovany signdl. Nejcastéji a nej-
snadnéji se zobrazuji lipidové mikrokapénky
diky vysoké koncentraci skupin CH,.

Jak je patrno, i bez znaceni se toho da
vidét celkem dost, pokud mate vhodné pfi-
strojové vybaveni. Mikroskopy vybavené sil-
nymi infracervenymi lasery najdete
na Fyziologickém tdstava AV CR
av BIOCEVu.
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