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Jak rychle se hybou molekuly?

Ales Benda

Mikroskopie je Casto spojovéna se statickymi obrazky poskytujici
detaily struktury vzorku. Ziv4 piiroda je ale velmi dynamicka a struk-
tura bez dynamiky poodhaluje jen ¢ist tajemstvi. Vime, kde se co
vyskytuje, ale uZ moc netusime, co presné to tam déld. Jednd se o pev-
né navdzanou strukturni molekulu, nebo volné difundujici protein?
Chovié se nete¢né vici okoli, nebo s nim aktivné interaguje? Jaké
moznosti nim mikroskopie skytd pro zachyceni pohybu, a tim
i k poodhaleni skute¢né funkce molekul?

Kazdého asi napadne moznost posbirat ¢asovou sekvenci obrdz-
ku, tedy natocit video. Moderni citlivé a rychlé kamery zvladaji pres
100 obrazka za sekundu, i konfokalni mikroskopy jsou schopny se
dostat na nékolik snimku za sekundu. Tato rychlost umoziiuje dobie
charakterizovat zmény struktury bunék, pfestavbu jejich vnitfniho
usporddani. Nicméné jak zachytit a charakterizovat pohyb a presuny
molekul, které nemusi byt nutné piimo spfazeny s konkrétnimi
strukturami?

Jednou z moznosti je doplnit rychlé sniméni cilenou fotomanipu-
laci vzorku. Metoda fluorescenéni obnovy po fotovybéleni (FRAP;
Fluorescence Recovery After Photobleaching) cilené zni¢i fluorescenéni
molekuly ve vybrané &isti vzorku pomoci silného ozifeni, vétsinou
za vyuziti laseru, a v ndsledném rychlém sniméni sleduje, jak rychle
avjakém rozsahu dochazi k obnoveni signilu. To poskytuje informa-
ce o rychlosti a zpasobu pohybu sledovanych molekul, jejich interak-
ci s okolim, piipadné i rychlosti jejich syntézy buiikou.

Komplementdrni technikou je v posledni dobé populdrni selek-
tivni fotoaktivace. Genetickymi manipulacemi byly vyvinuty specidl-
ni fluorescenéni proteiny, které v nativnim stavu nefluoreskuji.
K jejich aktivaci je potieba je ozafit specifickym svétlem, které je
teprve piepne do svitivého stavu. Ozafenim vybrané ¢asti vzorku je
tak mozZné fotoaktivovat pouze ¢ist molekul a ndsledné sledovat, jest-
li molekuly zustavaji na misté, ¢i se pfesouvaji do jinych ¢dsti buriky.
Oproti fotovybéleni stali pouZit fadové mensi intenzity s mensim
rizikem fototoxicity pro sledované Zivé buriky.
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Ptiklad bodové a rastrovaci fluorescencni korelaéni spektroskopie

Obe¢ vyse uvedené metody vyuZivaji naruseni rovnovihy systému
a sleduji, jak se systém se zménou vyporidd. Lze sledovat dynamiku
molekul i bez umélého poruseni rovnovihy? Za jistych podminek
ano. Pokud lze vzorek oznacit extrémné nizkou koncentraci (fadové
pikomolarni) fluorescenéné znacenych studovanych molekul, které se
nehybou pfili§ rychle, a fluorescenéni znacka je dostate¢né svitiva
a stabilni, Ize pomoci extra-citlivé kamery sledovat pohyb jednotli-
vych molekul. Metoda zvand Sledovani jednotlivych &astic (SPT;
Single Particle Tracking) se aplikuje zejména na membrinové mole-
kuly a analyzou trajektorii jednotlivych molekul umoznuje odhalit
nejen rychlost pohybu ¢i difuze, ale i pfipadné specifické interakee.
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Pokud studovany vzorek nespliuje ponékud piisnd kritéria pro
SPT, je mozné vyuzit casové-prostorovych korelac¢nich technik.
Nizev metody zni sloZité, ale princip je pomérné jednoduchy. Meto-
da sleduje, jestli naméfena intenzita fluorescence v jednom bodé a/
nebo ¢ase vzorku néjak souvisi (tedy koreluje) s fluorescenéni inten-
zitou v jiném bod€ a/nebo ¢ase. Pokud spolu signaly souviseji, vétsi-
nou to znamend, zZe jsou ovliviioviny pohybem stejnych molekul.
Ackoliv se na prvni pohled ¢asto zda, Ze analyzujeme pouze $um,
z tohoto ,,$umu® ziskdme informace o koncentraci molekul, rychlosti
a médu jejich pohybu i o pfipadné interakei ¢ konformaénich zmé-
nich. Podminkou je, Ze koncentrace sviticich molekul je natolik niz-
ka, Ze zména zpisobend jednou molekulou je rozlisitelnd od redlného
Sumu. Nejrozsifenéjsi realizaci je bodova fluorescenéni korelacni
a kroskorelacni spektroskopie (point FCS a FCCS), kterd vyuziva
konfokalnich mikroskopi s velmi citlivymi detektory schopnymi
piesné registrovat dopad jednoho jediného fotonu. Extrémné malé
femtolitrové detekéni objemy vytvofené nejlepsimi objektivy na trhu
umoznuji analyzovat aZ sto-nanomoldrni koncentrace, které jsou jiz
relevantni pro pfirozené bunééné prostedi. Vyhoda bodové FCS je,
ze zvlddne pokryt Casovou $kdlu od nanosekund az po jednotky
sekund. Pokud sledujeme pomalejsi pohyby a radi bychom znali
i prostorové rozlozeni ziskdvanych parametri, 1ze s uspéchem apliko-
vat fadkovou ¢ zobrazovaci FCS (line-scanning FCS a Imaging
FCS) a dalsi odvozené metody. Czech-Biolmaging nabizi v této
oblasti nékteré unikdtni metody, vyvinuté pfimo odborniky v servis-
nich laboratofich, které nejsou dostupné jinde ve svété.
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