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ANOTACE

Tato bakalafska prace se vénuje raznym typum fluorescen¢niho méfeni a jeho vyuziti pfi
analyze biologickych materiald. Popisuje jednotlivé typy fluorescencnich méfeni a jejich

vyuziti pfi analyze riznych biologickych materialt a onemocnéni.
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TITLE

Use of fluorescence measurement in the analysis of biological material
ANNOTATION

This bachelor thesis deals with different types of fluorescence measurement and its use in the
analysis of biological materials. Also it describes the various types of fluorescence

measurements and their use in the analysis of various biological materials and diseases.
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1 UvoD

Biologicky material je pfed samotnou analyzou potieba pfipravit. Pro stanoveni prvkua
v biologickych materidlech je vzorek nutno nejprve rozlozit. Mnoho diagnostickych metod
vyzaduje tekutou formu vzorku. Vyhodou tekuté formy vzorku je vhodnéjsi konzistence, nizsi
viskozita a vys§i homogenita. Dale ptejitim vzorku na tekutou formu dojde k uvolnéni analytu
z ruznych vazeb a forem a odstrani se slozky, které by mohly rusit méfeni jejich interferenci.

[1, 2]

Pti rozkladu organického vzorku je nutno prekonat vysokou aktivacni energii, ktera
vznikd pfi destrukci organické hmoty. Tuto energii lze prekonat n€kolika cestami — metodou

rozkladu na suché cesté a metodou rozkladu na mokré cesté. [1, 2]

Rozklad metodou suché cesty je zaloZzen na potlaceni interakce analytu se sténami
reak¢ni nadoby. Suchy rozklad mize byt za vysokych anebo za nizkych teplot. Pfikladem
suchého rozkladu za vysokych teplot je naptiklad rozklad v muflové peci, v nadobé¢ s kyslikem
pii atmosférickém tlaku, spalovani ve vysokotlaké bombé. Rozklad za nizkych teplot mize byt

pomoci radiofrekvenéni plazmy a mikrovinné plazmy. [1, 3]

Rozklad metodou mokré cesty se provadi ve smési koncentrovanych mineralnich
kyselin za zvySené teploty a pii atmosférickém tlaku. Biologickou matrici oxiduji piislusna
¢inidla. Nejprve dochazi k rozruSeni struktury matrice kyselou hydrolyzou a jeji meziprodukty
jsou nasledné oxidovany. Mokry rozklad muze také probihat za vysokych a nizkych teplot. Na
mokry rozklad pfi vysokych teplotach miize byt pouzit peroxid vodiku anebo oxidujici
minerdlni kyseliny za normalniho tlaku. Na rozklad pfi nizkych teplotdch mohou byt pouzity

hydroxylové radikaly anebo se vyuziva mokry rozklad v mikrovinné troubg. 1, 3]

Dal§imi technikami rozkladu mohou byt oxidacni taveni, oxidace parami, redukcni

rozklad, rozklad halogeny, enzymovy a hydrolyticky rozklad anebo rozklad zatfenim. [1]

Fluorescence je typ luminiscence. Pti fluorescenci dochazi k emisi svétla v Case kratSim
nez 10%s. Pro méfeni fluorescence je potieba velmi citlivé uspofadani. Intenzita
fluorescen¢niho zafeni je vétSinou jen né€kolik procent intenzity excitatniho svazku.
Fluorescenéni svétlo ma niz§i energii, nez je energie excitacni a obvykle je rozptyleno. Pfi

meéteni fluorescence je potieba zamezit faleSné detekci excitaniho svétla. [4, 5]
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2 FLUORESCENCE

Fluorescence je emise elektromagnetického zafeni, obvykle viditelného svétla,
zpusobena excitaci atomu v materialu. Molekula pfi ozafeni svétlem emituje svétlo o specifické
kratsi vinové délce. Témert 1thned dochazi k reemisi zafeni (v fadech 8-10 s). Pocate¢ni buzeni
je obvykle zptsobeno absorpci energie z dopadajiciho zafeni nebo ¢astic, jako jsou rentgenoveé
paprsky nebo elektrony. Jelikoz k reemisi dochazi rychle, fluorescence piestane, jakmile je

excitacni zdroj odstranén. Fluorescen¢ni molekuly se nazyvaji fluorochromy. [6-9]

Vyjimkou je ptipad multi-fotonové mikroskopie, kdy je svétlo dlouhé vinové délky
(Cervené svétlo) schopno excitovat fluorofor tak, ze foton kratké vinové délky (modré nebo

zelené svétlo) je emitovan. [8]

Fluorescentni zarovka je zevnitf potazena praskem a obsahuje plyn. Elektfina
zpusobuje, ze plyn emituje ultrafialové zafeni, které pak stimuluje povlak trubice, aby emitoval

svétlo. [7]

Rada vzork® vykazuje autofluorescenci i bez pouziti fluorofort, kdyZ jsou ozafovany.
Tento jev je fenomén vyuzivajici se v oborech botaniky, petrologie a polovodicového
prumyslu. Studium Zivocisnych tkani a patogend je ¢asto komplikované extrémné slabou nebo
jasnou nespecifickou autofluorescenci. Pro tyto studie je mnohem wvyhodné§i pouziti
fluorofort. Fluorofory jsou excitovany specifickymi vinovymi délkami ozareného svétla a
emituji sveétlo definované a uzitecné intenzity. Jsou to skvrny, které se pfipojuji k viditelnym
nebo neviditelnym strukturam. Casto jsou velice specifické pii cileni jejich pripojeni a maji

vyznamny kvantovy vytézek (pomér absorpce fotonu k emisi). [10]

Fluorescenéni signal generovany molekulou muze byt silné zménén prostiedim. Kromé
efektl vnitfniho filtru je interakci fluorochromu s okolim dalsi zptsob, jak lze snizit jeho
intenzitu fluorescence. Tento proces se nazyva kaleni. Existuji dva druhy kalicich procesu.
Prvnim je dynamické kaleni a druhym statické kaleni. Uginnost t&chto dvou procest zavisi na

koncentraci zhasecich molekul. [11]

2.1 Fluorochromy

Fluorochromy (fluorescencni reportérové znacky) jsou chemické molekuly, které maji
schopnost absorbovat svétlo o urcité vinové délce a poté znovu emitovat svétlo o delsi vinové
délce. Svétlo je emitovano na delSich vinovych délkach kvili tomu, Ze molekula ztraci energii

do svého prostredi pied fluorescenci. Tento proces se nazyva , vnitini konverze“. Elektrony
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uvnitf fluorescencni molekuly mohou existovat v zakladnim stavu nebo pii excitaci svétlem o
specifické vinové délce na vyssich trovnich. Po excitaci se elektrony nasledné vrati z vyssi
urovné do zékladniho stavu, ¢imz se dokonci proces vnitini konverze. Dalsi relaxace z tohoto
stavu na zakladni stav, doprovazena emisemi fotonu, vytvaifi fenomén fluorescence.
Vyzatované svétlo ma specifickou vinovou délku a barvu v zavislosti na tom, kde ve spektru je
zobrazeno. Tento cyklus excitace a emise muze byt proveden mnohokrat predtim, nez dojde k
odbarveni, kdyz fluorochrom jiz nemiize fluoreskovat. Nékteré fluorochromy jsou vSak vici

fotobé&leni odolné&jsi nez jiné. [12]

Fluorochromy by optimalné mély mit uzkd emisni spektra s minimalnim ptekrytim

$pickovych emisnich vinovych délek, aby se optimalizovalo rozliSeni kazdého signalu. [13]

22 VInové délky svétla

Viditelné svétlo, zobrazené na obrazku €. 1, je mala ¢ast spektra elektromagnetického
zareni, kterd se sklada z velmi Sirokého rozsahu vinovych délek nebo energetickych trovni od
radiovych vin po gama zareni. Relativne€ dlouha vinova délka (Cervené svétlo) svétla sestava
z nizkoenergetickych fotont. Jak se vinova délka zkracuje, barva se méni ptes Cervenou, zlutou,
zelenou, modrou az po fialovou a poté se zase znovu stava neviditelnym svétlem na UV konci
spektra. Vyssi energie modrého svétla a neviditelné UV fotony maji relativné kratkou vinovou

délku a odpovidaji zpusobum vyssi energie. [8]

VIDITELNE SPEKTRUM - vinova délka v nm

400 L450 500 | 550, 600 G50 = 700 800
(uitra) fialova Modra Azurova Zelena Zluta Oranzova Cervena Purpurova (infra)

Obrazek 1:Viditelné spektrum svétla [14]
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3 BIOLOGICKY MATERIAL

Biologickym materialem se rozumi krev, tkan, vlasy, sliny, kosti nebo sperma, ze
kterych lze ziskat seskupeni markert DNA. Jedna se o material, ktery je sam schopny se

reprodukovat nebo se reprodukovat v biologickém systému. [15]

Lidské biologické materidly jsou identifikovany jako materialy, které jsou uziteCné pfi
dekodovani lidské rasy. Tyto materidly jsou jedinecné v kazdé lidské bytosti a ziskané
z riznych casti t€la, jako je lebka, srdce, ledviny atd. Tyto biologické materialy mohou byt
klasifikovany jako kédovany organicky material, anonymizovany organicky materiél a tajemny
organicky material. Lidské organické materialy jsou velmi uziteCné v diagnostickych,

vyzkumnych, vzdélavacich a zdravotnickych oblastech. [16]

3.1 Priklady biologického materidlu
Lidské odvozené protilatky — protilatky jsou specializované proteiny. Vznikaji, kdyz se

do téla zavede antigen, a maji schopnost se s timto antigenem zkombinovat a zni¢it jej. [17]

Krev a plazma — krev obsahuje bilé a Cervené krvinky transportujici ziviny a odstratiujici
odpady ztéla. Plazma je tekuta cast krve, ktera obsahuje protilatky a dalsi proteiny, ale
neobsahuje buriky. [17]

DNA (deoxyribonukleova kyselina) — DNA je nukleova kyselina, ktera nese genetické

informace. Primarn¢ se nachazi v jadrech vSech zivych bunek. [17]

Enzymy — enzymy jsou proteiny, které zptsobuji nebo urychluji zmény v jinych latkach.

[17]

Proteiny — proteiny jsou velké molekuly slozené zjednoho nebo zvice fetézcu
aminokyselin. Jsou potfebné pro strukturu, funkci a regulaci bunék, tkani a zivych organa téla.

[17]

RNA (ribonukleova kyselina) — RNA je nukleova kyselina, ktera hraje rozhodujici roli

v syntéze proteind. [17]

3.2 Odbér biologického materialu

Aby se zachovala kvalita vzorku, musi byt vénovana pozornost nalezitym podminkam
skladovani, dokud nejsou analyzy dokonceny. Postupy odbéru se lisi v zavislosti na typu vzorku
a zamySlenych analyzach, ale vSechny postupy by mély byt peclivé navrzeny a

zdokumentovany. [18]
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K odbéru krve se b&zn€ pouziva evakuovany zkumavkovy systém s vyménitelnymi
sklenénymi nebo plastovymi zkumavkami. Zkumavky, nékteré s vhodnymi piisadami pro
konkrétni aplikaci, se rozliSuji podle barevné odliSenych zatek. Zkumavky na odbér krve by
mely byt odebirany ve zvlastnim potadi, aby se zabranilo kiizové kontaminaci dopliikovych
latek. Primarnimi zdroji pro odbér tkani jsou biopsie, chirurgie a pitva. Tkané musi byt
odebirany podle prisnych etickych a pravnich pokynu a odbér vzorka pro vyzkum nesmi nikdy
ohrozit diagnostickou integritu vzorku. Obecné je dulezité minimalizovat ¢as mezi odbérem a
stabilizaci a zpracovanim vzorku tkané. Tato doba se bude lisit podle zamysleného pouziti,
protoze razné biomolekuly se degraduji riznymi rychlostmi. Mnoho analytt, jako jsou steroidni
hormony, pesticidy a Siroka skala 1éCiv a jejich metabolitl, Ize méfit v moci. Sbér moci miize
byt provadén za nékolika podminek, v zavislosti na designu studie a analytickych cilech. Ranni
mo¢ — shromézdéna ihned po probuzeni rano, doporucené pro analyty vyzadujici koncentraci
pro detekci v laboratornich testech. Nahodné vzorky moci jsou vhodné pro sledovani 1éka a
cytologické studie. Frakéni vzorky — Ucastnik studie se posti po poslednim vecernim jidle a
nasledujici rano se odebere mo¢. Tyto vzorky se pouZzivaji k porovnani hladin analytd moci s
jejich koncentracemi v krvi. Sliny s exfoliovanymi bukalnimi butikami jsou vynikajicim
zdrojem DNA pro genetické studie. Vlastni odbér bukalnich buné€k je bezpecna a pohodlna
metoda, kterou lze pouzit ke snizeni nakladii na odbér vzorkl, a Ucastnici studie ji Casto

uptednostiiuji pred odbérem krve. [18]

3.3 Biologicky material k diagnostickému vyuziti

Orientacni testy se vyuzivaji v mnoha zménénych kurzech, které se spol¢haji na to, zda
je infekce dynamicka nebo postupné a zda je 1éCend anebo je na uUstupu. Biologicky material
muze byt pouzit k analyze zakladni nemoci, predbéznému odhadu a koordinaci 1écby,
monitorovani ubytku nebo pohybu, a dokonce k provadeéni kontroly ohrozenych lidi tak, ze

rozpozna nepravidelnosti v buitkach nebo DNA danych bunék. [16]

Materidly pro symptomatické vySetfeni zahrnuji pravidelné krevni testy a dodatecné
testy moci, které mohou byt zkoumany naptiklad pfi kontrole krevnich desti¢ek, hladiny

cholesterolu, koncentrace glukozy v krvi a mocovinového dusiku. [16]
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4 FLUORESCENCNI SPEKTROSKOPIE

Fluorescen¢ni spektroskopie je metoda, kterd se snazi zachytit charakteristické
spektralni znaky fluorofort a najit jejich souvislost se zdravotnim stavem ¢lovéka. Jedna se o
neinvazivni metodu, kterou lze pouzit krozliSeni normalni tkan€ od tkan€ abnormalni.
Fluorescen¢ni spektroskopie dale poskytuje klinicky screening bez nutnosti odebrani nebo
zpracovani tkané. Prestoze fluorescentni spektroskopie nedosahuje dostatecné specifity, je
mozné ji vyuzivat pro ucely screeningu. Pokud je fluorescencni spektroskopie kombinovana
s jinymi optickymi technikami, jako je ESS (Energy Storage System — systém skladovani
energie) nebo OCT (Optical Coherence Tomography — optickd koheren¢ni tomografie),

predstavuje poté komplexni neinvazivni metodu diagnézy tkane. [19-21]

Vsechny tkané fluoreskuji v dasledku obsahu fluorescen¢nich chromofora = fluorofort
v nich. Obvyklymi fluorofory jsou NADH, kolagen, elastin a kofaktory jako jsou flaviny (FAD,
FMN). Fluorescen¢ni spektroskopie dokaze tyto fluorofory detekovat. Fluorofory poskytuji
charakteristicka spektra, ktera odrazeji biochemické zmény v tkanich. V tkanich jsou tfi hlavni
zpusoby ziskavani fluorescence — autofluorescence (indukovana UV svétlem), laserem
indukované a vylepsené obarvenim (coz muze byt bud’ lokalné nebo systémové aplikovana
kyselina S-aminolaevulinova). Dysplastické a maligni tkan€, majici rizné spektralni vlastnosti,
maji tendenci mit zvySenou Cervenou fluorescenci a snizenou zelenou fluorescenci. Proto je
vyznamné zvySeni poméru Cervena/zelena fluorescence presnym indikatorem dysplasie a

zhoubného bujeni. [20]

Fluorescenéni spektroskopie je vysoce citlivd metoda, diky které 1ze koncentrace méfit
az na miliardtiny. Fluorescen¢ni spektroskopie je Siroce vyuzivana pro vyzkum biomarkera
pomoci znafené fluorescence. Pti znacené fluorescenci jsou vyuzivany fluorescen¢ni sondy pro

detekovani pfitomnosti urCitého biomarkeru. [22]

Ve fluorescenci jsou piirozené fluorofory méfeny bez pfipravy vzorku nebo jen
s minimalni pfipravou. Fluorescenéni signal z fluoroforu je zavisly na okolnim prostiedi.
Pfiprava vzorku je omezena minimalnim zfedénim a doba meéfeni je az nékolik minut
v zéavislosti na pokryti spektralni oblasti a integracnim Case. Intenzita fluorescence je také
vysoce zavisla na celkové absorbanci vzorku. Pfi nizké koncentraci fluorofort, anebo pfi nizké
absorbanci, plati pro fluorescenéni mikroskopii linearni vztah mezi koncentraci a intenzitou
zafeni, znamy z Lambert-Beerova zédkona. Pti vys$si koncentraci, anebo vyssi absorbanci tento

vztah neplati. Tento jev se nazyva ,,Concentration quenching™ (potlaceni koncentrace) nebo
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HInner filter effect (vnitini filtrovy efekt). , Concentration quenching™ je charakterizovano

snizenim fluorescencniho kvantového vytézku pii zvysené koncentraci fluoroforu. [22, 23]

4.1 Princip
Instrumentace fluorescencni spektroskopie, zobrazena na obrazku ¢. 2, se sklada ze
svételného zdroje (lampy), Cocek a emisniho filtru. Okular je pfipojen na vysoce citlivy Cip,
barevnou CCD kameru integrovanou s Cervenym/zelenym/modrym mozaikovym filtrem.
Snimky lze zachytit pomoci sbérnice vybavené analogovym nebo digitalnim prevodnikem a
analyzovat a zobrazovat pomoci softwaru v pocitaci. [20]

Vzorek I |
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Clona L.
Objektiv

Polarizér

Dichroické zrcadlo

= misni filtr

Zdroj

svétla Cotka

Cotka Cotka

*e
s
Otoéné zrcadlo .r.
.

Kamera
coda i

Spektrometr

Obrazek 2: Schéma fluorescencniho spektrometru [24]

4.2 Vyuziti
Ve snaze stanovit tkaniovou diagnozu behem operace byly navrzeny metody a nastroje
pro optickou biopsii, nékteré znich vyuzivaji vlastnosti endogennich nebo exogennich
fluorochromu. Bylo navrhnuto nékolik matematickych metod pro vyhodnoceni zaznamenanych
spekter pro zvétSeni rozliSeni mezi benignim a malignim stavem. Nicméné tyto matematické

metody zanedbavaji vliv tkanovych parametri na zaznamenanych spektrech. Néktery z téchto
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parametra (tloustka epitelu, uvolnéni kolagenni matrix) muze poskytnout souvislost s vyvojem
nemoci, dal$i mohou zpusobovat faleSnou pozitivitu vzorku. Fale$na pozitivita vzorku muze
nastat, protoze skute¢n€ maligni vzorek a neSkodnd zména maji stejny vliv na spektrum (napf.
absorpce krve). Proto je zadouci vliv nékterych parametri ovliviyjici navrh sond pouzivané

k zaznamenavani spekter eliminovat. [19]

Cilem fluorescen¢niho zobrazovani je zvyraznéni maligni tkén€, pfedev§im tam, kde
maligni tkai neni patrna pod bilym svétlem. Autofluorescenci a fluorescen¢ni indukci 1€€iv 1ze
zobrazit a detekovat pomoci komeréniho vybaveni, které se obvykle spoléha na zachyceni
fluorescence v jednom nebo ve dvou barevnych spektralnich kanalech a remise na kanale jiném.
Propracované zpracovani obrazu pro kvantifikaci fluorescence nebo eliminaci rusivych signalt

je jen omezené k dispozici. [19]

4.2.1 Stanoveni kolorektalni rakoviny
Fluorescen¢ni spektroskopie se vyuziva napiiklad pro méfeni krve pro urCeni
ptitomnosti kolorektalniho karcinomu v lidském té€le, kdy se fluorescenéni excitacni emisni
matrix vyzatujici ze ziedéného vzorku krevni plazmy povazuje za zaklad vzorce pii sledovani
zdravotniho stavu ¢loveka. Diky vysoké citlivosti této metody je mozné pozorovat i velmi malé
odchylky fluorescen¢niho spektra krevni plazmy nemocnych od krevni plazmy zdravych
jedinca. Krevni plazma je vysoce absorpcni, a proto je potieba ji nafedit, aby doslo k potlaceni

nezadouciho , Inner filter effectu”. [23]

4.2.2 Stanoveni rakoviny horniho dychaciho a traviciho traktu

Fluorescen¢ni spektroskopie se vyuziva pii diagnostice rakoviny horniho dychaciho a
traviciho traktu. VC¢asna diagndza Casto neni mozna, protoze nadorové prekurzory a Casné
rakovinotvorné buiky jsou stézi viditelné a jsou nezachytitelné béznymi zobrazovacimi
metodami. Pomoci fluorescencni spektroskopie jsme schopni zlepsit detekci a vymezeni téchto
1ézi. Fluorescencni diagnostické metody obvykle zachycuji velké mnozstvi signala
z endogennich fluoroforti jako je tryptofan, kolagen, elastin, NADH a FAD. Néekteré z téchto
fluorofort vykazuji distribuci specifickou pro nador, proto toho lze vyuzit k rozliSeni tkani in
vivo. Fluorescencni kontrast mize byt mirné€ zvySen pii pouziti exogenné aplikovanych
fluorescencnich markerd nebo jejich prekurzort (napt. protoporfyrin IX indukovany 5-
aminolevulinovou kyselinou (5-ALA)). Ackoli citlivost k detekci malignich 1€zi se zlepsuje

kombinovanim fluorescencnich diagnostickych metod s normélni prohlidkou, jsou metody
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spiSe nespecifické, protoze chronické zanéty vyvolavaji vysledky podobné neoplastické

nemoci. [21]

4.2.3 Stanoveni rakoviny Barretova jicnu

V souCasné dobé je velky narust adenokarcinomu jicnu a celkové vsech
gastrointestinalnich novotvart. Tyto karcinomy se vyvijeji fadou postupnych zavaznych
dysplastickych zmén v Barretové jicnu se specializovanymi stfevnimi metaplaziemi (SIM).
V¢asnou 1écbu a tim zlepSeni progndzy tohoto onemocnéni umoziuje endoskopicka vizualizace
dysplazie a kratkého segmentu Barretova jicnu. Za timto ucelem se pouzivaji dalsi
endoskopické metody jako je chromoendoskopie vyuzivajici vstiiku barviva — napftiklad
methylenové modii. Dale laserem indukovana autofluorescence nebo laserem indukovana
fluorescence a optickd koherentni tomografie. Barvivo methylenovd modft zlepsSuje detekci

kratkych segmentt Barretovy sliznice a dysplazie. [25]

Laserem indukovana fluorescencni spektroskopie (LIFS) a laserem indukovana
fluorescen¢ni endoskopie (LIFE) maji potencial odlisit premaligni a maligni 1éze od normalni
sliznice diky rozdilnym vlastnostem jejich fluorescence. S progresi z normalni tkané do
neoplazie se snizuje prevladajici prispévek zelené autofluorescence, zatimco se zvysuje Cervena
fluorescence, ktera je pii vyssich vinovych délkach. LIFS a LIFE se pouzivaji pro snimani
dysplastickych zmén. Pouzitim LIFS a LIFE pii vysoké citlivosti lze detekovat dysplazii
vysokého stupné (HGD), ale pouze s mirnou specificnosti a odlisit ji tak od nedysplastické
sliznice. Dysplazie nizkého stupné€ (LGD) muze byt nespravné klasifikovana jako normalni.
Dale aktivni zanét Barretovy sliznice mize vykazovat falesne pozitivni vysledky a tim muze
byt klasifikovan jako premaligni. Pro endoskopické sledovani je vSak nezbytné detekovat
vSechny tfi typy zmén sliznice. Pfitomnost specializované interstinalni metaplazie je nezbytna
pro rozvoj rakoviny Barretova jicnu. Rakoviné Barretova jicnu muize piedchazet dysplazie

vysokého stupné€ nebo dysplazie nizkého stupné, anebo oboji. [25]

Okamzitd fluorescencni spektra dysplastické léze protoporfyrinu IX vykazuji
fluorescencni pasy pii vinové délce A = 635 nm a pii vinové délce A = 690 nm jsou na vrcholu
Sirokého pozadi autofluorescence. Cas rozpadu autofluorescence je kratsi ne fluorescenéni
zivotnost protoporfyrinu IX, tudiz lze autofluorescenéni pozadi potlacit zpozdénym
pozorovanim. Pii A = 635 nm, kdy je na vrcholu hlavni fluorescen¢ni pas protoporfyrinu IX je
pti odlozeni elektrického impulsu pouzitého k otevieni detektoru o 20 ns vysoké intenzita

zpozdéné fluorescence povazovana za specificky marker pro dysplazii. Naopak nizkd intenzita
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zpozdéné fluorescence je spojena s nedysplatickou sliznici. Zaznamenana intenzita
fluorescence je siln€ ovliviiovana geometrickymi faktory, naptiklad vzdalenosti mezi sondou a
sliznici a dale pak optickymi vlastnostmi tkané€ — absorpci a rozptylem. Pro kvantifikaci je tieba
normalizovat zpozdénou intenzitu fluorescence (pit A = 635 nm a zpozdéni 20 ns) a intenzitu
autofluorescence (A = 599 nm, 0 ns) vychazejici z bezprostfedni hodnoty autofluorescenéniho
spektra pfi A =599 nm. Pomér R = (635 nm, 20 ns)/I(599 nm, O ns)siln€¢ snizuje vliv
geometrickych vliva a faktort optickych vlastnosti tkané. Kdy hodnota R je normalizovana
fluorescen¢ni intenzita. S pomoci fluorescencni spektroskopie protoporfyrinu IX, 1ze rozlisit
dysplazie nizkého stupné od nedysplastické Barretovy sliznice s citlivosti 76 % a specifitou 63
%. Kromé toho mizeme rozliSovat rozdil mezi SIM a jinymi typy sloupcového epitelu

v kratkém segmentu Barretova jicnu. [25]

Mozné vysvétleni pro zlepseni detekce dysplazie a SIM je vétsi hloubka praniku
laserového svétla spojend s delSi excitacni vinovou délkou (A =3505nm) ve srovnani
s hloubkou pruniku o vinové délce 410 nm, pouzivanou diive. Zesvétleni fluoroforu muze byt
redukovano pouzitim zeleného svétla misto modrého, coz vede ke zvySeni citlivosti
dysplastickych 1ézi. Kromé toho pfiprava pacienta s prekurzory (5-ALA) fluorofort, které se
prednostné hromadi v maligni tkani, mize zvySovat citlivost detekce dysplazie ve srovnani
s endogennimi fluorofory (kolagen, elastin, NADH, flaviny) detekovanych autofluorescen¢ni

spektroskopii. [25]

Casové fizena fluorescenéni spektroskopie je spolehliva metoda pro detekci dysplazie
nizkého stupné u pacientd s Barretovou sliznici. Casové fizena fluorescenéni spektroskopie ma
témeér trojnasobnou rychlost detekce dysplazie ve srovnani se screeningovou endoskopii. Navic
zpozdéné pozorovani protoporfyrinu IX pomahd k detekci specializovanych metaplazii

v kratkém segmentu Barretova jicnu. [25]

4.2.4 Stanoveni malignich a potencidlné malignich 1ézi v dutiné astni
Globalni vyskyt a umrtnost rakoviny dutiny Ustni roste. Screening vizualni kontrolou
vysoce rizikové skupiny populace postrada presnost, reprodukovatelnost a vyzaduje odbornost.
Nejlepsi moznost, jak ziskat definitivni diagnézu je tkafiova biopsie, které podléha chybné
vzorkovani a nepohodli pacienta. Vyzkum ukazal, ze optické metody mohou piedstavovat

proveditelny pfistup ke zlepSeni screeningu a k detekci malignit v duting€ ustni. [26]

Autofluorescencni spektroskopie se vyuziva ke klasifikaci ustni tkan€ do Ctyf ruznych

kategorii na zakladé jejich fluorescencnich spekter — spinocelularni karcinom (SCC),
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leukoplakia (LP), oralni submukozni fibréza (OSMF) a normalni dlazdicova tkan.
Fluorescen¢ni spektroskopie se tak pouziva k pozorovani spektralnich zmén v dutin€ Ustni u

zdravych jedinct, ktefi uzivaji nebo uzivali tabak. [26]

Autofluorescencni spektra in vivo se méfi pomoci kompaktniho a prenosného
elektrického systému. Neprody$né uzavieny vysokotlaky dusikovy laser se pouziva jako
excitacni zdroj pro vyvolani tkanové fluorescence. Pro odbér tkan€ se vyuziva sonda ze
7 optickych vlaken o velikosti 400 um sestavenych kolem jednoho centralniho vldkna. Sest
okolnich vlaken dodéava laserové svétlo na povrch tkan€, centralni vlakno shromazduje
fluorescenci z ptimo osvétleného povrchu excitatnim svétlem. Fluorescencni emisni spektrum
shromézdéné sondou z optickych vlaken se poté rozptyli a detekuje Cipovym spektrometrem.

[26]

Zaznam fluoresnecnich spekter in vivo se ziska tak, ze se Spicka sondy z optickych
vlaken umisti jemnym dotekem k povrchu tkang. Pozadi autofluorescencniho spektra se ziskava
sondou umisténou ve vzduchu. Pozadi se nésledné odecte od vSech nasledné ziskanych spekter
vzorkl z dutiny Ustni. Z kazdého mista byla zaznamenana tii spektra a nasledn€ zprumérovana.
Soubor referencnich spekter byl také ziskan z fluorescencniho standardu pro korekei variability
mezi pacienty v disledku zmén v energii laserového pulsu pied studii kazdého pacienta.
Fluorescen¢ni standard je nizkd koncentrace roztoku rhodaminu 6G obsazeného v kfemenné
kyveté. Vysledna fluorescen¢ni spektra se dale koriguji na nejednotnou spektralni odpovéd
detek&niho systému. /n vivo autofluorescencni spektra se zaznamenavaji v spektralnim rozsahu

375 — 700 nm. [26]

Kvantitativni analyza spektra zahrnuje dva kroky — extrakci diagnosticky relevantnich
spektralnich informaci prostiednictvim maximalni reprezentace a diskriminace (MRDF) a
klasifikaci pomoci fidké multinomiélni logistické regresi (SMLR). MRDF je postup pii extrakci
prvkd, jehoz cilem je najit soubor nelinearnich transformaci na vstupnich datech, ktery
optimalné rozliSuje mezi riznymi tfidami ve zmenSeném dimenzionalnim prostoru. SMLR
oddéluje sadu oznalenych vstupnich dat do jejich prvkovych skupin na zakladé posteriorni
pravdépodobnosti o jejich prislusnosti k dané skuping. V tabulce €. 1 je uveden rozdil spekter

mezi jednotlivymi tkanémi pii raznych vlnovych délkach. [26]
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Tabulka 1: Rozdil spekter mezi jednotlivymi tkanémi pfi riznych vinovych délkach

390 nm 460 nm 635 nm
N Normalni dlazdicova
Nejvyssi intenzita OSMF tkan
tkan
Maly — rakovinna
Pik
tkan
Fluorescenéni
emisni spektrum Kolagen NADH Endogenni portfyriny
4.3 Porovnani fluorescen¢ni spektroskopie s ostatnimi metodami

Spektrofluorometr je ve srovnani s nuklearni magnetickou rezonanci a hmotnostni
spektroskopii maly a kompaktni. Dalsi vyhodou je nizsi cena. Ve srovnani se standardnimi
diagnostickymi nastroji, jako je rentgen, magneticka rezonance a CT skenovani je fluorescencni
spektroskopie mnohem levnéj$i, ale v souCasné dob¢ neni vhodnou alternativou. Pfi srovnani
s cilenymi imunologickymi metodami zaméfenymi na jednotlivé biomarkery jsou pofizovaci
naklady fluorescen¢ni spektroskopie vyssi, ale provozni ndklady niz§i. Fluorescen¢ni

spektroskopie je v tomto pripadé rychlejsi a snadno pouzitelna. [23]

4.4 Casové  rozlifena  fluorescenéni  spektroskopie  viditelnych

fluorescentnich proteinovych paru

Forsterav rezonan¢ni pienos energie (FRET) je rychly zplsob pro ziskani informaci o
malych vzdalenostech mezi biologickymi makromolekulami. Viditelné fluorescentni proteiny
(VFPs) jsou §iroce pouzivany jako spektralné odlisné FRET pary, kde jeden VFP funguje jako
darce a druhy VFP jako akceptor. VFP jsou obvykle spojeny s cilovymi proteiny a tento fzni
produkt je geneticky kodovany v burikdch. FRET mezi VFPs lze ur€it analyzou vlastniho
fluorescen¢niho rozkladu donorové molekuly anebo dobou nabehu fluorescencniho akceptoru.
FRET muze byt méfen nejen v roztoku, ale také v zivych bunkach pomoci techniky prubézné
fluorescentni zobrazovaci mikroskopie, kde se zivotnost fluorescence stanovi pomoci
prostorového rozliSeni optického mikroskopu. Fluorescencni Zzivotnost je charakterizovana
prumérnou dobou, po kterou molekula zistava ve vzruseném stavu, coz je vlastnost nezavisla

na koncentraci. [27]
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Mikrospektroskopii lze povazovat za kombinaci mikroskopické a spektroskopické
techniky a ma tu vyhodu, ze poskytuje lepsi optické kontrastni rezimy v mikroskopii. Timto
zpusobem identifikace a kvantifikace biologickych procest je lze vizualizovat v jejich
piirozeném prostiedi. Tohoto bylo docileno kombinaci dvou vynikajicich metodik, a to
fluorescencné detekovaného pienosu rezonan¢ni energie (FRET) a technologie viditelnych
fluorescen¢nich proteini (VFP). FRET je fotofyzikalni proces, ve kterém je excitovany stav
energie z donorové molekuly prenaSen neradiacné€ na akceptorovou molekulu v té€sné blizkosti
ptes slabé dipol-dipol vazby. Vzdalenost, ve které je excitacni energie darce prevedena na
akceptor s pravdépodobnosti 0,5, je nazyvana Forsterova vzdalenost (RO), a lze ji vypocitat
pomoci prislusné spektroskopické vlastnosti zacastnénych fluorofora. FRET je §iroce pouzivan
pro monitorovani interakce a konformacni zmeény mezi makromolekulami anebo uvnitf

biologickych makromolekul konjugovanych s vhodnymi pary darce-akceptor. [27]

Ke sledovani bunétnych odpovédi a procesi pomoci FRET maji zasadni vyznam
geneticky kodované pary fluorescencnich proteinl. Jednou takto geneticky kodovanou
fluorescen¢ni sondou je =zeleny fluorescencni protein. V soucasné dobé cela $kala
fluorescencnich proteini emitujicich fialové az Cervené zafeni je rozsahle aplikovana jako
geneticky kddované, jasn€ fluorescentni markery v bunééné biologii. Nejcasteji pouzivanym
parem v bunétné biologii FRET analyzy se vsSak pouziva kombinace azurového
fluorescencniho proteinu (ECFP) a zlutého fluorescencniho proteinu (EYFP). ECFP mé vSak
tu nevyhodu, Ze fluorescen¢ni rozklad je heterogenni. Heterogenni rozklad je zpiisoben tim, ze
ECFP muze existovat ve dvou hlavnich populacich, kde je fluorescence chromoforu v jedné

konformaci vice utltumena nez v druhé konformaci. [27]

Casové rozlifena fluorescentni méfeni se provad&ji za pouZiti excitace laserem
s rezimove uzamcenou kontinualni vinou a Casové korelovanym pocitanim jednotlivych fotona
jako detek¢ni technikou. Vzorky jsou excitovany rovinou polarizovaného svételného impulzu
pfi excitaci frekvence 3,8 MHz a tim byla detekovana paralelni a kolmé polarizace intenzity
fluorescence. Jedno kompletni méfeni spociva v odbé&ru polarizovanych fluorescencnich

rozpadu referen¢ni slouCeniny, vzorku, pozadi a opét referen¢ni slouCeniny. [27]
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4.5 Casové rozliSena fluorescenéni spektroskopie pro charakterizaci

aterosklerotickych plaku

Aterosklerotické plaky jsou zpusobeny sekvenci mnoha patofyziologickych jeva, které
se vyskytuji na dysfunkénim endotelu, coz zpusobuje akumulaci cholesterolu, makrofagq,
pénovitych bunék, bunék hladkého svalstva, mineralnich krystali a oxida¢nich produktt v
subendotelialnim prostoru. Ateroskleroticky plak tvofi zakladni entitu aterosklerotickych
onemocnéni vcetné ischemické choroby srde€ni a mozkové mrtvice. Tenkovrstvé
fibroatheromy jsou fibroatheromy s vlaknitou Cepic¢kou a je u nich vysoké riziko prasknuti.
Tenkovrstvé fibroatheromy maji nekrotické jadro a moznost ukladani vapniku. Kalcifikace je
povazovana za aktivni proces, ktery zahrnuje informace o citlivosti. Ve skutecnosti je v plaku
nalezena mikrokalcifikace nebo skvrnita kalcifikace, ktera je predchidcem kardiovaskularnich

komplikaci. [28, 29]

Casové rozlisena fluorescenéni spektroskopie (TRFS) méii pramé&rmou dobu fluorescence
fluoroforu v biologické tkani stravené v excitovaném stavu, kdyz je excitovana zdrojem ze
svého zakladniho stavu. Zivotnost fluoroforu se méni v disledku interakce s molekularnim
prostfedim. Zmeéna Zivotnosti umoziuje, aby se mohli analyzovat rizné parametry tykajici se
molekularniho prostiedi jako je vazba, teplota nebo koncentrace. TRFS poskytuje informace o

molekularni prostredi plaku. [29]

Zdrojem excitace je pulzni diodovy laser svlnovou délkou 470 nm. Osvétleni
Gaussovského paprsku se ziskd spusténim excitaéniho paprsku do jediného rezimu optického
vlakna. Pro zaostieni excitaCniho svétla na vzorky a také pro sbér emise kvantovych tecek se
pouziva mikroskopicky objektiv, jehoz numericka apertura je 0,70. Budici paprsek je zcela
eliminovan filtrem s dlouhym priichodem. Kombinace dlouhého prichodu a pasmového filtru
byla zavedena do optického systému, aby bylo mozné detekovat fluorescencni signaly mezi
vlnovymi délkami 550 nm a 650 nm b&hem méfeni TRFS. Fluorescen¢ni zivotnost kvantovych

teCek je urCena pomoci pocitatového programu pro vicenasobné exponovani. [29]
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5 FLUORESCENCNI MIKROSKOPY

Zakladni funkci fluorescencni mikroskopie je ozafovani vzorku zadoucim a specifickym
pasmem vlnovych délek a nasledném odd€lni mnohem slabsi emitované fluorescence od
excitatniho svétla. Ve spravné nakonfigurovaném mikroskopu by se do oka nebo detektoru
meélo dostat pouze emisni svétlo, aby vysledné fluorescenéni struktury byly piekryty s vysokym
kontrastem na velmi tmavém (nejlépe Cerném) pozadi. Meze detekce jsou obecné tizeny
tmavosti pozadi a excita¢ni svétlo je obvykle nékolik set tisic az milionkrat jasnéjsi nez

emitovand fluorescence. [10]

Na obrazku €. 3 je znazornén princip fluorescenéniho mikroskopu. Konstrukce se sklada
ze zakladniho mikroskopu s odrazenym svétlem, ve kterém je vinova délka odrazeného svétla
delsi nez excitovaného. Dulezita je pfitomnost systému filtrt, zajistujici vybrani pozadovanych

vinovych délek ze zdrojového svétla. Déle je nutnou soucasti zdroj svétla a objektiv. [10]

detektor
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Obrazek 3: Nakres principu fluorescen¢niho mikroskopu [30]

Rentgenova fluorescencni mikroskopie (XFM) se pouziva pro elementarni a chemickou
mikroanalyzu napfi¢ délkovymi méfitky (rozsahy) od milimetri po nanometry. Rentgenova
fluorescencni mikroskopie je idealni pro kvantitativni mapovani stopovych prvka v celych i
nafezanych rostlinach, biologickych vzorcich jako jsou tkanové tezy, vzorky zivotniho

prostiedi a pudy. Vysoka elementarni citlivost fluorescenc¢nich mikroskopt spojena s hlubokou
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penetraci tvrdych rentgenovych paprski umoziuje méfeni rozmanitého rozsahu vzorkt in situ

s minimem pfipravy. [31]

Metody rentgenové fluorescentni detekce propagované detekénim systémem Maia
umoziuji zobrazovani vysokou frekvenci ve vysokém rozliseni, které se muaze blizit rychlosti
v fadech megapixelti za minutu. Schopnost ziskat rychle 2D obrazy umoziiuje studie ve vyssich
dimenzich, jako je fluorescentni tomografie, rentgenova absorpce v blizkosti okrajové
struktury (XANES) a XANES tomografie v redlném Case. Plné spektralni zobrazeni XANES
vyuziva vyhod rychlé rentgenové fluorescencni mikroskopie a ma za nasledek rentgenovou
absorpci v blizkosti spektra okrajové struktury z rentgenové fluorescence na kazdém pixelu
obrazu. Rychlost a efektivita je dosahovana pouzitim rastrového skenovani a velkym
detektorem s velkym pevnym uhlem. Detektory jsou Casto viceslozkové s vysokou rychlosti

detekce. Uginnost a rychlost zajistuji nejnizsi moznou davku spolu s vysokym vykonem. [31]

5.1 Vyuziti pro stanoveni stopovych prvku

Fluorescen¢ni mikroskopie se vyuziva k analyze stopovych prvku v biologickém
materialu. Stopové prvky jsou nezbytné pro existenci zivota. Jedna tietina vSech zndmych
proteint obsahuje kovové kofaktory a vétSina z nich funguje jako esencialni metaloenzymy.
Naptiklad Mn ma zasadni roli v enzymatickych reakcich, nicméné nadmérné mnozstvi Mn
muze vyvolat neurologické choroby. Zjistilo se, Ze a-synuklein méni hladinu intracelularniho
Mn, coz muze prispivat k chronickym neurodegeneracim. Pouzitim synchrotronni rentgenové
fluorescencni mikroskopie (SXFM) ve spojeni se zelenym fluorescenénim proteinem (GFP)
jsme schopni méfit intracelularni prvky v GFP-pozitivnich burikach, tj. buikach, které
nadmérné exprimuji a-synuklein. S cilem minimalizovat strukturalni a elementérni stfidani a
minimalizovat §kody zpusobené zafenim pfi rentgenové expozici se vzorky kryoprezervuji.
Kryoskopické mikroskopické metody poskytuji vynikajici ochranu pro zachovani koncentrace

stopovych prvka. [32, 33]

5.2 Fluorescen¢ni mikroskopie mozkové tkané

Anorganické prvky jsou vSudypiitomné a jsou kritickymi kofaktory biologického
systému, které hraji zasadni roli ve struktute bilkovin a jejich funkci, pii metabolismu 1€Civ,
dychani a neuralni signalizaci. Hodnoceni s vysokym rozliSenim elementarniho slozeni
komplexnich struktur, jako jsou buriky a tkang, je tradi¢nimi analytickymi technikami obtizné.
Atomova absorpCni/emisni spektroskopie a hmotnostni spektroskopie s indukéne€ vazanou

plazmou nemaji prostorovou citlivost a zkoumanou tkan zni¢i. Rentgenova fluorescen¢ni
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mikroskopie je velmi vhodna pro urCeni podrobné prostorové organizace stopovych prvka
uvnitf bun€k a v tkanich s vysokym prostorovym rozliSenim a citlivosti pro velky pocet prvka.

[34]

Biologické systémy jsou prevazné tvoreny prvky s nizkym protonovym &islem — H, C, N
a O. Ostatni prvky z p-bloku (P, S, Cl), alkalické kovy a kovy alkalickych zemin (Na, Mg, K,
Ca) jsou pritomné v nizSich koncentracich, avsak jsou dulezitymi fyziologickymi regulatory.
Neurologicky systém je zvlasté citlivy na zmény stopovych prvkia. Neurologicka funkce je
zavisla na specifickych iontovych kanélech, které jsou ovlivnéné stopovymi kovy, majici
schopnost regulovat synaptickych pienos. Dendritické $ifeni akénich potencialt je ovlivnéné
pritomnosti té€zkych kovi. Existuji pfiklady aberantni kovové homeostazy v mozku spojované

s neuropatologickymi vysledky, vCetné vice typu neurodegenerativnich chorob, zejména

Alzheimerova choroba a Parkinsonova choroba. [34]

Pro lokalizaci kovl v mozkové tkani se vyuziva predevsim histologické barveni, které
ma vSak vyrazné omezeni. Napiiklad u zeleza se pii histochemii detekuje pouze Zelezo
nehemované, zatimco histochemie pro méd’ je nespecificka a technicky naro¢na. Navic chybi

snadné a kvantitativni hodnoceni vzajemnych vztahti mezi distribucemi kovu. [34]

Kalibraci rentgenové fluorescence na elementarni ploSnou hustotu muize rentgenova
fluorescen¢ni mikroskopie poskytovat simultanni kvantitativni informace o mnoha prvcich
ptitomnych v biologickych vzorcich. Tyto kvantitativni informace mohou byt také odvozeny
z podrobného prediktivniho modelu procesu interakce a geometrie méteni. Tento pristup vSak
muze byt obtizny, a proto se preferuje piistup zaloZeny na pouziti viceprvkové tenkovrstvé
referen¢ni folii (MEF), aby byly poskytnuty vyznamné dodatecné informace k piistupu se

zakladnimi parametry. [34]

Diive se pro kvantifikaci stopovych prvkd v mozkové tkani pouzivala rentgenova
fluorescencni mikroskopie na bazi synchrotronl, aby se projevily zjevné zmeény hladin Zn,
aviak prostorové rozlifeni bylo omezeno (cca 500 pm?) a pole skenovani bylo omezeno kviili
omezenym rychlostem detektorovych pixelt. Detek¢éni systém Maia vyuziva novy pfistup
k rychlému ziskavani aplnych spektralnich dat a zobrazovani stopovych kovl v mikronovém
meftitku. Detekéni systém Maia vyuziva prstencové pole 384kandlového monolitického
kifemikového detektoru orientovaného axialn€ v geometrii zpétného rozptylu (180°
k dopadajicimu paprsku) a je konstruovan tak, aby fungovalo ve vzdalenosti pouhych 10 mm

od vzorku. Maia vyuziva nizkolatencni pfistup, ktery zahrnuje integraci stupné vzorku
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pohybového systému za nepfietrzitého skenovani letu, coz vede k nulovému rezijnimu odectu.
Plnospektralni data rentgenové fluorescence se dekonvoluji do koncentrace prvkd pomoci
metody maticové transformace zvané dynamicka analyza pavodné vyvinuté pro zobrazovani
rentgenovou emisi indukovanou protony (PIXE). K tomuto zpracovani muze dojit v realném
Case v detekénim systému nebo nésledné z ulozenych dat pomoci softwarové sady GeoPIXE.

[34]

Systém pro studium biologického systému musi ve struktufe co nejpodobnéjsi piirozené
konformaci zachovat prostorovou organizaci molekul a iontd spolu se strukturami, ve kterych
pusobi. Fixace musi vydrzet nasledné kroky zpracovani, jako je dehydratace a déleni, pficemz
musi byt v priabéhu Casu stabilni, aby se umoznilo podrobné, i vicekolové zkoumani. Molekuly
nebo ionty, které nejsou fixovany, se béhem zpracovani pravdépodobné premisti ze svého

fyziologického umisténi a zpusobi falesnou lokalizaci. [34]

Systém Maia se vyrazné zlepsuje zaClenénim uzké integrace detektoru se vzorovym
skenovacim systémem, ktery umoziiuje velké kolekce s pevnym thlem. Po zefektivnéni doby
prenosu pixelt, (kratka 50 us), mize byt mira akvizice desitky megapixeld za hodinu. Tato
zvySena ucinnost sbéru dat umoziuje mapovani stopovych prvku ve vysokém rozliSeni
v biologickém systému, odhalujici celkovou anatomii hippocampu. Sila této metody spociva
v zobrazovani neporuSenych anatomickych struktur, poskytujici nahled do vztaht
neurobiologie a struktury a funkce. Napftiklad vysoky Zn signal vidény v trisynaptické cesté
odpovida vezikulam bohatym na Zn nachazejicich se v glutamatergickych neuronech, kde
mohou hladiny kovi dosahnout milimolarnich koncentraci. Zelezo je spojené se zietelnymi
lamelami hippocampu a zvysené Zelezo spojené s touto oblasti je pravdépodobné zptusobeno
vysokou rychlosti oxida¢niho metabolismu. Ptitomnost zvySeného Ca signalu je v souladu

s vysokou urovni neuralni aktivity. ZvySeny Ca signal je registrovan spolu s Zelezem. [34]

5.3 Zobrazovani vyvijejicich se vnéjsich a wvnitinich urogenitdlnich

organu

Mikroskopie se selektivnim osvétlenim roviny (SPIM) je jednim z typu light sheet
fluorescentni mikroskopie (LSFM - mikroskopie vyuzivajici osvitu tenké vrstvy vzorku).
LSFM mikroskop je zobrazen na obrazku €. 4. SPIM je zaloZena na tomografii fezu, ve které
kazdy bod ve vzorku odpovida presnému trojrozmérnému objemovému pixelu. V SPIM je
vzorek, ktery ma byt opticky fezan, osvétlen z boku rovinou svétla emitovaného objektivem

mikroskopu. Svételny list pochdzi z laseru, jehoz paprsek je kolimovan a expandovan uvnitt
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paprskového expandéru a zaostfen pomoci cylindrické Cocky. Jelikoz cylindrickd optika ma za
nasledek konkéavni svételny list, snimky se zaznamenévaji v nejuz§im misté svételného listu.
Toto zaznamenavani je dosazeno diky pouziti druhého zaznamového objektivu, orientovaného
kolmo k osvétlovacimu objektivu, ktery detekuje fluorescencni emise ze vzorku, protoze je
fyzicky pripevnény za osvétlujici objektiv. Fluorescence muze byt z ptirozen¢ se vyskytujicich
se NADH, FAD a dalsich biomolekul, tato fluorescence se nazyva autofluorescence. Dale muze
byt exogenni fluorescence zimunolabelll nebo z hybridizacni sondy nukleovych kyselin.
Endogenni fluorescence muze byt produkci fluorescencnich proteint (zeleny fluorescencni

protein a jeho varianty). [35, 36]

Fluorescence
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Obrazek 4: Light-sheet mikroskopie [35]

Komer¢né dostupna SPIM zarizeni jsou schopna excitovat fluorescencni §titky ve vice
vinovych délkach viditelného svétla, které umoziuji ko-lokalizace vice cilovych proteina
v jednom vzorku. Vzorky umisténé pro ziskavani dat musi souCasné zustat v pracovni
vzdalenosti obou osvétleni a zaznamovych objektivii. Toho se obvykle dosahne ponofenim
vzorku do malé komory skeneru naplnéné tekutym médiem ve stejné vzdalenosti od vSech

mikroskopickych objektivi. [35]
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Whole-mount zobrazovani zarodecnych organt LSFM metodou vyzaduje excitaci tercu
uvnitf vzorku pfi minimalizaci absorpce a rozptylu svételného listu. Proto je velmi dalezité
optické &isténi vzorku. Usp&iné Gisténi zajisti odstranéni ze vzorku latky rozptylujici svétlo
(lipidy a voda) a zarovenl vyrovna index lomu daného vzorku s kapalnym médiem uvnitf
mikroskopické komory. Toho se dosahuje riiznymi zptisoby — normalizaci indexu lomu vzorku
na index lomu tékavého organického rozpoustédla, dehydrataci a hyperhydrataci pomoci
vodnych roztoki obsahujici smési moCoviny a cukernych alkoholl nebo stabilizaci cilovych
biomolekul v hydrogelovych polymerech umoziiujici jemné rozpousteni lipidi. Vyuziti PACT
(Passive Clarity Technique — technika pasivni jasnosti) umoziiuje vynikajici pruhlednost a
retenci fluorescenénich signalti a zaroven zabranuje potencialnimu poskozeni zobrazovacich
cili LSFM pomoci organickych rozpoustédel nebo tkani z kontrakce a expanze vyskytujici se

u metod zalozenych na hyperhydrataci. [35]

Za ucelem stabilizace tkani k udrzeni jejich integrity a zachovani molekularnich cilt
b&hem pasivniho Cisténi musi byt orgény perfundovany zesitovacim fixacnim cinidlem. Na
fixaci se pouziva 4% paraformaldehyd pfi pokojové teploté po 3 - 4 hodiny. Tato kratka doba
fixace pomaha zabranit nadmérnému zesiténi. Po fixaci se vzorky promyji ve sterilnim PBS a
prenesou do 4% roztoku akrylamidu v PBS doplnéném o 0,25% termoinicidtor na dobu

12 - 24 h pii 4°C. [35]

Laserové osvétleni a zaznamenavani cilti ziskava obrazova data prostfednictvim komory
uvnitt mikroskopu, ktera je naplnéna RIMS (roztok feSici index lomu), pouzivané taktéz
k vyvazeni vzorka a zajisténi dobré shody indexu lomu. Vzorky byly zajistény pomoci adaptéru

mikroskopové komory a spusténé do komory pomoci mikroskopickych ovladacich prvka. [35]

5.4 Detekce tuberkulézy pomoci LED fluorescen¢ni mikroskopie

Tuberkul6za (TB) postihuje predevsim rozvojové staty sveta, proto se stava vySetfeni
pomoci bézné mikroskopie nejdostupnéjsim a Siroce pouzivanym diagnostickym nastrojem. TB
je prenaSena kapiCkami aerosolu obsahujici tyCinkovité bakterie bohaté na lipidy bunétné
stény, kterd dokaze zadrzet barvivo karbol-fuchsin i1 v piitomnosti kyselého alkoholu (rychlé
kyselé barveni). Pfimé vySetieni vzorku sputa je standardni testovaci metoda pro detekci TB.
Pres vysokou specificnost Ziehl-Neelsen (ZN) mikroskopie se citlivost lisi, v rozmezi

20 — 80%. Citlivost metody se snizuje u TB pacientt koinfikovanych HIV. [37]

Ve vétsing vyspélych stata svéta se vSak k detekci TB vyuziva fluorescenéni mikroskopie

kvali jeji vysoké citlivosti. Fluorescen¢ni mikroskopie zahrnuje pouziti rychlého kyselého
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fluorochromového barviva a halogenové nebo vysokotlaké rtutové vybojky (MVP) jako

svételného zdroje. [37]

Bylo zjisténo, Ze natéry obarvena auraminem vyrazné zvySuji citlivost, prediktivni
hodnotu negativniho testu, procento falesné negativity a u€innost. Navic uetii mnoho Casu diky
rychlejsimu skenovéani kazdého pole. Toto lze ptisuzovat zvySené viditelnosti mykobakterii
v dusledku lepsiho kontrastu. Fluorochromové barveni je navic mnohem jednodussi nez

metody ZN. [37]

Kvuli snizeni nakladi fluorescencni mikroskopie byly zavedeny LED (Light Emitting
Diode — svételnd dioda) diody, které jsou kromé ekonomického hlediska 1 udrzitelné;si
alternativou vysokotlaké rtutové vybojky. Fluorescencni mikroskopie pomoci LED diod ma
navic vyssi specifitu nez fluorescencni mikroskopie s MVP. Dal§i vyhodou LED fluorescen¢ni
mikroskopie je, ze ji 1ze vyuzivat za horSich svételnych podminek a nevytvari velké mnozstvi
tepla. Navic LED fluorescen¢ni mikroskopie ma udrzitelngjsi zivotnost (vice nez 50 000 h).

Citlivost LED fluorescen¢ni mikroskopie je 84% a specifita 98%. [37]

LED fluorescen¢ni mikroskopie se diky trvanlivosti a pfenositelnosti LED diod muze
vyuzivat pfi diagnostice dalSich nemoci, jako jsou malarie a trypanozomiaza. Auriminové
barveni je nejvhodné&jsi pro LED fluorescencni mikroskopii. LED je polovodi¢ové zatizené,
které produkuje razné vinové délky, vCetné viditelného svétla a svétlo blizké infratervenému

svétlu, kdyz jim prochézi proud. [37]

Bylo vyvinuto mnoho modifikaci barveni kyselinovzdornych bacilt, nejucinnéjsi je vSak
ZN metoda Friedrich Neelsen. Pti této metod¢ teplo roztavi voskovou bunécnou sténu, coz
zpusobuje, ze primarni barveni (karbol-fuchsin) do ni vstoupi. Pfima mikroskopie svétlého pole
se pouziva ptfi vytéru hlenu jako primarni diagnosticky nastroj pro zjisténi TB ve vétSing
programi kontrolujicich TB v rozvojovych zemi, a to diky jednoduchosti, nizkym nakladiim a
rychlosti. Metoda je vysoce specificka pro Mycobacterium tuberculosis, kterd se v natéru
projevi rizovymi pruhy. Za optimalnich podminek je dodrzovana prahova hodnota detekce
AFB (Acid-Fast Bacillus) mezi 104 a 105 bacili na ml. Nicméné citlivost se snizuje
v paucibacilarnich pfipadech, tj. u HIV/AIDS pacientt, u nichz je hladina Mycobacterium

tuberculosis sporna. [37]

5.4.1 Porovnani konven¢ni mikroskopie a fluorescen¢ni mikroskopie
Konven¢ni mikroskopie vyuziva ZN barvici techniku a pouziva standardni umélé svétlo,

anebo pfirozené svétlo jako svetelny zdroj. Fluorescencni mikroskopie kromé toho, ze se jedna
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o vysoce citlivou metodu, vyzaduje kratsi dobu na potizeni. Dal§i vyhodou fluorescen¢ni
mikroskopie je jednoduchy zptsob barveni pomoci fluoroforu. Fluorescencni mikroskopie je
vSak néakladné&jsi a ma vyssi naroky na udrzbu oproti konvenéni mikroskopii. Konvencni
mikroskopie poskytuje jednoduchy a rychly screening, ale jeho nizk4 citlivost a pozadavek na
vy$si pocet bacilt je jeho nevyhodou. Citlivost testu zvySuje mikrobiologicky natér preparatu.

[37]

Jednim z divodu zvysené citlivosti fluorescen¢ni mikroskopie v porovnani s konvenénimi
metodami je to, Ze kyselina mykolova ma vétsi vstiebatelnost pro auramin ve srovnani s karbol-
fuchsinem. Tato vlastnost navic umoziiuje skenovani vétsi oblasti pole a ziskani ostrého
kontrastu mezi bacily a pozadim. LED-FM se stava vice a vice vyuzivanou metodou pro detekci
natéru sputa na detekci TB, protoze je levnéjsi a prekonava vétsinu nedostatkd konvencniho
fluorescen¢niho mikroskopu. LED-FM nevyzaduje tmavou mistnost, navic miZe byt
provozovana s prenosnou baterii a spotiebovava tak mnohem méné energie. LED-FM tak

umoziuje presnéjsi a rychlejsi diagnostiku. [37]
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6 FLUORESCENCNI SKENERY

Technologie Microarray se §iroce vyuziva pro rozsahlé studie Urovné genové exprese
v butikach. KdyZ je gen spatien, pouZivaji se cDNA mikro&ipy. Uroveil exprese je obecné
meéfena jako pomér mezi intenzitou fluorescence dvou vzorki cDNA. Vzorky jsou oznaCeny
raznymi fluorescennimi barvivy a co-hybridizovany do fady DNA sond. Intenzity

fluorescence se méti pomoci zobrazovani pole v optickém skeneru. [38]

Nejbezngjsi konfigurace skenovani vyuziva lasery pro excitaci barviva na dvou ruznych
vinovych délkéach a fotondsobicové trubky (PMT) se dvéma kandly pro signal detekce. Mala
oblast snimku je excitovana. Svétlo emitované z barviv je oddé€leno od nezddouciho svétla
pomoci fady zrcadel, filtrd a CoCek, pfevedeno na elektricky signal a digitalizovano. Dva
obrazky celého pole, jeden pro kazdé barvivo, jsou konstruovany pohybem sklicka. Obecné
jsou niz$i signdly detekovany s niz§i presnosti nez siln€jsi signaly. ZvySeni intenzity signalu
muze byt dosazeno zvySenim vykonu laseru anebo napétim PMT, za predpokladu Ze expresni

pomery jsou nezavislé na nastavenich. [38]

Zvyseni vykonu laseru vede ke zvySeni intenzity svétla vychéazejiciho z barviv. Intenzita
tohoto svétla je umérna poctu fluorofort, a to i u laseru dostatecné vysoké intenzity, aby
zpusobila nasyceni barviva. Zakladnim predpokladem pro pouziti PMT je, ze signal znich
vychazejici je imérny intenzit€¢ emitovaného svétla pii daném napéti. Pti nizkych intenzitach
mohou byt signaly ovlivnény napftiklad posuny v elektronice. Navic saturace signalu nastane,

kdyz pixelové body uvnitt dosdhnou horniho detek¢éniho limitu intenzity PMT. [38]

Spolehliva data jsou ziskana pouze pro stiedni bodové intenzity v rozmezi 200 az 50 000.
Pro rozsiteni horni hranice tohoto pouzitelného rozsahu byl vyvinut algoritmus zalozeny na
bodovych silach/intenzitach v pouzitelném rozsahu ve dvou skenech, aby se pfepocitaly
intenzity jednotlivych bodi se saturaci. V dusledku toho je mozné pouzit dostatecné napéti
be&hem skenovani, aby se zabranilo intenzitdm pod pouzitelnym rozsahem a aby se udrzela mista

nasyceni. [38]

Reprodukovatelnost v pomérech intenzity pii riznych PMT napéti zavisi na intenzité jako
takové, a ne na napéti. V dusledku toho by mélo byt odlisné napéti PMT pouzivané béhem
skenovani raznych poli nebo kanall ve stejném poli v zavislosti na intenzitach nejslabsich mist.
Problémy s reprodukovatelnosti jsou stejné bez ohledu na to, zda je vykon laseru nebo napéti
PMT upraveno, protoze k problémim dochézi na urovni detekce, pravdépodobné

v analogovém zesilovaci pred digitalizaci signalt. K nastaveni pouzitelnych rozsaht intenzit se
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spiSe pouzije vykon laseru nez napéti. V piipad€, ze nedochazi k béleni fotografii, je nejvyssiho
signalu Sumového pomeéru dosazeno s maximalnim vykonem laseru. K minimalizovani béleni
je zapotiebi snizit vykon laseru. K dosazeni bodovych intenzit v pouzitelném rozsahu je

zapotiebi vyssi PMT napéti. [38]

6.1 Skenery pro DNA ¢ipy

Technologie DNA ¢ipu je technologie umoziiujici vyzkum v riznych oblastech biologie.
Jedna se o analyticky nastroj umoziujici zkoumani genetického materialu. Technologie DNA
Cipu ve spojeni s fluorescencnim konfokalnim skenerem dosahuje pozoruhodnych vykont
v citlivosti a presnosti. K dosazeni pozadovaného vykonu musi byt ziskavani vzorkovani
fluorescence dostate¢né k ziskavani spolehlivych dat — Cetné hodnoty na prvek, a tudiz vysoce
kvalitni mechanika a elektronika a také vyuziti malého excitacniho bodu. Konfokélni Cteni se
obvykle vyuziva ke zvySeni citlivosti odmitnutim svétla vychéazejiciho z jinych pland nez
z biologickych signald. Cim vice je systém konfokalni, tim je lepsi pomér signalu k umu, ale

tim vy$si je potieba pfesnosti pro zaostieni a nastaveni sklonu DNA ¢ipu. [39, 40]

6.1.1 Princip skeneru

Cip s optickym formatem je tvoren sklen&nym substratem podporujicim vodici drahy,
synchronizaci znafek a reflexni tenkou vrstvou. Vodici dréhy jsou zhmotnény
mikroskopickymi drazkami vyleptanymi na povrchu desticky. Mala Cast excitovaného svétla
se odrazi od povrchu ¢ipu s jakymkoli optickym rozhranim. Toto odrazené svétlo obsahuje
rozptylyjici ptikazy generované siti vytvofenou vodicimi dréhami a promita se do Ctyi¢lanku
fotosenzoru. Tento senzor generuje informace s ndzvem ,, Tracking Error®, které se pouzivaji
k dynamické kontrole polohy bodu, tak aby byl drzen na aktudlni nasledujici draze

prostfednictvim zpétné vazby. [39]

Synchroniza¢ni znacky jsou umistény v piesnych polohach. Na dané trati a pro kazdy
prvek DNA prochazejici drahou je jedna znacka umisténd t€sn€ na zacatku objektu a dalsi je
umisténa tésn¢ pred jeho koncem. B&hem skenovani drah tyto znacky generuji signal, ktery byl
pouzit pro synchronizaci fluorescencniho méfeni. Protoze synchronizaci provadi samotny Cip
bez extérnich enkodért, fluorescencni méfeni jsou spravné, i kdyz ma vychozi linearni faze
prodlevy. Tyto znacky také umoziiuji dynamické zpracovéani dat béhem skenovani Cipu a
vyhnout se tak pouziti zpracovani obrazu na vysoké urovni po ziskani fluorescencniho obrazu.

[39]
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Hned pod povrchem je umisténa reflexni tenka vrstva €ipu. Index lomu a tloustka této
vrstvy jsou vybrany takovym zpusobem, ze reflektivita DNA povrchu Cipu pro dopadajici
svétlo je pevna a relativné nezédvisla na indexu lomu biologického pufru piitomného na povrchu

DNA ¢Cipu b&hem Cteni. [39]

Skenovani oblasti ¢ipu je dosazeno dvéma linearnimi fazemi — prvni pieklada ovladac a
zrcadla pro rychlou osu X a druhy presune Cip podél pomalé osy Y. Fluorescencni cesta je
tvorena laserem pro excitaci, dvoubarevnym déli¢em paprskd a Celni CoCkou pro zaostieni
svétla na oblast sondy. Fluorescen¢ni svétlo je shromazdovano predni CoCkou, odrazené
dvoubarevnym filtrem a zaostfovano objektivem na konfokalni dirkovou komoru. K méfeni
urovné fluorescence se pouziva fotonasobiCova trubice. Excitované svétlo je zastavené sadou

filtra. [39]

Synchroniza¢ni znacky jsou detekovany pomoci senzoru ,, Tracking Error* s rozdilnou
kombinaci ¢tyt bunek k vypoctu longitudialni chyby“ misto lateralni chyby*“ pouzivané
k funkci sledovani. Signaly generované témito znaCkami se pouzivaji ke spusténi a zastaveni

meteni fluorescence odpovidajici vliastnostem DNA. [39]

Kvalita ostfeni umoziiuje snizeni hloubky sekce skeneru, kolekci maxima fluorescence a
zabranuje fluktuacim pfi shromazd’'ovani fluorescence pres Cip kvuli variabilnimu zaméfeni.
Vsechny tyto faktory pfispivaji ke zvysSeni specifického signélu, ke zvySeni poméru signalu
k Sumu a ke zvySeni spolehlivosti porovnani trovné fluorescence pochézejicich z riiznych
oblasti Cipu. Funkce sledovani zvySuje prostorové rozliSeni skeneru pii nizké kvalité faze a
souvisejici elekroniku. Tim se zvysuje pomér prostorového signdlu k Sumu, ktery také prispiva
ke zvySeni spolehlivosti srovnavani urovni fluorescence z jiné oblasti ¢ipu. Synchronizacni
znacky umoznuji normalizaci fluorescencnich signalt podle Casu, ktery uplynul mezi znackami

definujici prvek DNA. [39, 40]

6.2 Hyperspektralni zobrazovaci systém a biomedicinska aplikace pro

mikrocipy

Nastup DNA mikroCipi zpusobil revoluci v biomedicinském vyzkumu a vyvoji
v genetickém inzenyrstvi. MikroCipovy vyzkum nabizi velky potencial pro analyzu profilu
genové exprese. Diky Cinnosti mikro¢ipovych skenerd bylo vyvinuto mnoho novych metod
analyz mikroCipt, jako napfiklad chemiluminiscence, povrchova plasmova resonance a
fluorescen¢ni markery. Fluorescen¢ni zobrazovani je popularni pro odecet mikroCipt. Vétsina

fluorescen¢nich skenert detekuje emisi v pasmu, coz odpovida pasmovému filtru pouzitému
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pro kazdy fluorofor. V téchto skenerech jeden filtr odpovida jednomu druhu fluoroforu. U
skenert zalozenych na filtru je obtizné urcit, zda byla naméfena data poskozena nékterymi
emisemi ze substratl ovliviiuji stanoveni genové exprese, zejména u slabé exprimovanych

gend. [41]

Hyperspektralni zobrazovani pifekonava omezeni zaznamenavanim celé emise spektra
pro kazdy voxel v zobrazované oblasti na rozdil od zdznamu pouze intenzity fluorescence

skenert zalozenych na filtru. [41]

Byl vyvinut kvazi-konfokalni paralelni skenovaci systém zobrazujici fluorescenci. Jedna
se o skener na bazi filtri pro analyzu mikroc€ipu. Na rozdil od laserovych konfokalnich skener,
které zametuji laserové svetlo bodové, kvazi-konfokalni metoda soustedi laserové svétlo do
linie a celd zkouman4 oblast se detekuje paralelnim skenovanim podél svételné linie kolmo k
této linii. Kvazi-konfokalni metoda poskytuje vysoky pomér signal-Sum a paralelni skenovani
poskytuje vysokou propustnost, ktera je dulezita v mikroCipové analyze. Nasledn€ byl vyvinut
kvazi-konfokalni multikanalovy paralelni hyperspektralni skenovaci systém pro analyzu
mikrocipa. Tento systém je vylepSen specialn€ navrhnutym spektrometrem, ktery nabizi vysoce

efektivni spektralni vysledky. [41]

Na obrazku €. 5 je znazornéno optické usporadani systému. He-Ne laser (A = 632,5 nm)
a polovodicovy laser (A =473 nm) se pouzivaji jako zdroj svétla. Fluorescence laseru je
upravena tak, aby vyhovovala experimentalnim podminkdm pomoci filtraéniho kola se sadou
filtrd s neutralni hustotou. Laserové svétlo je rozSifeno paprskem expandéru, smeéfuje pres
valcovou ¢ocku na pozadovanou linii osvétleni. Poté nasleduje dichroické zrcadlo, které se
vyznacuje vysokou odrazivosti laseru pfi nizsich vinovych délkach a prahlednosti pii delSich
vlnovych délkach. Fluorescence excitovana zaostienou linii svétla je shromazdovana
skenovaci CoCkou a sméfovana pres dichroické zrcadlo. Zobrazovaci Cocka se pouziva
k zaostieni fluorescencnich signalii pro linkovy obraz, ktery je pfedavan do vstupni §térbiny

spektrometru pro ziskani spektraln€ rozptyleného obrazu. [41]

39



Filtr

Dichroické
zrcadlo

Skenovaci Cerveny
cotka  cylindricka
cocka

Mikrocip Dichroické

zrcadlo

Obrazek 5: Optické usporadani skenovaciho systému [41]
6.2.1 Biomedicinska aplikace mikro¢ipu
Kvazi-konfokalni paralelni hyperspektralni fluorescencni skenovaci systém se napiiklad
vyuziva v biomedicinské aplikaci mikroCipu pro identifikaci bakterii. Timto zpisobem lze
detekovat napiiklad £. coli, B-hemolytické streptokoky. Pozitivni sondy vykazuji vysokou

hodnotu fluorescen¢niho signalu, zatimco negativni sondy vykazuji nulovy fluorescencni

signal. [41]

6.3 Fluorescenc¢ni skener na bazi vackové hridele pro multiplexovanou

kapilarni detekci

Bézn€ pouzivanym fluorescencnim detektorem pro multiplexované kapilary je
konfokalni laserem indukovany fluorescen¢ni (LIF) skener. V linearnim LIF skeneru jsou
paralelni kapilary uspotfadany v roving€ a nesou objektiv mikroskopu. Laserovy paprsek skenuje
vSechny kapilary sériove, z jedné kapilary na dalsi. Objektiv zaostii laserovy paprsek dovnitf
kapilary pfi skenovani, zatimco fluorescence je shromazd'ovana a kolimovana stejnym
objektivem a detekovana fotonasobicem (PMT). Po celou dobu separace se objektiv nebo
kapilarni pole posunou zpét dale prostiednictvim prekladové faze piipojené ke krokovému
motoru. Toto schéma vyzaduje, aby motor pii kazdém skenovani zrychlil a zpomalil dvakrat.

Tato zpomaleni/zrychleni redukuji cyklus detekce a vytvareji vibracni zvuky. [42, 43]

Byl vyvinut konfokalni rotacni LIF skener, ukdzany na obrazku ¢. 6. V tomto skeneru
jsou kapilary umistény v kruhovém formatu a skenovaci objektiv se otaci rotacnim zptsobem.

Zakladni vyhodou rotacniho skeneru je, Zze eliminuje zrychleni/zpomaleni a potlacuje
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mechanické vibrace béhem skenovani, vedouci ke zlepSeni pracovniho cyklu, zvyseni rychlosti
skenovani s vysokou rovnomeérnosti rychlosti a polohovou pfesnosti a zvySenym poctem
kapilar. Nevyhodou tohoto skeneru je, ze kapilary musi byt uspotfadany do kruhu, a proto byla
nasledné vyvinuta dalsi metoda, a to LIF zaloZen na vacce. V tomto skeneru je rotacni pohyb
kruhového motoru preveden pomoci vacky do linearnich pohybt snimacich objektivy, a proto
se eliminuje zrychleni a zpomaleni motoru. Dvé kolejnice vacky jsou konstruovany tak, ze dvé
identické skenovaci hlavy se vzdy pohybuji v opa¢nych smérech. Mechanické momenty jsou
tedy vyvazené. Tato metoda se vyuziva k detekci rhodaminu B, trypsinogenu, 3-laktoglobulinu,

ovalbuminu a sérového albuminu. [42, 43]
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Obrazek 6: Ruzné pohledy na skener. (a) pohled z vrchu, (b) pohled z boku, (¢) podélny
prufez skenerem [42]
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6.4 Detekce E. coli pomoci radkového skeneru

Bakterialni kontaminace potravin, napoju a vody predstavuje vazné ohrozeni vefejného
zdravi. Referencni metoda pro detekci a vycet bakterialnich kontaminanti Casto zahrnuje
membranovou filtraci s naslednym rastem na vhodném médiu a naslednou identifikaci kolonii
pomoci morfologické, biochemické nebo molekularni analyzy. Escherichia coli je souCasti
normalni mikrofléry stfevniho traktu lidi a teplokrevnych zvifat a vétSina kmenu je
nepatogenni. Nicmén¢ nekteré séroskupiny, naptiklad enterohemoragické O157:H7, jsou
patogenni a infekce zpusobuje zavazné prijmy a horeCky, které mazou vést u déti, seniort a

lidi s oslabenou imunitou k umrti. [44]

Metody rychlé detekce a stanoveni po¢tu mikroorganismi na membranovych filtrech
zalozené na aktivitach ATP-bioluminiscence nebo esterdzy s komplementarnimi piistrojovymi

platformami byli komercializovany. Tyto metody v§ak neposkytnou identifikaci. [44]

Optické skenery zalozZené na laserech nebo kontinualnich svételnych zdrojich s vhodnou
excitaci a emisni filtry se pouzivaji pro detekci hybridiza¢ni reakce mezi fluorescencné
znac¢enymi oligonukleotidy. Tyto skenery jsou navrzeny tak, aby rychle skenovali mikroCipy
na piitomnost fluorescencnich skvrn s vysokym rozliSenim. Tato technologie mikrocCipu
umoziuje analyzu exprese vice gent. Dale se pouzivaji mikroCipové skenery pro vysokou

propustnost funk¢ni analyzy interakci protein-protein. [44]

6.4.1 Princip testu vyuzivajici peptidovou nukleovou kyselinu a

fluorescenéni in situ hybridizace ve spojeni s Fadkovym skenerem

Tato metoda kombinuje membranovou filtraci pro analyzu velkého objemu vzorku
s citlivosti a specifitou sond PNA (peptidova nukleova kyselina) zamétujicich se na rRNA a
s rychlosti a vysokym rozliSeni fadkového skeneru. Lze tak detekovat i nizké hladiny £. coli.
E. coli je detekovana, identifikovana, vypoctena a nasledné dalSich 5 hodin roste ve forme
malych skvrn fluorescence predstavujici jednotlivé kolonie £. coli na membranovém filtru.
Standardni metody jsou zalozeny na trvalém rastu a generovani viditelnych kolonii F. coli a
Pseudomonas aeruginosa, a proto vyzaduji naslednou analyzu pro konecnou identifikaci. U
standardnich metod je potfebna doba ristu minimaln€ ptes noc. Skenovani se provadi na S mm
ploSe, tak aby kazdy pixel obrazu odpovidal ploSe 5x5 mm? membranového povrchu.
Skenovani s vysokym rozliSenim poskytuje vysoky signal na pozadi, ktery umoziiuje pfimou
detekci jednotlivych mikrokolonii bez pouziti enzymatického nebo jiného zplsobu zesileni

signalu. Jesté silngjsi signaly lze ziskat pomoci vyssiho vykonu laseru, nicméné vlastni
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autofluorescence z membranovych filtrd zabrafiuje dal§imu zvyseni té€chto parametri. Tento
rychly test na detekci £. coli 1ze vyuzit na razné druhy aplikaci v klinické, primyslové a

environmentalni mikrobiologii. [44]
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7 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

Pratokova cytometrie je technika k identifikaci a izolaci bun€k ze smési jinych bun¢k
pomoci fluorescencni aktivity. Jedna se o nastroj méfici vice fyzikalnich charakteristik jediné
buiiky jako je velikost a granulitida. Sou€asné s tim se méfi, jak buika proudi v suspenzi pres
mefici zafizeni. Pisobeni pratokového cytometru zavisi na vlastnostech zkoumanych bunék
rozptylyjicich svétlo, které mohou byt odvozeny z barviv nebo monoklonalnich protilatek
zamétenych bud na extracelularni molekuly umisténé na povrchu, nebo na intracelularni
molekuly uvnitf buriky. Diky tomuto pfistupu je pratokova cytometrie vykonnym nastrojem

pro podrobnou analyzu slozitych populaci v kratkém ¢asovém obdobi. [45, 46]

Na obrazku €. 7 je zobrazeno schéma pratokového cytometru. Do procesu prutokového
cytometru jsou zapojeny razné kroky. Prvnim krokem je tok bunék v tekutin€ obsahujici bunky,
t]. kapalny proud prochazi jednim souborem skrz svételny paprsek laserového svétla pro
snimani. Druhym krokem je méfici systém, ktery se bézn¢ pouziva pro méfeni vodivosti. Déle
je v tomto kroku opticky systém obsahujici rtut’ a xenonovou lampu, coz vede ke svételnému
signalu. Tretim krokem je detekce rozptylu svétla, ptfiCemz je krokovy svételny signal preveden
z analogového signalu na signal digitalni pomoci prevodového systému. Ctvrtym krokem je
analyza signalu pomoci pocitace, v niz se sbér dat ze vzorku pomoci cytometru nazyvé akvizice.

Tato akvizice se provadi pomoci pocitace ptipojeného k softwaru pratokového cytometru. [45]
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Obrazek 7: Schéma pratokového cytometru [47]
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Prutokova cytometrie je citliva metoda hlavné diky tomu, Ze se pti ni méfi fluorescence
(fluorescencni sondy nebo autofluorescence) nebo fluorogeneze. Ke zkoumani strukturalnich
charakteristik 1ze pouzit mnoho sond s nizkou molekulovou hmotnosti. Lze zkoumat celkovy
protein, obsah nukleovych kyselin (DNA nebo RNA), obsah lipida, veétsi protilatky.
Oligonukleotidové sondy, které jsou fluorescencné znaCeny, jsou pouzivany k identifikaci
specifickych struktur a sekvenci nukleovych kyselin na nebo v butikdch. Ostatni sondy ukazuji
funk¢ni vlastnosti bunék. Aktivita enzyma muze byt méfena fluorogennimi substraty a pomoci
fluorescencnich indikatori muze byt méfen membranovy potencial, intracelularni pH,

koncentrace vapniku a dalSich iontd. [48]

7.1 Fluorescencné aktivované tridéni bunék

Fluorescen¢né aktivované tfidéni bunék (FACS) je specializovany typ pratokové
cytometrie. Poskytuje zpusob tiidéni heterogenni smési biologickych bunék do dvou nebo vice
nadob po jedné buice na zakladé specifického rozptylu svétla a fluorescencnich charakteristik
jednotlivych bun¢k. Poskytuje rychlé, objektivni a kvantitativni zaznamenavani

fluorescenc¢nich signala z jednotlivych bunék. [45]

7.2 Screening mikroorganismu pomoci prutokové cytometrie

Pratokova cytometrie pouzita v kombinaci s tfidénim jednotlivych bun€k je vykonnou
technikou pro identifikaci a izolace mikrobialnich bun€k se zvlastnimi charakteristikami,
zejména pokud takové buiky rostou pomaleji nez dalsi buiiky ve velké heterogenni populaci.
Existuji prostiedky pro fluorescencni detekci Sirokého spektra vlastnosti, jako je mnozstvi
riznych bunéCnych slozek, specifickych sekvenci peptidd a nukleotidii, bunétné funkce a

enzymatické aktivity. [48]

7.3 Vyuziti prutokové cytometrie v hematologii

Pratokova cytometrie méfi optické a fluorescencni charakteristiky jednotlivych bunék.
Fluorescencni barviva se mohou vazat nebo vmezefovat s riznymi bunéénymi slozkami, jako
je DNA nebo RNA. Navic protilatky konjugované k fluorescen¢im barvivim muizou vazat
specifické proteiny na bunééné membrany nebo uvnitt buiiky. Kdyz znacené buiiky prochézeji
svételnym zdrojem, fluorescencni molekuly jsou excitovany do stavu vyssi energie. NejCastéji

pouzivana barviva jsou propidium jodid, fykoerythrin a fluorescein. [47]

Meéfteni obsahu bunééné DNA prutokovou cytometrii pouziva fluorescenéni barviva, jako
je propidium jodid, ktery se vmezetuje do spirdlové struktury DNA. Fluorescen¢ni signal je

pfimo umérny mnozstvi DNA v jadie a muze detekovat hrubé zisky nebo ztraty DNA.
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Abnormalni obsah DNA, téz znamy jako aneuploidie DNA lze ur¢it v populaci nadorovych
bunék. Aneuploidie DNA je obecné spojena s malignitou. Koreluje s hor§i prognézou u mnoha
typu rakoviny, ale je spojena se zlepSenim pteziti pii rabdomyosarkomu, nasobném myalomu
a détské akutni lymfoblastické leukémie (ALL). Ackoli konvencni cytogenetika dokaze
detekovat mensi rozdily v obsahu DNA, prutokova cytometrie umoziiuje rychlejsi analyzu pro

vetsi pocet bunek. [47]

Prutokovou cytometrii l1ze vyuzit pro detekci a kvantifikaci po¢tu fetalnich ¢ervenych
krvinek v matefské krvi. Pouziti pratokové cytometrie pro detekci bun€k u plodu je mnohem
objektivngjsi, reprodukovatelné§i a citlivéj§i. Mohou byt pouzity fluorescencné oznacené
protilatky proti D antigenu nebo proti hemoglobinu F. Tento intracelularni pristup, ktery
pouziva permeabilizaci membrany Cervenych krvinek a protilatky proti g fetézci lidského
hemoglobinu, je pfesny a citlivy. Tato metoda ma schopnost rozliSovat fetalni buniky z F-bun¢k

(dospelé Cervené krvinky s malym mnozstvim hemoglobinu F). [47]

Imunologické sledovani HIV infikovanych pacientti je zakladem laboratofe klinické
prutokové cytometrie. HIV infikuje pomocné nebo indukéni T lymfocyty prostfednictvim
antigenu CD4. Infikované lymfocyty mohou byt lyzovany, kdyz jsou nové viriony uvolfiovany
nebo mohou byt odstranény bunéCnym imunitnim systémem. Dale se pomoci prutokové
cytometrie provadi analyza imunofenotypizace lymfoma a leukémii. Ruzné leukémie a
lymfomy casto maji jemné rozdily ve svych profilech antigenu, které jsou diky tomu idealni
pro analyzu pomoci prutokové cytometrie. Prutokova cytometrie je velmi vysoce efektivni pfi
rozliSeni myeloidnich a lymfoidnich linii u akutnich leukémii a minimaln¢ diferencované
leukémie. Podle fenotypu je ale obtizné klasifikovat nejvice akutni myeloidni leukémie.
Samotna pratokova cytometrie mize byt uziteCna pii rozliSeni nékteré akutni myeloidni
leukémie, jako je akutni promyelocyticka leukémie. Prutokova cytometrie muze byt také

pouzivana k identifikaci leukémii, které mohou byt rezistentni na terapii. [47]

7.4 Vyuziti prutokové cytometrie k hodnoceni fagocytozy neutrofilu a
makrofagu
Chemotaxe, pohlceni a internalizace cizi ¢astice a intracelularni degradace pfijimaného
materialu jsou zakladni mechanismy, kterymi fagocytarni buriky (neutrofily periferni krve,
pulmonalni alveolarni makrofagy — PAM) plni svou ochrannou funkci v tele. Pratokova
cytometrie zkouma hodnoceni fagocytozy, protoze umoziiuje rychlé hodnoceni fagocytozy

velkého poctu bunék a poskytuje vétsi presnost nez konvencni metody, které se spoléhaji na
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pocitani bun¢k nebo na stfedni odezvu skupiny bunék. Subpopulace bunék mohou byt
identifikovany a vyhodnoceny bez potieby predchozi separace bunék, coz je Casové narocné a
muze tim dojit ke zménéni funkce bunék. Pratokova cytometrie se vyuziva k fenotypovému
hodnoceni bun€k pomoci monoklonalnich protilatek k antigenim buné&ného povrchu spojené
s fluorescencnimi markery a pro vyhodnoceni obsahu nukleové kyseliny v buitkach pomoci

DNA a RNA vazani fluorescen¢nich barviv. [49]

Pomoci testu prutokové cytometrické fagocytozy 1ze posoudit podil bunék schopnych
interagovat s fluorescencné znaCenymi Casticemi. PocCet takovych Castic na buniku udava

rychlost intracelularni degradace ¢astic a intracelularni zabijeni zivotaschopnych bakterii. [49]

Udaje o propustnosti nebo lomu svétla z bunék prochazejicich laserovym paprskem
generované jedinym vzduchem chlazenym argonovym iontovym laserem se odebiraji Ctyrmi
detektory — doptedny rozptyl (FSC), rozptyl na stran¢ 90° (SSC) a dva fluorescen¢ni detektory.
Instrumentélni nastaveni pro FSC a SSC je tfeba upravit tak, aby vyhovovalo pro vétsi a
heterogennéj§i bunéénou populaci ve vzorcich. Pro vyhodnoceni byl na FSC stanoven prah
100 — 200 V, aby se vyloucily malé castice, vCetné volnych bakterii a bunénych zbytka.
Diskrétni bunénd populace je rozpoznana na zakladé FSC/SSC vlastnosti a dale jsou
elektronicky tfidény pro umoznéni svételného mikroskopického vyhodnoceni bunek. Zelena
fluorescence z bakterii znaCenych fluoresceinem (FITC) byla naméfena pii 530 £ 30 nm.
Cervena fluorescence z ethidium bromid bakterii byla namé&fena pii 585 + 42 nm. Buiiky
schopné interagovat s bakteriemi byly urCeny jejich zvySenou fluorescenci v poméru suspenze

bunécného séra bez bakterii (negativni kontrola). [49]

7.5 Detekce E. coli O157:H7 pomoci prutokové cytometrie

Mnoho ohnisek otravy zptisobenych FEscherichia coli je spojeno se zeleninou a ovocem
v dusledku fekalni kontaminace domacich nebo divokych zvifat béhem kultivace nebo
manipulace. Prenos do zazivaciho traktu Cloveka je spojen s konzumaci kontaminovanych
surovych potravin, mléka a vody. Vétsina kmenu . coli je pro hostitele neskodna, ale ty kmeny,

které produkuji podobné toxiny Shiga toxinim, zpusobuji prujmy a podobné onemocnéni. [50]

E. coli O157:H7 je sérotyp produkujici Shiga toxiny, jedna se o sérotyp nejcastéji
asociovany s patogenitou. Tento organismus muaze zpusobit téméf 50% umrtnost starsi
populace a selhani ledvin déti. Odhaduje se, ze poziti pouze 10 - 100 bunék E. coli O157:H7
muize zpusobit otravy potravinami. Existuje fada rychlych metod pro jejich detekci

v potravinach, které byly vyvinuty pro rozsiteni nebo nahrazeni technik pocitacich desek. Patfi
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mezi n¢ enzymove vazany imunosorbentovy test, gelova elektroforéza na pulznim poli, PCR,
microarray a prutokova cytometrie. Byli vyvinuty rizné strategie pouziti protilatek, chemické
a fyzikalni metody pro izolaci patogent z riznych potravin. V piipadé detekce prutokovou
cytometrii izolace z potravin neni nutna. Pouziti pratokové cytometrie pfinasi vysledky ve
stejny den jako pfichod vzorku bez nutnosti izolace kmena pied stanovenim pomoci prutokové
cytometrie. Toto znamena, ze FE. coli O157:H7 muze byt detekovana a odliSena od

nepatogennich £. coli v potravinach s mensim ¢asem na detekci. [50]

Prutokovy cytometr s kombinovany s vhodnym selektivnim znaCicim ¢inidlem detekuje
nékolik bunék £. coli 0157:H7, ale je necitlivy na jiné sérotypy F. coli a jiné bakterie. Analyza
trva 1 minutu a pfiblizné dal§i 2 minuty trva automatické proplachovani a nacteni dalSiho

vzorku. [50]

7.6 Detekce specifickych anti-HLA darcovskych protilatek pomoci
prutokové cytometrie
Specifické anti-HLA darcovské protilatky vyvolavaji rychlou a nevratnou destrukci
transplantatu (hyperakutni rejekce). K této destrukcei jiz v dne$ni dobé dochazi ztidka, jelikoz
se nejprve zjistuje kfizeni pacientld Cekajicich na ledvinovy §té€p. Obvykly postup pred
transplantaci zahrnuje hodnoceni darce na zékladé dvou metod. Prvni metodou je cytotoxické
kiizeni komplementu (CDC) a druhou metodou je pratokové cytometrické kiizeni (FCXM).
CDC kiizovad zkouska je pozitivni v pfipad€é, pokud jsou pfitomny protilatky fixujici
komplement a tim je zjiSténa absolutni kontraindikace transplantace ledvin a transplantaci nelze
podstoupit. FCXM kiizova zkouska je citlivéjsi a detekuje nizké koncentrace dopliika
neschopnych fixovat provedené protilatky. Je to ,index” mozného poskozeni zpusobeného

zrychlenym odmitnutim. K detekci se pouzivaji mononuklearni butiky periferni krve. [51]

Pomoci FCXM se detekuje tridy anti-HLA protilatek imunoglobulint IgG proti IgM
pomoci sekundarni protilatky. Predpoklada se, ze imunoglobuliny tfidy IgG jsou zodpovédné
za predCasnou ztratu ledvinového Stépu, a proto je potieba jejich rychla detekce. FCXM
umoziuje detekci anti-HLA aloprotilatek, které se vazou bud’ k T-burikam nebo k B-butikam,
coz eliminuje potiebu fyzického oddé€leni bunéénych populaci. Tyto informace mohou usnadnit
interpretaci vysledkt kiizeni diky diferencialni expresi HLA molekul. T-buiiky zobrazuji
prevazné HLA molekuly 1. tfidy, zatimco B-butiky exprimuji jak HLA molekuly L. tfidy, tak 1
HLA molekuly II. tfidy. Technika CDC vyzaduje zivotaschopné buiiky. Soucasné detekuje
imunoglobuliny IgM a IgG cytotoxické protilatky, ale vyzaduje vice Casu. Pozitivita FCXM na
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B-bunky bez dikazu protilatek HLA 1I. tfidy muze byt zptsobena rozpoznanim non-HLA
povrchovych molekul. Nutné to tedy nemusi kontraindikovat transplantaci ledvin. Z tohoto
divodu byla vyvinuta nova metoda — cytotoxické pratokové cytometrické kiizeni (cFCXM) —
kombinujici specifitu a citlivost FCXM s moznosti detekovat fixujici a nefixujici protilatky.

[51]

Metoda cFCXM zvyraziuje dva typy protilatek — cytotoxické komplement-fixacni
protilatky a nekomplement-fixacni necytotoxické protilatky vazajici se na povrch lymfocytt.
Morfologicky a funk¢ni rozdil mezi témito protilatkami neni zndmy. Moznym vysvétlenim by
mohlo byt, ze test rozliSuje rizné tridy IgG. Napiiklad IgG1 a IgG3 jsou fixacnimi dopliiky
k IgG2 a zejména k IgG4. Jedna se o nekompletni fixaci. Tato metoda nabizi n€kolik vyhod
oproti ostatnim metodam. Lze ji vyuzit ve stavu nouze a je citlivéjsi nez klasicky CDC. Bunécna
zivotaschopnost ma na tuto metodu maly vliv. Dale poskytuje dostupnost objektivni
interpretace a vyhodnoceni soucasné pritomnosti cytotoxickych a necytotoxickych protilatek.

[51]

7.7 Aplikace prutokové cytometrie pii studiu bunécné cytotoxicity NK

bunék

Natural killer (,,pfirozeny zabijak™ — NK) buriky byly funkén€ definovany na zakladé
jejich schopnosti rychle zpusobit lyzi jakékoli cilové bunky bez zjevné predchozi imunizace.
Nejbéznéji pouzivanou metodou detekce bunécné lyzi je test uvoliovani Cr. Tento test mé&fi
kapacitu efektorovych bunék pro lyzu cilovych bunék oznacenych Cr. Aktivita NK bunék muze
byt meéfena jako funkce uvolfiovani enzymu cilové bunky inkorporaci radioaktivnich

nukleotidi b€hem bunécné proliferace a dale metodou vyluCovani barviv. [52]

K detekei se vyuzivaji mononuklearni efektorové burnky periferni krve (PBM). Buriky se
pied detekci promyvaji v rovnovazném Hanksové solném roztoku. Nasledné se odecitaji
pomoci prutokové cytometrie pii excitacni vinové délce A =488 nm. Pocet Zivych cilovych
bun¢k byl stanoven integraci distribuce pro velké buiky se silnou fluorescenci. Procento
mrtvych bunék se vypocita jako podil rozdilu zivych prekurzorovych bun¢k v kontrole a Zivych

prekurzorovych bunék v testu, de€leny zivymi prekurzorovymi buiikami v kontrole. [52]

Po 4 hodinéach inkubace byly vzorky obarveny propidium jodidem ve fyziologickém
roztoku PBS. Distribuce standardni cilové bunécné nukleové kyseliny byla stanovena fixaci
nekterych kontrolnich prekurzorovych bunek se 70% etanolu. Fluorescence byla excitovana pfi

vinové délce 514 nm a méfena za 610 nm. Linearni Cervené fluorescencni kiivky ziskané
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z kazdého vzorku byly porovnany se standardem. Specifi¢nost NK bun¢k a jejich cytotoxické

ucinky byly stanoveny na ur€ité faze cyklu. [52]

Pouzitim dvou parametri prutokové cytometrie l1ze pozorovat zivé efektorové buiiky a
cilové buiiky soudasné. Zivé buiiky se obarvuji FDA. Jedna se o nefluorescenéni sloueninu,
ktera je schopna snadno prochazet pies bunécnou membranu. Nicméné uvniti buiiky mize byt
tato sloucenina §tépena nespecifickymi esterazami za vzniku volného fluoresceinu, ktery je
vysoce fluorescen¢ni. Volny fluorescein diky svému néboji neprochéazi snadno skrz intaktni
bunécné membrany, ale mize snadno prochazet skrz porusenou bunéénou membranu. Bunky,
které jsou zivotaschopné, si zachovaji fluorescein, zatimco nezivotaschopné buriky fluorescenci

vyzarovat nebudou. [52]

7.8 Vyuziti prutokové cytometrie pFi detekci minimalniho zbytku

chronické lymfatické leukémie

Urovné rezidualni choroby jsou nezavislym prediktorem pieZiti bez progrese (PFS) a
celkové preziti u pacientd 1éCenych pro chronickou lymfocytarni leukémii (CLL). Eradikace
minimalniho zbytkového onemocnéni (MRD) nasleduje 1é€bu chronické lymfocytarni
leukémie a predpovida zlepSeni vysledku bez ohledu na pouzitou terapii. Pacienti dosahujici
negativity MRD urfenim pomoci vysoce citlivé prutokové cytometrie nebo polymerazové
fet¢zové reakce prokazuji prodlouzeni preziti bez progrese a celkové preziti. Alelicky
specificky oligonukleotid PCR (ASO-PCR) imunoglobulinového genu je obecné akceptovan,
aby vykazoval nejvyssi citlivost na detekci MRD a je povazovan za zlaty standard. Alternativni
technikou je multiparametrova prutokova cytometrie, ktera ma vyhody rychlé analyzy bez
pozadavku na reagenty specifické pro pacienta. Citlivost se lisi, ale mize se priblizit ASO-PCR.

[53]

Byla vyvinuta 10ti barevna jednoducha trubice pro prutokovou cytometrii, zalozenou na
metodice mezinarodniho standardizovaného pfistupu pro optimalizaci presnosti a citlivosti
detekce MRD. Umisténi vSech informativnich znacek do jedné zkumavky snizuje celkovy
pocet pozadovanych lymfocytd pro analyzu u pacientd s lymfopenii po chemoterapii a
umoziuje pfimé vylouceni kontaminace T bun€¢k béhem bunécné analyzy. K detekci se vyuziva

periferni krev a kostni dfen. [53]

10ti barevny test ma citlivost na 0,001% v porovnani s testy pouzivajici vice zkumavek s
men§im mnoZstvim protilatek. Uginng rozliguje CLL buiiky od normalnich CD5 exprimujicich

B bunék v krvi a kostni dfeni. Priichodova strategie (Gating Strategy) umoziuje rychlé
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posouzeni spole¢né lymfocytové subpopulace, ktera pusobi jako forma vnitini kvality vzorku.
Prichodova strategie byla zaloZena za ucelem sledovani rezidualniho onemocnéni v populaci
pacientt s typickym CLL. Pouziti tohoto testu poskytuje prognostické informace, které by
mohly zabranit zbyte¢né terapii pacientd s MRD blizkou hodnotam limitu detekce. [53]
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8 ZAVER
Cilem této bakalarské prace bylo shrnout jednotlivé fluorescenéni metody a jejich

vyuziti pi1 analyze biologického materialu.

V prvni Casti byla popsana fluorescence, fluorochromy jako fluorescen¢ni znacky a

vinové délky svétla.

V druhé Casti byl popisovan biologicky material a jeho vyuziti v diagnostice. Byli zde
uvedeny jednotlivé piiklady biologického materidlu a dale byl popsan spravny odbér

biologického materialu, aby nedoslo k jeho poSkozeni.

Tteti Cast byla vénovana fluorescencni spektroskopii, jejimu popisu, principu a
citlivosti. Byl zde vénovan prostor pro popis stanoveni nékterych onemocnéni, jako jsou

napftiklad razné druhy rakoviny.

Ctvrta &ast popisuje fluorescendni mikroskopii, jeji princip a vyuZiti pii analyze
stopovych prvkl, mozkové tkan€ a zobrazovani pii vyvoji urogenitalni tkané. Taktéz popisuje

vyuziti pfi detekci riznych onemocnéni, jako je tuberkuldza.

Pata cast se vénuje fluorescencnim skenertim, jejich principu a technologii Microarray
a jejimu vyuziti u DNA Ccipu. Dale se vénuje skenerim pro kapilarni detekci a vyuziti

fluorescencnich skenert pro detekci E. coli.

V posledni Casti je popsana prutokova cytometrie jako technika k identifikaci a izolaci
bungk, jeji vyuziti v hematologii, k hodnoceni neutrofila, makrofagt, NK bun¢k a bunécného
obsahu DNA. Dale je zde prutokova cytometrie popsana jako metoda slouzici k detekci £. Coli
a k detekci specifickych anti-HLA darcovskych protilatek a k detekci minimalniho zbytku

onemocnéni chronické leukémie.
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