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P R O H L Ć Ġ E N ĉ 

 

PŚedkl§d§m t²mto k posouzen² a obhajobŊ bakal§Śskou pr§ci zpracovanou na z§vŊr studia na FakultŊ 

aplikovanĨch vŊd Z§padoļesk® univerzity v Plzni. 

 

Prohlaġuji, ģe jsem bakal§Śskou pr§ci vypracoval samostatnŊ a vĨhradnŊ s pouģit²m odborn® literatury 

a pramenŢ, jejichģ ¼plnĨ seznam je jej² souļ§st². 
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Anotace 

Pr§ce se zabĨv§ neinvazivn² in-vivo kvantitativn² analĨzou rozloģen² proteinu MinD 

v bakteri²ch Escherichia coli, vyuģit²m report®r fluorescenļn²ho proteinu GFP v komplexu 

GFP::MinD. Podklady pro n§vrh a validaci matematick®ho modelu jsou z²sk§v§ny pomoc² 

ļasosbŊrnĨch studi² na fluorescenļn²m mikroskopu, kdy se k rozboru z²skanĨch sn²mkŢ vyuģije 

obrazov§ analĨza v programu ImageJ. MatematickĨ model je realizov§n prostŚednictv²m 

programu Matlab.  

 

Kl²ļov§ slova 

matematickĨ model, kvantitativn² analĨza, Escherichia coli, Min proteiny, fluorescenļn² 

mikroskopie, GFP, obrazov§ analĨza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abstract 

A purpose of this work is in-vivo quantitative analysis of the distribution of MinD protein in 

Escherichia coli, using a fluorescent reporter GFP protein in the complex GFP::MinD. 

Data for creation of the design and validation of a mathematical model are obtained using 

time-lapse fluorescence microscopy studies. Acquired images are analyzed with program 

ImageJ. The mathematical model is implemented via Matlab. 
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1 ¨±h5 

aŀǘŜƳŀǘƛŎƪŞ ƳƻŘŜƭƻǾłƴƝ ǎŜ ǇƻǳȌƝǾŀƭƻ ƧƛȌ ŘǌƝǾŜ Ǿ ǘŜŎƘƴƛŎƪȇŎƘ ƻŘǾŠǘǾƝŎƘ ƪ ǊǻȊƴȇƳ ƴłǾǊƘǻƳ 

ǎǘǊƻƧǻ ŀ ȊŀǌƝȊŜƴƝ ǇǌŜŘ ƧŜƧƛŎƘ ǾƭŀǎǘƴƝ ǊŜŀƭƛȊŀŎƝΦ ± ǎƻǳőŀǎƴŞ ŘƻōŠ ǎŜ ǎǘłǾł ǎƻǳőłǎǘƝ ƛ ŘŀƭǑƝŎƘ 

ŘƛǎŎƛǇƭƝƴ ǾőŜǘƴŠ ōƛƻƭƻƎƛŜΦ ± ǘŞǘƻ ƻōƭŀǎǘƛ ǎŜ poǳȌƝǾŀƧƝ ƳŀǘŜƳŀǘƛŎƪŞ ƳŜǘƻŘȅ ƪ ǇƻǇƛǎǳ ǊǻȊƴȇŎƘ 

ǇƻŎƘƻŘǻ ǳ ȌƛǾȇŎƘ ƻǊƎŀƴƛǎƳǻΣ ƴŀǇǌΦ ǳ ŘŠƭŜƴƝ ōǳƴŠƪ [1]Φ ¢ŀƪŞ Ǿ ƳŜŘƛŎƝƴŠ ƴŀǑƭƻ ƳŀǘŜƳŀǘƛŎƪŞ 

ƳƻŘŜƭƻǾłƴƝ ǎǾŞ ǳǇƭŀǘƴŠƴƝΦ .ȅƭȅ ǾȅǘǾƻǌŜƴȅ ƳƻŘŜƭȅ ƳƴƻƘŀ ŦȅȊƛƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ŀ ǇŀǘƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ 

ǇǊƻŎŜǎǻ ƴŀǇǌΦ ǇǊƻ ŘȅƴŀƳƛŎƪȇ ƳƻŘŜƭ Ǌǻǎǘǳ ƴłŘƻǊǳ ŀ ƧŜƘƻ ƳŜǘŀǎǘłȊ ώ2]. ±ȅǘǾƻǌŜƴƝ ǎǇǊłǾƴŞƘƻ 

ƳƻŘŜƭǳ ƳǻȌŜ ǇƻƳƻŎƛ ƪ ǇǌŜǎƴŠƧǑƝ ǇǌŜŘǇƻǾŠŘƛ ŎƘƻǾłƴƝ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞƘƻ ƻǊƎŀƴƛǎƳǳ őƛ ǾȇǾƻƧŜ 

nemoci. 

/ƝƭŜƳ ǘŞǘƻ ǇǊłŎŜ ƧŜ ȊƝǎƪŀǘ, za pomoci ōƛƻƭƻƎƛŎƪȇŎƘ ŀ ǘŜŎƘƴƛŎƪȇŎƘ ǾŠŘƴƝŎƘ ƻōƻǊǻ, algoritmus, 

k ǳǊőŜƴƝ ƪƛƴŜǘƛƪȅ ŀ ƳƴƻȌǎǘǾƝ MinD ǇǊƻǘŜƛƴǻ Ǿ bakterii E. coli  ǎ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ƴŜƛƴǾŀȊƛǾƴƝŎƘ ƳŜǘƻŘΦ 

 

2 {h¦2!{bº STAV y9~9b; PROBLEMATIKY 

2.1 POPIS BAKTERIE ESHERICHIA COLI 
Escherichia coli (Obr.1) je ǘȅőƛƴƪƻǾƛǘł ōŀƪǘŜǊƛŜ όǇǊƻƪŀǊȅƻǘƛŎƪȇ ƻǊƎŀƴƛǎƳǳǎύ, ǇŀǘǌƝŎƝ ƪŜ ǎǘǌŜǾƴƝ 

ƳƛƪǊƻŦƭƽǌŜ ƭƛŘƝ ŀ ƧƛƴȇŎƘ ǘŜǇƭƻƪǊŜǾƴȇŎƘ ȌƛǾƻőƛŎƘǻ, ŎƻȌ ƴŀǇƻǾƝŘł ƛ ƴłȊŜǾ őŜƭŜŘƛΣ Řƻ ƪǘŜǊŞ ǎǇŀŘł - 

9ƴǘŜǊƻōŀŎǘŜǊƛŀŎŜŀŜ όǌŜŎƪȅ ŜƴǘŜǊƻƴ Ґ ǎǘǌŜǾƻύΦ 5ƻǎŀƘǳƧŜ ŘŞƭƪȅ н-о˃Ƴ ŀ ǑƝǌƪȅ лΣс˃ƳΦ aƴƻȌƝ ǎŜ 

ōƛƴłǊƴŠ ǘȊǾΦ ǇǌŜƘǊłŘŜőƴȇƳ ŘŠƭŜƴƝƳ [3]Φ .ŀƪǘŜǊƛŜ ƧŜ ǎŎƘƻǇƴŀ ŜȄƛǎǘƻǾŀǘ Ȋŀ ŀƴŀŜǊƻōƴƝŎƘ όōŜȊ 

ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘƛ ǾȊŘǳǑƴŞƘƻ ƪȅǎƭƝƪǳύ ƛ ŀŜǊƻōƴƝŎƘ όȊŀ ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘƛ ǾȊŘǳǑƴŞƘƻ ƪȅǎƭƝƪǳύ ǇƻŘƳƝƴŜƪΦ tǌƛ 

ƻǇǘƛƳłƭƴƝŎƘ ǇƻŘƳƝƴƪłŎƘ ǎŜ ōŀƪǘŜǊƛŜ E. coli  ǊƻȊŘŠƭƝ Řƻ нл ƳƛƴǳǘΦ ±ȅǘǾłǌƝ ǾƛǘŀƳƝƴ Y ŀ ȊŀōǊŀƶǳƧŜ 

v ǊƻȊǑƝǌŜƴƝ ǇŀǘƻƎŜƴƴƝŎƘ ōŀƪǘŜǊƛƝ ǾŜ ǎǘǌŜǾŠ [4].  

{ƪƭłŘł ǎŜ Ȋ ǘǳƘŞƘƻ ƻŎƘǊŀƴƴŞƘƻ ǇƭłǑǘŠ ȊǾŀƴŞƘƻ ōǳƴŠőƴł ǎǘŠƴŀΣ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŀǘƛŎƪŞ ƳŜƳōǊłƴȅ 

όȊŀƧƛǑǙǳƧŜ ǎȅƴǘŞȊǳ !¢t - ȊŘǊƻƧ ŜƴŜǊƎƛŜ ŀ ŘȇŎƘŀŎƝ ǌŜǘŠȊŜŎύΣ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳȅΣ ǊƛōƻȊƻƳǻ όŀǎƛ пл҈ 

ƘƳƻǘƴƻǎǘƛ ŎŜƭŞ ōŀƪǘŜǊƛŜΣ ǎƭƻǳȌƝ ƪ ǎȅƴǘŞȊŜ ōƝƭƪƻǾƛƴ), plazƳƛŘǳ όƪǊǳƘƻǾł 5b! ς obsahuje 1-5% 

ƳƴƻȌǎǘǾƝ 5b! ǾŜ ǎǊƻǾƴłƴƝ ǎ ōŀƪǘŜǊƛłƭƴƝƳ ŎƘǊƻƳƻǎƻƳŜƳΣ ƪƽŘǳƧŜ ŘƻǇƭƶǳƧƝŎƝ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘƛΣ ƴŀǇǌΦ 

resistenci na antibiotikum), chromosomu (DNA) [4]Φ bŀ ǇƻǾǊŎƘǳ Ƴł ōƛőƝƪȅΣ ǇƻƳƻŎƝ ƪǘŜǊȇŎƘ ǎŜ 

ǇƻƘȅōǳƧŜ ƛ ǘȊǾΦ ŦƛƳōǊƛŜ όŘł ǎŜ ǇǌƛǊƻǾƴŀǘ ǇƻŘƻōƻǳ ƪŜ ŎƘƭƻǳǇƪǻƳύ ŀ ǘƻ ŘǾŀ ǘȅǇȅΦ tǊǾƴƝ ƧƝ ǇƻƳłƘł 

ǇǌƛŎƘȅǘƛǘ ǎŜ ƴŀ ŜǇƛǘŜƭ ǎǘǌŜǾ ƘƻǎǘƛǘŜƭŜΣ ŘǊǳƘȇ ǘȅǇ ƧŜ ǳǊőŜƴ ƪŜ ƪƻƴƧǳƎŀŎƛ όǾȇƳŠƴŀ ƎŜƴŜǘƛŎƪŞ 

ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ǇƻƳƻŎƝ ŦƛƳōǊƛŜ ǾŜ ǘǾŀǊǳ ǘǊǳōƛőƪȅ ȊŀƪƻƴőŜƴŞ ƘłőƪŜƳ ŀ ǇǌŜƴƻǎǳ Ǉƭŀzmidu), je 

ƻȊƴŀőƻǾłƴ ǎƭƻǾŜƳ αǇƛƭǳǎά [4]. 

 



2 
 

 
Obr. 1   
Fotografie bakterie E. coli  ǇƻƳƻŎƝ ǘǊŀƴǎƳƛǎƴƝ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛŜ.  
(Dennis Kunkel Microscopy, Inc. ) 

 

CłȊŜ Ǌǻǎǘǳ E. coli  

tǌƛ ǎǘŀǘƛŎƪŞ ƪǳƭǘƛǾŀŎƛ ōŀƪǘŜǊƛƝ όōŀƪǘŜǊƛŜ Ƨǎƻǳ Řłƴȅ Řƻ ȌƛǾƴŞƘƻ ƳŞŘƛŀ ŀ Řƻ ƻƳŜȊŜƴŞƘƻ ǇǊƻǎǘƻǊǳύΣ 

ǎŜ ŦłȊŜ Ǌǻǎǘǳ ŘŠƭƝ ƴŀΥ ƪƭƛŘƻǾƻǳ όƭŀƎ ŦłȊŜ ς ŀƪƭƛƳŀǘƛȊƻǾłƴƝ ōŀƪǘŜǊƛƝ ƴŀ ƴƻǾŞ ǇǊƻǎǘǌŜŘƝύΣ 

ŜȄǇƻƴŜƴŎƛłƭƴƝ όƭƻƎ ŦłȊŜ ς ƴŜƧǊȅŎƘƭŜƧǑƝ ŦłȊŜ ǊǻǎǘǳύΣ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ όŀƪǳƳǳƭŀŎŜ ƻŘǇŀŘƴƝŎƘ ǇǊƻŘǳƪǘǻ 

ŀ ǾȅőŜǊǇłƴƝ ȌƛǾƴŞƘƻ ƳŞŘƛŀύΣ ŦłȊŜ ƻŘǳƳƝǊłƴƝ όǇƻǎǘǳǇƴŠ ōǳƶƪȅ ǳƳƝǊŀƧƝ ŘƝƪȅ ƴŜŘƻǎǘŀǘƪǳ ȌƛǾƛƴΣ 

ǇǌƝǇŀŘƴŠ ǇǊƻōƝƘł ǎǇƻǊǳƭŀŎŜ ς ǇǌŜŎƘƻŘ Řƻ ƪƭƛŘƻǾŞƘƻ ǎǘłŘƛŀ Ǉǌƛ ƴŜǇǌƝȊƴƛǾȇŎƘ ǇƻŘƳƝƴƪłŎƘ ǇǊƻ 

ȌƛǾƻǘύ [4]. 

 

2.2 POPIS FUNKCE SKUPINY MLb twh¢9Lb® 
Wŀƪ ƧǎŜƳ ƧƛȌ ȊƳƝƴƛƭ ǾȇǑŜ Ǿ ƻŘŘƝƭǳ ǾȇǑŜ, bakterie E. coli  ǎŜ ƳƴƻȌƝ ǇǌŜƘǊłŘŜőƴȇƳ ŘŠƭŜƴƝƳΦ Toto 

ŘŠƭŜƴƝ ǇǊƻōƝƘł ǘŀƪΣ ȌŜ ǎŜ ōŀƪterie nejprve ǇǊƻŘƭƻǳȌƝ ƴŀ ŘǾƻƧƴłǎƻōƴƻǳ ŘŞƭƪǳΣ replikuje svoji 

5b!Σ Ǉŀƪ ǎŜ ȊŀőƴŜ ǳǇǊƻǎǘǌŜŘ ōŀƪǘŜǊƛŜ ǾȅǘǾłǌŜǘ ǎŜǇǘǳƳ όȊŀŎŜƭǳƧƝŎƝ ǎŜ ƳŜƳōǊłƴƻǾȇ ǇǊǎǘŜƴŜŎ 

ǇƻǎǘǳǇƴŠ ƻŘŘŠƭǳƧƝŎƝ ƻōŠ ǇƻƭƻǾƛƴȅύΣ ƪǘŜǊŞ ǎŜ Ǉƻ őŀǎŜ ǎǇƻƧƝ ŀ ōǳƶƪa se ǊƻȊŘŠƭƝ ƴŀ ŘǾŠ ŘŎŜǌƛƴŞΦ 

O mechanismus Ǿƻƭōȅ ǳƳƝǎǘŠƴƝ ŀ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ŘŠƭƝŎƝho septa ǎŜ ǎǘŀǊł ǇǊłǾŠ ǎƪǳǇƛƴŀ aƛƴ ǇǊƻǘŜƛƴǻ 

[5]. 

 

5ƻ ǎƪǳǇƛƴȅ aƛƴ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ǎǇŀŘŀƧƝ ǘǌƛΥ aƛƴ/Σ aƛƴ5 ŀ aƛƴ9Φ {ȅǎǘŞƳ ǇǊƻǘŜƛƴǻ aƛƴ ȊŀōǊŀƶǳƧŜ 

ǇƻƭȅƳŜǊƛȊŀŎƛ ŘŠƭƝŎƝƘƻ ǎŜǇǘŀ ƧƛƴŘŜΣ ƴŜȌ Ǿ ǇƻƭƻǾƛƴŠ ōŀƪǘŜǊƛŜΦ 5ŠƭƝŎƝ ǎŜǇǘǳƳ ƧŜ ǘǾƻǌŜƴƻ Ȋ proteinu 

FtsZ (Filamenting Temerature-{ŜƴǎƛǘƛǾŜ Ƴǳǘŀƴǘ ½ύ ŀ ƧŜ ƻȊƴŀőƻǾłƴƻ ǎƭƻǾŜƳ ½-ring (Obr. 2ύΦ tǌƛ 

ŘŠƭŜƴƝ ǎŜ ǇƻǎǘǳǇƴŠ ȊǳȌǳƧŜ αƘǊŘƭƻά ½-rƛƴƎǳ όƪƻƴǘǊŀƪŎŜύΣ Ƨŀƪƻ ŘǻǎƭŜŘŜƪ ǾȊłƧŜƳƴŞƘƻ 

ǇǊƻƭƝƴłƴƝκȊŀǎƻǳǾłƴƝ ǾƭłƪŜƴ ǇǊƻǘŜƛƴǳ Cǘǎ½ ƳŜȊƛ ǎŜōŜ Řƻ ǘŞ ƳƝǊȅΣ ŀȌ ǎŜ ƘǊŘƭƻ ȊŎŜƭŀ ǳȊŀǾǌŜ ŀ ōǳƶƪŀ 

ǎŜ ǊƻȊŘŠƭƝΦ Vznik Z-ǊƛƴƎǳ ǾǑŀƪ ƛƴƛŎƛŀƭƛȊǳƧŜ ŀȌ ǳǊőƛǘȇ ǎƛƎƴłƭΣ ƪǘŜǊȇ ȊƴŀőƝΣ ȌŜ ƧŜ ōǳƶƪŀ ǇǌƛǇǊŀǾŜƴŀ ǎŜ 

ŘŠƭƛǘΦ 
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Obr. 2   
±ƭłƪƴŀ ǇǊƻǘŜƛƴǳ Cǘǎ½Σ ǇƻŘŞƭ ǇƭŀǎƳŀǘƛŎƪŞ ƳŜƳōǊłƴȅ ōŀƪǘŜǊƛŜΣ ǘǾƻǌƝŎƝ ½-ring. 
(http://en.wikipedia.org) 

 

 

V tomto ƳŜŎƘŀƴƛǎƳǳ ƘǊŀƧŜ ƪŀȌŘȇ Ȋ ǇǊƻǘŜƛƴǻ aƛƴ ǎǾƻƧƛ ǵƭƻƘǳ όhōǊΦ3). 

MinD, pokud je spojen s !¢tΣ ǎŜ ǾłȌŜ ƴŀ ǇƭŀǎƳŀǘƛŎƪƻǳ ƳŜƳōǊłƴǳ ŀ ǾȅǘǾłǌƝ ǎƘƭǳƪȅ aƛƴ5Σ 

ǎǘǌƝŘŀǾŠ ƴŀ ƻōƻǳ ǇƽƭŜŎƘ ōŀƪǘŜǊƛŜΦ bŀǾłȊŀƴŞ aƛƴ5-ATP (Obr.4ύ ƴŀ ƳŜƳōǊłƴǳ ŀƪǘƛǾǳƧŜ ǇǊƻǘŜƛƴȅ 

MinCΣ ƪǘŜǊŞ ǎŜ ǎ aƛƴ5 ǎǇƻƧƝ ŀ Ȋŀőƴƻǳ Ǉǻǎƻōƛǘ Ƨŀƪƻ ƛƴƘƛōƛǘƻǊȅΣ ȊŀōǊŀƶǳƧƝŎƝ ǇƻƭȅƳŜǊƛȊŀŎƛ Cǘǎ½Φ  

2ƝƳȌ ȊŀōǊŀƶǳƧƝ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ½-ǊƛƴƎǳ ƴŀ ǇƽƭŜŎƘ ōǳƶƪȅΦ 

MinE ȊŀōǊŀƶǳƧŜ ŦƻǊƳƻǾłƴƝ ƪƻƳǇƭŜȄǻ aƛƴ5-aƛƴ/ ōƭƝȊƪƻ ǎǘǌŜŘǳ ōǳƶƪȅ ǘƝƳΣ ȌŜ ǾȅǘǾłǌƝ ǇǊǎǘŜƴŎŜ 

v ƻōƭŀǎǘƛ ǇǻǎƻōŜƴƝ aƛƴ5-aƛƴ/ ƪƻƳǇƭŜȄǻ όōƭƝȌŜ ǎǘǌŜŘǳ ōǳƶƪȅύΣ ƪŀǘŀƭȅȊǳƧŜ ǳǾƻƭƴŠƴƝ aƛƴ5 

z ƳŜƳōǊłƴȅ ŀƪǘƛǾŀŎƝ aƛƴ5-!¢tłȊȅΣ ƪǘŜǊł ƘȅŘǊƻƭȅȊǳƧŜ !¢t ǇǌƛǇƻƧŜƴŞ ƪ MinD na ADP a MinD, 

ǎŜ ƻŘ ƳŜƳōǊłƴȅ ƻŘǇƻƧƝ όǇƻƪǳŘ ōȅ ǎŜ ǾȅőŜǊǇŀƭ aƛƴ9Σ aƛƴ5 ōȅ ǎŜ ƘƻƳƻƎŜƴƴŠ ǊƻȊǇǊƻǎǘǌŜƭ Ǉƻ 

ŎŜƭŞ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŀǘƛŎƪŞ ƳŜƳōǊłƴŠ [5]ύΦ ¢ƝƳ ȊŀƴƛƪƴŜ ƛ ƪƻƳǇƭŜȄ aƛƴ5-MinC a protein MinD-ADP 

ƳǳǎƝ ȊƴƻǾŀ ǇǊƻƧƝǘ ŦƻǎŦƻǊȅƭŀŎƝΣ ŀōȅ Ȋ !5t ǾȊƴƛƪƭƻ !¢t ŀ ƳƻƘƭ ǎŜ ǘŀƪ ƴŀǾłȊŀǘ ȊǇŠǘ ƴŀ ƳŜƳōǊłƴǳ 

[4]. 

¢ŠƳƛǘƻ ǾȊłƧŜƳƴȇƳƛ ƛƴǘŜǊŀƪŎŜƳƛ ǎȅǎǘŞƳǳ ǇǊƻǘŜƛƴǻ aƛƴ ǾȊƴƛƪł ƻǎŎƛƭŀŎŜ aƛƴ5 ǇǊƻǘŜƛƴǻ 

z ƧŜŘƴƻƘƻ Ǉƽƭǳ ƴŀ ŘǊǳƘȇ ŀ ǘƝƳ ȊŀōǊŀƶǳƧƝ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ½-ǊƛƴƎǳ ƧƛƴŘŜΣ ƴŜȌ Ǿ ǇƻƭƻǾƛƴŠ ōǳƶƪȅΦ Wŀƪ ǎŜ 

ȊŀőƝƴł ƘǊŘƭƻ ½-ǊƛƴƎǳ ǳȊŀǾƝǊŀǘΣ ƻǎŎƛƭŀŎŜ Ǿ ƻōƻǳ ǇƻƭƻǾƛƴłŎƘ ōŀƪǘŜǊƛŜ ǎŜ Ȋŀőƴƻǳ ǇƻƳŀƭǳ ƻŘŘŠƭƻǾŀǘ 

a v ǇƻƳŠǊǳ ƪ velikosti polovin i zrychlovat. Perioda oscilace ǇǌŜŘ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝƳ ½-ringu se 

ǇƻƘȅōǳƧŜ ƻŘ пл Řƻ мнлǎ ǇƻŘƭŜ ǾŜƭƛƪƻǎǘƛ ōǳƶƪȅΣ ǇƻƳŠǊŜŎƘ aƛƴ5 ƪ aƛƴ9 a ƻƪƻƭƴƝ teplotŠ ώ5, 6, 

7]. ½ŀƧƝƳŀǾƻǎǘƝ ƧŜΣ ȌŜ ǎŜ ǘŜƴǘƻ ƳŜŎƘŀƴƛǎƳǳǎ ƴŜǾȅǎƪȅǘǳƧŜ ǳ ǾǑŜŎƘ ōŀƪǘŜǊƛƝΣ ƴŀǇǌΦ ǳ Bacillus 

subtilis ƧŜ ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎŜ ƪƻƳǇƭŜȄǻ aƛƴ5-aƛƴ/ ǎǘŀǘƛŎƪł ƴŀ ǇƽƭŜŎƘ ōǳƶƪȅ [4]. 5ŠƭŜƴƝ ƧŜ 

ƛƴƛŎƛŀƭƛȊƻǾłƴƻ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝƳ ½-ringu. 
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Obr. 3   
Cyklus ǎȅǎǘŞƳǳ aƛƴ ǇǊƻǘŜƛƴǻ Ǉǌƛ ǳǊőƻǾłƴƝ ǳƳƝǎǘŠƴƝ ½-ringu. (http://en.wikipedia.org) 

 

 

 
Obr. 4   
Cyklus vazby aƛƴ5 ŀ aƛƴ9 ǇǊƻǘŜƛƴǻ ƴŀ ŎȅǘƻǇƭŀǎƳŀǘƛŎƪƻǳ ƳŜƳōǊłƴǳ ŀ ƴłǎƭŜŘƴŞ ƻŘǇƻƧŜƴƝ aƛƴ5 ƻŘ 
ƳŜƳōǊłƴȅΦ [10] 
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2.3 F[¦hw9{/9b2bN aLYwh{YOPIE 

2.3.1 F̧ ½LY#[bN twLb/Lt C[¦ORESCENCE 

Fluorescence je druh luminiǎŎŜƴŎŜΣ ƪǘŜǊł ƧŜ ŘŜŦƛƴƻǾłƴŀ Ƨŀƪƻ ŜƳƛǎŜ ǎǾŠǘƭŀ ǇƻŎƘłȊŜƧƝŎƝƘƻ Ȋ ƭłǘƪȅΣ 

jehƻȌ ǾȊƴƛƪ ƴŜǎƻǳǾƛǎƝ ǎ ƧŜƘƻ ǘŜǇƭƻǘƻǳΣ ǘŀƪŞ ǎŜ ƻȊƴŀőǳƧŜ Ƨŀƪƻ ȊłǌŜƴƝ ǎǘǳŘŜƴŞƘƻ ǘŠƭŜǎŀ [8]. 

tǌƝőƛƴƻǳ ƭǳƳƛƴƛǎŎŜƴŎŜ ƳǻȌŜ ōȇǘ ŎƘŜƳƛŎƪł ǊŜŀƪŎŜΣ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪł ŜƴŜǊƎƛŜΣ ǎǳōŀǘƻƳłǊƴƝ ǇǌŜǎǳƴȅΣ 

ƳŜŎƘŀƴƛŎƪȇ ǎǘǊŜǎ Ǿ ƪǊȅǎǘŀƭǳ ŀ ŘŀƭǑƝ [8].  

tǌƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ excitaci ŜƭŜƪǘǊƻƴǳ ǾȅǾƻƭŀƴŞ ǇǌƛƧŜǘƝƳ Ŧƻǘƻƴǳ ŜƭŜƪǘǊƻƳŀƎƴŜǘƛŎƪŞƘƻ 

ȊłǌŜƴƝ ƻ ƪǊŀǘǑƝ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ όǾȅǑǑƝ ŦǊŜƪǾŜƴŎŜΣ ŜƴŜǊgƛƛύ ƴŀ ǾȅǑǑƝ ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪƻǳ ƘƭŀŘƛƴǳΣ ƪŘŜ ǎŜǘǊǾł 

ƪǊłǘƪƻǳ Řƻōǳ ŀ ǇǌŜǎǳƴŜ ǎŜ ȊǇŠǘ Řƻ ǊƻǾƴƻǾłȌƴŞ ǇƻƭƻƘȅ Ǉǌƛ ǾȅȊłǌŜƴƝ Ŧƻǘƻƴǳ ƻ ǾŠǘǑƝ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ 

όƴƛȌǑƝ ŦǊŜƪǾŜƴŎƛΣ ŜƴŜǊƎƛƛύΦ ¢Ŝƴǘƻ ŘŠƧ ǇƻǇƛǎǳƧŜ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝ WŀōƭƻƴǎƪŞƘƻ ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪȇ ŘƛŀƎǊŀƳ. 

 

 
Obr. 5  WŀōƭƻƴǎƪŞƘƻ ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪȇ ŘƛŀƎǊŀƳΦ όƘǘǘǇΥκκǿǿǿΦǳƴƛ-leipzig.de) 

 

Na Obr. 5 ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴ ǊƻȊŘƝƭ ƳŜȊƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƝ ŀ ŦƻǎŦƻǊŜǎŎŜƴŎƝΦ IƭŀǾƴƝ ǊƻȊŘƝƭ ƳŜȊƛ ǘŠƳƛǘƻ ƧŜǾȅ 

je v ǘȊǾΦ ŘŞƭŎŜ ȊƘłǑŜƴƝ όőŀǎ ƳŜȊƛ ŜȄŎƛǘŀŎƝ ŀ ŜƳƛǎƝύΦ ¦  fluorescence  je tato   hodnota  ǇǊǻƳŠǊƴŠ  

10-8 s, ƪŘŜȌǘƻ ǳ ŦƻǎŦƻǊŜǎŎŜƴŎŜ ƧŜ ǌłŘƻǾŠ ŘŜƭǑƝ [8]. 

 

tƻŘǊƻōƴŠƧƛ ǇƻǇƛǎǳƧŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǇǌŜŎƘƻŘȅ Frank-/ƻƴŘƻƴǻǾ ǇǊƛƴŎƛǇ. 

tƻ ŀōǎƻǊǇŎƛ Ŧƻǘƻƴǳ ŜƭŜƪǘǊƻƴŜƳΣ ǌłŘƻǾŠ мл-15s se molekula ocitne v ƴŜǎǘŀōƛƭƴƝƳ ǎǘŀǾǳ ŀ ȊŀőƴŜ 

ǾƛōǊƻǾŀǘΣ ŀōȅ ǎŜ ȊōŀǾƛƭŀ αǇǌŜōȅǘŜőƴŞά ŜƴŜǊƎƛŜΦ tǌŜǎǳƴȅ ŜƭŜƪǘǊƻƴǻ Ƨǎƻǳ ǇƻǇƛǎƻǾłƴȅ Ƨŀƪƻ 

ǾƛōǊŀőƴƝ ǇǌŜŎƘƻŘȅ Ǿ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾȇŎƘ ŀ ǾƛōǊŀőƴƝŎƘ ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪȇŎƘ ƘƭŀŘƛƴłŎƘ ƳƻƭŜƪǳƭȅ Ǿ ŘǻǎƭŜŘƪǳ 

ŀōǎƻǊǇŎŜ ƴŜōƻ ŜƳƛǎŜ Ŧƻǘƻƴǳ ƻ ƻŘǇƻǾƝŘŀƧƝŎƝ ŜƴŜǊƎƛƛΦ ¢Ŝƴǘƻ ǇǊƛƴŎƛǇ ǎǘŀƴƻǾƝΣ ȌŜ ōŠƘŜƳ 

ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾŞƘƻ ǇǌŜŎƘƻŘǳΣ ȊƳŠƴŀ Ȋ ƧŜŘƴŞ ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪŞ ǾƛōǊŀőƴƝ ƘƭŀŘƛƴȅ ƴŀ Ƨƛƴƻǳ ƴŀǎǘŀƴŜ ǎ ǾŠǘǑƝ 

ǇǊŀǾŘŠǇƻŘƻōƴƻǎǘƝκǑŀƴŎƝΣ ǇƻƪǳŘ ǎŜ ǾȇȊƴŀƳƴŠ ǇǌŜƪǊȇǾŀƧƝ ŘǾŠ ǾƛōǊŀőƴƝ ǾƭƴƻǾŞ ŦǳƴƪŎŜ (Obr. 6). 
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Obr. 6  9ƴŜǊƎŜǘƛŎƪȇ ŘƛŀƎǊŀƳ ǾȅǎǾŠǘƭǳƧƝŎƝ Frank-/ƻƴŘƻƴǻǾ ǇǊƛƴŎƛǇ. V diagramu ƧŜ ȊŜƭŜƴŠ ǾȅȊƴŀőŜƴŀ  
ǇǊŜŦŜǊƻǾŀƴȇ ǎƪƻƪ Ȋ ƘƭŀŘƛƴȅ ǾΩΩҐн ƴŀ ƘƭŀŘƛƴǳ ǾΩҐл Ǿ ŘǻǎƭŜŘƪǳ ǎǘŜƧƴŞ ŦłȊŜ vlny. 
(http://en.wikipedia.org) 

 

wƻȊŘƝƭ ƳŜȊƛ ŀōǎƻǊǇőƴƝƳ ŀ ŜƳƛǎƴƝƳ ǎǇŜƪǘǊŜƳ Ǉǌƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ ǇƻǇƛǎǳƧŜ {ǘƻƪŜǎǻǾ ǇƻǎǳǾ, ƪǘŜǊȇ 

popisujeΣ ȌŜ ǾƭƴƻǾł ŘŞƭƪŀ ŜƳƛǘƻǾŀƴŞƘƻ ǎǾŠǘƭŀ ƧŜ ǾŠǘǑƝ ƴŜōƻ ǊƻǾƴŀ ǾƭƴƻǾŞ ŘŞƭŎŜ ŜȄŎƛǘŀőƴƝƘƻ 

ǎǾŠǘƭŀΦ ¢Ŝƴǘƻ ǵōȅǘŜƪ ŜƴŜǊƎƛŜ ƧŜ Řłƴ ǾƴƛǘǌƴƝƳƛ Ǉǌechody z ǾȅǑǑƝŎƘ ŜȄŎƛǘƻǾŀƴȇŎƘ ǎǘŀǾǻ Řƻ 

ƳŜǘŀǎǘŀōƛƭƴƝƘƻ ƴŜƧƴƛȌǑƝƘƻ ŜȄŎƛǘƻǾŀƴŞƘƻ ǎǘŀǾǳΣ ǇǌŜŘ ǇǌŜŎƘƻŘŜƳ ƴŀ ǇǻǾƻŘƴƝ ǎǘŀōƛƭƴƝ 

ŜƴŜǊƎŜǘƛŎƪƻǳ ƘƭŀŘƛƴǳ ŀ ŜƳƛǎƝ [9]. 

bŀ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝƳ (Obr. 7) ƧŜ ȊƴłȊƻǊƴŠƴ {ǘƻƪŜǎǻǾ ǇƻǎǳǾΣ ǾőŜǘƴŠ ȊǊŎŀŘƭƻǾŞ ǇƻŘƻōƴƻǎǘƛ ƳŜȊƛ 

ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ǎǇŜƪǘǊłƭƴƝƳƛ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŀƳƛΦ  

 

 
Obr. 7  {ǘƻƪŜǎǻǾ ǇƻǎǳǾΦ όƘǘǘǇΥκκŜƴΦǿƛƪƛǇŜŘƛŀΦƻǊƎύ 
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2.3.2 F[¦hwhChw¸ th¦¿N±!b9 V MIKROSKOPII 

[łǘƪȅΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǎŎƘƻǇƴȅ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎŜ, ǎŜ ƴŀȊȇǾŀƧƝ fluorofory. 

5ŠƭƝƳŜ ƧŜ ƴŀ ǇǊƛƳłǊƴƝ όŀǳǘƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎŜύ ŀ ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝ όŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ōŀǊǾŜƴƝύΦ 

 

2.3.2.1 Autofluorescence 

Auto ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ ǾȅƪŀȊǳƧƝ ƭłǘƪȅ ǇǌƛǊƻȊŜƴŠ ōŜȊ ƴǳǘƴƻǎǘƛ ōŀǊǾŜƴƝΦ bŠƪƻƭƛƪ ƴŜƧőŀǎǘŠƧǑƝŎƘ ƳƻƭŜƪǳƭ 

s ŀǳǘƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƝ ǳǾłŘƝƳ Ǿ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝ ǘŀōǳƭŎŜ ό¢ŀōΦ 1). 

 

Molekula   
Excitace 

[nm] 
  

Fluorescence 
[nm] 

  Organismus 

dityrosine   325   400   ȌƛǾƻőƛŎƘƻǾŞ 

fenylalanin   260   282   ǾǑƛŎƘƴƛ 

chlorofyl   465, 665   673, 726   rostliny 

kolagen   270-370   305-450   ȌƛǾƻőƛŎƘƻǾŞ 

lipofuscin   410-470   500-695   Eukaryoty 

melanin   340ς400   360ς560   ȌƛǾƻőƛŎƘƻǾŞ 

NAD(P)H   340   450   ǾǑƛŎƘƴƛ 

tryptofan   280   300-350   ǾǑƛŎƘƴƛ 

tyrosin   270   305   ǾǑƛŎƘƴƛ 
 

Tab. 1 bŜƧőŀǎǘŠƧƛ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴŞ ƭłǘƪȅ ǾȅƪŀȊǳƧƝŎƝ ŀǳǘƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛΦ όƘǘǘǇΥκκŜƴΦǿƛƪƛǇŜŘƛŀΦƻǊƎύ 

 

2.3.2.2 CƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ barviva 

tƻǳȌƝǾŀƧƝ ǎŜ ƪŜ ȊǾƛŘƛǘŜƭƴŠƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊΣ ƪǘŜǊŞ ƴŜǾȅƪŀȊǳƧƝ ǇǌƛǊƻȊŜƴƻǳ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ 

όŀǳǘƻŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛύΦ CƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ ǾȅƪŀȊǳƧƝ ȊŜƧƳŞƴŀ ŀǊƻƳŀǘƛŎƪŞ ǎƭƻǳőŜƴƛƴȅ όǇƻƭȅŀǊƻƳŀǘƛŎƪŞ 

ǎƭƻǳőŜƴƛƴȅ ŀ ƘŜǘŜǊƻŎȅƪƭȅύ [9]. 

 

5ŠƭƝ ǎŜ ǇƻŘƭŜ ȊǇǻǎƻōǳ ǾŀȊōȅ ƴŀ ŎƝƭƻǾƻǳ ǎƪǳǇƛƴǳ ƳƻƭŜƪǳƭΥ 

- ǇǌƝƳł όŦƭǳƻǊƻŦƻǊȅ ǎŜ ǇǌƝƳƻ ǾłȌƻǳ ƴŀ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞ ōǳƴŠőƴŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅΣ ƴŀǇǌΦ DAPI, ethidium  

  bromid, Hoechst, propidium jodid), 

- ƴŜǇǌƝƳł, ǎŜƪǳƴŘłǊƴƝ όǾȅǳȌƝǾł ǎŜ ƪƻǾŀƭŜƴǘƴƝ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳΣ ƪǘŜǊł ǎŜ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪȅ ǾłȌŜ ƴŀ 

ŎƝƭƻǾƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ - imunofluorescence) 

 

Podle ȊǇǻǎƻōǳ ȊƴŀőŜƴƝ ǎŜ ŘŠƭƝ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊȅ ƴŀΥ 

- mƻƴƻƪƭƻƴłƭƴƝ Ƨǎƻǳ ǾƝŎŜ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞΣ ƴŀǎŜŘŀƧƝ ǇƻǳȊŜ ƴŀ ǳǊőƛǘȇ ŜǇƛǘƻŦ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ όǾȅǎǾŠǘƭŜƴƻ   

   ƴƝȌŜύΣ 

- ǇƻƭȅƪƭƻƴłƭƴƝ ǳƳƻȌƶǳƧƝ  vazbu s  ǾƝŎŜ ŜǇƛǘƻŦȅΣ ǘŜŘȅ ƳŀƧƝ ǾŠǘǑƝ  ǑŀƴŎƛ ǎŜ ƴŀǾłȊŀǘΣ ŀƭŜ  Ǉŀƪ ƳǻȌŜ  

  ǾȊƴƛƪƴƻǳǘ ƴŜŎƘǘŠƴȇ ŜŦŜƪǘΣ ƪŘȅ ƳƝǎǘƻ ǎƭŜŘƻǾŀƴȇŎƘ ƳƻƭŜƪǳƭ ǎǾƝǘƝ ƛ ǇƻȊŀŘƝΣ ƴŀ ƪǘŜǊŞ ǎŜ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊ  

  ǘŀƪŞ ƴŀǾłȊŀƭΦ 

tǌƝƪƭŀŘȅ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝŎƘ ōŀǊǾƛǾ ό¢ŀōΦ 2)  a autofluorescence (Obr. 8ύ Ƨǎƻǳ ǳǾŜŘŜƴȅ ƴƝȌŜΦ 
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Molekula   
Excitace 

[nm] 
  

Emise 
[nm] 

  ǇƻǳȌƛǘƝ 

!ƪǊƛŘƛƴƻǾł 
ƻǊŀƴȌ    455-600   560-680   5b!όȊŜƭŜƴŠύΣ wb!όǘƳŀǾŠ őŜǊǾŜƴŠύ 

DAPI   358   461   5b! ŀ wb! όƳƻŘǌŜύ 
Ethidium 
bromid   510   595   5b! ŀ wb! όƻǊŀƴȌƻǾŠύ 

Fluorescein   494   521   CL¢/όŦƭǳƻǊŜǎŎŜƛƴ ƛǎƻǘƘƛƻƪȅŀƴłǘύ-imunofluorescence 

GFP   395, 475   509   ǑƛǊƻƪƻǎǇŜƪǘǊłƭƴƝ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ōŀǊǾƛǾƻ 

Propidium Jodid   536   617   DNA όőŜǊǾŜƴŠύ 

Rhodamin B   540   625   ǇǊǻǘƻƪƻǾł ŎȅǘƻƳŜǘǊƛŜΣ 9[L{! ǘŜǎǘȅ 
 

Tab. 2  
±ȅōǊŀƴŞ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ Ȋƴŀőƪȅ. (http://dbc.bio.uci.edu/OBCresources/fluorophores.pdf ) 

 

   

  
Obr. 8   
Autofluorescence chlorofylu όőŜǊǾŜƴŠύ ŘƻǇƭƴŠƴŀ ƻ ȊƴŀőŜƴƻǳ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛ ŀƪǘƛƴƻǾȇŎƘ ǾƭłƪŜƴ 
proteinem GFP ς ȊŜƭŜƴŠ όƘǘǘǇΥκκǿǿǿΦƴƻōƭŜΦƻǊƎύΦ 

 

 

2.3.2.3 tƻŘǊƻōƴȇ ǇƻǇƛǎ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǳ DCt 

CƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴ DCt ƧŜ ǇǌŜǾłȌƴŠ ǇƻǳȌƝǾłƴ ƴŀ ȊłȊƴŀƳ ŜȄǇǊŜǎŜ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞƘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ŀ 

ǘƻ ƴŀǇǌΦ ǘƝƳ ȊǇǻǎƻōŜƳΣ ȌŜ ǎŜ DCt ǇǌƝƳƻ ƛƴǘŜƎǊǳƧŜ Řƻ ƎŜƴŜǘƛŎƪŞ ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ƪƽŘǳƧƝŎƝ ǎƭŜŘƻǾŀƴȇ 

ǇǊƻǘŜƛƴΣ őƝƳȌ ǎŜ ǎ ƪŀȌŘƻǳ ǎȅƴǘŞȊƻǳ όǾȇǊƻōƻǳ) ǘƻƘƻǘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ǾȅǘǾƻǌƝ ƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳŀǊƪŜǊ 

s ƴƝƳ ǎǇƻƧŜƴȇΦ ¢Ŝƴǘƻ ǇǌƝǇŀŘ ƧǎƳŜ ǇƻǳȌƛƭƛ i my Ǉǌƛ ǎƭŜŘƻǾłƴƝ Ƴƛƴ5 ǇǊƻǘŜƛƴǳ Ǿ ōŀƪǘŜǊƛƝŎƘ E. coli , 

kdy byl ǎǇƻƧŜƴȇ ǎ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƳ ƳŀǊƪŜǊŜƳ eDCtΣ ŎƻȌ ƧŜ ǾȅƭŜǇǑŜƴł ŦƻǊƳŀ ǇǌƝǊƻŘƴƝ ŦƻǊƳȅ 

proteinu GFP.  

 

V ǊƻŎŜ нллу Ȋŀ ƻōƧŜǾŜƴƝ ŀ ǾȇǾƻƧ DCt ƻōŘǊȌŜƭƛ hǎŀƳǳ {ƘƛƳƻƳǳǊŀ όƻōƧŜǾ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ǳ ƳŜŘǵȊȅύΣ 

aŀǊǘƛƴ /ƘŀƭŦƛŜ όŘŜǘŜƪŎŜ ƎŜƴǳΣ ƎŜƴƻǾŞ ƳŀƴƛǇǳƭŀŎŜΣ ǾȅǳȌƛǘƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ Ƨŀƪƻ ƳŀǊƪŜǊǳ Ǿ ƎŜƴŜǘƛŎƪȇŎƘ 

ǾȇȊƪǳƳŜŎƘύ ŀ wƻƎŜǊ ̧ Φ ¢ǎƛŜƴ όǾȅƭŜǇǑŜƴƝ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ŀ ǊƻȊǑƝǌŜƴƝ Ǒƪłƭȅ - ŘǊƻōƴȇƳƛ ǵǇǊŀǾŀƳƛ ǾȅǘǾƻǌƛƭ 

ŎŜƭƻǳ ōŀǊŜǾƴƻǳ Ǒƪłƭǳ ȊƴŀőƪƻǾŀŎƝŎƘ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻύ Nobelovu cenu za chemii [10]. 

¢Ŝƴǘƻ ǇǊƻǘŜƛƴ ōȅƭ ƛȊƻƭƻǾłƴ Ȋ ƳŜŘǵȊȅ !ŜǉǳƻǊŜŀ ǾƛŎǘƻǊƛŀ ŀ ǇƻȊŘŠƧƛ ƧŜƘƻ ƳƻŘƛŦƛƪŀŎƝ όƳǳǘŀŎƝύ 

ǾȊƴƛƪƭƻ ƴŠƪƻƭƛƪ ǘȅǇǻ ȊƴŀőŜƴȇŎƘ ǇƻŘƭŜ ŜƳƛǘƻǾŀƴŞ ōŀǊǾȅΥ 
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EGFP (Enchanted Green Fluorescent Protein) objeven v roce 1995 s ǾȇǊŀȊƴŠƧǑƝ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƝ ŀ 

őƛǎǘƻǘƻǳΣ EBFP (Enchanted Blue Fluorescent Protein), ECFP (Enchanted Cyan Fluorescent 

Protein), YFP (Yelow Fluorescent Protein), RFP όwŜŘ CƭǳƻǊŜǎŎŜƴǘ tǊƻǘŜƛƴύ ŀ ŘŀƭǑƝΦ 

5Ɲƪȅ ǘŀƪƻǾŞ ǾŀǊƛŀōƛƭƛǘŠ Ǿ barvłŎƘ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƘƻ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ƭȊŜ ƴŀ ƧŜŘƴƻƳ ǇǊŜǇŀǊłǘǳ ƻȊƴŀőƛǘ 

ǾƝŎŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊ ŀ ȊƻōǊŀȊƛǘ ƧŜ ǎƻǳőŀǎƴŠΦ {ŀƳƻǘƴȇ DCt Ƴł ǎƻǳŘƪƻǾƛǘƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳΣ ǳǾƴƛǘǌ ƪǘŜǊŞ ǎŜ 

ƴŀƭŞȊł ŎƘǊƻƳƻŦƻǊ (Obr. 9). 

 
Obr. 9   
Struktura GFP. (http://en.wikipedia.org) 

 

 

2.3.3 PRINCIP IMUNOFLUORESCENCE 

KaȌŘł ōƛƻƭƻƎƛŎƪł ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ Ƴł ƴŀ ǎǾŞƳ ǇƻǾǊŎƘǳ ǳǊőƛǘŞ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ȊƴŀőŜƴƝ ƴŀȊȇǾŀƴŞ antigeny 

(respektive antigeny se ƴŀȊȇǾŀƧƝ ƭłǘƪȅΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǎŎƘƻǇƴȅ ǾȅǾƻƭŀǘ ƛƳǳƴƛǘƴƝ ǊŜŀƪŎƛύ. 

hǇǊƻǘƛ ǘŠƳǘƻ ŀƴǘƛƎŜƴǻƳ ǎƛ ƻǊƎŀƴƛȊƳǳǎ ǾȅǘǾłǌƝ ƳƻƭŜƪǳƭȅΣ ƪǘŜǊŞ ǎ ŀƴǘƛƎŜƴȅ ǊŜŀƎǳƧƝΣ ȊŀǇŀŘŀƧƝ Řƻ 

ƴƛŎƘ Ƨŀƪƻ ƪƭƝő Řƻ ȊłƳƪǳΣ ǘŠƳǘƻ ǎǘǊǳƪǘǳǊłƳ ǎŜ ǌƝƪł ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ (imunoglobulin, antibody) a jsou 

ƴŜǇƻǎǘǊŀŘŀǘŜƭƴƻǳ ǎƻǳőłǎǘƝ ƛƳǳƴƛǘƴƝƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳ ƻǊƎŀƴƛǎƳǳΦ 

{ǘǊǳƪǘǳǊŀ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ƧŜ ǾȅƻōǊŀȊŜƴŀ ƴŀ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝƳ hōǊΦ рΦ 

 

 
Obr. 10   
{ǘǊǳƪǘǳǊŀ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ. (http://www.biomach.cz) 
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±ŀǊƛŀōƛƭƴƝ őłǎǘ Ƴł ƻƘǊƻƳƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ƳƻȌƴƻǎǘƝ ǘǾŀǊǻ ŀ ǎƭƻǳȌƝ ƪŜ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞƳǳ ƴŀǾłȊłƴƝ ƴŀ 

ǊƻȊƭƛőƴŞ ŀƴǘƛƎŜƴȅΣ ƪƻƴǎǘŀƴǘƴƝ őłǎǘΣ ǘȊǾΦ C/ ŦǊŀƎƳŜƴǘΣ Ƴł ǇƻǳȊŜ ƴŠƪƻƭƛƪ ǇƻŘƻō όLgA, IgG, IgD, 

LƎ9Σ ŀ LƎaύ ŀ ōŠȌƴŠ ǎŜ ǾłȌŜ ƴŀ CC receptory imunitƴƝŎƘ ōǳƴŠƪ [11]. 

tǌƛ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƳ ȊƴŀőŜƴƝ ǎŜ ǾȅǳȌƝǾł ǇǊłǾŠ ǘŞǘƻ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ǾŀȊōȅ ǇǊƻǘƛƭłǘŜƪ ƴŀ ŀƴǘƛƎŜƴȅ 

ŎƝƭƻǾȇŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊΣ ƪŘȅ ǎŜ ƴŀ ƪƻƴǎǘŀƴǘƴƝ őłǎǘ ǘŠȌƪŞƘƻ ǌŜǘŠȊŎŜ ƴŀǾłȌŜ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳŀǊƪŜǊ 

όȊƴŀőƪŀύ ŀ ŎŜƭȇ ǘŜƴǘƻ ƪƻƳǇƭŜȄ ǇǊƻǘƛƭłǘƪŀҌƳŀǊƪŜǊ ǎŜ ƴŀǾłȌŜ na ŎƝƭƻǾȇ ŀƴǘƛƎŜƴ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞ 

struktury. ToƳǳǘƻ ȊƴŀőŜƴƝ ǎŜ ǌƝƪł ǇǌƝƳŞ ȊƴŀőŜƴƝ. 

bŜ ǾȌŘȅ ǾǑŀƪ Řŀƴȇ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳŀǊƪŜǊ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪȅ ƴŀǎŜŘł ƴŀ ŎƝƭƻǾƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ŀ ǇǊƻǘƻΣ ǇƻƪǳŘ 

ŎƘŎŜƳŜ ǘŀƪƻǾƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ƻȊƴŀőƛǘΣ ƳǳǎƝƳŜ ǎƛ ǾȅǘǾƻǌƛǘ ǇǊƻǘƛƭłǘƪǳ ǇǊƻǘƛ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞ ǎǘǊǳƪǘǳǌŜ 

όŀƴǘƛƎŜƴǳύΦ bŀ ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅ ǎŜ ǾȅǳȌƝǾł ǊŜŀƪŎŜ ƛƳǳƴƛǘƴƝƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳ ƧƛƴŞƘƻ 

ȌƛǾƻőƛǑƴŞƘƻ ŘǊǳƘǳ ƴŀ ǎƭŜŘƻǾŀƴȇ ǇǊƻǘŜƛƴΣ ƪŘȅ ƛƳǳƴƛǘƴƝ ǎȅǎǘŞƳ ǇǊƻǘƛ ƴŠƳǳ ǾȅǘǾƻǌƝ ǎǇŜŎƛŦƛŎƪŞ 

ǇǊƻǘƛƭłǘƪȅΣ ƴŀ ƪǘŜǊŞ Ǉŀƪ ǇǌƛŎƘȅǘƝƳŜ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊ ŀ ǎǇƻƭŜőƴŠ ǎ ƴƻǾŠ ǾȅǘǾƻǌŜƴƻǳ ǇǊƻǘƛƭłǘƪƻǳ 

ƴŀǎŜŘƴƻǳ ƴŀ ŎƝƭƻǾƻǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳΣ őƝƳȌ Ƨƛ ȊǾƛŘƛǘŜƭƴƝƳŜΦ ¢ŀƪƻǾŞƳǳ ǇƻǎǘǳǇǳΣ ƪŘȅ ǾȅǳȌƝǾłƳŜ ƧƛȌ ǾƝŎŜ 

ǎǘǳǇƶǻ ƳŜȊƛ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊŜƳ ŀ ŀƴǘƛƎŜƴŜƳ ǌƝƪłƳŜ ƴŜǇǌƝƳŞ ȊƴŀőŜƴƝ. 

 

2.3.4 PHOTOBLEACHING 

tƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎ όǘȊǾΦ ǾȅōŠƭƻǾłƴƝύ ƧŜ ŦƻǘƻŎƘŜƳƛŎƪȇ ǇǊƻŎŜǎΣ Ǉǌƛ ƪǘŜǊŞƳ ǎŜ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊ ƴŜǾǊŀǘƴŠ 

ŘŜƎǊŀŘǳƧŜ Řƻ ǎǘŀǾǳ ǇǊƻǘŜƛƴǳ ƴŜǎŎƘƻǇƴŞƘƻ ǾȅƪŀȊƻǾŀǘ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛΦ wȅŎƘƭƻǎǘ ŦƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎǳ ƧŜ 

ȊłǾƛǎƭȇ ƴŀ ƴŠƪƻƭƛƪŀ ŦŀƪǘƻǊŜŎƘΥ ƴŀ ǘȅǇǳ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǳΣ ƴŀ ƛƴǘŜƴȊƛǘŠ ŜȄŎƛǘŀőƴƝƘƻ ǎǾŠǘƭŀ ŀ ƴŀ ƻƪƻƭƴƝƳ 

ǇǊƻǎǘǌŜŘƝ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǳΦ Y ǇƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎǳ ƳǻȌŜ ǎǘŀőƛǘ ŜƳƛǎŜ ƴŠƪƻƭƛƪŀ Ƴłƭƻ Ŧƻǘƻƴǻ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǳ 

ƴŜōƻ ƳǻȌŜ ƴŀǎǘŀǘ ŀȌ Ǉƻ ƴŠƪƻƭƛƪŀ ƳƛƭƛƽƴŜŎƘ ŎȅƪƭŜŎƘΦ wȅŎƘƭƻǎǘ ǇƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎǳ ƭȊŜ ƻǾƭƛǾƴƛǘ 

ǇǌƛŘłƴƝƳ ǎǇŜŎƛłƭƴƝŎƘ ŀƴǘƛ-ǇƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎ ǊŜŀƎŜƴŎƛƝ Řƻ ƳŞŘƛŀ ƪ fluoroforu [12]. 

tƘƻǘƻōƭŜŀŎƘƛƴƎ ȊǘŠȌǳƧŜ ȊƝǎƪłǾłƴƝ Řŀǘ ƻ ǇƻƘȅōŜŎƘ ǇǊƻǘŜƛƴǻ Ǿ őŀǎƻǎōŠǊƴȇŎƘ ǎǘǳŘƛƝΣ ƪŘȅ Ƨǎƻǳ 

ǎƭŜŘƻǾłƴȅ ǇǊłǾŠ ǇƻƳƻŎƝ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝŎƘ ƳŀǊƪŜǊǻΦ 

! ǇǊłǾŠ ǘŀǘƻ ȊłǾƛǎƭƻǎǘ - ǾȅǘǾƻǌŜƴƝ ƳŀǘŜƳŀǘƛŎƪŞƘƻ ƳƻŘŜƭǳΣ ƧŜ ǘŞƳŀǘŜƳ ǘŞǘƻ ǇǊłŎŜΦ 

 

 

2.4 F[¦hw9{/9b2bN MIKROSKOP 
CƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇ ƧŜ ǇǊŀƪǘƛŎƪȅ ƴłǎǘǊƻƧ ƪŜ ǎƭŜŘƻǾłƴƝ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇƛŎƪȇŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊ 

ǾȅƪŀȊǳƧƝŎƝŎƘ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛΦ WŜŘƴł ǎŜ ƻ ƪƭŀǎƛŎƪȇ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇ ƻōƻƘŀŎŜƴȇ ƻ ƻǇǘƛƪǳ ƴŜȊōȅǘƴƻǳ ǇǊƻ 

ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ǇƻȊƻǊƻǾłƴƝΦ 

{ƻǳőłǎǘƝ ǘŜŘȅ ƳǳǎƝ ōȇǘ ȊŘǊƻƧ ŜȄŎƛǘŀőƴƝƘƻ ƻǎǾŠǘƭŜƴƝ ǎǇƻƭǳ ǎ ŦƛƭǘǊȅ ǾȅƳŜȊǳƧƝŎƝƳƛ ǊƻȊǎŀƘ 

ŜȄŎƛǘŀőƴƝƘƻ ǎǇŜƪǘǊŀ ŀ ŦƛƭǘǊȅ ǇǊƻǇƻǳǑǘŠƧƝŎƝ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞ ŜƳƛǎƴƝ ǎǇŜƪǘǊǳƳ. NŜȊōȅǘƴƻǳ ǎƻǳőłǎǘƝ ǇǊƻ 

ǇǊƻŦŜǎƛƻƴłƭƴƝ ǎƭŜŘƻǾłƴƝ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎŜ ƧŜ ƛ //5 ƪŀƳŜǊŀ (ƴŜƧƭŞǇŜ ŎƘƭŀȊŜƴł Ȋ ŘǻǾƻŘǳ ǎƴƝȌŜƴƝ 

ǑǳƳǳύ. 

tǌƝƳƻ ǎŀŘŀ ŦƛƭǘǊǻ ŜȄŎƛǘŀőƴƝŎƘ ŀ ŜƳƛǎƴƝŎƘΣ ǎǇƻƭǳ s ǇƻƭƻǇǊƻǇǳǎǘƴȇƳ ȊǊŎŀŘƭŜƳ ǎŜ ƴŀȊȇǾł αƪƻǎǘƪŀάΣ 

kteǊł ǎŜ ǇƻŘƭŜ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇŎƘ ŦƭǳƻǊƻŦƻǊǻ ƳŠƴƝ Ƨŀƪƻ ƪƻƳǇŀƪǘƴƝ ǎƻǳőłǎǘΦ 
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CƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇȅ ŘŠƭƝƳŜ ǇƻŘƭŜ ǇƻƭƻƘȅ ƻǎǾŠǘƭŜƴƝ Ǿǻőƛ ǎƭŜŘƻǾŀƴŞƳǳ ǾȊƻǊƪǳ ƴŀ 

ŜǇƛŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ŀ ǘǊŀƴǎƳƛǎƴƝΦ tƻŘƭŜ ǇƻǳȌƛǘŞ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ǎƭŜŘƻǾłƴƝ je ŘŠƭƝƳŜ ƴŀ ƪƭŀǎƛŎƪŞ ŀ 

ƪƻƴŦƻƪłƭƴƝΦ 

 

2.4.1 EPIFLUORE{/9b2bN aLYwh{Yht 

¦ ŜǇƛŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ (Obr. 11) ŘƻǇŀŘł ŜȄŎƛǘŀőƴƝ ǎǾŠǘƭƻ ȊŜ ǎǘŜƧƴŞ ǎǘǊŀƴȅ Ƨŀƪƻ ƧŜ ƛ 

ǎƴƝƳłƴƻ ǎǾŠǘƭƻ ŜƳƛǎƴƝΦ 

 
Obr. 11   
{ŎƘŞƳŀ ŜǇƛŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝƘƻ ƳƛƪǊƻǎƪƻǇǳ. 
1 ς objektiv, 2 ς ǾȇōŠǊƻǾȇ ōŀǊƛŞǊƻǾȇ ŦƛƭǘǊΣ о ς ƛƴǘŜǊƴƝ ōŀǊƛŞǊƻǾȇ ŦƛƭǘǊΣ п ς ŘƛŎƘǊƻƴƛŎƪŞ ȊǊŎŀŘƭƻ όŜȄŎƛǘŀőƴƝΥ 
90% ƻŘǊłȌƝΣ мл҈ ǇǊƻǇƻǳǑǘƝΣ ŜƳƛǎƴƝΥ 10% ƻŘǊłȌƝΣ фл҈ ǇǊƻǇƻǳǑǘƝ ύΣ р ς ƳŜƳōǊłƴŀ ǇƻƭŜΣ с ς ƳŜƳōǊłƴŀ 
clony,  7 ς ŜȄŎƛǘŀőƴƝ ŦƛƭǘǊΣ  у ς ǘŜǇŜƭƴȇ ŦƛƭǘǊΣ ф ς kolektor,  10 ς ǾȅǎƻƪƻǘƭŀƪƻǾł ǊǘǳǙƻǾł ǾȇōƻƧƪŀΣ мм ς 
objektiv, 12 ς vzorek (http://web.natur.cuni.cz) 

 
 

 

 

 

 




















































