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Obrazowanie w czasie rzeczywistym Sciezek infekcji przez
pojedyncze czastki wirusa z rodziny partowirusow*
SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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maty wirus z genomem jednoniciowego DNA, ktéry e g ' \ 3%
zakaza ludzi i niektore inne gatunki naczelnych i <\ T : AN A 3
ktory moze wprowadzi¢ materiat genetyczny w . ' o \a‘ ‘ ) ;
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100% pewnoscia. Obecnie nie wiadomo, czy AAV LI ' | - ; N
jest chorobotwérczy, wiadomo ze powoduje bardzo
tagodna odpowiedz immunologiczna. Wektory do
terapii genowej wykorzystujace AAY mcga
infekowa¢ tylko dzielgce sie komorki i utrzymywac
sie w stanie pozachromosomalnym bez integraciji 2
genomem komaorki gospodarza. Cechy te czynia
AAV bardzo atrakcyjnym kandydatern do tworzenia
wektoréw wirtisowych do terapii genowej oraz do
tworzenia izogenicznych modeli choréb ludzkich.

Vaxzevria (wczesniej szczepionka przeciwko COVID-19
AstraZeneca) to szczepionka przeznaczona do
zapobiegania chorobie koronawirtisowej 2019 (COVID-19) u
os6b w wieku 18 lat'i starszych. Szczepionka AstraZeneca
wykorzystuje wektor szczepionkowy adenowirusa
szympansa.

*dostownie wirus 'stowarzyszony z adenowirusem

Struktura krystaliczna AAV; PNAS August 6, 2002 vol. 99 10405-10410 i obraz
z mikroskopu elektronowego

http://www.genetherapynet.com/viral-vectors/adeno-associated-viruses.html

http://en.wikipedia.org/wiki/Adeno-associated_virus
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AAV znakowano kowalencyjnie barwnikiem Cy5, przy stosunkiut pojedynczego do podwdjnego znakowania
wynoszacym 82:18. Cy5 jest czerwonym barwnikiem fluoresceincyjnym o dtugosci fali wzbudzenia 649 nm i
dtugosci fali emisji 670 nm.

Roztwor wirusa AAV-Cyb o hiskim stezeniu (10~° do 10" mol I't) dodano do pozywki hodowlanej komoérek
HeLa. Zwykle dawato to ocd 10 do 1000 czastek wirusa na komoérke.

Obszar o wymiarach 20 pm na 20 um, zawierajacy pojedyncza komérke, obrazowano za pomoca mikroskopu
epifluorescencyjnego z obiektywein 100x (Plan-Neofluar, NA 1.3, Zeiss) i systemem kamer o wysokiej czutosci
ze sprzezeniem tadunkowym (CCD) (Pentamax, Instrumenty Princeton).

Czasteczki Cy5 mogg przed fotouszkodzeniem przejs¢é srednio 10° fotocykli w buforzel/zelu agarozowym. W
opisanych tutaj eksperymentach intensywnos$¢ wzbudzenia zostata starannie dostosowana, aby uzyskac¢
jasnos$¢ wystarczajgca do wykrywania fluorescencji, ale takze dtugie trajektorie przed fotouszkodzeniem. Przy
skutecznosci detekcji okoto €=1% i intensywnosci fluorescencji na plamke wynoszgacej kilkaset zliczen, mozna
byto uzyska¢ trajektorie od 1 do 10 s.

http://en.wikipedia.org/wiki/Cyanine SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)

http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Product-Technical-Resources/Product-Spectra.cy5igg.html



Trajektorie pojedynczych czgstek AAV-Cy5
wskazujgce zakazne drogi wnikania AAV

do zywej komorki HeLa. Przeanalizowano 1009
trajektorii pojedynczych czastek AAV-Cy5 w 74
komoérkach na réznych etapach infekcji.

Aby zademonstrowac, w jaki sposob okreslono
skladniki komorek, trajektorie sg rzutowane na
obraz przekroju poprzecznego badanej komorki
z kontrastem fazowym, wykonany za pomoca
dostepnej w handlu matrycy CCD
przymocowanej do tubusu lornetki mikroskopu

Slady pokazujace pojedyncze dyfundujace
czasteczki wirusa rejestrowano w réznym
czasie. Opisuja rézne etapy zakazenia AAV,
m.in. dyfuzja w roztworze (1 i 2), kontakt z btong
komorkowa (2), penetracja btony komérkowej
(3), dyfuzja w cytoplazmie (3 i 4), penetracja
otoczki jgdrowej {4) i dyfuzja w nukleoplazma.

Ruch AAV poza komoérka moze

scharakteryzowac jako dyfuzje normalna z a
wspoétczynnik dyfuzii D=7,5 pm?/s

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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membrane

»sWydarzenia dotykajace” btony AAV na
powierzchni zywej komorki HeLa. Powiekszony
szkic traiektorii 2 pobrany z rysunku
pokazanego na poprzednim slajdzie. Sciezka
pokazuje pie¢ dotknieé powierzchni komorki.
Te trafienia sg zaznaczone kotkami i
reprezentuja krétkie okresy bezruchu.
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Srednia liczba kolejnych dotknieé komérek { nrouen) obliczona dla wiruséw z ujemnym
dokowaniem (dyfundujacym z powrotem do roztworu) obliczona na podstawie 269 trajektorii
(wykres czestotliwosci z jasnoniebieskimi stupkami). Do skumulowanej czestotliwos$ci Nrouch
dopasowano funkcje sigmoidalna. Do jej znormalizowanej pochodnej, funkcji gestosci
prawdopodobienstwa pdnruch (Krzywa punktowa), dopasowano krzywa Gaussa. Z tego
dopasowania okreslono srednia warto$é  { nrouen) = 4,4 * 3,1.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)



Definition of Cumulative Frequency

Cumulative Frequency corresponding to a particular value is the sum of all the frequencies up to and
including that value.

More about Cumulative Frequency

Cumulative frequency is nothing but the running total of frequencies.
Example of Cumulative Frequency

The cumulative frequency table represents the volcanic eruptions between 1900 and 2000.
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Poréwnanie niektérych funkcji sigmoidalnych. Na rysunku wszystkie funkcje sa znormalizowane w taki sposéb, ze ich
nachylenie w punkcie poczatkowym wynosi 1.

http://www.icoachmath.com/math_dictionary/Cumulative_Frequency.htm| http://en.wikipedia.org/wiki/Sigmoid_function



Model statystycznego obliczania dotknie¢ powierzchni komaérki bez wchodzenia do jej wnetrza.
W wyidealizowanym modelu komorka jest bostrzegana jako kulista powtoka o promieniu r = a.
Czasteczki uwolnione przy r = b poruszajg sie do wewnatrz z szybkoscia ki lub na zewnatrz z
kout. Model ten podaje; ze srednia liczba kolejnych dotknieé czgstki oscylujacej pomiedzy r=ai
r = b, zanim na dobre odejdzie od powtoki, wynosi  { nroucn) = al(b—a). Te $rednia liczbe mozna
oszacowaé na | { Nruen) =5 dla typowej wartosci a = 5 pm i typowej wartosci b = 6 pm
pomiedzy dotknieciami.

teoretyczna analiza tego problemu jest zadaniem na ¢wiczenia

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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Rozkiad czasdw adsorpcii dla trajekiorii negatywnego dokowania 137 (C) i przejScia przez btone
komorkowa 42 {D). Stupki przedstawiajg skumulowane liczby tych zdarzen obserwowanych przy
okreslonych czasach dokcowania przed opuszczeniem powierzchni komorki “na zawsze” lub
przedostaniem sie przez btone komérkowa. Te skumulowane liczby zdarzen sg wyktadniczymi
funkcjami czasu dokowania. Na podstawie tych rozktadéw okreslono, ze czasy dokowania,
odpowiadajace e krothnemu zmniejszeniu liczby obserwowanych przypadkéw, wynosza
odpowiednio (t) =62 + 30 ms (C) i (t) = 64 + 30 ms (D), co wskazuje na brak znaczacych réznic
czasowych pomiedzy zdarzenia odchodzenia od i przenikania do komadrek.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)



Dyfuzja AAV w cytoplazmie. Kazda trajektoria zaczyna sie od utworzenia endosomu.

(A i B) Dwie serie obrazéw iluorescencyjnych przedstawiajgcych jedna i dwie plamki
fluorescencyjne, kazda wskazujgca pojedyncza czastke AAV.

Preparaty obrazowano c¢o 40 ms. Rozimiar cbrazowanego obszaru wynosi 5 pym na 5 pm.
Zobrazowano i przeanalizowano 113 trajektorii w cytoplazmie. We wszystkich eksperymentach
hie zaobserwowano welhego wirusa, a jedynie dyfuzje endosomu bezposrednio po penetracji
btony i kazdy endosom zawierat jedna czastke wirusa.

Piecdziesigt trzy trajektorie wykazaty liniowa zaleznos¢ Sredniokwadratowego przemieszczenia w
czasie.

Piecdziesiat jeden trajektorii wykazato odchylenia od liniowej zaleznosci Sredniego kwadratu
przemieszczenia od czasu, wskazujac na anomalne procesy dyfuzji.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)



| In40ms{au]

1400 - D LUl E
1 8 ]
— — TN o
i i oo - |
g o - A
Aol -
E — lm-
m-
= 10 4
"_ a T 4] T
4 a0 as s 0 4o as 10 15

Wykresy czasowe intensywnosci fluorescenciji (I) plamek pokazanych na rysunkach (A) i (B) na
poprzednim slajdzie (skorelowane kolorem).

Wykresy charakteryzuja sie charakterystyczna dynamika wiaczania/wytgczania (miganie) i
jednoetapowym przebiegiem procesu fotowybielania, typowym dla pojedynczych czasteczek.

Fluktuacje sygnatu w czasie sa wynikiem ruchu dyfuzyjnego prostopadtego do ptaszczyzny
ogniskowej.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)



Wizualizacja trzech trajektoril zarejestrowanych jako sygnat fluorescencji, rzutowanych na
obraz komorki uzyskany w swietle przechodzacym. Potozenia btony komérkowej i btony jadra

komdrkowego, pokazane kolorem zo6ttym, okreslono za pomoca obrazowania z kontrastem
fazowym.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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Srednie przemieszczenie kwadratowe w funkcji czasu. Krzywa magenta dajaca
wspotczynnik dyfuzji D = 1,4 1rm?/s przypisano wolnej czastce AAV podlegajacej
normailnej dyfuzji w osoczu komorkowym. Krzywe zielona i zotta przypisano
ruchom endosomalnym. Jedna wykazuje dyfuzje normalna (D = 0,55 pm?/s kolor
zielony), a druga dyfuzje anomalna (D = 0,2 um?/s, a= 0,6 z6tty; <x?>=4Dt").

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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Funkcia gestosci prawdopodoblenstwa pdD dla Wspoiczynnlkow dyfuzji uzyskanych dla
ruchu czastek w cytoplazmie z 53 trajektorii przy pH = 7 (H) i 10 trajektorii przy pH =9 ().
Dla pH 7, funkcja ma dwa maksima funkcji gestosci prawdopodobienstwa. Przypisano je
wolnemu AAV (D = 1,3 pm?is) i AAV wewnatrz endosomu (D = 0,57 pum?/s). To ostatnie
maksimum jest podobne do maksimum (D = 0,64 pm?/s) stwierdzonego dla pH = 9, przy
ktorym uwolnienie endosomalne nie jest mozliwe. Dlatego tez niska wartos¢ D w (H)
przypisano AAV wewnatrz endosomu. Histogramy pokazuja rozktad statych dyfuzji.

SCIENCE VOL 294, 1929-1932 (2001)
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Transport AAV-Cy5 w jadrze komorkowym.

(A) Wizualizacja pieciu trajektorii rzutowanych
na obraz jadra komorkowego w swietle biatym.
Potozenie jadra zaznaczoriego na ¢6tto
okreslorio za pomaoca obrazowania z
kontrastem fazowym. Dwie dolne trajektorie
biegna kolejno ta saima sciezka. W tym
przypadku wszystkie trajektorie wykazaty ruch
skierowany odlewej do prawej strony, czyli byty
»jednokierurikowe”.

(B) Srednie przemieszczenie kwadratowe
wykreslone w czasie. Paraboliczny ksztatt
krzywych wskazuje na dyfuzje z dryfem, jak
opisano w réwnaniu

(r*y=4Dt+(vt )’
o wspoétczynnikach dyfuzji D = 0,25 do 0,35

pm?/s i predkosciach w zakresie v = 0,2 do 1,4
pm/s.



Fotowybielanie (FRAP)
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Odzyskanie fluorescenciji po fotowybielaniu*

a) Komoérke eksprymujaca czasteczki fluorescencyjne (np.
biatko potaczone z GFP) obrazuje sie przy niskim poziomie
Swiatta przed i po fotowybielaniu paska zaznaczonego na
czerwono. Monitoruje sie przywrocenie fluorescencji w
fotowybielonym obszarze z uptywem czasu. Analiza zwykle
obejmuje kompensacie zmniejszenia fluorescencji catych
komoérek (przedstawiciej na dolriych rysunkach).

b) Odzyskanie fluorescencji przez obszar fotowybielony
mozna okresli¢ iloSciowo w postaci tzw. krzywej FRAP.
Wykresy przedstawiaja krzywe FRAP wysymulowane dla
uktadu zawierajacego jeden rodzaj fluoroforéw (pojedyn-
cza krzywa wyktadnicza pokazana w zéttych kétkach) lub
dia dwoch réwnolicznych populacji fluoroforéw o réznych
wspotczynnikach dyfuzji (podwdjna krzywa wyktadnicza
pokazana w pomaranczowych kétkach). Nalezy zauwazyc,
ze kinetyka odzyskiwania fluorescencji w drugim
przypadku trwa znacznie dtuzej, aby osiggnha¢ plateau.

¢) Poziom odzyskania fluorescencji w obszarze fotowybie-
lcrym ujawnia ruchome i nieruchome frakcje fluoroforu w
komérce.

d) Prostym testem na fotoindukowane nieruchome frakcje
jest przeprowadzenie drugiego eksperymentu FRAP w tym
samym obszarze zainteresowania. W tym przyktadzie
czes¢ mobilna poczatkowego eksperymentu FRAP wynosi
~70%. Poziom odzysku mozna okresli¢ normalizujac
sygnat fluorescencyjny w tym obszarze i powtarzajac
eksperyment FRAP. W przypadku braku fotouszkodzen
nalezy obserwowaé catkowity powrot do wyjsciowej
fluorescenciji.

*Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP)
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Fotoaktywacja

a) Przed fotoaktywacjg komarki, w ktorych zachodzi
ekspresja biatek fotoaktywowanych wykazuja
niewielka fluorescencje w obszarze widmowym
uzywanynm do wykrywania zwiekszone) fluorescenciji.
Po fotoaktywacji wybranego obszaru (zaznaczonego
nha czerwono) obserwuje sie wzrost fluorescencii.
Oswigtlajac hezposrednio ckreSlone populacje
czasteczek, takie jak puia jadrowa fluoroforu, mozna
monitorowac ruch z tego regionu w catej komorce.
b) Alternatywnie, cata komorke mozna fotoaktywowac i
Sledzi¢ zmiany fluorescencji w czasie.

Poniewaz nowo syntetyzowane biatka nie sg
wykrywane ani fotoaktywowane podczas
eksperymentu obrazowania, fotoaktywowane biatka
fluorescencyjne pozwalajg ominaé ten mozliwy artefakt
I moga umozliwi¢ monitorowanie losu biatek
znakowanych fluorescencyjnie za pomoca
»Zhakowania impulsem optycznym”.



Badanie dyfuzji GFP w E. coli metodami FRAP i PA

CELL WALL

n i

Zdjecie ze skaningowego mikroskopu elektro-
nowego Escherichia coli, rosnacych w hodowli
I przyklejonych do szkietka nakrywkowego.

Mikrofotografia elektronowa typowej
bakterii E. coli.

http://www.ucmp.berkeley.edu/bacteria/bacteriamm.html http://commons.wikimedia.org/wiki/File:EscherichiaColi_NIAID.jpg



Protein Mobility in the Cytoplasm of Escherichia coli
MICHAEL B. ELOWITZ, MICHAEL G. SURETTE, PIERRE-ETIENNE
WOLF, JEFFRY B. STOCK, AND STANISLAS LEIBLER

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)

W tej pracy przedstawiamy nieinwazyjne pomiary pozornego wspotczynnika dyfuzji biatka
zielonej fluorescenciji (GFP) w cytoplazmie Escherichia coli. Pomiarow tych dokonano na dwa
sposoby:

poprzez fotowybielanie fluorescencji GFP
i
poprzez fotoaktywzacije fluorescencyjnego stanu GIFP emitujacego Swiatto czerwone.

W przypadku eksperymentow z fotowybielariem komorke umieszczano w srodku pola
widzenia, intensywnos¢ lasera zmniejszano 103-krotnie, a plamke lasera przenoszono na jeden
biegun bakterii. Migawke zaprogramowano na okresowe impulsy Swietlne trwajagce 300 ms,
oddzielone przerwami 8 jis. Czas trwania Impulsu fotowybielajacego wybrano tak, aby byt
porownywalny z czasem dyfuzji przez komorke, tak aby uzyskaé¢ duzy gradient stezen przy
minimainym fotowybielaniu GFP.

W przypadku fotoaktywaciji, poczatkowo ( tj. przed fotoaktywacjq) komorki byty bardzo stabo
lub niewidoczne w czerwonej fluorescencji, wiec wybierano je w jasnym polu (czerwony filtr
dtugoprzepustowy nad kondensatorem zapobiegat niezamierzonej fotoaktywacji). Komorki
ustawiono i hapromieniowano jak opisano powyzej, z tq réznica, ze do fotoaktywaciji stanu
czerwonego GFP zastosowano znhacznie krotsze (30 ms) impulsy laserowe (o tej samej mocy).



~

Migawki z eksperymernitéw fotowybhiciania i fotoaktywacji. W kazdej kolumnie pierwszy wiersz
pokazuje komdrke przed impulsem iasera. Kolejne trzy obrazy pokazuja rozktad fluorescenc;ji
komorkowej w kolejnych momentach po impulsie lasera. Kolumny A, C, E i F pokazuja
fotowybielanie (zestaw filtrow GFP, sztuczny kolor zielony). Kolumny B i D pokazuja
fotoaktywacje (zestaw filtrédw rodaminy, sztuczny kolor czerwony).

Kolumny A do D pokazuja dwie rozne komoérki ekspresjonujgce GFP (A i B pokazuja komérke 1; C
I D pokazuja komorke 2). Kolumny E i F pokazuja komorki traktowane cefaleksyna, ekspresjonu-
jace GFP, wybielone najpierw na biegunie (E), a nastepnie w Srodku (F). Punkty czasowe sa naste-
pujace (t = 0 jest ustalane arbitralnie jako koniec impulsu lasera). (A) -0,42, 0,05, 0,18, 0,321 4,3 s.
(B) -0,08, 0,08, 0,35, 0,62 4,7 s. (C) -0,5, 0,03, 0,10, 0,23 0,83 s. (D) -0,1, 0,03, 0,23, 0,63 i 1,7 s. (E)
-0,57, 0,03, 0,43, 0,77 i 2,8 s. (F) -0,57, 0,03, 0,20, 0,37 i 1,8 s. Znacznik = 4 pm.

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)



Analiza danych eksperymentalnych opiera sie na jednowymiarowym réwnaniu ciagtej dyfuz;ji

o0C(x,t) DGZC(x,t)

2

z warunkami brzegowymi ot 0 X
oC oC
—(0,t)=—I(L,t)=0
5 0,0)=7=(L,¢)

gdzie L jest dtugoscia E. coli. Ogdllne rozwiazanie tego rOwnania mozna zapisac w postaci
szeregu Fouriera:

o0

Cix,t)= » An(t)cos(qnx)

Awmwd

n=0
gdzie An(t)EAn(O)eXp(—qiDt), G,=nmnL,i n=1,2,3,... Tutaj C (X, t) to stezenie GFP w pozycji

X i w czasie t, a D to wspotczynnik dyfuzji. Zaktada sie, ze intensywnos$¢ fluorescenciji jest
proporcjonalna do siezenia GFP:

I{x,t)=aC(x,t)

Aby dokonacé analizy danych, wyznacza sie amplitudy Fouriera An(t) dla kazdej ramki z danych
I(x,t) za pomocag wzoru:

An(t)Z%} cos(q, x)I(x,t)dx

Poniewaz Ax(t) jest proporcjonalne do exp (—qf,D t ), otrzymywano je z fitowania funkcji
wyktadnicych postaci Aexp(—Bt)+C, gdzie C uwzglednia potencjalne trwate gradienty
intensywnosci, ktére moga wynika¢ z niejednorodnosci przekroju poprzecznego bakterii lub

nierdwnomiernego natezeniu oSwietlenia.
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)
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Analiza danych dotyczacych fotowybielania (A i B) i fotoaktywacji
(C i D). Do pomiardéw I(x,t) w A | C fituje sie rownanie

1
I(x,0)=a . A,(t)cos(q,x)
n=0

skad otrzymuje sie zaleznos¢ od czasu pierwszej amplitudy Ai.
Pomiary sa zbyt krétkie w czasie, aby mozna byt okresli¢ Asz n>1.
(A) Profile intensywnosci fluorescencji przy 0,03, 0,1, 0,17, 0,3, 0,5,
0,83 1,5 s po zakonczeniu fotowybielania dla komaorki
ekspresjonujacej GFP (Tylko wyrazy w szeregu Fouriera o nizszych
numerach zanikaja na tyle wolho, ze mozna je $§ledzi¢ za pomoca
kamer wideo; w tym badaniu wykorzystano wytgcznie wyrazy z n=1
i Nn=2).

(B) Czasowy zanik pierwszej ampiitudy Fouriera dla komérki z
c¢zesci A rysunku. Koétka przedstawiajg punkty danych; linia ciagta
jest dopasowana do funkcji wyktadniczej Aexp(-Bt)+C. Pozorny
wspotczynnik dyfuzji D. wyznaczono z szybkosci zaniku amplitudy
pierwszego modu Fouriera.

(C) Profile intensywnosci fotoaktywacji pokazane w tych samych
punktach czasowych, co w panelu A.

(D) Czasowy zanik pierwszej amplitudy Fouriera. Kétka
przedstawiajg punkty danych. Dopasowanie rozktadu
wyktadniczego, skorygowanego o catkowite wzmocnhienie
fluorescencji komoérkowej, pokazano linig ciagta. Wstawka pokazuje
catkowita fluorescencje komoérkowa a(t). W panelu B catkowita
intensywno$¢ po fotowybielaniu jest stata (nie pokazano).

Sredni stosunek D, zmierzony przez fotoaktywacje do D.
zmierzonego przez fotowybielanie (na tej samej komoérce) (x SD)
wyniést 1,1 + 0,15 dla 34 komoérek. Oznacza to, ze obie metody
dostarczaja rownowaznych informaciji.

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)
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Histogram pozornych wspotczynnikéw dyfuzji dla 120 komérek E. coli zmierzonych metoda
fotowybielania. Warto$¢ D. przypisana do kazdej komorki jest Srednia uzyskana z kilku kolejnych
impulséw laserowych. Srednia warto$é D, dla wszystkich komérek wynosi 7,7 pum?s, przy
odchyleniu standardowym (SD) wynoszacym 2,5 pm?/s.

(Wstawka) Rozktad dtugosci komoérek dla tych samych danych. Nie ma istotnej korelacji miedzy

dtugoscia komorki a pozornym wspoétczynnikiem dyfuzji.
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)



Poniewaz czas dyfuzji jest proporcjonalny do L?, dlugie komoérki umozliwiajag wyznaczenie
drugiego modu zaniku. Aby otrzymac¢ stosunek szybkosci zaniku pierwszego i drugiego modu
Fouriera dla tej samej bakterii E. coli, komorki traktowano cefaleksyna, lekiem hamujacym
przegrody i powodujacym wzrost nierozdzielonych komorek w dtugie widkna. Wybrano
jedenascie komérek o dtugosci od 7,5 do 11 pm.

He—

0'50123456789

Cell Number
Stosunek pozornych wspétczynnikéw dyfuzji z modow Fouriera 1 i 2 na pojedynczych
komdrkach traktowanych cefaleksyna. Stupki btedéw wskazuja SD pomiarow dla kilku
impulsow laserowych na tej samej komaérce. (W przypadku komorek 1 i 5 wykonano tylko

jeden impuls, dlatego nie ma stupkéw btedow.)
JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)
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Odchylenia indywidualnych pomiaréw dia poje-
dynczej komérki od wartosci srednich. Dia kazdej
komorki eksperyment fotowybielania wykonano
kilkukrotnie (kilkukrotne pomiary D.).

(A) Wartos¢ D, uzyskana dla danego pomiaru
(,,Numer impuiisu”) pomniejszona o srednia
wszystkich takich pomiaréw w tej samej komorce,
jako funkcje liczby impulséw. Przy wyzszych
liczbach impulséw jest mniej punkidw, poniewaz
wraz z rosnaca liczba impulséw zmniejsza sie
liczhba komoérek nadajacych sie do kolejnych
eksperymentow.

(B) Histogramy danych przedstawionych w panelu
A, pokazujgce liczbe punktéw jako funkcje
odchylenia od Sredniej, dla pierwszych czterech
impulséw.

Whioski: Rozktady sa generalnie symetryczne
wzgledem wartosci Sredniej i nie wykazujag
systematycznego trendu przy kolejnych
impulsach laserowych. Szerokos$¢ rozktadu
wynosi 2,5 pm?/s, czyli jest ponad trzykrotnie
wieksza od btedu pomiaru. Odzwierciedla
naturalng zmiennos¢ D, wystepujaca w populacji
komorek.

JOURNAL OF BACTERIOLOGY, 181:197-203 (1999)



Liniowy FRAP obserwowany w konfokalnym laserowym mikroskopie
skaningowym do pomiaru dyfuzji w matych tréjwymiarowych obszarach.

Biophysical Journal 92:2172-2183 (2007)

Konfokalny laserowy mikroskop skaningowy (CLSM)
umozliwia fotowybielanie dowolnych obszaréw
preparatu zdefiniowanych przez uzytkownika.

W konwencjonalnym mikroskopie
fluorescencyjnym cata probka jest
oSwietlona przez wiazke wzbudzajaca i
obrazowana jest w caloSci. W mikroskopie
konfokalnym Swiatlo wzbudzajace jest
ogniskowane w jednym punkcie probki, w
danej chwili uzyskuje sie obraz tylko z tego
punktu, a obraz calego preparatu usyskuje
si¢ skanujac go punkt po punkcie (optyczne
przekroje). Aby wyeliminowac fluorescencje
dochodzaca do okularu spoza obszaru
ogniska, ktora dziala jak czynnik
zaburzajacy obserwowany obraz, mikro-
skopia konfokalna wykorzystujie przesiony z
malymi otworami (pinhole), umieszczone
przed okularem, ktore pozwalaja na elimi-
nacje promieniowania wyemitowanego poza
ogniskiem. Pinhole za Zrédlem Swiatla
wzbudzajacego czyni je Zrodiem
punktowym. Nazwa ,,konfokalny” pochodzi
od tego, ze polozenie ,,pinhole” jest
sprzezone (conjugate) z potozeniem ogniska
(to the focal point), zatem jest to confocal
pinhole.

Frincipal Light
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Confocal Microscopy Detector
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Laser Light Ray
Excitation QOut-of-Focus
Source —Fluorescence
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Edukacyjna strona firmy NIKON: http://www.microscopyu.com/



(A) Skupiona wiazka lasera o efektywnej rozdzielczosci A

roe jest skanowana wzdtuz kierunku x z predkoscia v. Od
pozycji x = -1/2 do +11/2 intensywnos$¢ lasera jest
zwiekszona w celu fotowybielenia odcinka linii o
dtugosci |. W tym przyktadzie dtugos¢é odcinka wynosi
10Xroe.

(B) Wiazka lasera ma radialny rozktad Gaussa
intensywnosci | z rozdzielczos$cia re.. Funkcja L opisuje B
modulacje natezenia lasera i wynosi 1 dla x<[-1/2, +1/2] i
0 gdziekolwiek indziej. Z funkcji | oraz L otrzymuje sie
efektywny rozktad intensywnosci K dla wybielonego
odcinka linii.

(C) Wykres powierzchniowy funkcji 2-D K(x,y). K(X,Y,2)
to rozktad Swiatta wybielajacego. K jest jednorodne
wzdtuz x ,daleko od krawedzi” i ma piofil Gaussa
wzdiuz y. K(0) nazywa sie parametrern wybielenia,
poniewaz okresla bezposredriio stopien wybielenia.

o [T a
K(O)—'\/;_' oed oy

(x4 y?)ire e 2z

I(x,y,z)=1,e

Parametr ¢ 10 szybkosc fotowybielania fluoroforu, v
predkosc¢ skanowania wigzki lasera wybielajgcego, lo to
parametr w ly(X,y,z), ktory jest tréjwymiarowym
Gaussowskim rozktadem intensywnosci wigzki
wybielajgcej, w kierunkach radialnym i osiowym, z
odpowiednimi rozdzielczosciami ro i zo.(kierunek osiowy
jest zwigzany ze zmianami potozenia ogniska wigzki w
glab preparatu)

KIK(D)

Biophysical Journal 92:2172-2183 (2007)
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W mikroskopii konfokalnej konieczne jest zmapowanie probki, aby uzyskac petny zestaw danych.
Mapowanie mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby - skanujac wigzke Swiatta wzdtuz prébki
systemem oscylujgcych zwierciadet lub przesuwajgc sama prébke w kierunkach X-Y lub X-Y-Z
wykorzystujac efekt piezoelektryczny.
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Kiedy nalezy tjawnic¢ strukture 3D w catej objetosci probki, mozna podjac sie zmudnego zadania
polegajacego na wykonaniu wielu optycznych przekrojéw poprzecznych X-Y wzdtuz osi Z
(Rysunek a). Uzyskane informacje 53 brzesytane do oprogramowania w celu rekonstrukcji
szczegdtowego okrazu 3D. Technika ta stanowi podstawe mikroskopii konfokalnej i jest niezwykle
przydatha do analizy polimeréw, nanomateriatéw, uktadéw scalonych, prébek farmaceutycznych i
obiektéw hiologicznych. W zasadzie mozliwa jest rekonstrukcja powierzchni 3D prébki na
podstawie skanu X-Y-Z. Jesli jednak zalezy ham na uzyskaniu jedynie profilu powierzchni, mozna
to zrobi¢ znacznie szybciej, stosujac technike autoogniskowania. Podczas skanowania
powierzchni prébki ognhisko obiektywu mikroskopu porusza sie w gére i w dét, aby ustawié
ostros¢ doktadnie na powierzchni prébki (Rysunek b).

Source: Princeton Instruments brochure



Jesli CLSM pracuie w trybie xt, ta sama linia jest skanowana wielokrotnie, w wyniku czego obraz xt skiadajacy sie z
tej samej linii jest wyswietlany w miare uptywu czasu. Tryb xt moze by¢ uzywany w modelu liniowym FRAP. Najpierw
rejestruje sie kilka skanow przed wybielaniem przy niskim natezeniu lasera, aby okresli¢ intensywnos$c¢ fluorescenciji
przed wybielaniem. Nastepnie zdefiniowany przez uzytkownika odcinek linii jest wybielany przy duzej intensywnosci

lasera. Na koniec wigzka lasera jest ponownie przetgczana na niskg intensywnos¢, aby zarejestrowacé odzyskiwanie
fluorescenciji po fotcwybielaniu.

Biophysical Journal 92:2172-2183 (2007)



Line-FRAP, wszechstronna metoda pomiaru szybkosci dyfuzji in vitro'i in vivo

A

.

(A) Line-FRAP przeprowadzony w komorce HeLa transfekowanej CFP (komérka HeLa eksprymujaca CFP,
cyjan=szarobtekitny, sinoniebieski, biatko niebieskiej fluorescencji ). Biata linia reprezentuje linie
skanowania; czerwony okragty obszar oznacza obszar wybielania.

Journal of Molecular Biology 433 (2021) 166898



(B): (B): Pojedyncza linia skanowania w funkcji czasu (w kierunku pionowym), tacznie z wybielaczem.
Czerwony prostokat oznacza obszar badany (ROI, region of interest). Pokazano takze zblizenie profilu Line-

FRAP, gdzie poziomy prostokatny obszar (czerwone znaczniki ROI) oznhacza intensywnos$¢ fluorescencji jako
funkcje dtugosci w poprzek linii skanowania.

Journal of Molecular Biology 433 (2021) 166898



Averaged FRAP Profiles (N=30)
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(C): Srednia z 30 kizywych FRAP w funkcji czasu. Czerwona linie uzyskano dopasowujac dwueksponencjalna
funkcje do danych odzyskiwania fluorescenciji. (N = 30; Wspétczynnik korelacji dopasowania wyktadniczego:
R = 0,98)

Journal of Molecular Biology 433 (2021) 166898
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