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Identifikace bunéénych cilt aktivnich latek ma zasadni vyznam pro optimalizaci 1éCiv a minimalizaci jejich
nezadoucich vedlejsich ucinkti. Komplexni povaha biologickych systému ztézuje tuto identifikaci, ale mikroskopické
metody, zejména fenotypové testovani, reprezentované metodou ,,Cell Painting*, pfedstavuji cenny nastroj pro pochopeni
vlivu latek na Grovni bunék a organel. Tyto metody umoznuji rychlé testovani rozsahlych knihoven latek a nabizeji
unikdtni pohled na mechanismus jejich U¢inku pozorovanim chovéani buné€k, pomoci hodnoceni jejich morfologie,
pohyblivosti, déleni a migrace. Mikroskopie zivych bun¢k celi vyzvam, jako je fototoxicita, coz vyzaduje peclivy vybér
fluorescencnich znacek a optimalizaci podminek. Mezi syntetickymi fluorescen¢nimi sondami pro mikroskopii zivych
bun¢k vynikaji BODIPY barviva se svou syntetickou univerzalnosti a fotofyzikalnimi vlastnostmi, které zajistuji

minimalni poskozeni vzorku béhem biozobrazovani.
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1. Uvod
Objeveni molekularniho cile aktivnich latek je

,»svatym gralem* a mnohdy zasadnim krokem ve vyvoji
1éc¢iv, pticemz v dusledku vede k pochopeni jejich mecha-
nismu G¢inku. Tyto informace jsou nezbytné pro optimali-
zaci ucinnosti 1ékd a minimalizaci nezadoucich vedlejSich
ucinkd. Znalost cile umozinuje lepsi terapeutické zacileni
1é¢iva, optimalizaci klinickych studii a vede k idealu per-
sonalizované mediciny. Krom¢ toho, identifikace novych
molekularnich cili pro existujici 1é¢iva mize vést k jejich
pouziti v novych terapeutickych indikacich, a to v mno-
hem krat§im ¢asovém horizontu nez pfti zcela novém vyvo-
ji léCiva. Zacilenim vyvoje 1éCiva také dochazi ke zefektiv-
néni celého procesu, a tim i ke snizeni nékladii na cas
a zdroje potfebné k uvedeni konkrétniho 1¢ku na trh'. Do
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vyvoje 1éCiv se pritom investuji nemalé prostiedky. Bez
ohledu na dostupné finan¢ni zdroje mize byt identifikace
molekularniho cile v kontextu vyvoje 1éCiv narocna
z nékolika objektivnich divodi. Biologické systémy jsou
slozité a Casto zahrnuji sit' vzajemné propojenych drah
a molekul. Potencialni 1ék muze v rizné mife, s riznou
specificitou a afinitou, interagovat s vice cili, jak zadouci-
mi, tak i nezadoucimi (off-target), v riznych tkanich nebo
bunéénych kontextech. Mnoho cilii jsou proteiny, které
funguji jako soucést vétsSich komplexti nebo neptfimo in-
teraguji s jinymi proteiny v bunéénych drahach. Néktera
lé¢iva funguji prostfednictvim nekonvencnich mechanis-
mi, jako je modulace konformace proteini a interakce
s DNA a RNA, jejichz identifikace pomoci tradi¢nich
metod miize byt naroéna’. Mikroskopické metody, které
jsou klicové pro zobrazovani bun¢k a subcelularnich or-
ganel, hraji zdsadni roli pfi identifikaci cilli biologicky
aktivnich latek. Tyto metody, véetné technik jako fluores-
cencni a elektronovd mikroskopie, jsou neocenitelnymi
nastroji pro studium ucinkt latek na bunécné struktury
a organely’. Tyto latky totiz mohou vyvolat velmi speci-
fické zmény jak na bunééné trovni, tak na Grovni organel.
Mohou naptiklad zpisobit kondenzaci chromatinu a frag-
mentaci jadra, zménit distribuci cytoplasmy a vést
k nabobtnani a pfestavbé mitochondrii. Podle téchto zmén
mﬁiime usuzovat na specificky mechanismus ucinku
latky".
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2. Fenotypové testovani

Velmi zajimavym pfistupem pro hledani mechanismu
ucinku a molekularniho cile je fenotypové testovani, které
analyzuje slouceniny z hlediska jejich U€inku na fenotyp,
a to jak na bunécné Urovni, tak i na Grovni celého organis-
mu’. Takové testovani Sasto zatind vybérem vhodného
bunécného modelu a testovaciho systému. VétSinou jsou
potom buriky vystaveny knihovné malych molekul, pfirod-
nich produktii nebo jinych aktivnich latek a potom pozoru-
jeme a analyzujeme zmény jejich fenotypu. Fenotypem se
rozumi zmény bunécné morfologie, riistu, expresnich vzo-
ri, nebo piitomnost specifickych markertt®. Schéma feno-
typového testovani je uvedeno na obr. 1.

Pti zapojeni platformy pro vysokopropustné testovani
do fenotypového testovani’ (High-Throughput Screening,
HTS) miizeme v relativné kratkém case sledovat/detekovat
ucinek  velkého souboru potencialnich  sloucenin
(knihoven), pficemZ testy probihaji v miniaturizovanych
podminkach a automatickych rezimech. Jednim z nejrych-
lejSich a nejméné invazivnich zplisobll fenotypového hod-
noceni stavu bun&k je automatickd mikroskopie*®. Cely
proces mize byt robotizovan a produkovat obrovské
mnozstvi mikroskopickych obrazd bun€k ovlivnénych
konkrétnimi latkami v riznych ¢asovych bodech. Takovy
pfistup poskytuje velmi komplexni data pro identifikaci
cile. Stavajici metody jsou obvykle zalozeny na fluo-
rescencni mikroskopii, kterd poskytuje velmi ptehledné
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Obr. 1. Schéma fenotypového testovani

"Cell painting”
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snimky, které 1ze snadno segmentovat a automaticky vy-
hodnocovat relativné jednoduchymi metodami’.

Nejrozsitenéjsi fenotypovou HTS metodou je ,,Cell
Painting“'® vyvinuty vyzkumnou skupinou Anne Carpen-
terové v roce 2016. Tato metoda je zaloZena na barveni
bun¢k kombinaci specifickych fluorescencnich barviv pro
zachyceni detailnich informaci o rdznych bunécnych
strukturach a procesech. Takovy multiparametricky pfi-
stup poskytuje holisticky pohled na morfologii a funkci
butiky. Po oSetfeni bun€k testovanymi latkami dochézi
k jejich fixaci a barveni. V originalnim protokolu je fluo-
rescencné barveno jadro a jadérko, cytoskelet, endo-
plasmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie
a plasmatickda membrana. Vybér jiného setu fluorescen-
¢nich sond dle pozadavku na testovani urcitého cile je
mozny, ale pak pfichazime o vyhodu porovnatelnosti
s puvodnimi daty. Na ziskanych snimcich se nasledné
provadi vypocetni analyza, kterd generuje kvantitativni
data ciselné vyjadfujici rizné obrazové charakteristiky
analyzovanych bunék, se kterymi je mozné dale pracovat.
Vystupem je sestaveni pomyslnych otiskti prsti specific-
kych pro testované latky, tedy jejich profild, které se dale
porovnavaji s profily ziskanymi testovanim standardi
nebo latek s pozadovanymi vlastnostmi. Pokud je v nich
vyznamna shoda, miizeme usuzovat na spolecny mecha-
nismus biologického ucinku.

Nedavnym piikladem uspésného fenotypového testo-
véni je studie Baillache a spol."!, kde byly identifikovany
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pyrazolopyrimidiny, které selektivné inhibuji CSF-1R
kinasu u glioblastomovych bunék.

2.1. Fluorescen¢ni sondy pouzivané
pti fenotypovém testovani

Fluorescencni sondy jsou relativné malé molekuly,
které obsahuji skupiny detekovatelné na zakladé vnitini
chemické vlastnosti — fluorescence. Fluorescencni mole-
kuly maji schopnost absorbovat energii fotoni v jedné
vlnové délce a nasledné ji vyzatit v jiné vlnové délce. Déle
sondy obsahuji reaktivni skupinu schopnou se vazat na
funkéni biomolekuly. Pouzivané fluorescencni sondy by
mély dosahovat vysokych kvantovych vytézki a také mit
dostatecné posunuté emisni spektrum, aby byla zajisténa
izolace detekovaného signalu'’. Vétsina pouzivanych
fluoroforti obsahuje systém aromatickych kruhtd a pfitom-
nost donatorovych skupin nejcastéji v ortho- a para-
polohach miize zvysit kvantovy vytézek. Naopak pfitom-
nost elektronegativni skupiny kvantovy vytézek snizuje.
Dalsim potencialnim substituentem s velkym vlivem na
fluorescenci jsou tézké atomy. Aromatické kruhy obsahuji-
ci t87ké atomy maji typicky niz$i kvantovy vytézek'. Nej-
Castéji pouzivané fluorescencni struktury jsou ve vodé
rozpustné derivaty cyaninu, fluoresceinu, rhodaminu
a kumarinu'®. Fluorescenéni sondy jsou kli¢ové pro feno-
typové testovani a mohou byt vhodné k barveni fixova-
nych bundk s permeabilizovanou membranou', nebo je
mozné pouzit kombinovany pfistup, kdy se barvi zivé
bunky, které jsou nasledné fixovany a dobarvovany dalsi-
mi barvivy, které by bez fixace nepronikly bunécnou
membranou'®. DilleZitou soudasti ptivodniho protokolu dle
Carpenterové'® je pouziti specifickych fluorescenénich
barviv, jejichz charakteristiky jsou podrobnéji popsany
nizZe a shrnuty v tab. 1.

Hoechst 33342 patii do rodiny bisbenzimidovych
barviv a pouziva se k znaceni buné¢nych jader. Specificky
se vaze na DNA, zejména do mist bohatych na adenin
a thymin'’. Nézev ,,Hoechst“ pochazi od némeckého vy-
robce barviv Hoechst AG, ktery tato barviva plivodné vy-
vinul a prodaval. Hoechst 33342 pronika pfes bunéénou

Tabulka I
Fluorescencni barviva pouZivana pro ,,cell painting assay’
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a jadernou membranu, coz znamend, ze mize snadno pro-
niknout i do zivych bunék a diky tomu je pouzitelny pro
barveni jader fixovanych i Zivych bun¢k. Kromé mikrosko-
pickych metod ho lze pouZit i pro priitokovou cytometrii'®.

Konkanavalin A (ConA) je lektin, tedy typ proteinu,
ktery se miize vazat na specifické sacharidové struktury.
ConA pochazi ze semen tropické bobovité rostliny Cana-
valia ensiformis a je Siroce pouzivan v bunécné biologii
diky své schopnosti selektivné se vazat na a-mannosylové
a a-glukosylové zbytky na glykoproteinech a glykolipi-
dech, vcetné¢ bunéénych membran endoplasmatického
retikula'®. Tato vazba je zavisla na iontech Ca>" a vazebné
misto je na kazdé ze Ctyf podjednotek tetrameru tohoto
lektinu. ConA je aktivni mitogen a v bunécné a molekular-
ni biologii se pouziva ke stimulaci lymfocyti®. Muze byt
konjugovan s fluorofory a poté se pouziva pro metody
fluorescenéni mikroskopie®! nebo pritokové cytometrie®,
kdy znac¢i bunky na zékladé slozeni povrchovych glyko-
proteinti. ConA se také pouzivd v biochemickych purifi-
ka¢nich a chromatografickych technikich®, mize byt
imobilizovan na pevnych nosic¢ich a pouzit k separovani
a izolaci glykoproteinti nebo glykolipidi z komplexnich
smési. Vazebna afinita lektinu mtize byt ovlivnéna rizny-
mi typy glykosylace pfitomnymi na bunééném povrchu.

SYTO 14 patii do rodiny barviv SYTO, coz jsou
bunécnd permeabilni barviva, vazajici se na nukleové ky-
seliny. Tato barviva se Casto pouzivaji k detekci apoptozy
u zivych bunék, protoZe jsou netoxicka. Pfi snizené fluo-
rescenci sledujeme rozklad nukleovych kyselin a detekce
mikropartikuli zna¢i poSkozeni membrany u aktivovanych
a apoptickych bungk?*2%. SYTO 14 barvi konkrétngé RNA
a mize byt pouZito jak ve fluorescenéni mikroskopii®®, tak
v pritokové cytometrii*’.

Faloidin je cyklicky heptapeptid patfici do skupiny
falotoxint, ktery pochazi ze smrtelné jedovaté houby mu-
chomurky zelené (Amanita phalloides). Faloidin se selek-
tivn€ vaze na filamentarni aktin (F-aktin), hlavni slozku
eukaryotického cytoskeletu. Po navazani zabranuje depo-
lymeraci aktinovych filamentd a stabilizuje jejich struktu-
ru®’. Faloidin je &asto konjugovan s fluorofory (jako jsou
barviva FITC nebo AlexaFluor) za ucelem vizualizace

«10

Barvivo Filtr pro excitaci BP Filtr pro emisi Bunécna struktura

[nm] [nm]
Hoechst 33342 405 447/60 DNA, znaceni bunécnych jader
ConA 488 536/40 endoplazmatické retikulum
Konjugat s AlexaFluor 488
SYTO 14 488 593/40 jadérka, cytoplazmatickda RNA
Faloidin 561 624/40 F-aktin a cytoskelet
Konjugat s AlexaFluor 568
WGA Konjugat s AlexaFluor 555 561 624/40 Golgiho aparat a cytoplazmaticka

membrana

Mitotracker Deep Red 640 692/40 mitochondrie
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aktinového cytoskeletu pomoci fluorescenéni mikrosko-
pie?®. Zatimco faloidin se typicky pouZiva ve fixovanych
butikach, existuji derivaty, které byly vyvinuty pro zobra-
zovéani zivych bun&k®. Tyto derivaty jsou méné toxické
a umoziuji pozorovat dynamické zmény v aktinovém
cytoskeletu v prubéhu casu. Kromé¢ mikroskopie lze fa-
loidin pouzit v pritokové cytometrii ke kvantifikaci a ana-
1yze obsahu F-aktinu v buiikach®.

WGA (Wheat Germ Agglutinin) pochéazi z pSenic-
nych klickdl a je Siroce pouzivan v biologickém a bioche-
mickém vyzkumu pro svou schopnost selektivné se véazat
na rezidua N-acetylglukosaminu a kyseliny sialové na
glykoproteinech a glykolipidech®’. Pokud je konjugovan
s fluoroforem, mtize byt pouzit k vizualizaci a studiu bu-
n&&né membrany ve fluorescenéni mikroskopii*’. Dale ho
lze pouzit v pratokové cytometrii k selektivnimu znaceni
a tfidéni bun€k na zéklad€ obsahu povrchovych glykopro-
teinti*>. WGA se pouziva v biochemickych a molekularng
biologickych technikdch pro afinitni ¢iSténi glykoprotei-
ni**. Vyuzitim jeho vazebné specifity Ize izolovat glyko-
proteiny pro dalii analyzu®.

Mitotracker barviva jsou skupinou fluorescencnich
sond pouzivanych v bunééné biologii k znaceni a sledova-
ni mitochondrii v zivych builkach, pfi¢emz néktera z nich
jsou stabilni i po jejich fixaci*®. Tato barviva jsou uzite¢na
ke studiu morfologie, dynamiky a funkce mitochondrii
prostfednictvim rliznych zobrazovacich technik, jako je
fluorescen&ni mikroskopie a priitokova cytometrie®’. Mito-
tracker barviva jsou navrZena tak, aby se selektivné aku-
mulovala v aktivnich mitochondriich. Jejich selektivni
akumulace je zavisla na potencialu mitochondrialni mem-

Mitotracker Red CMXRos

Cl

Mitotracker Deep Red FM

Obr. 2. Molekularni struktury Mitotracker barviv
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brany a tato vlastnost je neocenitelna pro hodnoceni zmén
v mitochondridlnim membranovém potencialu, ktery je
kli¢ovym indikatorem mitochondrialni funkce*®. Mitotrac-
ker barviva diky své dostupnosti v riznych barvach (napft.
Cervena — Mitotracker Red CMXRos, zelena — Mitotracker
Green FM, tmaveé Cervena — Mitotracker Deep Red FM
a oranzova — Mitotracker Orange CMTMRos; chemické
struktury zobrazeny na obr. 2) poskytuji vysokou flexibilitu
pfi pripravé vicebarevnych fluorescencnich experiment.

3. Mikroskopie Zivych bunék

Zobrazeni zivych bun€k je zasadni pro studium dyna-
mickych procestt v redlném cCase, coZ umoznuje detailni
sledovani ucinkd latky na chovani bungk, véetné vlivu
na bunécnou motilitu, déleni, migraci, zmény tvaru a or-
ganel. Nékteré aktivni latky maji rychlé a dynamické tcin-
ky na bun&éné procesy’’. Casosbéma mikroskopie nabizi
moznost dlouhodobého sledovani, ¢imz odhaluje ¢asovou
dynamiku bunéénych zmén, funkce a morfologie subcelu-
larnich struktur vyvolanych plsobenim studované latky.
Na druhou stranu méa mikroskopie zivych bunék nékolik
vyzev, mezi které patii fototoxicita a diky tomu i omezeni
frekvence snimani v Case. Proto je dilezité vénovat pozor-
nost volbé vhodnych fluorescencnich znacek a optimaliza-
ci experimentalnich podminek®. Studium kolokalizace
latky s bunéénymi slozkami nebo organelami, piipadné
proteinovymi komplexy pomoci FRET (Forstertiv rezo-
nanéni pfenos energie) techniky, mize poskytnout cenné
informace o potencialnich interakcich s cili*'. Oznagenim

Mitotracker Green FM
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latky a potencialniho cilového proteinu fluorofory, z nichz
jeden je aktivovany pouze pifi pienosu energie, mizeme
pfi zméné ve fluorescenénim signalu usuzovat na jejich
tésnou blizkost, a tedy vzajemnou interakci*.

3.1.Fluorescen¢ni sondy vhodné pro mikroskopii
zivych bunék

Pro mikroskopii zivych bunék se ¢asto pouzivaji riz-
né fluorescencni sondy. Tradi¢n€ pouzivané fluorescencni
proteiny, spojené s cilovymi proteiny nebo peptidy, mohou
negativné ovlivnit funkci takto fizovaného proteinu. Proto
se k pfekonani téchto problému vyuZivaji syntetické sondy
zaloZené na malych chemickych molekulach, které nabizi
mens§i velikost, moznosti jednoduchych syntetickych
uprav i optimalizaci a vyuziti riznych spektralnich charak-
teristik”. Mezi idedlni luminofory pro tyto uéely patii
BODIPY (z angl. boron-dipyrromethene) barviva, jejichz
intenzivni a zafivé barvy, vysokd molarni absorptivita
a Siroky rozsah fluorescencni emise jsou idealni pro fluo-
rescencni mikroskopii, pritokovou cytometrii a biozobra-
zovani in vivo. BODIPY barviva jsou ¢asto vyuzivana pro
detekci a monitorovani biologickych procesi, v¢etn¢ inter-
akci protein-protein, enzymové aktivity, pfipadné bunécéné

L )
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BODIPY

OMeO

ER-Tracker Green
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lokalizace. Strukturalni modifikace téchto barviv umoziiu-
je regulaci jejich kli¢ovych charakteristik*. Prvnim kom-
plexem, ktery byl publikovan v roce 1968, je 4,4-difluor-4-
-bora-3a,4a-diaza-s-indacen® (struktura uvedena na obr. 3).
Mimo experimentalné pfipravené sondy s BODIPY je
nékolik dostupnych i komeréné€, naptiklad LysoTracker
a ER-Tracker®. Struktury komerénich sond jsou zobra-
zeny na obr. 3. Pfikladem vyuziti komeréni BODIPY
sondy je PARPI-FL, fluorescen¢ni sonda zaloZena na
BODIPY a olaparibu (inhibitor poly(ADP-ribosa)
polymerasy 1 (PARP1), ktera se ukdzala jako slibnad pii
detekci a hodnoceni chirurgickych okraji epitelidlnich
karcinomii v klinickych podminkach***’. Fluorescenéni
vlastnosti BODIPY Ize navic rozsifit do témeft infracerve-
né oblasti zavedenim atomt dusiku do pyrrolové kostry
(aza-BODIPY)*®, nebo rozsitenim konjugovaného systé-
mu®. V posledni dobé& piitahuji takové fluorofory pozor-
nost diky tomu, Ze umoZziuji biozobrazovani se sniZzenou
autofluorescenci a rozptylem svétla, navic snizuji poSko-
zeni ¢i ztratu fluorescence (photobleaching) zpisobeny
excitaci fluoroforu®. BODIPY sondy mohou byt vyuzivé-
ny i pro pokro¢ilé mikroskopické techniky, jako je super-
rezoluéni mikroskopie. Ve studii Adhikari a spol.’!, byla
vyuzita tvorba dimeri s posunem emitujiciho svétla do

OMeO
ER-Tracker Red

PARPi-FL

Obr. 3. Molekularni struktura 4,4-difluor-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacenu a komeré¢nich sond LysoTracker, ER-Tracker a PARPi-FL
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DSDMHDAB

DSDMHDAB-T

Obr. 4. Molekularni struktury experimentilnich sond BPDPA-Zn a DSDMHDAB

Cervené oblasti spektra. Takto byly ve vysokém rozliseni
lokalizovana jednotliva analoga mastnych kyselin v mem-
brané¢ Zivych kvasinek pomoci mikroskopické metody
lokalizace jednotlivych molekul (Single Molecule Locali-
zation Mircoscopy — SMLM). Dalsi prace vyuzila BODI-
PY sondy pro super-rezolu¢ni techniku fotoaktivacni loka-
liza¢ni mikroskopie (PhotoActivated Localization Micros-
copy, PALM). Tato metoda se opira o stochastickou exci-
taci fluorescen¢nich molekul, kdy je aktivovana jen mala
podmnozina fluorescen¢nich znacek, coz umoznuje jejich
individualni lokalizaci s vysokym rozli§enim. Po nasnima-
ni velkého mnozstvi snimku jsou tyto snimky kombinova-
ny do jednoho vysokorozliSovaciho obrazu, kdy po obra-
zové rekonstrukei mizeme dosahnout zobrazeni biologic-
kych vzorkil v rozliSeni az téméf na molekularni Grovni
10 nm (cit.*?). Kromé toho mohou byt do vyslednych foto-
aktivovatelnych fluoroford zaclenény cilené ligandy pro
oznaceni vybranych subcelularnich slozek v zivych bui-
kach®™. Diky svému lipofilnimu charakteru se BODIPY
uplatiiuje pii syntéze sond pro znaceni plasmatickych
membran®. Struktury experimentalné pfipravenych sond
jsou na obr. 4. Naptiklad sonda BPDPA-Zn byla vytvote-
na na zakladé BODIPY a zinkového komplexu, ktery spe-
cificky vaze fosfatidylserin v plasmatické membrané.
Slouzi k rozliSeni stupné apoptozy, protoze se selektivné
vaze na membranu ¢asnych apoptotickych bun¢k a inter-
nalizuje se do pozdnich apoptotickych bungk®’. Déle byla
vytvofena amfifilni sonda DSDMHDAB pro vizualizaci
extracelularniho uvolfiovani oxidu dusnatého na membra-
né pomoci in situ cyklizaéni reakce BODIPY obsahujiciho
3,4-diaminofenylovou skupinu’®.
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4. Zavér

Vyuziti pokrocilych technologii, jako jsou HTS
a fenotypové testovani, zasadné usnadnilo objevovani cil
biologicky aktivnich latek®. Je viak dilezité si uvédomit,
ze proces identifikace cilli téchto latek zistava komplex-
nim a neustale se vyvijejicim aspektem vyzkumu a vyvoje
1é¢iv, zejména v kontextu novych terapeutickych pfistupti
a personalizované mediciny. Jako kazdy technologicky
piistup, mikroskopické metody ptinaseji fadu vyhod, véet-
né piimé vizualizace bunéénych struktur, sledovani proce-
st v redlném cCase a urceni prostorové subcelularni lokali-
zace cilovych mist piisobeni testovanych latek. Pokrocilé
mikroskopické techniky s vysokym rozliSenim nabizi de-
tailni snimky, které umoziuji odhalit i velmi jemné nuan-
ce interakci mezi latkami a jejich molekularnimi cili**.
Na druhou stranu, tyto metody mohou byt technicky na-
roéné®”, vyzaduji specializované vybaveni a odborné
znalosti v oblasti pfipravy vzorkd a zejména analyzy dat.
Mikroskopie miize vést k faleSné pozitivnim nebo negativ-
nim vysledkiim, zejména pokud procesy znaceni a barveni
nejsou peclivé optimalizovany a pokud pouZzitd barviva
nejsou dostatecné selektivni a specifickd. BODIPY barvi-
va jsou idealni pro mikroskopii, nabizeji intenzivni barvy
a ruzné spektralni charakteristiky. Moznost modifikace
struktury BODIPY umoznuje regulaci klicovych vlastnos-
ti. Jejich vyuziti v mikroskopickych technikach super-
rezoluce, jako je SMLM nebo PALM, umoziiuje biozobra-
zovani s vysokym prostorovym rozliSenim. BODIPY son-
dy jsou vyznamnym nastrojem pro studium zivych bunék
s minimalizaci poSkozeni vzorku.
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J. Stankova, M. Hajduch, and P. DZubak (Institute
of Molecular and Translational Medicine, Faculty of
Medicine and Dentistry, Palacky University, Olomouc,
Czech Republic): 1dentification of Cellular Targets of
Active Substances Using Microscopic Methods and
Fluorescent Probes

Target identification of active substances is critical in
optimizing drugs and minimizing side effects. The com-
plex nature of biological systems presents challenges; to
meet them, however, microscopic methods, particularly
phenotypic screening, represented by "Cell Painting"
method and fluorescent probes, can be used as valuable
tools for understanding the impact of various substances at
the cellular and organelle levels. These methods enable
rapid testing of large libraries of compounds and offer
unique insights into their mechanism of action by ob-
serving cell behavior, assessing cell morphology, motility,
division, and migration. However, live cell microscopy
faces challenges like phototoxicity, requiring a careful
selection of fluorescent labels and optimized conditions.
Among synthetic probes for live cell microscopy, BODIPY
dyes stand out for their synthetic versatility and photo-
physical properties, providing minimal sample damage
during bioimaging.

Keywords: drug target, mechanism of action, microscopy,
fluorophores, BODIPY
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