1. Název:
Stanovení pohyblivosti proteinů pomocí FRAP.
2. Cíl úlohy:
Stanovit parametry křivky FRAP dvou membránových přenašečů fytohormonu auxinu v plazmatické membráně suspenzních buněk tabáku, proteinů AUX1-YFP a PIN1-GFP. 
3. Popis materiálu:
Účastníci kurzu obdrží časovou sérii fluorescenčních snímků kortikální cytoplazmy suspenzních buněk tabáku, které indukovatelně exprimují fluorescenčně označené membránové přenašeče fytohormonu auxinu. Vedle kontrolních buněk budou poskytnuty série z buněk ovlivněných cytoskeletálními inhibitory. Mikroskopická scéna získaná na konfokálním laserovém skanovacím mikroskopu bude obsahovat buď příčný řez plazmatickou membránou oddělující dvě buňky anebo povrchový řez. V sérii bude vždy situace před vybělením, těsně po vybělení a v několika bodech během obnovy signálu. Cílem bude vyhodnotit průběh experimentu z hlediska přítomnosti signálu ve vybělené  oblasti před, během a po vybělení. Referenční hodnoty budou představovat fluorescence v oblastech, ve kterých k vybělení nedošlo (k omezení vlivu vysvěcování během snímání FRAP), v oblasti pozadí (k nastavení poměru signál/šum) a celková fluorescence scény. Z průběhu křivky určíme zastoupení dynamické a statické frakce proteinu, určíme parametry křivky obnovy fluorescence. Vyhodnotíme, zda-li je rychlost FRAP závislá na strukturách cytoskeletu.
4. Postup:
1) Otevřete program Fiji či ImageJ a MS Excel.
2) Zadresy http://lhr.ueb.cas.cz/petrasek stáhněte soubor zip a rozbalte ho do adresáře.
3) V archivu jsou data pro 
4) Pomocí Fiji otevřete soubor mdb a zvolte první obrazovou sekvenci pro AUX1-YFP. Otevřete jí.
5) Zvolte Edit > Selection > Specify a označte oblast ROI, ve které budeme sledovat obnovu fluorescence. Pomocí „T“ uložte tuto oblast. Pojmenujte jí (např. bleach).
6) Opakujte postup pro oblast, která bude sloužit pro korekci na vyhasínání během FRAP
7) Opakujte postup pro oblast, která bude sloužit pro korekci na pozadí
8) V ROI manager označte všechny ROIs, volte “more” a “Multi-measure” a objeví se okno s hodnotami průběhu. Parametry lze volit v nabídce set measurements. 
9) Exportujte do excelu a zpracujte data dle předloženého vzoru (list 2).
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