FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE
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TERMiNY chinin v toniku -

Luminiscence — emise svétla latkou, ktera je zplsobena el
+ sveétlem (fotoluminiscence)

fluorescence (vyzarovani emisniho svétla trva kratkou dobu a
po zhasnuti excitacniho svétla okamzite zhasina)

fosforescence (k emisi dochazi i dlouhou dobu po zhasnuti
excitacniho zareni, delSi doba tzv. dosvitu, az nekolik dni)

* chemicky (chemiluminiscence) (pf. enzym luciferaza oxiduje luciferin
u svetlusky)

* teplem (termoluminiscence)
« zvukem (sonoluminiscence)
 mechanicky (mechanoluminiscence)
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Excitacni zareni - které luminiscenci vyvolava

4

Emisni zareni -  vysilané latkou
Fluorofor - latka schopna fluorescence




Fyzikalni podstata fluorescence a fosforescence spociva ve
vlastnostech elektronového obalu atomt v molekulach
fluoroforu. Elektrony téchto latek jsou schopny absorbovat foton
excitaéniho svétla, éimz se zvysi jejich energie. Cast této nové
nabyté energie vsak elektron po chvili vyzari jako foton s nizsi
energii a tedy delsSi vinovou délkou.

Protoze doslo ke ztraté energie, je vinova délka emisniho svétla
vzdy delSi nez vinova délka svétla excitacniho (Stokesovo
pravidlo).
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Fluorescence
Tristupnovy proces :
1. faze - excitace (buzeni viditelného zareni)

2. faze -vlastni doba excitovaného stavu (nevratna pfeména casti energie
Vv jiné druhy)

excitacni zareni
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3. faze - emise (vyzareni svétla urCité vinoveé delky)

1. 3. —

klidova energie

Energie excitovaného svétla je vétsi nez emitovaného (E_> E_ )

Vinova délka excitovaného svétla je mensi nez emitovaného (A< A.,)
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Kazda latka ma své charakteristické fluorescenéni spektrum,
Ne vSechno excitacni zareni je absorbovano latkou
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Vyuziti tohoto jevu v mikroskopii se stalo zakladem
tzv.fluorescencni mikroskopie, ktera nachazi Siroké uplatnéni
zejmeéna v oblasti pfirodnich véd a v medicine.

Fluorescencni mikroskopie nam jak prvni umoznila vizualizovat
struktury cytoskeletu eukaryotnich bunek, vyuziva se v
imunohistologii, imunocytologii a imunocytochemii. V bunééné
biologii je hojné vyuzivan k identifikaci slozek cytoskeletu,
bunéénych organel nebo ke sledovani biochemickych déju. V
mikrobiologii se vyuziva fluorescencni mikroskop k identifikaci
riznych bakterialnich rodu.
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Fluorescencni mikroskop

Rok 1852 George Stokes pojmenoval fluorescenci jako jev.

V r. 1910 pozoroval Koehler pfi mikroskopovani s ultrafialovym svétlem
fluorescenci mnoha objektu (slaby zdroj UV zareni).

Prvni fluorescencni mikroskop s UV excitaci vznikl v r. 1913, na jeho
zkonstruovani se podileli Koehler, Reichert a Lehman

Fluorescencni mikroskopie

epifluorescence - pozorovani v odrazeném svétle

diafluorescence = Transmisni fluorescen¢ni mikroskopie - Zdroj zareni
je umisten pod preparatem. Zvlastné usporadany zastinny kondenzor pak
propusti svetlo na vzorek z boku. Excitacni svetlo pak leti mimo objektiv a
objektivem prochazi jen svetlo emitovaneé.
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1- schranka s vybojkou

Schéma 2 - iluminator

fluorescencniho 3 - okular

mikroskopu 4 - kazeta na kostky s filtry
5 - objektiv

6 - univerzalni kondenzor
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Vhodna kombinace dichroického zrcadla,
excitacniho a emisniho filtru pro pouzity
druh fluorochromu se do mikroskopu vklada
pohromadeé jako tzv. kostka, jejiz dvé steny
jsou tvoreny filtry a uhlopficka dichroickym
zrcadlem. Kostky jsou umisteny na
vymeéniku a je mozné je vymenovat podle
potreby



- Detector Excitacni svétlo prochazi objektivem,
dopada na preparat shora a emisni svetlo

Emmision filter se vraci zpéet do objektivu.
_ , Dichroicke zrcatko odrazi excitacni svetlo
g —_— do objektivu a propousti emisni svetlo do
3 okularu podle toho, jakou ma vinovou
, | ) ol ’ .
5 e citation filtor ” delku. Pouziva se tedy vzdy takovy typ
o= zrcadla, ktery maximum excitacniho sveétla
Ligthsource — odrazi a maximum emisniho svéta
propousti.
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Nevyhodou klasickeho fluorescencniho mikroskopu je,
Ze casti vzorku nad a pod zaostrenou rovinou jsou take
excitovany a svetlo pochazejici z techto oblasti prispiva
K rozmazani obrazu. Dalsim jevem s kterym se
setkavame je tzv. fotovybelovani (photobleaching), pri
kterem fluorofor trvale ztraci schopnost emitovat zareni.
To se déje pfi intenzivnim ozareni fluoroforu, ve kterych
dochazi k nevratnym strukturnim zmenam vedoucim az
K uplnému vyblednuti.



Zoologicka mikrotechnika - FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Svetelny zdroj:

- musi emitovat dostatecné intenzivni svétlo o blizkych ultrafialovych
vinovych délkach

1. Vysokotlaké rtutove vybojky - v trubici z kfemenného skla je malé
mnozstvi inertniho plynu a rtuti.

2. Xenonova vybojka - oproti rtutové vybojce ma spojite spektrum od
ultrafialovych délek po blizké infraCervené vinové
delky. V oblasti viditelného svétla se tato vybojka
blizi pfirodnimu dennimu svetlu.

3. Halogenove zarovky - vyuzivaji rozzhavene wolframove vlakno, jsou
znamé u béznych mikroskopu. Lze pouzit u téch
fluorescencnich aplikaci, kde neni potreba
zdroj ultrafialového svetla.
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Filtry:

- k excitaci se pouziva pouze Cast ze spektra svételného zdroje a k
pozorovani fluorescence se pouziva cCast fluorescencniho spektra; proto
hraji filtry ve fluorescencni mikroskopii tak dulezitou roli

1. Interferencni filtry

Lze je vyrabét pomoci vakuovaného naparovani. Tyto filtry vyuzivaji k
filtraci rznych vinovych délek interferenci svétla na rozhrani vrstev s
ruznymi indexy lomu ( excitacni filtr, dichroické zrcadlo).

2. Filtry z barevného skla -

r r W 1 4 V'

absorbci svétla propustné pouze pro ¢ast spektra (bariérovy filtr).

Kombinaci zminénych typu filtrd se ve fluorescencni mikroskopii dosahne
pozadovanych vlastnosti systému filtr
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Autofluorescence — vlastnost bunéek (endogenni
fluorofory)

Sekundarni fluorescence
nekteré fluorofory (DAPI, ethidium bromid,
Hoechst, propidium jodid) se vazi na urcité
molekuly (napf. na DNA) a muzeme je tedy
pouzit na zviditelneni techto molekul
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2. Imunofluorescence

Pro vétsinu struktur v burice bychom vSak nenasli fluorofor, ktery by se na né specificky vazal.
V takovém pfipadé pouzivame metody imunofluorescence.

= Prima (protilatka s navazanym fluoroforem)

Jsou vypracovany postupy, s jejichZ pomoci si dokazeme vyrobit protilatku, ktera se specificky
vaze na témér jakykoli druh molekuly. Mame-li takovouto protilatku, miZzeme na ni kovalentné
navazat fluorofor a vyrobit tak fluoreskujici molekulu specificky rozeznavajici to, co

potfebujeme.

- NepPrima (primami protilatka navazana na strukturu, protilatka s fluoresceinem
rozeznavajici primarni protilatku a navaze se na ni a tim ji zvyrazni)

U této metody si nejdfive pfipravime v urcitém zvifecim druhu (napf. v kralikovi) specifickou
protilatku proti nasi molekule (primarni protilatka) a nechame ji navazat na molekulu nebo
strukturu, kterou chceme lokalizovat. Po odmyti pfebytecné primarni protilatky se na preparat
pfida komercéné dodavana protilatka konjugovana s fluoresceinem, ktera specificky
rozeznava vSechny protilatky daného zvifeciho druhu (v nasem pfipadé kralika). Ta se
navaze na primarni protilatku a zviditelni nami hledanou strukturu. Nevyhodou nepfimé
fluorescence oproti pfimé fluorescenci je nizsi specifita.
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Priklady fluoroforu:

1. Fluorofor se vaze primo na urcité struktury v burnce
= fluorescencni sondy: 420 nm

- NK, DNA, RNA

DAPI - interkaluje do struktury DNA, barvi se modre
Ethidium bromid - DNA a RNA (oranzova)
Propidium jodid — DNA (Cerveng)

Congo red — amyloid (rdzové) 500 nm
GFP zeleny fluorescencni protein

2. Fluorofor se vaze na protilatku a pres ni na urcity Cy3 540 nm
antigen = fluorescencéni znacky:

AIE:{ESGN
- vyuzivaji se nejvice pro znaceni proteind 580 nm
Texas Red

FITC (fluorescein isothiokyanat) — na aktinova vlakna je
specificky navazana latka faloidin, ktery je znaceny FITC
(zeleny),

TRITC (tetrametylrhodamin isothiokyanat)

Cy3, Cy5 a Alexa 5- fluorofory vyvinuté specielné pro
fluorescencni mikroskopii vysoce fotostabilni a s vysokou
ucinnosti fluorescence. EXCITATION

620 nm

Cy5
660 nm

EMISSION
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1. Pozorovani autofluorescence (bez pouziti barviva)

Cela fada latek fluoreskuje po
ozareni UV svétlem (nékteré tkané,
bunky a jejich integralni slozky -
pigmenty, chlorofyl).

lidsky vlas -
keratin

AT,
chlorofyl /%

1974 YR
Spirogyra sp. LA 1.

chlorofyl

<+ P¥ichytné svorky (skleroproteinové)
Zaberniho parazita kaprovitych ryb
Paradiplozoon homoion (Monogenea)
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2. Pozorovani sekundarni fluorescence (metoda chemického barveni)

Objekt - dlazdicovy epitel z
ustni dutiny Cloveka
Fluorofor - akridinova oranz

DNA — zelene

RNA - Cervené

Pozorovani fluorescenéniho svétla generovaného Chromozomy fluoreskujici
fluorochromem (fluoreskujici barvivo), kterym se obarvi latka diky propidium jodid
bez vlastni fluorescence (proteiny, uhlohydraty). Pokud se
obarvi pouze objekty, které chcete pozorovat, Ize je

pozorovatoddélené od tkaneé a ostatnich bunék.

Aplikace: vizualizace bunécnych jader,
chromozému, cytoskeletu, bunécnych stén atd. Barveni DAPI jadra kvasinky
Saccharomyces cerevisiae



