Fluorescencni mikroskopie
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 Definice a princip fluorescence
* Fluorofory
* Fluorescencni mikroskop




Princip fluorescencni mikroskopie

e Viditelné svétlo

* VInéni o vinové délce 400-700 nm
* Elementarni ¢astice — foton (dualni povaha)
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Color | Wavelength
violet  380-450 nm

blue  450-495 nm
green  495-570 nm
yellow | 570-590 nm
orange 590-620 nm

red 520-750 nm

Frequency |Photon energy

GG8-789 THz
B06—668 THz
526606 THz
S08-526 THz
484-508 THz
400-484 THz

2.75-3.26 eV
2.50-275eV
217-2.50 eV
210217 eV
2.00-210eV
1.65-2.00 eV

A=c/f
E=h*f=h*c/A
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Luminiscence

e Jev pri kterém latka vysila do prostoru svétlo

o Déleni dle indukce
o Chemiluminiscence

— Vyvolano chemickou reakci — napf. oxidace luciferinu luciferazou u svétlusek, ECL
detekéni Cinidlo
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Fotoluminiscence

Zareni je vyvolano jinym zarenim

vyzarovani svétla objektem poté, co byl pred tim vystaven zareni o
(vétSinou) kratsi vinové délce, nez-li je vinova délka vyzafovaného
zareni.

Fluorofor (luminofor) = fluorochrom — latka schopna fosforescence

Excitacni zareni — luminiscenci vyvolava
Emisni zareni — vysilané latkou

elektroluminiscence - displeje starSich kalkulacek

radioluminiscenci - radioaktivni zafeni, dopad radioaktivniho zareni na
luminiscencni stinitko vyvolava zablesky.

termoluminiscence, mechanoluminiscence, sonoluminiscence,
chemiluminiscence - podtypem chemi- je bioluminiscence




Vyskyt a vyuziti fluorescence
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GFP - Aequorea victoria

Collection of various fluorescent minerals under UV-A, UV-B and UV-C light

Confocal microscopy - Transformed
African Green Monkey Kidney Fibroblast
Cells (COS-7 Line)

Agarose gel following Agarose gel electrophoresis on UV light box Gel
from a research project on hepatitis B virus



http://en.wikipedia.org/wiki/Agarose_gel_electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/HBV

Fluorescence v molekularni biologi
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Fluorescencéni mikroskopie Pritokova cytometrie, tridéni DNA, RNA, protein arrays


http://en.wikipedia.org/wiki/Image:FISH_(technique).gif
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Bcrablinter.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Bcrablmet.jpg

Princip fluorescence

Absorption and Emission
of Radiation

Absorption

Figure 1 q Emission



Princip fluorescence
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Princip fluorescence
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Princip fluorescence — Jablonského schéma

- molekula absorbuje svetlo o vysoke energi

- tim se energie molekuly zvysi (excitovana molekula)
- Cast této energie pohlcena molekulou (vinovka)
- molekula vyzaruje svétlo o nizSi energii

Principle of Excitation and Emission
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Prubeh fluorescence

 Excitace — elektronu fotony ze zakladni energetické hladiny do
excitovaného stavu — trvdni 101> s

VvV /

e Ztrata energie ve forme tepla
* Trvani 10141 s

* Emise svétla => fluorescence
 Trvani 1027 s = doba dohasinani



Recyklace a photobleaching

Photobleaching

Unbleached Image Photobleached Image
Excitation Ciastruction

Absorption Emission

Absorption Ermission

Ground state

Ground state Choose A Specimen: Time Elapsed: 0 seconds

Bovine Artery Cells (Triple) v I

Color Channels:

https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-
resource/primer/java/fluorescence/photobleaching/

Before Photobleaching 13 sec

Fluorochromy jsou schopny recyklace, ale mnohé se velmi rychle vysvécuiji. Snaha je pouzivat stabilizované.


https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/fluorescence/photobleaching/

Excitace

Fluorophore
molecules

Vzorek fluoroforu je osvécovan rtznymi vinovymi
délkami a podle toho jsou aktivovany rozdilné pocty
molekul — absorpcni spektrum

InVlt'rczggp Molecular Probes Schoeol of Fluorescence



Emise
A B

Emission Range Emission Range

Fluorofor vyzaruje na rlznych
vinovych délkach — emisni Dye solution
spektrum

Emission range

Only excited fluorcpheores
are shown

invitrogen Molecular Probes School of Fluorescence



Absorbcni (excitacni ) spektrum
zavislost intenzity fluorescence na excitacni vinové délce
(méreno pfi konstatni emisni vinové délce)

Emisni spektrum
zavislost intenzity fluorescence na vinové délce pfi
konstantni vinové délce excitace

e obé spektra maji své maxima

e excitacni maximum

® emisni maximum

e vzdalenost mezi nimi — Stokeslv posun

Absorption and Emission Spectra with Overlap Profile

elative Iintens

<+ UV Wavelength Wavelength [IR»




Fluorofory

Vlastni (vnitrni) fluorescence latek

Pfirozené se vyskytujici fluorofory

» aminokyseliny, kofaktory enzymu, chlorofyl, green fluorescent protein..

Nevlastni (vnéjsi) fluorescence latek

Prima vazba fluorochromu na molekuly nebo bunécné struktury

pouZziti sondy

DNA, bunecna sténa, plazmaticka membrana... mitochondrialni aktivita - respiracni vzplanuti, pH indikatory,
membranovy potencial..

Neprima vazba fluorochromu

Pouziti znacky
navazani na imunoglobulin (protilatku) nebo usek nukleové kyseliny,
phalloidin, annexin V...



Sondy pro nukleove kyseliny

Interkalatni sondy ~ Vazbadovelkéhozlabku 1, 40 maleho s1abku

Hoechst 33258
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Nevlastni (vnejsi) fluorescence

* Nepiima vazba fluorochromu —ZNACKY

* znacky jsou vazany k molekulam (proteiny, peptidy, oligonukleotidy..)
kovalentni vazbou

e proteiny — vazba na aminové (NH2-), thiolové (SH-) skupiny nebo
histidinové retézce

pozadavky

* vysoka intenzita fluorescence

e stabilita pri ozarovani

* minimalni vliv na biologické vlastnosti vzorku



Nejcastéji pouzivané
prevazné na protilatky

Rhodaminy
* Ex. 541, em. 572

Fluorescein isothiocyanate (FITC)
* Ex. 495, em. 521




Rhodaminy

* historicky nejpouzivanéjsi fluorescencni znacky
* prevazne na protilatky

 ve formeé derivatu

* vysoky kvantovy vytézek 0,3-0,8

* photobleaching

ex.—541nm, em.—-572nm
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Fluorescein isothiocyanate (FITC)

N=C=S$S

* Jasne zeleny fluorofor

\{»ﬂ R 1"‘\

* omezeneé rozpustny ve vodéeé a v
alkOhOIECh Fluorescein

Fluorescein + ProLong Reagent

* Pouziva se bézne jako
fluorescencni znacka ve
fluorescencni mikroskopii

Time =0 sec

Fluorascain + ProLang Reagent

* Vysoky kvantovy vytézek az 0,9

* \yznamne podléha béleni
(photobleachingu)

Time = 30 sec




Alexa Fluor Dyes (Molecular Probes

* sulfonovany derivat rhodaminu

* vyssi kvantovy vytézek - svitivost

» zesilena fotostabilita (J photobleaching)
* pH stabilita

* dlouhodobé stabilni

* vyuziti — Zivé burky, tkanové rezy, fixované preparaty
* velky vybér rozsahu ex. a em. maxim
* od UV po near-infrared oblast

* oznaceni podle vinové délky zdroje excitacniho zareni

Fluorescence emission

Wavelength (nm)
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12
13
14
15
16
17
18
19
20

ANexa Fluor* 350
Abexa Fluor® 405
Alexa Fluor® 430
Nexa Fluor* 458
Adexa Fiuor* 500
Aexa Fiuor* 514
Alexa Fluor® 532
Aexa Fluor® 546
Aexa Fluor® 555
Aaxa Fiuor® 568
Aexa Fiyor® 554
Aexa Fluor* 610
Adexa Fluor® 633
Aexa Fluor® 635
Aexa Fluor® 847
Aexa Fluor® 660
Adaxa Fluor® 660
Aexa Fiuor* 700
ANexa Fiyor® 750
Aexa Fiyor® 790



Fluorescencni proteiny (GFP)

GFP - Aequorea victoria

Aequorea victoria

Pomoci bodovych mutaci Ize modifikovat excitacni a emisni spektra
Mutace S65T — EGFP (enhanced GFP)

EGFP je zakladem pro dalsi barevné varianty
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(a) Excitation spectra (b) Emission spectra
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https://www.cell.com/trends/cell-biology/fulltext/S0962-8924%2898%2901434-2



Kvantove tecky (Quantum dots)

Polovodicové fluorofory, CdS, CdSe, InP, InAs, PbSe

Vyhody

Vysoky excitacni koeficient

Uzké emisni spektrum

Poloha emisniho spektra souvisi s velikosti ¢astic
Nedochazi k vybélovani

Nevyhody

Castice o velikosti nékolika nm

Je dulezité pouzivat monodisperzni ¢astice

Chemicky inertni — pfi navazani funkénich skupin maze fluorescence zmizet

Normalized Fluorescence Intensity

T 7 T T T ]
480 500 520 540 560 580 600 620 640
wavelength (nm)

DOI:10.1007/s41061-020-0296-6

460nm 520nm 580nm 620nm 660 nm
Blue Green Yellow  Orange Red



https://link.springer.com/article/10.1007/s41061-020-0296-6

Zvazit jas fluorochromu
Zvolit nejjasn

Vyber fluorochromu

L aLD &4

&jSi pro nej

méne exprimovaneé proteiny
Vice versa - méne jasneé pro nejvice expr. Proteiny

selektivita (napr. sondy pro Ca2+ mohou vazat i Mg2+, ...)

A Multicolor Tool

BD Fluorescence Spectrum Viewer

Options Curves: | 4 3| Cytometer: | Any Cytometer [ 5]

585/42

or: MATIRES] 4 ShowEm Onlywhen Ex %> Bl *v Location

100 — 530730
80
60
40
20
300 350 400 450 500

Fluorochrome  Ex% Ex Em Filters
(rimc %) 88 |1m 1 (530730 [

W62 |mm [z

Filter Performance Estimates

Wavelength [nm)

fluorescence

vvvvvvvvv

PE-Cy7]

“percP-Cys.5 18)) (o8 |I@ @ [695/40 [8) { mf}

PE[PerCP-C..| PE-Cy7
,,1 ,,I -

PE-Cy? %) (62 | 1@ @ (780760 [3) I

AT

PE[PerCP-C..|

y7|

Filter Performance (leakagel: | %Measured [ 1) (spill/primary as percent

Reset ) ( Ex+j- ) ((Em+j- ) (Fiters+(-) (AddFier) |

t)

120

100 -

80

60

40

20 A

for quantification

.
'\,

isotype

3 / for general use

W
“a antibody

LN autofluorescence

dilution (1 in x)




Epifluorescencni mikroskop (widefield)

Vzorek
5 ; Zaostrena
rovina
Exitace fluorochromu
Objektiv
Svételny

zdroj %



Epifluorescencni mikroskop (widefield)

Vzorek

.. Zaostfena
rovina

Objektiv

|
@I Oko/Kamera
'

Polopropustné ' Filtr
zrcadlo '

Svételny
zdroj - rtut’ vybojka

Exitace fluorochromu
a emise probiha
soucasneé.

Avsak barvy jsou
oddéleny poloprop.
zrcadlem a filtrem



Konfokalni mikroskop

Vzorek

| .. Zaostfena

rovina

Objektiv
Polopropustné
zrcadlo
Fotodetektor
Konfokalni
w=|\== ——  pbodové clony

Svételny
zdroj %




Rozdil mezi konfokalni a epifluorescencni
mikroskopii

epifluorescencni

konfokalni

pylové zmo”



| aserova skenovaci konfokalni
mikroskopie

3D rekonstrukce obrazu
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Live imaging
casosberna zobrazeni bunéek

Ruzné rezimy zobrazeni
* Prochazejici svetlo
* Fluorescencni znaceni

* Vyuziti v mediciné

* Analyzy zmé&n chovdani bunék (morfologie, |
proliferace, apoptdza)

e Evaluace vlivu rozpustnych latek a
substratd

(Stanoveni toxickych/podpUrnych ucink()



hESC Control

hESC + Camptothecin

Apoptoza a mitochondrie

mean intensity
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Fluorescencni mikroskopie
Kmenove bunky — diferenciace

Differentiation




Fluorescencni mikroskopie
Neuronalni kmenove bunky

Cell Lineage

Self renewing
stem cells
Oct3/4, Nanog,

SSEA3, SSEA4,
TRA-1-60, TRA-1-81

Early

progenitor cells o E
TUJ1/DAPI GFAP/DAPI SOX2/DAPI

Sox1, Sox2,
Pax6, NeuroD1

~Ad1/DAPI GFAP/DAPI, S100p/DAPI

GFAP/DAPI S100p/DAPI

Oligofendrocyte Astrocyte

NDM

S100B8/DAPI

ADM




Fluorescencni mikroskopie
funkCni eseje - vapnikova signalizace

Bohaciakova, Jaros /



3D fluorescencni mikroskopie

SPIM mikroscopie - selective plane illumination microscopy

Carrera

Vzorek je ulozen v
tubé a je rotovan
béhem snimani

Rekonstrukci obrazu Drosophila embryogenesis Tube lens
|ze pak vytvorit
dynamicky 3D model Detection

Filter

Lightquide  Collimator Cylindrical lens
Objective

https://www.youtube.com/watch?v=yk7TWOtrphM H"::::ﬂ]}: )
Zebrafish development from laser ]

Specimen
—_—

[llumination

http://vimeo.com/51955484 - zebrafish

http://phys.ora/news/2012-06-life-fast-lane.htm https://www.youtube.com/watch?v=yk7TWOtrphM
http://openspim.org/Welcome_to_the OpenSPIM_Wiki Zebrafish development /



http://phys.org/news/2012-06-life-fast-lane.html
http://phys.org/news/2012-06-life-fast-lane.html
http://phys.org/news/2012-06-life-fast-lane.html
http://phys.org/news/2012-06-life-fast-lane.html
http://vimeo.com/51955484
http://openspim.org/Welcome_to_the_OpenSPIM_Wiki

