Zoologicka mikrotechnika - FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Fluorescence

Fluorescence je jev, kdy latka absorbuje ultrafialové zareni
nebo viditelneé svetlo s kratkou vinovou delkou a emituje
viditelné svetlo s delsi vinovou delkou nez ma svetlo
absorbovaneé

Emitace svétla neni doprovazena tepelnym zarenim
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Fluorescence
Tristupnovy proces :
1. faze - excitace (buzeni viditelného zareni)

2. faze -vlastni doba excitovaného stavu (nevratna preména ¢asti
energie v jiné druhy)

3. faze - emise (vyzareni svétla urcité vinoveé délky)
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Energie excitovaného svétla je vétsi nez emitovaného (E_> E__)

Vinova délka excitovaného svétla je mensi nez emitovaného (A_< A, )
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Fluorescence ma nektere typicke vlastnosti. Nektere z nich jsou obzviast
dulezité pro fluorescenéni mikroskopii.

« Aby latka emitovala fluorescencni svétlo, musi svétlo absorbovat.

* VInova délka fluorescencniho svétla lambda, je obvykle vétsi, nez vinova
délka excitaniho svétla A, (Stokesuv zakon).
7\’eX > 7\‘em
DelSi vinova délka odpovida mensi energii svétla. To znamena, ze energie
fluorescence je mensi, nez energie absorbovaného svétla.

* Intenzita fluorescence je obecné mnohem mensi, nez intenzita excitacniho
svétla.

» Fluorescencni svétlo je emitovano vSemi sméry nezavisle na smeru
excitacniho svétla.

* Fluorescence postupné mizi.

« Kazda latka ma své charakteristické fluorescencni spektrum.
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Kazda latka ma své charakteristické fluorescencni spektrum
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Fluorescencni mikroskop

V r. 1910 pozoroval Koehler pfi mikroskopovani s ultrafialovym svétlem
fluorescenci mnoha objektl

Prvni fluorescenéni 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 - pozorovani v prochazejicim svétle, ktera se v souasné
dobe temer nepouziva

Nyni pod pojmem fluorescence rozumime vyhradné pozorovani odrazeného
fluorescenéniho svétla.
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Schéma fluorescencniho mikroskopu

)

1- schranka s vybojkou

2 - iluminator

3 - okular

4 - kazeta na kostky s filtry
5 - objektiv

6 - univerzalni kondenzor
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1. Svételny zdroj: Ze svételného zdroje vychazi svétlo s ruznymi

vinovymi delkami od UV po IR.

2. Excitacni filtr: Tento filtr propousti pouze svétlo, které je
potiebné k fluorescenci vzorku, predevsim s
kratSi vinovou délkou. Ostatni svétlo pohlcuje.

3. Fluorescencni preparat: Vzorky, které reaguji na dopadajici svetlo
fluorescenci (vétSinou po pridani barviva -
fluorochromu).

4. Dichroickeé zrcatko: Slouzi k oddéleni excitacniho a
fluorescenéniho (emitovaného) svétla.

5. Bariérovy filtr: Tento filtr pohlcuje vSechno excitacni svétlo,
které nebylo pouzito k excitaci a propousti pouze
fluorescencni svétlo. Navic je mozné z
fluorescencniho spektra nechat projit pouze jeho
cast.
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Schéma principu fluorescencni mikroskopie

Kostka s filtry a zrcatkem
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Sveételny zdroj:

- musi emitovat dostatecné intenzivni svétlo o blizkych ultrafialovych
vinovych délek

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

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

3. Halogenoveé zarovky - vyuzivaji rozzhavené wolframové viakno, jsou
znamé u béznych mikroskopu. Lze pouzit u téch
fluorescenénich aplikaci, kde neni potreba
zdroj ultrafialového svétla.
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Filtry:

- k excitaci se pouziva pouze Cast ze spektra svetelného zdroje a k
pozorovani fluorescence se pouziva Cast fluorescenéniho 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 (dichroické zrcadlo, excitacni filtr).

2. Filtry z barevného skla -

Tento typ filtrd se vyrabi pfidanim pigmentu do skla. Tyto filtry jsou diky
absorbci svétla propustné pouze pro ¢ast spektra (bariérovy filtr).

Kombinaci zminénych typu filtra se ve fluorescenéni mikroskopii dosahne
pozadovanych vilastnosti systému filtra
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Oddéleni excitacniho a fluorescenéniho svétla pomoci dichroického
zrcadla

Dichroické zrcadlo je druh interferen¢niho filtru a umisti-li se do optické
drahy v uhlu 45°, kratSi vinové délky odrazi a delSi jim prochazi.

e Hlavni prednosti dichroického
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fluorescenéniho svétla. Uginnost
odrazu excitacniho svétla je vice
nez 90 % a uc€innost pruchodu
ﬁj Objektiv fluorescencniho svetla je take
Preparat vétsSi nez 90%. Celkova ucinnost
Excitagni svétlo oddéleni je tedy vétsi nez 80%.
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K uplnému oddéleni excitacniho a fluorescencniho svétla je v realnych
systémech nutné pfidani bariérového filtru, a to z nasledujicich

duvodu: i & jFluorescence
I 1
- o . o —— F 1 Bariérovy filtr
« cast excitaCniho svétla se odrazi od | ‘: ! |
|
povrchu ¢ocek a povrchu vzorku & o
s — s T
« velka Cast excitacniho svétla je sice -—

odrazena smérem ke zdroji, ale

cast sveétla, které ma vinovou délku, pro
kterou je dichroickeé zrcadlo propustné

dichroickym zrcadlem projde

Separace excitacniho
svétla a fluorescence
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1. Pozorovani autofluorescence (bez pouziti barviva)

Cela rada latek fluoreskuje po
ozareni UV svetlem (neékteré tkane,
bunky a jejich integralni slozky -
pigmenty, chlorofyl).

chlorofyl

o

<+ Prfichytné svorky (skleroproteinovée)
zaberniho parazita kaprovitych ryb
Paradiplozoon homoion (Monogenea)
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2. Pozorovani sekundarni fluorescence
(metoda chemického barveni)

Pozorovani fluorescenéniho svétla
generovaného fluorochromem (=préba,
fluoreskujici barvivo), kterym se obarvi latka
bez vlastni fluorescence (proteiny,
uhlohydraty). Pokud se obarvi pouze Chromozomy fluoreskujici diky

objekty, které chcete pozorovat, Ize je propidium jodid
pozorovat oddelene od tkané a ostatnich

bunék.

Aplikace: vizualizace bunécnych
jader, chromozoému, cytoskeletu,
bunécnych sten atd.

Barveni DAPI jadra kvasinky

Saccharomyces cerevisiae
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3. Fluorescencni barveni protilatek (imunofluorescence)

Molekuly protilatky, oznaCené
navazanym fluorochromem, se vazi s
molekulami specifickym bunéénym
antigenu za vzniku komplexu
(antigen+ protilatky + fluorochrom)

Vizualizace specifickych antigent,
provazejicich urcité choroby,

jejichi mnozstvi respektive Nepfima imunofluorescence Zelené (FITC) fluoreskuji

vs . . bunécné struktury positivni na antigen prokazovany
prltomnost seé StUdee po reakci protilatkou 2E12 (apoptotické buriky). Cervené fluoreskuji
antigenlprotilétka buriky, do nichZ porusenou bunéénou membranou proniklo

fluorescencni barvivo propidium jodid, ktery se vaze na
bunécnou DNA. Toto barvivo nepronika membranou zivych
bunék a barvi pouze bunky v pozdni fazi apoptdzy a bunky
nekrotické. Na obrazku jsou zviditeInéné apoptotické buriky
a apoptoticka téliska, které se barvi zelené, dale buriky
nekrotické barvici se €ervené a téz bunky v pozdni fazi
apoptdzy barvici se obéma fluorochromy.
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Priklady fluochromu:

1. Skupina - nekovalentné se vazi pfimo na urcité struktury v bunce -
napr. DNA

- akridinova oranz, propidium jodid, ethidium bromid, DAPI
2. Skupina - vazi se napfr. na protilatku a pres ni na urcitou bunku

- Texas Red, FITC (fluorescein isothiokyanat),
TRITC,(tetramethylrhodamin isothikyanat)

Pri fluorescenéni mikroskopii je nutno pouzivat
podlozni skla, kryci skla, uzaviraci médium a imerzni
olej bez primarni fluorescence, tzn. ze v pouzitém
excitacnim zareni samy nefluoreskuji




