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Co nam v té bunce sviti — Fluorescenc¢ni mikroskopie

Teoreticky Gvod:
Fluorescence

Fluorescence je jev, pfi kterém molekula vyzari/prijme svétlo. Tento jev je spojen se zménou energie
elektronu/protont v molekule. ............... je po absorbovani energie vybuzen do excitovaného stavu a
po urcité dobé (~10° s) se vraci do zakladniho stavu za rychlého uvolnéni energie ve formé vyzareného
fotonu. Tento proces je zobrazen na Jablonského diagramu (Obr.1)
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Obrézek 1: Jablonského diagram zobrazujici zakladni stav (So) a excitovany stav (S1) elektronu
v molekule a jejich prechody. Cervena &ara znazorfiuje absorpci, ktera vybudi elektron do
excitovaného stavu a zelena odpovida prechodu elektronu do zakladniho stavu za sou€asného
vyzareni fotonu.

Ukol 1: Popiste emu odpovida modréa Sipka (Vibrace)

Absorpce (pfijeti energie a vybuzeni elektronu) se mlze nazyvat také ............... a fluorescence
(uvolnéni energie a vyzareni fotonu) se muze nazyvat Emise. Pfi bliz§im pohledu na Jablonského
diagram zjistime, Ze energie emitovaného zafeni je nizSi nez absorbovaného. Existuje zavislost mezi
energii fotonu a vinovou délkou fotonu.

Ukol 2: Spojte pojmy, které jsou ekvivalentni.

DelSi vinova délka VysSi energie

Kratsi vinova délka Nizsi energie
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Fenomenon posunu vinové délky zareni poprvé pozoroval Sir Stokes v roce 1852. Tento posun vinové
délky byl nazvan Stokeslv posun (Obr.2).
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Obrazek 2: Stokes(v posun zobrazujici excitaéni a emisni spektrum a jeho stokestv posun.

Fluorescenéni mikroskop

Fluorescenéni mikroskop je svételny mikroskop umoznujici detekci a pozorovani fluoreskujicich latek
ve vzorku. Nejcastji vyuzivany je tzv. .........c.cccoeeennen. mikroskop. V tomto usporadani excitaéni
svétlo prochazi objektivem, dopada na preparat a emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. Vyuziva
se proto zvlastni typ zrcadla nazvany ...........ccooiiien i , které odrazi excita¢ni svétlo na
preparat do objektivu a propousti emisni svétlo do okularu. Propousténi a odrazeni svétla je zavislé na
vinové délce svétla (Obr.3A).

DalSimi nutnymi komponenty fluorescenéniho mikroskopu jsou excitaéni filtr, ktery dokaze filtrovat
(vybrat) vhodnou ¢ast spektra ze svételného zdroje a emisni filtr (bariérovy), ktery pfesné vybere oblast
spektra vzniklé fluorescence (Obr.3B).
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Obrazek 3: Schéma epifluorescenéniho mikroskopu (A) a detail propustnosti filtrii pro selekci
svétla (B).
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Kombinace dichroického zrcéatka a obou filtrl pro specificky fluorofor se do mikroskopu vklada v celku
jakotzv. ..., , jejiz dvé strany jsou tvoreny filtry a uhlopFicka je tvofena dichroickym zrcatkem.

Ukol 3: Nakreslete dichroické zrcatko a struéné popiste jeho funkci.

Konfokalni mikroskop

Podstata konfokalniho mikroskopu je do znaéné miry zalozena na zminéné fluorescenéni mikroskopii.
Zakladnim prvkem kazdého konfokalniho mikroskopu je tzv. konfokalni $térbina, bézné nazyvana jako
...................... Timto pfistupem je mikroskop schopen eliminovat veSkeré zareni, které nevzniklo
presné v roviné zaostfeni (Obr. 4). Kvdli odfiltrovani znaéného mnozstvi svétla je nutné pouzit
..................... , jakozto intenzivni excitaéni zdroj. Nasledné obraz vznika postupnym skenovanim
zorného pole, ¢&imz je zisk vysledného obrazu oproti klasické fluorescenéni mikroskopii
rychlejsi/pomalej$i. Detektor v konfokalnim mikroskopu zaujima ................. , ktery je schopen detekovat
jednotlivé fotony s extrémni pfesnosti. Diky skenovani obrazu a eliminaci zafeni vzniklé mimo rovinu
ostrosti je/neni konfokalni mikroskop idealnim pfistrojem pro sbér objemovych dat (Z-stack).
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Obrézek 4: Schéma konfokalniho mikroskopu
Lidské bunéc¢né linie a zna¢eni bunék

Experimenty pfimo s lidskymi bufikami nam davaji nejlepsi predstavu co piesné se v naSem téle déje.
Samozfejmé neni mozné délat experimenty pfimo na lidech. Misto toho se pouzivaji specialné upravené
linie, které dokazou rist v laboratornich podminkach. Nejcastéji se pouzivaji lidské bunky linie HEK293T
(Human Embryonic Kidney Cells). Jedna se o linii originalné odvozenou z lidskych embryonickych bunék
ledvin/jater.

V naSem experimentu ale budeme pozorovat lidskou linii ........................ , jsou to buriky odvozené od
maligniho nadoru glioblastomu (mozku). Tyto bufky jsou vhodnégjSi pro demonstraci
imunofluorescence, jelikoz Iépe drzi prisedlé na sklicku a Iépe se s nimi manipuluje.
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Specifické ¢asti v bunkach nejsou detekovatelné pouhym svételnym mikroskopem, proto musime vyuzit
fluorescence. Bohuzel proteiny nefluoreskuji sami od sebe, proto je potfeba je né&im selektivné oznadit.
Proteiny zajmu budou oznaceny pomoci specifickych ......................... (primarnich) a na né se bude
v druhém kroku vazat sekundarni ......................... Sekundarni ...l na sobé nesou
fluorescenéni barvi¢ku zvanou Alexa Fluor 488 (Obr.5).

Excitation/Fluorescence
L L 1L 1L L L

1 I I I L]
380 430 480 530 580 630
Wavelength (nm)

Obrazek 5: Excitaéni a emisi spektrum barviéky Alexa Fluor 488 a jeji atomarni struktura.

Ukol 4: Zkuste ze spekter odhadnout hodnoty vinové délky, pfi které bude excitace a emise maximaini.

Prakticka cast:
Manipulace se sklickem s bunkami

Buriky rostou na krycim sklicku v 24 jamkové desti¢ce pfi 37°C. Buriky na sklicku nesméji dlouho z{istat
suché a zaroven je potfeba hlidat si stranu, na které buriky rostly.

Odeberte DMEM medium z buné&éné kultury.

Promyjte U251 buriky pomoci pufru PBS.

Presunte bunky do vétsi promyvaci desticky.

Pripravte si kousek parafilmu do tmavé komurky.

Naneste kapku nafedénych protilatek na parafilm a opatrné na ni pfilozte skli¢ko burfikami dold.
Pfeneste sklicko zpét do promyvaci desticky.
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Vyuziti mikroskopu pro pozorovani pylu a konvalinky

Pro prvni seznameni s mikroskopem se podivame na fluorescenci fezu konvalinkou. Nejdfive zapnéte
externi fluorescenéni lampu a poté samotny mikroskop.

Ukol 5: Nakreslete kousek konvalinky, kterou pozorujete v mikroskopu.
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Vyuziti mikroskopu pro pozorovani jadra a a-tubulinu v U251 bunkach

Pro zobrazeni jader, ktera jsou oznacena barvickou fluorescenéni barvickou DAPI (4',6-diamidin-2-
fenylindol). Barvicka DAPI je schopna prochazet bunéénou membranou a pevné se vaze na AT bohaté
oblasti v DNA. Po vazbé& DAPI na DNA se az 20x zesiluje intenzita fluorescence, protoze nedochéazi
ke zhaseni fluorescence molekulami vody v roztoku. Excitaéni maximum DAPI je 358 nm (ultrafialové
svétlo) a emisni maximum je 461 nm.

a-tubulin spole¢né s B-tubulinem tvofi dimerni protein tubulin, ktery je zakladnim stavebnim kamenem
mikrotubulG. Mikrotubuly jsou dulezitou soucasti ......................... eukaryotickych bunék. Tubulin
hraje zasadni roli pfi déleni/smrti bunék.

1. Epifluorescenéni mikroskop

Pro pozorovani bunék budeme vyuZivat objektivy se zvétSenim 16x a 40x oba tyto objektivy potfebuji
ke svému spravnému fungovani imerzni olej, ktery omezi ruSivé odrazy na krycim skli¢ku i na povrchu
objektivu, takze se zvysi i kontrast zobrazeni.

2. Konfokélni laserové-skenovaci mikroskop

Zde vyuzijeme objektiv se zvétSenim 63x, ktery také vyzaduje pro spravnou funkci imerzni ole;j.
Nastavime dva kanaly pro snimani obrazu. Jeden pro znac¢ku DAPI, kde zvolime excitaéni laser 405 nm
a druhy pro znacku AF488, kde zvolime laser 488 nm. Poté nastavime vhodné rozsah emisnich filtrG.
Budeme snimat objemova data, tzv. Z-stack pro ziskani 3D obrazu. Nasledné si ukazeme vysledek a
rozdil oproti klasické epifluorescenéni mikroskopii a vyuziti dekonvoluce.

Ukol 6: Jakou barvou je DAPI zobrazovano v mikroskopu a jakou barvou je AF488 zobrazovano
v mikroskopu? Jak vypadaji struktury, které jsou nabarveny?

Zaver:

Ukol 7: Napiste svymi slovy, co je to fluorescence? Jaké jsou hlavni rozdily mezi epifluorescenénim a
konfokalnim skenovacim mikroskopem? K ¢emu se pouziva barvicka DAPI? Co je to konfokalni
Stérbina?



