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Fluorescencni mikroskopie

Luminiscence - jev, kdy latka vysila do prostoru
svétlo -

g, E;l
__~ chemicka reakce — chemiluminiscence  #

.. svétlo — fotoluminiscence " svetluska

= fluorescence (emisni zareni jen kratkou
dobu po skonCeni exitaCniho zareni)

fosforescence (pretrvava i po zhasnuti
exitacniho zareni)

Vyvolavajici zareni — exitacni

Zareni vysilané latkou — emisni (vzdy delsi A, barva
posunuta smérem k €¢ervenému konci spektra)



Fluorescenéni mikroskopie

® Princip fluorescence:
Atomy nebo molekuly urcitych latek absorbuji
kvanta vyssi energie (UV zareni) a tuto energii
opét vydavaji v podobée svételného zareni o

vetsi vinové délce (latky fluoreskuiji)

Zareni je vysilano thned po vybuzeni (excitaci)
atomU nebo molekul a odezniva béhem asi 108
sekundy



Spojité svetelné spektrum

Vinova délkassvétlaivinm
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modra indigava fialové U \V/
Sedm barev duhy fialova 390 - 425
a jejich vinové délky indigové modra 425 - 445
modra 445 - 500
nm zelena 500 - 575
zluta 575 - 585
oranzova 585 - 620

(1 nm =10° m) cervena 620 - 740



Stokesovo pozorovani:

Fluorescence
| /

Emitované zareni
o delSi A

Absorption

Excitacéni zareni
o kratké A




Z hlediska zdroje fluorescence rozlisujeme:

primarni fluorescenci
/ (= autofluorescence, vlastni fluorescence)
\ sekundarni fluorescenci
(= nevlastni fluorescence)

- vazba umeéle dodanych fluoreskujicich barviv,
fluorochromu (= fluoroforu), na urcité struktury
bunek



Priklad fluorochromu pouzivanych

* v bunécné biologqii:

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole.HCI) — zvyrazriuje DNA
FDA (fluorescein diacetat) — Zivotnost bunék

Propidium jodid - Zivotnost bunék

FITC (fluorescein-isothiokyanat) - imunofluorescence

Akridinova oranz (RNA/DNA) - pritokova cytometrie

* v molekularni biologqii:

Ethidium bromid (PCR - zviditelnéni PCR-produktu)
Hoechst 33258 (mé&feni c DNA ve fluorometru)
SYBR Green (QPCR — kvantitativni, real-time, PCR)
TagMan sondy (QPCR - kvantitativni, real-time, PCR)




Sekundarni fluorescence

Autofluorescence

HEME CHLOROPHYLL

(Oxygen carcying porton of Hemoglobin)

Strukturni vzorec
fluorochromu DAPI

Strukturni vzorec
fluorescein diacetatu



= Vyhoda fluorescencnich metod:

- velky kontrast zobrazeni

- specificnost riznych fluorochromu na absorpci a
emisi svéetla o urcité vinové délce

- velky vybeér fluorescencnich znacek (kovalentni
vazba) a sond (nekovalentni)

- citlhivost

(moznost zachyceni pritomnosti pouhych 50
molekul v 1um? (=1 nl, 10° I); nizka koncentrace
barviva)



" Nevyhoda:

rychlé vysvicovani fluorescence (fotobleaching)

- fluorofory se vlivem intenzivniho zareni
rozkladaji, a ztraceji tak schopnost exitace a
emise

- nutnost minimalizace pusobeni exitacniho
svétla



Zakladni casti fluorescencniho
mikroskopu:

- zdroj UV zareni (vysokotlaka rtutova vybojka,
pozor na zapinani a vypinani lampy)

- excitacni (budici) filtry

- ze svételného zdroje selektivné vymezuji zareni o
urcité vinové délce vhodné ke vzbuzeni fluorescence

- ochranné (uzavirajici, bariéroveé, zabranné)
filtry
- zadrzuji excitacni sveétlo vnikajici do okularu a
odstranuji tak zareni skodlivé pro oko
+ ochranny UH kryt



Zakladni casti fluorescencniho
mikroskopu:

- vhodna optika - kFfemenna nebo zrcadlova
- objektivy s co nejvetsi
svételnosti (ij. s velkou NA)

- dichroickeé zrcadlo — specialni opticky filtr (viz dale)



Zdroj svetla: rtutova vybojka
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RN okular
excitacni

filtr

filtr propoustéjici
vinové délky

|
‘ fluorescencéniho

zareni

dichroické
zrcadlo, které
odraZi excitacni
zareni

a propousti
fluorescenci

zdroj svétla

objektiv

vzorek —L

Epifluorescence — chod Schéma fluorescence
paprski mikroskopem



Funkce excitacniho a bariérového filtru
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Exitacni filtr
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Bariérovy filtr

Vzorek

exitacni zareni emisni zareni
(delSi vinova délka)

Ptirucka Olympus, upraveno



Princip dichroického zrcadla




Barrier Filter

0/

Exclter Fliter

Dichroic Mirror

Stavba fluorescencni kostky Revolverovy vymeénik



Umisténi fluorescencnich kostek v mikroskopu



U — excitace (DAPI) — WU kostka

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole.HCI)
- exitace 372 nm (fialova)

-emise 456 nm (modra)

B — exitace (FITC) - WB kostka

FITC (Fluorescein-isothiokyanat)
- exitace 490 nm (modra)

-emise 520nm (zelena)



Aplikace fluorescencnich technik
pri studiu bunky:

kontrastovani bunéénych struktur v zivych i fixovanych
bunkach

(NK, jadra, jadérka, chromozémy, organely, cytoskelet,
bunécna sténa....)

detekce apoptédzy, studium bunééného cyklu

rozliSeni zivych a mrtvych bunék - testy zivotaschopnosti bunék
(fluorochrom fluorescein diacetat, propidium jodid)

detekce bakterii aj. patogent (kvasinek, plisni, fytoplazem)
v pletivech nebo tkanich, sputu, mog¢i a likvoru



" Aplikace fluorescencnich technik
pri studiu bunky:

" fluorescencni indikace pH,
meéreni koncentrace intracelularnich iontu,
monitorovani membranového potencialu,
sledovani transportu latek membranou,
interakce lIéciv s membranou, atd.

" imunofluorescenc¢ni techniky (viz dale)

— lékarska diagnostika, imunologie, hematologie, genetika



Pokud nenajdeme vhodny fluorochrom pro primou fluorescenci ,
vyuzijeme

Imunofluorescenci

" Princip:
vazba molekuly protilatky oznacené navazanym
fluorochromem s molekulami specifickych bunécnych

antigenu za vzniku komplexu,

<antigen + protilatka + ﬂuorochroD

které v exitacnim zareni vhodné vinové délky fluoreskuji




Prima (A) a neprima (B) imunofluorescence

* primarni protilatky

* sekundarni protilatky

\\é// fluorescenéni znacka

Az

antigen l—\&]

A




® Vyuziti imunofluorescence v klinické
praxi:

- Identifikace bunek T a B v krvi
- detekce specifickych protilatek pritomnych v krvi
- detekce imunoglobulinu v tkanich
- rychla identifikace mikroorganismu v tkanich
a Vv kulturach
- detekce nadorové specifickych antigenu
- identifikace transplantaCnich antigenu v ruznych
tkanich
- lokalizace hormonud a enzymu
- kvantitativni stanoveni proteinu a protilatek
v telnich tekutinach



Nativni vodny preparat
ve svéetelném mikroskopu
- pricny rez rapikem jablone
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Z = 40x (4 obj. x 10 ok.)

foto Pavla Valova



Autofluorescence
- pricny rez rapikem jabloné

Hranol WB Hranol WU

Z = 40X Z = 40x

foto Pavla Valova



Autofluorescence
- pricny rez rapikem jablone

Chlorofyl *
Hranol WB / Hranol WU

* Chlorofyl (exitace 430-450; do 550 nm; emise max. 685 nm) foto Pavla Valova



Detail sklerenchymatické pochvy u priéného rezu rapiku jabloné
- silné ztloustlé bunky s ochrannou funkci.
Fluorescencni kostka WB; Z = 400x.

foto Pavla Valova



Sekundarni fluorescence

barveni DAPI
- jadra pokozkovych bunéek u cibule

Hranol WB Hranol WU
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foto Pavla Valova



Sekundarni fluorescence

barveni DAPI
- jadra pokozkovych bunéek u cibule

Hranol WB Hranol WU

Suknic cbul barveni DAPL, mmﬂm
Z = 400x £ = 4

foto Pavla Valova



Sekundarni fluorescence

barveni DAPI

- jadra pokozkovych bunék u cibule

Hranol WU

jadra ——— |
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Z =1 000x, imerze
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mitochondrie

foto Pavla Valova



Autofluorescence viasu

Fluorescenéni kostka WU Fluorescen¢ni kostka WB

Z: 400x, foto Pavla Valova



Autofluorescence viasu

Fluorescenc¢ni kostka WG Vias v SEM

Foto google

Z: 400x Foto Pavla Valova



