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Fluorescenéni mikroskopie

Luminiscence - jev, kdy latka vysila do prostoru

svétlo
= vyvolani chemickou reakci — chemiluminiscence
. gvétlem — fotoluminiscence :‘{'\

svétluska

fluorescence (emisni zareni jen kratkou
dobu po skoncCeni excitacniho zareni)

fosforescence (pretrvava i po zhasnuti
excitacniho zareni)

/'

fotoluminiscence

Vyvolavajici zareni — excitacni

Zareni vysilané latkou — emisni (vzdy delsi 2, barva
posunuta smerem k cervenému konci spektra)



Fluorescencni mikroskopie
- historie
1910 - August Kohler UV - fluorit

- pozorovani fluorescence pomoci
ultrafialového spektra u mnoha preparatu

1911 - Carl Reichert
- nazev “fluorescence” od fluoritu (= kazivec)

1913 - prvni mikroskop s UV excitaci — ==

Foto P. Valova

1932 - Edward Singer — soucasna konstrukce
fluorescencénich mikroskopli




Spojité svetelné spektrum

Sedm barev duhy
a jejich vinove délky

HE)Z:) 390 -425nm

indigoveé modra 425 - 445 NM  1ye viSIBLE SPECTRUM - Wavelength in Nanometers
modra 445 - 500 nm —um

zelena 500 - 575 nm

zluta 575 -585 nm

oranzova 585 - 620 nm il
cervena 620 - 740 nm 400 500 550 600 a B 700 750

{ultra) Violet Blue  Cyan Green Yellow Orange Red (infra)

(1 nm=10°m)




Fluorescencni mikroskopie

® Princip fluorescence:

Atomy nebo molekuly urcitych latek absorbuji
kvanta vyssi energie (napr. UV zareni) a tuto
energii opet vydavaji v podobé svetelného
zareni o vetsi vinove deélce (latky fluoreskuiji).

Zareni je vysilano ihned po vybuzeni (excitaci)
atomd nebo molekul a odezniva béhem asi 10®
sekundy




Stokesovo*™ pozorovani:

Fluorescence
) /N-.Iﬁﬁmn

Emitované zareni
o delSi A

Excitaéni zareni
o kratsi A

Absorption

Wavelength (nm)]

* George Stokes (1819-1903) - irsky matematik, fyzik, politik a teolog



Z hlediska zdroje fluorescence rozlisujeme:

primarni fluorescenci
(= autofluorescence, vlastni fluorescence, prirozena)

sekundarni fluorescenci
(= nevlastni fluorescence, indukovana)

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

- fluorescencni znaCky — vazou se na vzorek kovalentné
< (FITC, TRITC)

fluorescencni sondy - nekovalentni vazba
(DAPI, EtB, PI)




Autofluorescence

CH,CHy CHy Chlorophyl

CH.CH.CO.CH.,CH=C(CH.,CH,CH, CH) .CH
¥ En S Sl R A St e A R
3 CH, CH,

Haemoglobin

Chemicka struktura fluoroforu:
aromatické slouceniny s heterocykly s elektrony konjugovanymi
v plochych “mracich® nad a pod rovinou ploché molekuly
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Autofluorescence
Vlastni fluorescence bilkovin

Hlavni fluorofory v proteinech:

aromatické aminokyseliny

tryptofan (Try) tyrosin (Tyr) fenylalanin (Phe)




Sekundarni fluorescence
Fluorofor DAPI

chemicka struktura
4" ,6-diamidino-2-phenylindole.HCI

. \,
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zabudovani do DNA | 3 -
struktury s A-T & \Wt”“/l{/‘.} 3




Chemicka struktura fluorescencnich sloucenin:

- aromaticke slouceniny s tzv. konjugovanymi elektrony
- vétSi mnozstvi elektronu sdili stejny orbital
(nejlépe pro stejnou molekulu)

ethidium bromid Alexa Fluor™ 488

©
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Excitace a emise fluoroforu

Ex — excitaéni spektrum Em — emisni spektrum

Fluorophore Absorption and Emission Profiles

Figure 2 Alexa Fluor 555
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Excitacni a emisni spektra vybranych flouroforu

Alexa Fluor 524
Alexa Fluor 555
CAFI Alexa Fluor 488 Alexs Fluor 847
- - -
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Priklad fluorochromu pouzivanych

- v bunecné biologii:

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole.HCI; DNA)
FDA (fluorescein diacetat; zivotnost)

FITC (fluorescein-isothiokyanat; imunofluorescence)
Akridinova oranz (DNA | RNA)

Alexa Fluor (konjugovany s protilatkami)

- v molekularni biologii:

Ethidium bromid } (PCR — zviditelnéni PCR produktu)
GoodView

Hoechst 33258 ..... (méreni c DNA ve fluorometru)
SYBR Green

TagMan sondy } (gPCR — kvantitativni real-time PCR)
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" Vyhoda fluorescencnich metod:

- velky kontrast zobrazeni

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

- velky vybér sond

- cithvost

(moznost zachyceni pritomnosti pouhych 50
molekul v 1 nl; nizka koncentrace barviva)

DO ROZVOJE VZDELAVANI



" Nevyhoda:

rychlé vysvicovani fluorescence (fotobleaching)™

- fluorofory se vlivem intenzivniho zareni rozkladaiji,
a ztraceji tak schopnost excitace a emise

- nutnost minimalizace plsobeni excitacniho svétla

*(viz pozdéji vyuziti vysvicovani - napf. metoda FRAP - Fluorescence
recovery after photobleaching, STED - Stimulated Emission Depletion)




Photobleaching Rates in Multiply Stained Specimens
F S

Mira vysvicovani v zabarvenych preparatech

Zdroj: http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/fluorescenceintro.html



Zakladni casti fluorescencniho mikroskopu:

zdroj fluorescencniho zareni

- vysokotlaka rtut'ova vybojka; u modernich mikroskopti dioda
anebo laser o urcité vinové délce

excitacni (budici) filtry

- ze svetelného zdroje selektivné vymezuji zareni o urcitévinove
délce vhodné ke vzbuzeni fluorescence

bariérové (ochranné, uzavirajici, zabranné) filtry

- zadrzuji excitacni svetlo vnikajici do okularu a odstranuji tak
zareni skodlivé pro oko

- odfiltrovavaji nezadouci svétlo — tmavé pozadi

VK

VOJE VZDELAVANI



Zakladni casti fluorescencniho mikroskopu:
- dichroickeé zrcadlo — specialni opticky filtr (viz dale)
- vhodna optika - kfremenna nebo zrcadlova

- objektivy s co nejvetsi
svételnosti (tj. s velkou NA)

Transmisni fluorescence x epifluorescence




Pouziti imerzniho oleje

2 $

Normalni imerzni olej Imerzni olej pro fluorescenci
n=1,516 n = 1,404

Autofluorescence! Autofluorescence omezena
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Prvni fluorescencni mikroskop
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Fluorescencni
mikroskop
BX60

(epifluorescence)

s kamerou DP71



Zdroj svetla
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1 — vysokotlaké sklo
2 — katoda

3 —anoda

4 —komora

5 — svételny oblouk

Vysokotlaka rtutova vybojka (zapaleni pres zdroj napajeni)
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Vinoveé spektrum rtutove vybojky

435
HBO - Mercury Burner
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excitaéni
filtr

zdroj svétla

okular bariérovy
filtr

| filtr propoustéjici
vinové délky
fluorescenéniho
| zareni

\ dichroickeé

 zrcadlo, které

' odraZi excitacni

' zareni
Y. o propouétl’

fluorescenci

objektiv

vzorek ___J__

Epifluorescence — chod Schéma fluorescence

paprski mikroskopem

ZVOJE VZDELAVANI



Funkce excitacniho a bariérového filtru

excitacni zareni

Ptirucka Olympus, upraveno




Dichroické zrcadlo

pri dopadu paprsku pod
uhlem 45° odrazi excitaéni
svétlo o kratsi vinové délce
a naopak propousti
emitované svétlo o delSi
vinové délce

(zrcadlo je tvofeno deseti Ci vice
vrstvami dielektrického materialu
stfidave vysokého a nizkého
indexu lomu)

Barrier Filter

|
Ala
bt

Dichroic Mirror™

Objective

Specimen




Stavba fluorescencni kostky Revolverovy vyménik

Barrier Filter

/

Exclter Fliter

Dichroic Mirror

http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/filtercubes/blue/b2ec/b2ecindex.html
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desti¢ka z plexiskla
- ochrana pozorovatele
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Propustnost (transmise) excitacniho a bariérového filtru



U — excitace (DAPI — WU kostka)
DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole.HCI)

- excitace (EX) 372 nm (fialova)

-emise (EM) 456 nm (modra)

BA420
BP330-385 bariérovy
excitacni filtr
filtr 8
2 s
= =
Ex - excitaéni e
a Em - emisni
spektrum
DAPI

Wavelength (nm)

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/fluorocubes/dapi-wu.html



Aplikace fluorescencnich technik pri studiu bunky:

® kontrastovani bunéénych struktur v zivych i fixovanych bunkach

(NK, jéd;’a, jadérka, chromozémy, organely, cytoskelet, bunééna
sténa....

® detekce specifickych molekul (bilkovin, lipidd, sacharidi)

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

" rozliseni zivych a nezivych bunék - testy zivotaschopnosti bunék
(fluorochrom fluorescein diacetat)

® _ fluorescencni indikace pH
- méreni koncentrace intracelularnich iontu
- monitorovani membranového potencialu
- transport membranou
- interakce lIé¢iv s membranou, atd.

" imunofluorescencni techniky (viz dale) — Iékarska diagnostika,
Imunologie, hematologie, genetika

http://www.1.If1.cuni.cz/%7Ezfisar/fluorescence/



http://www1.lf1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/

Pokud nenajdeme vhodny fluorochrom pro primou
fluorescenci, pouzijeme imunofluorescenci

Imunofluorescence
® Princip:

vazba molekuly protilatky oznacené navazanym
fluorochromem s molekulami specifickych
bunécnych antigenu za vzniku komplexd,

antigen + protilatka + fluorochrom

ktere v excitacnim zareni vhodne vinove delky
fluoreskuiji

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Prima (A) a neprima (B) imunofluorescence

* primarni protilatky

* sekundarni protilatky

\\A// fluorescenéni znacka

e

antigen w

A

Neprima imunofluorescence:

1. na primarni protilatku se vaze komercne dodavana sekundarni
protilatka konjugovana s fluorochromem
(nizSi specificita oproti pfimé imunofluorescenci)

2. na primarni protilatku se vaze biotin, na ktery se misto sekundarni

protilatky vaze avidin (bazicky glykoproteln) znaceny
fluorochromem — jasna a ostra fluorescence



® Vyuziti imunofluorescence:

- Vizualizace bunécnych struktur (nap¥. cytoskeletu)

- detekce bunéénych antigent pomoci
specifickych protilatek

- detekce specifickych antigent a protilatek
spojenych s urcitymi chorobami (ve virologii: napf.
prukaz nékterych herpetickych virt (Cytomegalovirus - CMV)
pomoci fluorochromu FITC, detekce viru EBV, zjisténi celiakie
onemocneéni - systémovy lupus erythematodes aj.)

- HLA typizace (= Hlavni histokompatibilni systém)

- detekce nadorové zméenenych buneék




Autofluorescence

4 ' 4 A 4

pricny rez rapikem jabloné

Kostka WB Kostka WU

Z = 40X VAR10)¢




Sekundarni fluorescence
barveni DAPI

- jadra pokozkovych bunék u cibule

Kostka WB Kostka WU
- - ' - ~
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Sekundarni fluorescence
barveni DAPI

- jadra pokozkovych bunék u cibule

Fluorescenéni |
kostka WU

Z =1 000x, imerze; foto Pavla Valova




Svétle pole

Sekundarni fluorescence
barveni DAPI

- bunka bukalni sliznice

100 pm

Z = 400x




Vicenasobné barveni:

- v jednom experimentu oznaceni riznych receptorti pomoci
rozdilnych fluorescencnich barviv

- postupné snimani obrazku s ruznymi fluorescenénimi
kostkami a dodatecné slozeni v pocitaci

Bunky ledvin zabarvené
fluorochromy
Texas Red, Alexa Fluor
488 a DAPI

Zdroj:
https://micro.magnet.fsu.edu/
primer/techniques/fluorescen

ce/gallery/cells/ptk2/ptk2cells
exlarge3.html

STICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vyuziti vicenasobného fluorescencniho barveni
k vyzkumu chromozomovych teritorii - jadro bunky kurete

Chr 1234526

EETEEEN
Cy3 W HEE N
Arc B B HNE
Cyb

Spektralni karyotypizace chromozédmu - Multicolor painting
(fluorescencni barveni - malovaci sondy; M-FISH metoda)

(http://www.euchromatin.org/CremerQ1.htm)



= Navazanim specifickych protilatek je vyrazne
ovlivhéna funkce a chovani proteinu

Pouziti imunofluorescence hlavné pro:

- pozorovani statického rozmisténi proteinu -
predevsSim na zafixovanych (mrtvych) burikach
(pfi pouziti protilatek v zivych bufikach je nutné zajistit jejich
zavedeni do bunék, ke kteremu se nejCasteji pouziva
mikroinjekce)

= Za ucelem studia dynamického chovani proteinu
byla vyvinuta technika, pri ktereé je bunka geneticky
pozmeéneéna tak, ze produkuje fluorescenéni formu
daného proteinu. Tato technika vyuziva vlastnosti
fluorescencnich proteinu (napf. GFP).




Fluorescencni znacky - GFP

* Priklad fluorescencni znacky:

GFP

(Green Fluorescent Protein)

Soudkovity tvar molekuly GFP

(barel o velikosti cca 4,2 nm x cca 4,2 nm)

- 238 aminokyselin

- uvnitr je skupina tri aminokyselin
(SYG - serin, tyrosin, glycin)

Fluorochromem GFP je heterocyklicka
slouCenina -
p-hydroxybenzyliden-imidazilonin




GFP

Excitacni a emisni spektrum

Bimodal
Absorption {'

- 'L Emissi
mission
3956 nm Y | s

475 nm ,: 509 nm
| 1

(Aequorea victoria)
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- izolace sviticiho proteinu puvodné
z meduzy poharkovky (Aequorea
victoria)

EX:395,47/5nm  EM: 509 nm
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- ,,divoky (wild type)“ wtGFP — dve excitacni maxima
(395 a 475 nm). Modifikace wtGFP — posun hlavniho
maxima do modré oblasti, po osviceni modrym
svétlem (488 nm) fluoreskuje zelené (509 nm)

Barevné varianty: YFP - zluta (yellow), CFP —
modrozelena (cyan), — ¢ervena (red)

- izolace a vyuziti fluorescencnich proteinu i z jinych
organismu

Pouziti: DNA studovaného proteinu Ize geneticky
modifikovat tak, aby se po translaci na konci
molekuly nachazel pripojen fluorescencni protein —
jeho lokalizaci pak muzeme sledovat po ozareni
svetlem prislusné vinoveé délky




Animals Wild-type fluorescent proteins Variants

S |:BFP 141 :i
— Hydrozoa Aequoraa victoria — L Aaquorea GFP : —
(bioluminescent jelly fish) > 7 CFP (4] |
] S citrine [16]
| YFP [4] ]

= s 17
[PaGrp 231 s (1)

Cnidaria

— Octocoralka
Ronla reniformis
(bioluminescent sea pansy) . y T1[19] ‘

|57 [20 |
[Esmwescml Umemzﬂ
| mRFP1 [26]

~aiadCP (caCR) 181 .

non-bioluminescent =
coral species eqFPE11 [10]!

L asFPS95 [25) —l KFP1 (25|

DsRedidFP583) [5.6)|

o]

o

Nomalized fluorescence intensity
Normmalzed flucrescence intensity

EX wavelength (nmj wavelength (nm)

| mmm BFP = CFP === GFP YFP

Barevna skala fluorescenénich proteint Efs::z.,e,m "

Vade.
fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost
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Fotoaktivovatelna varianta GFP (PA-GFP)

- PA-GFP - modifikovana varianta GFP. Sviti az po
aktivaci laserem o kratké A (400-420 nm), €imz se
zmeéni struktura molekuly PA-GFP, a tim se aktivuje
schopnost fluorescence v oblasti zeleného svétla

Aktivace — ,,photoactivation“ (PA-GFP)

X X

\- Exb04

Emb17

neaktivni aktivni

- dalSi zpusoby aktivace fluorescenénich protein
Prepinani — ,photoswitching”“ (DRONPA) Konverze — ,,photoconversion“ (KAEDE)

A AN

1 1 '
1

https://www.leica-microsystems.com/science-lab/photoactivatable-photoconvertible-and-photoswitchable-fluorescent-proteins/



https://www.leica-microsystems.com/science-lab/photoactivatable-photoconvertible-and-photoswitchable-fluorescent-proteins/
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GFP (fluorescencni proteiny) — vyuziti

- reportér pro studium exprese genu

- sledovani lokalizace a kolokalizace ruznych proteint
- sledovani dynamiky proteint a organel in vivo

- sledovani transportnich procesu (trafficking) in vivo
v realném cCase

- superrozlisovaci mikroskopie (PA-GFP)
- purifikace proteinu

- flow cytometrie




Nobelova cena 2008 za chemii
objev zeleného fluorescencniho proteinu (GFP)

Osamu Shimomura — prvni izoloval svitici bilkovinu z meduzy (1962)

Martin Chalfie — prvni praktické sledovani proteinti v organismech
pomoci GFP (znaceni neuronu pro hmatové receptory)

Roger Y. Tsien - objasnil fluorescen¢ni mechanismus GFP a riznymi
modifikacemi rozsiril Skalu barev (excitacni a emisni spektra)




Nekteré ze specializovanych
fluorescencnich metod:

® Vybéleni fluorescence (fotodegradace)

— FRAP, FLIP
" Nezarivy prenos excitacni energie — FRET
® Totalni odraz excitacniho zareni — TIRF

- Siroké uplatnéni fluorescencnich proteinu, ale
vyuzivaji se i vhodna fluorescencni barviva

- dulezity silny zdroj zareni — laser




Vybeleni fluorescence — FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching)

- sledujeme opétovny narust fluorescence
ve ,,vybéleném* objemu po ozareni laserem

PrlnC|p

osviceni oblasti sledované bunky intenzivhim laserovym
pulzem vinové délky odpovidajici excitacni vinové délce GFP

- molekuly proteinu s GFP v dané oblasti ztrati schopnost
fluoreskovat (,,vybéleni oblasti)

- molekuly mimo oblast ozareni pronikaji do této ,,vybélené*
oblasti
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Ishikawa-Ankerhold et al. (2012) Molecules, 17: 4047-4132



Vybeéleni fluorescence FRAP
- priklad

Prebleach

Cardarelli et al. (2012) J. Biol. Chem., 287: 5554-5561

Analyza pohybu jaderného exportniho signalniho proteinu
(NES) po vybéleni jadra bunky



Vybeéleni fluorescence — FLIP
(Fluorescence Loss Induced by Photobleaching)

- sledujeme ubytek fluorescence mimo ,,vybéleny*
objem po opakovaném ozarovani intenzivnim
laserovym pulzem
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Vybeéleni fluorescence FRAP vs. FLIP
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Vyuziti:
sledovani intenzity a rychlosti pohybtu molekul
proteinti oznacenych pomoci GFP



Nezarivy prenos excitacni energie — FRET
(Forster Resonance Energy Transfer)

- prenos energie fluorescencni rezonanci mezi dvema

vhodnymi fluorochromy nachazejici se v prihodné
vzdalenosti (cca 5 nm)

Vyuziti:
- sledovani interakci mezi proteiny

- zkoumani prostorového rozlozeni a konformace
proteint

- zkoumani degradace proteinu

1948 — nemecky vedec Theodor Forster



Nezarivy prenos excitacni energie FRET

Princip: Em donoru ~ Ex akceptoru

nezarivy prenos donor  akceptor

R >> 1.5 Rg (>> 10 nm)

Cy3-Cy5: Ry =5.6 nm
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Forster distance R

Distance (nm)
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Nezarivy prenos excitacni energie FRET

Vyuziti:
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Nezarivy prenos excitacni energie FRET

- priklad:

Ex 458 Ex 515 Ex 458
Em 480 Em 528 Em 528

Interakce JLP
»,scaffolding“
proteinu (modry)
a NF-xB (zeleny)

v perinuklearnim e r oy x
: buiik artificialne

prostoru bunky po pFirazena
pusobeni TNFao - barva

+TNFa

20 min -

+TNFa Lee et al. (2019)

40 min Science Advances, 5,

no. 8, eaav0318




Totalni odraz excitacniho zareni — TIRF
(Total Internal Reflection Fluorescence)

- pro pozorovani fluorescence jednotlivych molekul
v povrchoveé vrstvé na rozhrani dvou prostredi

Lom a odraz svétla na
rozhrani dvou prostredi
s odliSnym indexem
lomu (n1 je vétSi nez n2)

uplny odraz

Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy

n1: High Refractive Index Figure 1

Hloubka pruniku
paprskl evanescentni
vinou 100 — 200 nm

Laser
7 lllumination
>

Evanescent
Wave

.
Fluorophores "Z (Several Hundred
n2: Low Refractive Index Nanometers)

Vznik evanescentnich vin (pole)



Totalni odraz excitacniho zareni TIRF

Princip: evanescentni vina vznika na hranici prostredi, do
néjz periodicka vina nemuze proniknout. Evanescentni viny
nasledne excituji fluorochromy. Excitace je mozna do
vzdalenosti nejvice nékolik stovek nanometrl od mista
vzniku evanescentnich vin (exponencialni pokles intenzity).

TIRFM Instrument Configurations E
vanescent Wavefront A
queous

Specimen Figure 3 o Medium
- (n=1.33-1.37)

«. Laser Prism
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7’4 Slide
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\
Incident Reflected
Aacle Light Waves

Angle

- specialni objektivy s vysokou NA (21,6)
- intenzivni zdroj svétla (laser)

Nikon
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Totalni odraz excitacniho zareni TIRF

Vyhody: obraz vykazuje velmi vysoky kontrast s minimalnim
Sumem zpusobenym fluorescenci pozadi (u fluorochromu
dal od povrchu nedochazi k ecxitaci)

Nevyhody: pozorovani omezeno na povrchovou vrstvu

https://www.photometrics.com/learn/single-molecule-microscopy/tirf-microscopy

http://cammer.net/historical/aif/instructions/tirf/index.htm
https://www.news-medical.net/life-sciences/Total-Internal-Reflection-Fluorescence-(TIRF)-Microscopy-Applications.aspx
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