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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 ), 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 mikroskopl




Fluorescencni mikroskopie

® Princip fluorescence:

Atomy nebo molekuly urcitych latek absorbuji
kvanta vyssi energie (UV zareni) a tuto enerqii
opét vydavaji v podobé svételného zareni o
vetsi vinoveé delce (latky fluoreskuiji).

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




Spojité svetelné spektrum

Sedm barev duhy
a jejich vinove délky

LHE )2 390-425nm

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)




Stokesovo* pozorovani:

Fluorcscence
A /

Emitované zareni
o delSi A

Absorption

Excitované zareni
o kratké A

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



Jablonskeho* diagram

excited vibrational states

/ (excited rotational states not shown)

A = photon absorption

F = fluorescence (emission)

P = phosphorescence

S = singlet state

T = triplet state e .

IC = internal conversion (IC = vnitfni konverze)
ISC = intersystem crossing |

(ISC = mezisystémova konverze)

nezarivy prenos

electronic ground state

Schéma zarivych (F, P) a nezarivych prechodu (IC, ISC) mezi elektronové
vibracnimi stavy slozité molekuly (forma Jabtonského diagramu).

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/jablonski/lightandcolor/
*Aleksander Jabtonski (1898-1980) — polsky fyzik



http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/jablonski/lightandcolor/

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)

http://www.zeiss.de/C12567BEO0045ACF1/?0pen
WWW.probes.com



http://www.zeiss.de/C12567BE0045ACF1/?Open
http://www.probes.com/

Vlastni fluorescence bilkovin
Hlavni fluorofory v proteinech:
aromatické kyseliny tryptofan (Try)

tyrosin (Tyr)
fenylalanin (Phe)

CH=-CH—COOH
2

NH.,




Autofluorescence
HEME CHLOROFHYLIL.

(Oxygen canying pottion of Hemoglobin)

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




Nevlastni fluorofor DAPI

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

v A
A e R
s |
RS DA
S ia's We

zabudovani do DNA

struktury s A-T \W ,”ﬁLSA (




Chemicka struktura fluorescencnich sloucenin:

- aromatické slouc€eniny s tzv. konjugovanymi elektrony
- vétsSi mnozstvi elektronu sdili stejny orbital
(nejlépe pro stejnou molekulu)

ethidium bromid akridinova oranz




Priklad fluorochromu pouzivanych

- v bunecnéeé biologit:

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

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

- v molekularni biologii:

Ethidium bromid }(PCR — zviditelneni PCR-produktu)
GoodView

Hoechst 33258 ..... (mereni c DNA ve fluorometru)

SYBR Green

TagMan sondy >(QPCR — kvantitativni, real-time, PCR)

Molekularni majaky




Vizualizace produktiu PCR* reakce horizontalni
elektroforézou v agarovém gelu

Fotografie pod UV prohlizeéem: ruzové svitici
fluorescencni barvivo . které se vmezerilo do DNA.

standard __
molekulové
hmotnosti

Foto google.cz - excitace 545 nm (zelend)
-emise >605 (r(zova)
* PCR — polymerazova tetézova reakce



Separace izolované DNA horizontalni elektroforézou

v agarovém gelu
Fotografie pod UV prohlize€em: zelene svitici
fluorescencni barvivo GoodView, které se navazalo na DNA a RNA.

A\ - Bk W&Jamkyyg/gl%

i 1 : , Ly
- Excitace 268, 294 (UV); 491 nm (zelenomodra)
- Emise 530- DNA (zelena)

Foto Zuzana Balova

Sledovat pouze pres pIeX|shovy kryt!



Separace izolované DNA horizontalni elektroforézou

v agarovém gelu
Cernobila fotografie pomoci transiluminatoru: svitici prouzky
fluorescencni barvivo GoodView, které se navazalo na DNA a RNA.

ST

Foto Pavla Valova



" 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 vybélovani v zabarvenych preparatech

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



Zakladni casti fluorescencniho mikroskopu:

- zdroj UV zareni (vysokotlaka rtutova vybojka - pozor na
zapinani a vypinani lampy; u modernich mikroskop!i
laser o urcité vinové délce

- excitacni (budici) filtry

- ze svételného zdroje selektivhé vymezuiji zareni o urcité
vinové délce vhodné ke vzbuzeni fluorescence

- ochranné (uzavirajici, barierove, zabranné) filtry

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

- odfiltrovavaji nezadouci svétlo — tmavé pozadi

VK

) ROZVOJE VZDELAVANI



Zakladni casti fluorescencniho mikroskopu:

- vhodna optika - kfemenna nebo zrcadlova
- objektivy s co nejvetsi
svételnosti (tj. s velkou NA)

- dichroickeé zrcadlo — specialni opticky filtr (viz dale)

Transmisni fluorescence x epifluorescence




Pouziti imerzniho oleje

2 $

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

Autofluorescence! Autofluorescence omezena

SKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Prvni fluorescencni mikroskop

I ~
A,
bz m ’”\v" ' I
socialni
4 fondvCR EVROPSKA UNIE
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Fluorescencni
mikroskop
BX60

(epifluorescence)

s kamerou DP71



Zdroj svetla

-
€
1<
P
[
<

1 — vysokotlaké sklo
2 — katoda

3 —anoda

4 —komora

5 — svételny oblouk

Vysokotlaka rtutova vybojka (zapaleni pres zdroj napajeni)

/| at
NE
f y NV 3
socialni
[~ 4 fondvCR EVROPSKA UNIE pro ..f.":\.ﬁ?.‘l:':::;w.«
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Vinoveé spektrum rtutove vybojky

435
HBO - Mercury Burner

546
578

c
o
e
b |
©
~
4
[
&
§
o
2
=
<
o

: R -
JO0 350 400 4S50 500 SSO0 600 630 TOO
Wavelength ————————————n nm

SKA UNIE
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Spektra zdroju svétla pro mikroskopii

Spectra From Common Sources of Visible Light

Noon
Sunlight

Tungsten—
Lamp

Bar Code
B ~White Scanning= l
& LED Laser

', Uzce vymezené
spektrum laseru

Rtutova
vybojka
-Mercury
Vapor
Lamp

Relative Energy

Wavelength (Nanometers)

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/lightandcolor/lightsourcesintro.html



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 e B

pri dopadu paprsku pod
uhlem 45° odrazi excitované |
svétlo o kratsSi vinové délce Ditrot mirors,
a naopak propousti
emitované svétlo o delsSi
vinové délce

Objective

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

Specimen




Stavba fluorescencni kostky Revolverovy vyménik

Barrier Filter

/

Exclter Fliter

Dichroic Mirror

http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/filtercubes/blue/b2ec/b2ecindex.html

A UNIE
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desticka z plexiskla
- ochrana pozorovatele




Exciter
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300 400 500 600 700 800nm
Wavelength (NM)

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
excitaéni filtr
filtr

Intensity

@
Q
c
1)

£
=
@
c
o~

e

s~

EX - excitacni
a EM - emisni
spektrum
DAPI

Wavelength (nm)

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



Priklad excitacniho (modra barva)
a emisniho spektra (zelena)

fluorochromu FITC (WB kostka - B excitace)

FITC (Fluorescein-isothiokyanat)
- excitace 490 nm (modra)
-emise 520 nm (zelena)

Exciting Filter

Barrier Filter

a FITC Fluorescence
Emission
BN excitaéni
a emisni
spektrum
FITC

600 700
Wavelength (nm)

bilé ¢ary — spektra propousténa
excitaénim a bariérovym filtrem



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 Ié¢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 komplexu,

Qntigen + protilatka + quorochrorD

ktere v excitacnim zareni vhodne vinove delky
fluoreskuiji

OZVOJE VZDELAVANI



Prima (A) a neprima (B) imunofluorescence

* primarni protilatky

* sekundarni protilatky

\\A// fluorescenéni znaéka (FITC)

e

antigen w

A

Neprima imunofluorescence:

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

2. na prvni protilatku se vaze biotin, na ktery se misto druhe

protilatky vaze avidin (bazmky glykoprotein) znaceny
fluorochromem — jasna a ostra fluorescence



® Vyuziti imunofluorescence:

- detekce bunécénych antigent pomoci
specifickych protilatek

- detekce specifickych antigenu a protilatek
spojenych s urcitymi chorobami (ve virologii: napt.
prukaz nékterych herpetickych virt (Cytomegalovirus - CMV)

pomoci fluorochromu FITC, detekce viru EBV, zjisténi celiakie
onemocneni - systémovy lupus erythematodes aj.)

- HLA typizace (= Hlavni histokompatibilni systém)
- vizualizace bunécnych struktur (nap¥. cytoskeletu)

- detekce nadorové zménenych bunék




Autofluorescence

4 ' 4 A 4

pricny rez rapikem jabloné

Kostka WB Kostka WU

Z = 40x Z = 40x




- jadra pokozkovych bunék u cibule

Barveni DAPI

Kostka WB Kostka WU
b *

v 9
« -
& a*

:
-

s .

Z = 200x Z = 200x




Sekundarni fluorescence
barveni DAPI

- jadra pokozkovych bunék u cibule

Fluorescenéni |
kostka WU -

/

?27?7?

Z =1 000x, imerze; foto Pavla Valova




Svétle pole

Sekundarni fluorescence
barveni DAPI

- bunka bukalni sliznice (jadro, + ?77?)

100 pm

Z = 400x

277



Vicenasobné barveni:

- Vv jednom experimentu
oznaceni ruznych .
receptoru pomoci e PR
rozdilnych ( e
fluorescencnich barviv .

- postupné snimani
obrazku s ruznymi

A
fluorescencnimi kostkami g
a dodatecne slozeni |
e xs %
v pocitaci N

Bunky hipokampu

modfe — jadra (DAPI) (&ast mozku)

zelené — neurofilamenta (Cy3)
cervené — gliové bunky (Cy5)

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Vicenasobné barveni

Bunky ledvin samce tarbikomysi zabarvené fluorochromy
Texas Red, Alexa Fluor 488 a DAPI
Zdroj:
https://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/gallery/cells/ptk2/ptk2cellsexlarge3.html



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 vyrazneée
ovlivhéna funkce a chovani proteinu

Pouziti imunofluorescence hlavneé pro:

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

- nebo pfi zkoumani vlivu inhibice proteinu na chovani
bunky

= Za ucCelem studia dynamického chovani proteint

byla vyvinuta technika, pfi které je bunka geneticky
pozmeéneéna tak, ze produkuje fluorescencni
formu daného proteinu. Tato technika vyuziva
vlastnosti GFP.

SKA
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



 Priklad fluorescencni
znacky:

GFP

(Green Fluorescent Protein)

Soudkovity tvar molekuly GFP
(barel o velikosti cca 4,2 nm x cca 4,2 nm)
- uvnitr je skupina tfi aminokyselin
(SYG - serin, tyrosin, glycin)

Fluorochrom GFP je heterocyklicka
sloucCenina
p-hydroxybenzyliden-imidazilonin

Vesmir 83/2004; Vesmir 88/2009

O-Sroubovice

B-vldkno




GFP

Excitacni a emisni spektrum

Ity

~
3

inten:

=

. 5 =
Aequorea victoria B
i)
o

- izolace sviticiho proteinu
0.0

ptvodné z meduzy poharkovky 300 400 500
(Aequorea victoria) Wavelength (nm}

EX: 400 nm; EM: 505 nm

evropsky
socialni
4 fond v Cl /ROPSKA UNIE
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- ,,divoky*“ GFP po osviceni modrym sveétlem (400
nm) zelené (505 nm) fluoreskuje

- na volné konce molekuly GFP lIze peptidickou
vazbou pripojit jiné bilkoviny, jejichz umisténi
sledujeme po ozareni modrym svetlem

Barevné varianty: YFP - zluta, CFP — modrozelena

- GFP 1z kopinatce

- dalSi znac¢ky z morskych koralu (viz Cervené
fluoreskujici zebricky, tzv. GloFish)

NE
NI

SKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Nobelova cena 2008 za chemii
za objev zelene fluoreskujici bilkoviny (GFP)

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

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

Roger Y. Tsien - objasnil fluorescenéni mechanismus GFP a riiznymi
modifikacemi rozsiril Skalu barev (excitaCni a emisni spektra)




»9an Diego beach scene

/
3 .
al /\ - nakresleno na na agarové plotné
A\C\/. zivymi koloniemi bakterii
R / N &% zivymi kolo
| \§ { ‘ ¥ s 8 ruznymi barvami fluorescenéniho proteinu

RuUzné barvy
fluorescencniho
proteinu




Animals Wild-type fluorescent proteins Variants

— Calth
— Hydrozoa Aequorea victoria — [Aequorea GFP

(biokuminescent jelly fish) CFP 4] | - B arevn é

]c}ﬁﬁﬂ citrine [16]

Chnidaria | ékéla GFP

{PA-GFF’T??!TE Venus [17]

— Octocoralka

Renia reniformis = Ranilla GFP
(bioluminescent sea pansy) o T1[19] ‘
i

| E57 [20]

DsRed(drFP583) [5,6)|
BA ]ES(F)uorescenmmerumll

mRFP1 [26] |

ey ~aCH IR HcRed s
Hexacoralia ogigCP {caCP) (6]

non-bioluminescent
coral species eqFPe11 [10]!

l asFPS05 (25) —| KFP1 25|

L [kaede [24) |

o

Nomalzed fluorescence intensity
Normalzed fluorescence intensity

500 800
wavelength (nm) wavelength {(nm)

— BFP  w— CFP  —GFP YFP

Imaging in Cell Biology K. B ©n 7
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GFP - vyuziti v molekularni biologii a biochemii:
reportérovy gen pro vizualizaci exprese proteint

- on-line sledovani in vivo trafficking

- testovani lokalizace a kolokalizace riznych proteint

- sledovani dynamiky proteint a organel in vivo

- transport mezi organelami

- purifikace proteint a pohyb bunék

- Flow cytometrie




GloFish (zebficky — Danio pruhované, Danio rerio)

viz Clanek Jaroslava Petra: http://www.osel.cz/2534-glofish.html



Nekterée ze specializovanych
fluorescencnich metod:

" Polarizovana fluorescenéni mikroskopie
Vybeéleni fluorescence (fotodegradace)

- FRAP, FLIP
Fotoaktivace fluorescence
Nezarivy prenos excitacni energie — FRET
Metoda dohasinani fluorescence — FLIM

Metoda ,,signalnich majaku“ (Molecular
beacons)

TagMan hydrolyzacni sondy
® Totalni odraz excitacniho zareni - TIRFM




® Polarizovana fluorescencéni
mikroskopie

- pozorujeme lipofilni sondy (predevsim
difenylhexatrien) zabudované do bunécnych
membran

Vyuziti:
- ke sledovani mistnich rozdilti v usporadani
membranovych lipidu

) ROZVOJE VZDELAVANI



® Vybéleni fluorescence - FRAP
(Fluorescence Recovery After Photobleaching)

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

Postup

osviceni oblasti sledované bunky intenzivnim laserovym pulzem
vinové délky odpovidajici vinové délce GFP

- oznacené molekuly proteinu v dané oblasti ztrati schopnost
fluoreskovat (,,vybéleni“ oblasti)

- molekuly mimo oblast ozareni pronikaji do této ,,vybélené“ oblasti
Vyuziti:

sledovani intenzity a rychlosti pohybt molekul protelnu
oznacenych pomoci GFP




® Vybéleni
fluorescence

FRAP
- priklad

Analyza pohybu
jednoho ze
sestrihovych faktor
nahromadéného

v jaderné skvrneé

narust fluorescence —m
Vesmir 83

O - sledovana oblast

*- osviceni oblasti sledované buriky intenzivnim laserovym pulzem
vinové délky odpovidajici A GFP



® Vybéleni fluorescence
FLIP

(Fluorescence Loss Induced by
Photobleaching)

- sledujeme ubytek fluorescence mimo
,vybéeleny“ objem po ozareni intenzivnim
laserovym pulzem




" Fotoaktivace fluorescence
- fotoaktivovatelna varianta GFP
PA-GFP

- PA-GFP sviti az po aktivaci laserem o kratké A
(400-420 nm), ¢imz se zméni struktura molekuly

PA-GFP, a tim se aktivuje fluorescence v oblasti
zeleného svetla
VYUiiti: sledovani pohybu molekul

- mezi bunkami v tkanich
- mezi jednotlivymi strukturami v ramci jedné bunky

(zjiStujeme dobu prepisu genu; nebo dobu, za
kterou je mozno dany enzym znovu pouzit)

Viz i vyuziti i v superrezolucni lokalizacni mikroskopii



® Nezarivy prenos excitacni energie
FRET

(Fluorescence /Forster Resonance Energy Transfer)

- prenos energie fluorescencni rezonanci

mezi dvéma vhodnymi fluorochromy
nachazejici se v prihodné vzdalenosti

(cca5nm)
Vyuziti:

® zkoumani prostorového rozlozeni
membranovych receptoru

® sledovani interakci mezi proteiny

1948 — nemecky vedec Theodor Forster



nezarivy prenos

\\\ FRET
’\
FRET
- schéma @ @

< I e % < |
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vzdalenost donoru vzdalenost donoru
a akceptoru a akceptoru 5 nm

je vetsi nez 10 nm



Molecular beacons (= signalni
HETELY)

Komplementarni
sekvence k cilové .“
s " : fluorochrom
®e & .
“®
.'

- zhasecC

Cilova DNA



Molecular beacons

(= signalni majaky; signalni ohne)

Princip:
- specialni typ sond tvaru vilasenky, které jsou
v puvodnim stavu neaktivni a které maji na

jednom konci sondy navazané molekuly zarice
(emitoru) a na druhém zhasece

- po navazani na cilovou molekulu nukleové
kyseliny se od sebe molekuly zarice a zhasecCe
oddali, a vysledkem je pak emise zareni




Hydrolyzacéni sonda - TagMan sonda

- olionukleotid s teplotou tani o 10 °C vyssSi nez maji primery;
na 5" konci je fluorescencni znacka - reporter,
na 3" konci zhasec€ - quencher

QPCR

reakce
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2} Primer Annealing’ Probe hybridization

Tag DNA-polymeraza ————— """ @ norgzes @

3) Extension

Taghan® Probe Methad

SKA UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



® Totalni odraz excitacniho zareni
TIRFM (TIRF)

(Total Internal Reflection Fluorescence
Microscopy)

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

Lom a odraz svétla

na rozhrani

dvou prostredi

s odliSnym indexem lomu
(n1 je vetSi nez n2)

Pazourek, 1975.



TIRFM - schéma
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Evanescentni vina vznika na hranici prostredi, do né&jz periodicka vina
nemuze proniknout. Jeji intenzita exponencialné klesa se vzdalenosti od
mista vzniku a jeji dosah tak je obvykle nejvice v fadu stovek nanometru.

https://www.nikoninstruments.com/cz CZ/Vyrobky/Optika-a-
objektivy/Objektivy-Apochromat/Serie-CFl-Apochromat-TIRF
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Vyhoda TIRFM:

Obraz vykazuje velmi vysoky kontrast s minimalnim Sumem

zpusobenym fluorescenci pozadi (u fluorochromt dal od povrchu
nedochazi k exitaci)

https://www.olympus-lifescience.com/de/microscope- E m B
o . . . . . evropsky VI
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