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VYUZITI FLUORESCENCE, PRIMA FLUORESCENCE, PRIMA A
NEPRIMA IMUNOFLUORESCENCE, BIOTIN-AVIDINOVA METODA
IMUNOFLUORESCENCE

FluorescencCni metody se pouzivaji pfedevsim, pokud potrebujeme zviditelnit urcité latky
a struktury v burice. Nékteré fluorochromy (DAPI, ethidium bromid, Hoechst, propidium
jodid) se sami o0 sobé vazi na urcité molekuly (napf. na DNA) a mUzZeme je tedy pouzit na
zviditelnéni téchto molekul. Tento postup se nazyva prfima fluorescence.

Pro vétSinu struktur v burice bychom vsak nenasli fluorochrom, ktery by se na né
specificky vazal. V takovém pripadé pouzivame metody imunofluorescence. Jsou
vypracovany postupy, s jejichz pomoci si dokazeme vyrobit protilatku, ktera se specificky
vaze na témeér jakykoli druh molekuly. Mame-li takovouto protilatku, mdzeme na ni
kovalentné navazat fluorofor a vyrobit tak fluoreskujici molekulu specificky rozeznavajici
to, co potfebujeme. V tomto pfipadé hovofime o primé imunofluorescenci.

Priprava tohoto kombinované molekuly (konjugatu) neni uplné jednoducha, a proto se
Casto pouziva neprima imunofluorescence. U této metody si nejdfive pfipravime v
urCitém zvifecim druhu (napf. v kralikovi) specificka protilatku proti nasi molekule
(primarni protilatka) a nechame ji navazat na molekulu nebo strukturu, kterou chceme
lokalizovat. Po odmyti prebytecné primarni protilatky se na preparat prida komercné
dodavana protilatka konjugovana s fluoresceinem, ktera specificky rozeznava vSechny
protilatky daného zvifeciho druhu (v nasem pfipadé kralika). Ta se navaze na primarni
protilatku a zviditelni nami hledanou strukturu. Nevyhodou nepfimé fluorescence oproti
primé fluorescenci je nizsi specifita.

Biotin-avidinova imunofluorescence vyuziva silné vazby biotinu a bazického
glykoproteinu avidinu. Biotin 1ze snadno navazat na molekuly primarnich protilatek, na
které se pak misto sekundarnich protilatek s fluorochromem vaze fluorochromem
znacCeny avidin. Vysledkem je jasna a ostra fluorescence.

ProtoZze mame k dispozici celé barevné spektrum fluorochromu, mizeme zviditelnit vice
riznych struktur v téZe bunce a sledovat tak jejich vzajemnou lokalizaci.

http://www.natur.cuni.cz/~parazit/parpages/mikroskopickatechnika/fluorescencni.htm
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Fluorescencni mikroskop
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Mozne usporadani

Transmitted light microscopy
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Epi fluorescence microscopy
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Transmisni fluorescencni mikroskop

(Transmition light fluorescence microscope)
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U tohoto typu
mikroskopu prochazi
svétlo excitacnim
filtrem a na preparat
prichazi zespodu jako
u klasického
svetelného
mikroskopu. Pro
osvetleni preparatu
se vSak pouziva
kondenzor zastinovy,
ktery odrazi svétlo
tak, Ze dopada na
preparat svétlo
zboku. Prochazejici
excitacni svetlo tak
prochazi mimo
objektiv a do
objektivu se dostane
emitovana
fluorescence.



Epifluorescencni mikroskop

(Reflected light fluorescence microscope)

Optical Path of The Reflected Light Fluorescence Microscope

sexcitacni svétlo prochazi objektivem, dopada na preparat a emisni svétlo se vraci
zpét do objektivu

*nutno pouzit zvlastni typ zrcadla, které odrazi excitacni svétlo do objektivu a
propousti emisni svétlo do okularu

epouziva se dichroicke zrcadlo, které propousti a odrazi svétlo podle toho, jakou ma
vinovou délku. Pouziva se tedy vzdy takovy typ zrcadla, ktery maximum excitacniho
svéetla odrazi a maximum emisniho svéta propousti.

2=~ Y : . v . L o,
~epifluorescencni typ mikroskopu je v soucCasnosti vice oblibeny nez transmisnityp g



Excitacni a barierovy (emisni) filtr

Abychom mohli dobre pozorovat emisni zareni jehoz intenzita je vzdy
mnohem nizsi nez intenzita excitacniho zareni, pouzivame dvojici filtru.

Excitaéni filtr propousti z barevného spektra pouze ¢ast potfebnou pro
excitaci fluorescence a zabranuje prichodu svétla o stejné ¢i podobné
vinoveé délce jako svétlo emisni, které by vytvarelo pozadi.

Bariérovy filtr propousti pouze emisni Cast spektra a zabranuje
pruchodu excitacnimu svétlu. Excitacni svétlo se od emisniho sice lisi
barvou, ale je mnohem intenzivnéjsi, takze by v ném fluorescencni
emisni svetlo, které nam zejmeéna jde, nebylo lidskym okem rozliSitelne.
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12 http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/fluorescence/opticalpaths/index.html




Funkce dichroickeho zrcadla
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propousti maximum emisniho sveta podle excitacniho a
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Filtry

Vhodna kombinace dichroickeho zrcadla, excitacniho a
emisniho filtru pro pouzity druh fluorochromu se do
epifluorescencniho mikroskopu se vklada pohromade jako
tzv. kostka, jejiz dvé stény jsou tvoreny filtry a uhlopfiCka
dichroickym zrcadlem. Kostky jsou umisteny na vymeniku
a je mozneé je vymenovat podle potreby.
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http://micro.magnet.fsu.edu/primer/javal/lightpaths/fluorescence/index.html
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Konfokalni mikroskop
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Konfokalni mikroskop umozriuje odstranit z
obrazu objektu Sum, ktery vytvari svétlo
nebo fluorescence emitovana z téch rovin
vzorku, na které neni zaostfena optika.

Zdrojem svétla je zpravidla laser, svétlo
prochazi uzkou stérbinou(source pinhole) a
je zaostrfeno do jednoho bodu vzorku. Svétlo
emitované z tohoto bodu je pak snimano
detektorem. Aby dopadlo na detektor, musi
opét projit uzkou Sterbino(detector pinhole),
ktera lezi v misté, kam objektiv zaméfuje
svétlo ze zaostfeného bodu objektu.

Svétlo emitované z osvétlenych, ale
nezaostfenych bodu je fokusovano mimo
stérbinu a do detektoru nedopada. Signal z
detektoru je odeslan do pocitaCe, ktery
zaroven dostava informaci o soufradnicich
snimaného bodu.

Timto zplsobem je bod po bodu
proskenovan cely objekt v riznych optickych
rovinach. Toto skenovani je automatizovano
a ovladano fidicim pocitaCem. Z
nashromazdénych informaci pocitacC sestavi
celkovy obraz.

12 http://www.olympusconfocal.com/java/confocalsimulator/index.html
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Virtualni mikroskopie

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/virtual/fluorescence/index.html

http://www.olympusmicro.com/galleries/fluorescence/pages/microtubulef

ilamentsmall.html

http://www.microscopyu.com/tutorials/java/kohler/index.html
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Prakticka ukazka fluorescencniho
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Podekovani

Grafika z knihy Principles o Fluorescence byla pro ucely této prednasky
laskavé poskytnuta profesorem J.R. Lakowitzem.
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