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LUMINISCENCE

- objekt absorbuje zareni urcité vinové délky,

které se vnitroatomovym preskupenim
zméni na zafeni o delsi vinové délce

- excitace: viditelné svétlo, UV, X, ...

Fluorescence je jednim z typU luminiscence. Luminiscence je jev, ktery mizeme pozorovat
i v béZném Zivoté nebo v pfirodé, at uz jako svitici Cisla na ciferniku hodin ve tmé nebo u
rlznych Zivocich(, jako jsou tfeba meduzy.
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To, Ze nékteré objekty mohou po vystaveni néjakému zareni samy zafit popisuje tzv.
Stokeslv zakon. V ném se rika, Ze emitované zareni ma vétsi vinovou délku nez to
absorbované. Z praktického hlediska to pro nds znamena, Ze zatimco excitace objekt(
probiha pri nizSich vinovych délkach, tfeba i pro ¢lovéka neviditelnych (jako je UV-zareni),
tak emitovaneé zareni (fluorescence) je uz v oblasti vinovych délek viditelného svétla.
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LUMINISCENCE

. fosforescence - vyzarovani svétla trva
i po pferuseni excitace

-

. fluorescence — nema setrvacnost, zareni
zanika po preruseni excitace

Fluoracence

. i Phosphomscence

Mezi zakladni druhy luminiscence patfi fosforescence (to jsou tfeba ta svitici Cisla na
ciferniku ve tmé) a fluorescence, kterou vyuzivdme mimojiné pro pozorovani objektl v
mikroskopii.
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SVETELNY ZDROJ

* Intenzivni a témeér monochromatické zareni,
tj. NE halogenoveé lampy

« Xenonoveé obloukové lampy nebo rtutové vybojky s
excitacnimi filtry

* Lasery (nejCastéji pro konfokalni mikroskopii)

Spectral Profiles of Fluorescence Microscopy lllumination Sources

10k 385 40 . Mercury Arc Lamp (3] | Xenon Arc Lamp (CT]

=1
"

£

* Vykonné LED

3

Relative Spectrsl intensity

300 400 500 EO0O0 TOO 800 S00 1000 110

Wavelength {nm) Wavelength (nmj

g

Metal-Halide Lamp (€]

8
£
2

Relstive Spectral Intensity
5 B
=

Relative Spectral Intensity
]

- B B B B

550 500 650 YOO
Wavelength {nm} N " Wavelength {nm)
gure

Svételné zdroje pro excitaci objektl musi mit vysokou intenzitu a mély by pokryvat Sirsi
spektrum vinovych délek. U konfokalnich mikroskopu (které jsou také zalozeny na principu
fluorescence) jsou to pak nejcastéji vykonné LED s Uzkou a specifickou Sifkou vinovych
délek. Na obrazku nahofe vpravo vidite jeden odpojeny svételny zdroj (Cerna "kostka" s
otvorem se namontuje na mikroskop, bila "krabice" je eletricky zdroj a kromeé zapinani
(zelené tlacitko) je tam i pocitadlo pro prehled, jak dlouho jesté lampa vydrzi.
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DETEKCE FLUORESCENCE

v ~ o

 spektrofluorometry a “microplatereaders méfi primér viastnosti
vzorka (pl az ml)

* fluorescencni mikroskopy rozlisuji fluorescenci jako funkci

prostorovych koordinat ve dvou nebo tfech rozmérech pro
mikroskopické objekty (mensi nez ~0.1 mm v priméru)

* fluorescencni scannery véetné ,microarrayreaders®, rozlisuji
fluorescenci jako funkci prostorovych koordinat ve dvou
rozmérech pro makroskopické objekty, jako jsou elektroforetické
gely, bloty a chromatogramy

. pritokové cytometry (Flowcytometers) méfi fluorescenci kazdé

burky v protékajicim proudu, coz umoziuje identifikovat,
kvantifikovat nebo sortovat subpopulace bunék ve velkém

vzorku

Kromé fluorescenc¢nich mikroskopU existuji napf. spektrofluorometry, které méri
fluorescenci tekutych vzorkd, fluorescenéni scannery, které se pouzivaji napf. na snimani
elektroforetickych gell nebo pratokové cytometry, které mohou mérit fluorescenci kazdé
bunky (pfipadné i chromozomu) v protékajicim proudu.
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PRINCIP FLUORESCENCNIHO MIKROSKOPU

Lo ‘ zavérny
excitacni Exciting filter " ’ Barrier filter (bqriérovy)

(budici

filtr Specimen

filtr

Zakladnim principem pfi sledovani fluorescence je excitace tzv. excitacnim (nebo taky
budicim) svétlem a vzorek pak vyzari zareni jinych (vysSich) vinovych délek. V mikroskopii
potfebujeme "vybudit" (neboli excitovat) jen specifické Casti vzorku, proto je pfed vzorek
umistén excitacni filtr, ktery propusti jen zafeni o urcitém rozsahu vlnovych délek. Pfi
emisi ze vzorku dochazi také k vyzareni rlznych vlnovych délek - my si uréime, které
chceme sledovat pomoci tzv. zavérového (bariérového, emisniho) filtru.
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EXCITACNI FILTRY -OLYMPUS

Exciting Filters

uG-1

UG = ultraviolet glass

BG = blue glass

IF = interference filter

z katalogu

Tady jsou priklady nékterych filtrd, které dodava ke fluorescencnim mikroskopdm firma
Olypus: mohou propoustét celkem Siroky pas vlinovych délek v UV nebo modreé oblasti,
nebo mohou mit relativné tenky pas vinovych délek pro specifi¢téjsi excitaci (tzv.
interferencni filtry), prip. existuji i jejich kombinace.
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BARIEROVE FILTRY - OLYMPUS

Barrier Filters

L4240

L = longpass filter

Y = yellow filter

O = orange glass

z katalogu

Bariérové (emisni) filtry jsou zaloZzeny na jiném principu - propusti vSechno zafreni od urcité
vlnové délky. Principem spravného fungovani fluorescenc¢niho mikroskopu je, Ze vinové
délky excitacniho a emisniho filtru se nesmi prekryvat (pak bychom totiz mohli pozorovat i
odrazené excitacni zafeni). Napr. pfi excitaci velmi nizkymi vinovymi délkami (zaCatek UV)
se pouzije jako emisni filtr "longpass", ale naopak pri excitaci v oblasti modrého zareni
bude tfeba pouzit oranzovy nebo Cerveny filtr, ktery propusti pouze delSi vinové délky.
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Transmisni fluorescenéni mikroskop

Optical Path of The Transmitted Light
Fluorescence Microscope

StarSim typem je tzv. transmisni fluorescencni mikroskop. Svétlo je pfivadéno na vzorek
stejnou cestou jako je klasicky svételny mikroskop. Tento mikroskop ma spoustu nevyhod,
napr. nevyuziva plného potencialu svételného zdroje, protoze osvétluje objekt Sirokym
valcem svétla, nebo nutnost pouZivat pfi pozorovani techniku temného pole (excitujici
svétlo je privadéno ke vzorku formou Sikmych paprsku (viz ¢islo 5 na obrazku).
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Dichroické zrcadlo a princip funkce

'SP

|
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Objective
Dichroie mirror

Specimen

VylepSeni fluorescenéni mikroskopie pfedstavuje tzv. dichroické zrcadlo. V tomto zrcadlu
se pri dopadu svétla v jednom sméru vétSina zareni odrazi pod pravym uhlem, zatimco v
opacném smeru veétsSina svétla projde skrz.
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SCHEMA EPIFLUORESCENCNIHO MIKROSKOPU
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Toto dichroické zrcadlo pak umoznilo konstrukci tzv. epifluorescencniho mikroskopu, ve
kterém excitacni svétlo dopada na objekt shora. Vyzarené sveétlo pak prochazi dichroickym
zrcadlem nahoru a je pozorovano za okularem.
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Epifluorescenéni mikroskop -Olympus

Optical Path of The Reflected Light Fluorescence Microscope

Tady jesté schéma skute€ného mikroskopu se znazornénim optickych drah.
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,Kostky“ = kombinace filtri a
dichroického zrcadla pro epifluorescenci

Protoze pro rGizné aplikace potfebujeme rlizné excitacni a emisni filtry, tak tyto vyrobci
mikroskopU umistuji do tzv. kostek. Diky oto€nému karuselu je pak zména filtrd velmi
jednoducha (a jeden mikroskop mizeme pouzivat pro rlizné techniky).
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Fluorescence Filter Cube and Spectra
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Konstrukce kostky je jednoducha: na strané (ve sméru, odkud prichazi svétlo) je excitacni
filtr, nahore je bariérovy filtr a mezi nimi je Sikmo posazené dichroické zrcatko.
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KOMBINACE FILTRU (OLYMPUS) A METODY

[nm/

Excitace Kostka Dichr.zrcadlo Excitaéni Bariérovy Pouziti
filtr filtr

330 - 385 autofluorescence

_ DAPI
360 -370 Hoechst 33258

450 - 480 FITC,
490 - 470 Akridinoranz

510 -550

Rhodamin,
530 - 550

TRITC, PI,

Texas red
545 - 580

Kdyz pouzivate fluorescencni mikroskop, méli byste védét, jaké kostky mate k dispozici,
protozZe se liSi nejenom oblasti vinovych délek, které propousti excitacni filtr, ale tfeba i
Sirkou pasu vlnovych délek. Siroky pas vinovych délek (napf. U-MWU2 kostka, W=wide) je
sice pouzitelny pro vice barvicek, ale uzky pas (napr. U-MNU2 kostka, N=narrow) je zase
specifiCtéjsi a emitovana fluorescence bude "ostrejsi" a méné rusena emisi "nechténych"
vlnovych délek (napf. autorfluorescenci).
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Typy fluorescence

autofluorescence

sekunddarni fluorescence barveni =

- — fluorochromy

Fluorochromierung

=N (Acridinorange) imunofluorescence =

¥
/ ® {Amknroe Fm:) 1 fluorochromem
- ] znaéené protilatky

Immunfluoreszenz

D «_ (Formaldehyd)

E—EQE indukovana

fluorescence

induzierte Fluoreszenz
OBJEKT BEHANDLUNG (mit Beispiel) FLUORESZENZOBIEKT

Ve fluorescencnim mikroskopu muzeme pozorovat nékolik typu fluorescence: primarni,
kterou oznacujeme jako autofluorescence, a sekundarni, ktera spociva ve fluorescenci
néjaké pridané latky, at uz barvicky, protilatky znacené fluorochromem nebo néjakou
molekulou, kterd indukuje fluorescenci (napf. formaldehyd).
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FLUORESCENCE

primarni (autofluorescence) - éasta u rostlinnych pletiv
« chlorofyl

« lignin, suberin

* pryskyfice, sekundérni metabolity

 sekundéarni - fluorochromy —specifickd vazba na urcité
struktury (DAPI, Hoechst 33258)

- znaéeni GMO fluoreskujicimi proteiny (GFP,YFP)

- fluorescenéni imunohistochemie—spojuje sekundarni
fluorescenci s reakci: antigen x protilatka

¥

vysoka specificita a citlivost

Autofluorescence je u rostlinnych pletiv docela €asta, coz se da dobre vyuzit (levnéjsi nez
pouzivani fluorescencnich barvicek).

Fluorescencni barvicky (fluorochromy se specificky vazou na urcité struktury, takze je
umoZnuji pozorovat (napf. jadra, cytoskelet).
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1. autofluorescence
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Autofluorescence ligninu
v xylému a sklerenchymu

UV excitace

Snimek pfiEéného fezu
cévnim svazkem

foto-soutéz Nikon,
2004
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zvyraznéni endodermis a sekunddrnich krycich pletiv
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V obrdzku nahofe vlevo kromé stfedniho valce kofene mlzete pozorovat i vrsty bunék pod
rhizodermis diky fluorescenci sekundarné ztloustlych bunék (tzv. hypodermis).

V obrazku nahore napravo jde diky fluorescenci suberizinovanych bunécnych stén
pozorovat endodermis ve stadiu Casparyho prouzkd.

Na obrdzku dole vlevo lze sledovat rozmistnéni cévnich svazk( ve stonku jednodélozné
rostliny, na obrazku dole vpravo pak chloroplasty v listu.
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2. fluorochromy
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Fluorescence kalozy v pylovych lackach

fluorochrom:
anilinovd modr

UV excitace
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Stonek jedle v modrofialovém svétle

barveni akridinovou oranzi
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Srovnani fluorescenénich barviv

Application

V pripadé, ze chcete pozorovat rlizné struktury v ramci jednoho objektu, mlzete se vybrat
takové barvicky, u kterych jsou odlisna excitacni a emisni spektra. Tak budete moci pro
kazdou barvicku pouzit jinou kostku a nakonec si slozit obrazek z jednotlivych barev.
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3. sledovani zivotaschopnosti bunék
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SLEDOVANI ZIVOTASCHOPNOSTI BUNEK

substrat: FDA (fluoresceindiacetat)

esterazy

fluorescein + acetat

P. Debergh
kombinace obrazu fluorescence a sv. pole

VSechny Zivé burky obsahuji enzymy, mj. i esterazy. Kdyz FDA vstoupi do bunky (ma
schopnost rychlého pFfenosu do bunék), tak esterdzy zplsobi odStépeni acetatu a molekula
fluoresceinu zazafi. Do mrtvych bunék FDA taky vstoupi, ale nedojde tam k odStépeni
acetatu, tudiz k zadné fluorescenci.
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BUNKY KALUSU MRKVE

Daucus carota ssp. carota

\
‘Staf-' >

Nomarského diferencidini fluorescence Zivych bunék po
interferenéni kontrast (DIC) inkubaci s FDA
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ukézka Zivé/mrtvé buriky, bunéénéa suspenze BY-2, FDA+PI>
testovani viability, zivé buriky zelené, mrtvé-éervena jadra (P1)

Toto sledovani Zivotnosti lze jeSté podpofrit barvickou propidiumjodid (PI). To je barvicka,
ktera barvi jadra (Cerveneé). V Zivych bunkach Cervena jadra "presviti" zeleny fluorescein,
zatimco v mrtvych bunkach vidime pouze Cervené svitici jadra.

09_Fluor_mikroskopie2022.pdf Strana30z41



Kombinace fluorochromu a filtru

DAPI + FITC
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KOMBINACE
FLUOROCHROMU FITC

A FILTRU barvi se
mikrotubuly

propidium

jodid
barvi jadra

kultura bunék A549

kombinovany
obraz
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Kombinace DAPl a [— fazovy

_ _ kontrast
fazoveho kontrastu
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FISH (FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE)

zdkladni metoda molekuldrni cytogenetiky: podstatou je
hybridizace= navazani sondy k chromozomdini DNA

sonda = maly fragment DNA znaéeny fluorescenénim barvivem
(fluorochromem), ktery se vaze na specifické misto chromozomu.

sondy:
GAA trinukleotid
sekvence (zelend)

pAsl (&ervend)
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Detekce transgend, detekce aktivity genu
(GFP)
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The green fluorescent protein (GFP) is a protein composed of 238 aminoacid residues
(26.9kDa) that exhibits bright green fluorescence when exposed to light in the blue to ultraviolet
range. Although many other marine organisms have similar green fluorescent proteins, GFP
traditionally refers to the protein first isolated from the jelly fish Aequorea victoria. The GFP from
A. victoria has a major excitation peak at a wavelength of 395nm and a minor one at 475nm. Its
emission peak is at 509 nm, which is in the lower green portion of the visible spectrum. The
fluorescence quantum yield (QY) of GFP is 0.79. The GFP from the sea pansy(Renillareniformis)
has a single major excitation peak at 498nm.

In cell and molecular biology, the GFP gene is frequently used as a reporter of

expression. It has been used in modified forms to make biosensors, and many animals

have been created that express GFP, which demonstrates a proof of concept that a gene

can be expressed throughout a given organism, in selected organs, or in cells of interest.

GFP can be introduced into animals or other species through transgenic techniques, and
maintained in their genome and that of their offspring. To date, GFP has been expressed

in many species, including bacteria, yeasts, fungi, fish and mammals, including in

human cells. Scientists Roger Y. Tsien, Osamu Shimomura, and Martin Chalfie were

awarded the 2008 Nobel Prize in Chemistry on 10 October 2008 for their discovery and
development of the green fluorescent protein.
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ARABIDOPSIS DR5:GFP AUXIN REPORTER

vizualizace pfitomnosti auxinu

J. Friml

DR5rev 35S min 35S pA

kofen+ auxin anti-1AA AB embryo

DRb5rev se exprimuje jenom v pritomnosti auxinl (proto tzv. auxinovy reportér). Kdyz do
stejné sekvence vlozZzime gen pro GFP, tak se tento bude exprimovat spole¢né s DR5rev
(vSude, kde se vyskytuje auxin)
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AUXINV EMBRYOGENEZI
ARABIDOPSIS

vizualizace pfitomnosti auxinu

. histochemicka
DR5::GFP lokalizace IAA
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PtK1 buiiky: mikrotubuly (protilatka proti tubulinu
znaéend FITC = zelena) a DNA (DAPI = modra)

(A. Khodjakov, Ph.D.,Wadsworth LabsAlbany, NY)

origindini snimek snimek po Upravé
http://www.aqgi.com/index.php

Na tomto snimku je ukdzana nutnost Upravy snimkl - na originalnim snimku dochazi k
"rozmazani" mikrotubulll vlivem zareni, které vychazi z riznych rovin. Tento obrazek je
mozneé zaostrit, aby vice odpovidal skutecnosti.
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FOTOSTABILITA FLUORESCENCE
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Oregon Green 514 phalloidin

fluorescein phalloidin

Tady chci upozornit na jeden z problému pfi pouzivani fluorescenénich barvi¢ek - vétsSina
se "vysviti" v relativné kratké dobé (tzn. nejvice intenzivni fluorescence je ihned po ozareni
excitacnim svétlem, ale po chvilce zacne intenzita fluorescence slabnout a muze uplné
zmizet). NaStésti se postupné vyvijeji i barvicky, které maji delsi fotostabilitu.
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X-ray fluorescence microscopy image of the
seed capsules of the nickel hyperaccumulator
plantAlyssummurale. The red colour shows its
structure, whereas the green colour shows
calcium, and blue shows nickel.
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