FLUORESCENCNI MIKROSKOP

na gymnaziu Pierra de Coubertina v Tabore

Pavla Trckova, kabinet Biologie, GPdC Tabor




Co je fluorescence

Fluorescence je jev spocivajici v
tom, ze nékteré latky (fluorofory)
po ozareni (excitaci) svétlem urcite
vinove delky Aexcit vyzaruji
(emituji) svétlo jiné vinove delky
Aemit

Aemit > Aexcit

Napf. chlorofyl pfi ozareni modrym
svétlem emituje svétlo Cervené.

Autofluorescence — napf. celuloza,
chlorofyl, keratin aj.

Fluorescencni barveni — uziva se ke
zviditelnéni molekul a bunék, které
nemaji autofluorescenci.
Fluorescencni barvivo je barvivo,
jehoz molekuly jsou schopny
fluorescence. napf. akridinova oranz.

FLUORESCENCE

Zdroj svétla

Excitacni & \

Vysetfovany vzorek

Fotobleanching - fluorofory jsou intenzivnim
svétlem rozkladany a ztraceji schopnost

Obr.2

Na obrazku je ukazan princip optickych pfistroji vyuzivajich fluorescence
svétla. Ze zdroje svétla je pomoci tzv. excitacniho filtru propusténo pouze
svétlo urcité vinové delky AExcit, které dopada na vysetrovany vzorek.
Zde dochazi k fluorescenci, pficemz vzorek emituje svétlo o vinové délce
Aemit > Aexcit. Pomoci tzv. bariérového filtru je do oka pozorovatele
propusténo jen svétlo emitované vzorkem a oko vidi jen ty ¢asti vzorku,
které emituji svétlo o vinové délce Aemit.

Zdroj: http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/fluorescence/




Pro zajemce trochu podrobneiji..
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excitace excitovany fluorescence
stav

Jev fluorescence je zalozen na tom, ze fotony, které tvori svétlo, nesou urcitou energii, kterou mohou predat elektronOm v
rOznych molekulach. Pfitomto predani energie dochazi k tzv. excitaci elektrond - tyto se presouvaji do vyssi energetické
hladiny. Prakticky to znameng, ze se pohybujl' kolem jadra molekuly ve vétsi vzdalenosti (ve vy§§|'m orbitalu). Tento stav ale neni
stabilni - elektron obsahuje energii "navic" a ta ma tendenci se zase uvolnit, kdyz#e elektron "pfitazen" jadrem molekuly opét na
nizsi energetickou hladinu (do nizsiho orbitalu). Energie se opét uvolniv podobe otonu, ktery je vyzaren (emise). Déj shrnuje
schéma nahore. Protoze pri kazdé preméné energie dochazi ke ztratam - cast energie se uvolni do prostredi v podobé tepla
(konkrétné v podobé tepelnych pohybl molekul), obsahuje vyzareny foton mensi mnozstvi energie.

Protoze svétlo ma vinovou povahu, je vinova délka vyzareného (emitovaného) svétla delsi, nez vinova délka
svétla, které fluorescenci vybudilo (excitovalo).

Fotony (svétlo) kratsi vinové délky totiz obsahuji vice energie - délka viny je kratsi a fotony kmitaji rychleji, nesou tedy vice energie.

Pohlceni a vyzareni jednoho fotonu oviem neni béznym okem ani mikroskopem pozorovatelné. Fluorescencni barviva jsou
proto velké molekuly, obsahujici velké mnozstvi elektron{, které Ize snadno a koordinované excitovat a které se takeé rychle
vraceji zpét do nizsi energetické hladiny. Jako fluorescencni barviva se proto nejcastéji pouzivaji aromatické slouceniny a
heterocykly s elektrony konjugovanymi v plochych "mracich" nad a pod rovinou ploché molekuly.

Zdroj: http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%2obarvivo.htm




Zapujceny fluorescencni mikroskop

Olympus CX21s LED
‘ Fluorescent llluminator

L a

Pozn. vyrazné levnéjsi varianta
fluorescencniho mikroskopu kde je na
misto tradicni ho zdroje svétla —

A rtutove vybojky pouzita LED dioda
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http://www.olympus.cz/microscopy




Jak jsme se k fluorescencnimu
mikroskopu dostali..

*Prezentace fluorescencniho mikroskopu stredoskolskym ucitelOm biologie na
tydnu biologie v ramci Otevrené védy v Novych Hradech — moZnost zapUjceni
mikroskopu na SS

«ZapUjcovatelem mikroskopu je Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v
Praze

Mikroskop byl pofizen z prostfedkd MSMT, v rdmci grantu, jehozZ fesitelem byla
katedra bunécni biologie PfF UK



K Cemu je dobra fluorescencni
mikroskopie

Nejsirsi uziti v bunécné biologii a molekularni genetice:

*Nalézani specifickych molekul (bilkovin, lipidJ, sacharid()

Zviditelnéni nékterych bunécnych struktur (jadra, cytoskelet)

*Nalezeni urcitych sekvenci nukleotidi v DNA ¢i RNA

aj.

Vyrazny posun ve fluorescencni mikroskopii zivych bunék pfinesl objev tzv. GFP
(green fluorescent protein)

Zeleny protein morské meduzy rodu Aqueoria

*lzolace genu pro tento protein z jejiho genomu

*Genovymi manipulacemi je tento gen vnasen do jinych organism0 a umoznuje
»znackovani® bunek, molekul, struktur a diky tomu je mozné pozorovat osud téchto
struktur v bunce ci téle, jejich zapojeni do bunécnych Cinnosti a télesnych funkci
organismu



Nobelova cena za
chemii 2008

V souvislosti s objevenim a vyuzitim

GFP

O. Shimomura — objev proteinu u
meduzy

M. Chalfie — detekce genu, genove
manipulace, vyuziti proteinu jako

markeru (,znackovace") v genetickych
vyzkumech

R.Y.Tsien —vylepsSeni proteinu a
rozsSireni skaly (drobnymi Upravami
vytvoril celou barevnou skalu
znackovacich fluorescencnich
proteinU)

Zdroj: Doc. Jan Cerny: Zeleny
fluorescencni protein, Vesmir 4/2009

OSAMU SHIMOMURA (*27. RiJNA 1928 VE FUKUCHIYAME)

Japonsky organicky chemik a mo¥sky biolog. Prezil vybuch atomové bom-
by v Nagasaki, se svou rodinou Zil 20 km od epicentra. Vystudoval mistni
farmaceutickou fakultu a jako prvni védecké téma Fegil mechanismus lumi-
niscence koryse Vargula hilgendorfii. Jeho prace zaujala profesora Franka
Johnsona z Princetonské univerzity, jemuz se podafilo ziskat Shimomuru
vroce 1960 do svého tymu. Zde se zadal vénovat medize Aequorea victoria,
ktera skryvala velice vyuZitelné tajemstvi, jehoz odhaleni bylo po téméF 50
letech ocenéno Nobelovou cenou.

MARTIN CHALFIE (*1. UNORA 1947 V CHICAGU)

Absolvoval biochemii na Harvardové univerzité. Mj. je skvély plavec. Po
absolutoriu vystFidal nékolik do¢asnych zaméstnani, napfiklad prodaval
obleceni v rodinné firmé, a poté nastoupil na postdoktorandsky pobyt do
Laboratofe molekularni biologie Sydneyho Brennera v britské Cambridzi,
kde studoval hmatové neurony hadatka obecného (Caenorhabditis ele-
gans). V roce 1982 presidlil na Kolumbovu univerzitu v New Yorku, kde ve
studiu C. elegans pokracoval. Jeho prace , Zeleny fluorescenéni protein jako
marker genové exprese” patii mezi 20 nejcitovanéj$ich publikaci z moleku-
larni biologie a genetiky.

ROGER YONCHIEN TSIEN (*1. UNORA 1952 V NEW YORKU)

Americky biochemik, profesor na katedie chemie a biochemie Kalifornské
univerzity v San Diegu. Je potomkem kralovské rodiny, ktera vladla v letech
907-960 malému pobreznimu nezavislému kralovstvi Wuyue, presnéji
34. vnukem krale Qian Liu. Pochazel z rodiny vyznamnych inZenyrii, mozna
proto nazyva svou praci molekuldrnim inZenyrstvim. Jako astmatické dité
travil vétsinu ¢asu doma provadénim chemickych experimentii. Roku 1972
absolvoval bakalaFské studium na Harvardové univerzité. Ve studiu pokra-
Coval na Cambridiské univerzité, kde ziskal Ph.D. v oboru fyziologie. Od
roku 1989 pusobi na Kalifornské univerzité v San Diegu.
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E Zeleneé rasy — autofluorescence




Zelené rasy — barveni akridinova oranz




Zelené rasy — barveni akridinova oranz
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Obrnénky, rozsivky




Rozsivky




Rezy - autofluorescence




Pylova zrna- autofluorescence
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Vytrusnice, prasnik- autofluorescence
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Pokozka pelargonie




m Hmyz - autofluorescence
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