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Co je to vlastné ta fluorescence ?
Neékteré latky (fluorofory) jsou po ozdreni svétlem schopny absorbovat svétlo urcité
vinové délky a ndsledné vyzarovat svétlo o delsi vinové délce
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Vyuziti fluorescence

Zejména v bunécné biologii a molekuldarni genetice

> specifické oznac¢ovani molekul v tkdni (bilkoviny, lipidy, sacharidy)
> zviditelnéni nékterych bunécnych struktur (jddro, cytoskelet)
> nalezeni urditych sekvenci nukleotidi v DNA a RNA

Fluorofory
v" Autofluorescence - napr. chlorofyl, celuléza, keratin a jiné

v'Fluorescenéni barveni - uziva se ke zviditelnéni molekul a bunék , které
nejsou schopny autofluorescence

> fluorory se vdzou primo na DNA napr. DAPI

> kovalentni vazba na uréitou specifickou bunécnou strukturu napr. FISH
sonda

> protilatky znacené fluoroforem napr. FITC

> pripojeni fluoroforu ke genetické informaci kodujici konkrétni bilkovinu z.b.
P




DAPI- interkaluje do struktury DNA a

RNA (modre)

GFP- zeleny fluorescencni protein

FITC- fluorescein isothiokyandt vhodny
zejména pro kovalenci s protilatkami
Fluorescein - vyzaruje zelené svétlo

Cy3, Cy5 a Alexa 568- fluorofory vyvinuté
specidlné pro fluorescencni mikroskopii
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Fean Chemicka specifikace fluorescencnich barviv

> velké molekuly s velkym poétem elektront
schopnych po excitaci vracet se do nizsi energetické
hladiny

> nejCastéji se jednd o aromatické heterocyklické
slouceniny s elektrony konjugovanymi v tzv. plochych
racich nad a pod rovinou ploché molekuly
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Fluorescencni mikroskop-princip
> je podobny klasickému mikroskopu ovsem doplnény o silny zdroj svétla
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Excitacni filtr

* mezi zdrojem sveétla a vzorkem

* umoznuje excitovat jednotlivé fluorofory
o vybranych vinovych délkach

Bariérovy (emisni) filtr

« mezi vzorkem a okuldrem

« do okuldru pronika pouze pozitivni
na ¢erném pozadi.

Je moZné pouzit vice nez jeden typ barvicek v jednom vzorku

zpravidla se pouzivaji 2 az 3 (FISH sondy, Live/Dead)



Typy fluorescenénich mikroskopi
* trans-fluorescencni (Transmition light fluorescent microscope)

Optical Path of The Transmitted Light
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* svétlo prochdzi excitachim filtrem
na prepardt dopada od spodu. tzv.
zdstinovy kondenzor odradzi svétlo
tak , Ze dopadd na preparat zboku
a excitacni svétlo tak prochazi mimo
objektiv -> do objektivu se dostane
pouze emitovand fluorescence

* neni prilis rozsiren, vyssi porizovaci
ndklady.




- epi-fluorescencni (Reflected light fluorescent microscope)

» osvétleni vzorku pres objektiv

Optical Path of The Reflected Light Fluorescence Microscope

* emisni svétlo se vraci zpét do
objektivu a proto je nutné pouzit
dichroické zrcadlo, které odrazi
excitacni svétlo do objektivu a
propousti emisni do okularu

Castéji uzivany typ (i v EPS)

Fluorescence Interference Filter Block

To Detector
Barrier
.




Schéma epi-fluorescencniho mikroskopu

- Detector « osvétleni-rtutovad vybojka (UV + viditelné svétlo)

Emmision filter « excitacni filtr
« dichroické zrcadlo
o odrdzi svétlo kratsi nez urcitd vinovd délka
a propousti delsi nez tato délka
B S W o pornéhfi odstranit nezddouci svétlo
=« objektiv + vzorek
Ligth source e s po
* emisni filtr
« detektor + software pro obrazovou analyzu a
jeji ndsledné zpracovadni jak kvalitativné tak
kvantitativné (NIS, Lucia, Analysis a pod)
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Objective

Fluorescent labelled cell




Co je to Live/Dead ?

Je fluorescencni mikroskopickd technika na principu
fluorescencnich sond jeZ se na navazuji na specifické
bunééné organely jako jsou bunécné membrdny, vakuoly

a jadra a zavislosti na fyziologickém stavu se na né bud’
navazuji nebo ne.

Napriklad u bakterii se vyuzivd kombinace dvou barviv
nukleovych kyselin, kdy zelené barvivo ma schopnost pronikat
jak porusenymi tak neporusenymi membrdnami a ¢ervené
pronika pouze porusenymi membrdnami.

.



Praktické vyuziti této metody

> Pomoci této techniky je mozné velmi rychle a
efektivné zhodnotit kvalitu inokula, které hodlame
aplikovat na lokalité.

> MuZeme se dukladné obezndmit ze schopnosti dané
kultury vyuZzivat polutant jako C-zdroj.

> Sledovat procesy hladovéni bunék a adaptace na
polutant

.



Hladoveni bunek




Live/Dead u kvasinek




Déekuji za pozornost
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