Fluorescencni mikroskop

Fluorescenc¢ni mikroskop je opticky mikroskop vyuzivajici fluorescenci k zobrazeni organickych i anorganickych
struktur. Prvni fluorescen¢ni mikroskop byl zkonstruovan kolem roku 1911 Carlem Reichertem.

Fluorescencni mikroskop Olympus BX61

Epifluorescencni mikroskop

Fluorescencni mikroskop AMG Evos fl s LCD

displejem misto okularu

transmisni typ. [?

Ve fluorescencni mikroskopii se vyuziva kratSich vinovych délek v oblasti
UV zéareni, kdy latka absorbuje ultrafialové paprsky a emituje viditelné
svétlo delSich vinovych délek, které je pak pozorovatelné svételnym
mikroskopem. Dochazi k ozareni atomu, kde za normalnich okolnosti
obihaji elektrony kolem jadra ve vrstvach (orbitalech) s urcitou
energetickou hladinou. Pfi UV zareni elektrony absorbuji energii a jsou
vybuzeny (excitovany) do vyssi energetické hladiny. Elektrony jsou na
vyssi energetické hladiné nestabilni a vraceji se zpét do zakladniho stavu.
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Presun elektronu z vyssi energetické hladiny do nizsi je doprovazen

vyzarenim fotonu.

Struktura a funkce mikroskopu

Zdrojem zareni vétsinou byva vysokotlakd rtutova vybojka. Kfremenna
trubice v sobé ukryva malé mnozstvi rtuti a inertniho plynu. V intervalu
356-546 nm vyda nejvétsi mnozstvi energie. Vykon vybojek byva rlzny,
pouzivaji se vybojky s vykonem 50, 100 a 200 W. Excitani zareni projde
nejdrive excitacnim filtrem. Tento filtr dovoli prostupu svétla jen o vyse
zminéné vinové délce. Zabranuje prostupu svétla o vinovych délkach
zareni emitovaného (fluorescencniho), to by vyvolalo nezddouci barevné
pozadi. Dale svétlo dopadéd na dichroické zrcadlo, nastavené v Uhlu 45°.

Zareni se odrazi a prochazi pres
objektiv na vySetrovany vzorek.
Ve vzorku vyvolaji excitaci
elektronl a nasledné vyzareni
svétla. Emitované zareni ma vétsi
vinovou délku a Siti se vSemi
sméry. Diky imerznimu objektivu
a oleji prochézi jen ¢ast z néj a
déle dopada rovnéz na dichroické
zrcadlo. Toto zrcadlo odstranuje
nezddouci excita¢ni zéreni o
vysoké intenzité (nebezpecné pro
oko, zhodnoceni pozorovani) a
propousti emitované zareni.
Celkova ucinnost oddéleni
excita¢niho a emitovaného zareni
dichroickym zrcadlem je vice jak
80 %. 'Y Emitované zareni déale
prochazi bariérovym filtrem. Ten
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Schéma fluorescencniho mikroskopu

zareni v délce podle pouzivaného fluorochromu, kratsi vinové délky
zastavi. Dale pak mizeme pozorovat fluorescen¢ni zéreni okularem a

nebo snimat ho kamerou.

Transmisni fluorescencni mikroskop

Pouzivéa se taktéz v laboratofich, ale ma jiné usporadani. Zdroj zareni je
umistén stejné jako u klasického mikroskopu pod preparatem. Zvlastné usporadany zastinny kondenzor pak
propusti svétlo tak, aby na vzorek dopadalo z boku. Nebezpecné excitacni svétlo pak leti mimo objektiv a
objektivem prochazi jen svétlo emitované. Epifluorescencni typ mikroskopu je v soucasnosti vice oblibeny nez

Primarni fluorescence (autofluorescence, prirozena fluorescence)

Tento typ fluorescence se vyskytuje pouze v nékterych bunkdach (predevsim v rostlinnych bunkdch, pletivech) a
intenzita fluorescence nebyva prilis silna. V oblasti UV zareni je vdzana predevsim na proteiny/aminokyseliny -
tryptofan, fenylalanin, tyrosin a v oblasti viditeIného svétla na redukované formy NADH, NADPH, vitamin A,
chlorofyl, cytochromy, hemoglobin, myoglobin.

Sekundarni fluorescence

light source
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Tento typ spociva v naneseni fluorescencni latky (fluorochromu) na zkoumané struktury, kterd ndm je po ozareni
umozni zobrazit. Mezi zndmé fluorochromy pro vizualizaci nukleovych kyselin patfi napr. akridinové oranz, ethidium
bromid nebo DAPI (4, 6-diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid). Déle FITC (fluorescein-5-isothiokyanat), TRIC, Texas
Red.

Mezi velmi pouzivané markery radime i zeleny fluorescencni protein GFP (green fluorescent protein), ktery byl
izolovan z morské rasy Aequrea victoria a diky nému mUzeme sledovat oznacené struktury v bunce. Kromé
zeleného fluorescencniho proteinu jsou dnes k dispozici také jeho zlutd a modrozelena varianta a nepribuzny
Cerveny fluorescencni protein.

Vyuziti

Fluorescenc¢ni mikroskopie ndm jak prvni umoznila vizualizovat struktury cytoskeletu eukaryontnich bunék, vyuziva
se v imunohistologii, imunocytologii a imunocytochemii. V bunécné biologii je hojné vyuZzivan k identifikaci slozek
cytoskeletu, bunéénych organel nebo ke sledovani biochemickych déjd. V mikrobiologii se vyuziva fluorescen¢ni
mikroskop k identifikaci rGiznych bakterialnich rodd. V cytogenetice se vyuzivd metoda FISH (in situ hybridizace),
kdy pomoci fluorescencné znac¢ené DNA (RNA) sondy detekujeme urcité vybrané tseky DNA ¢i chromozom( a
muazeme diagnostikovat napf. chromozomalni aberace, mikrodelece, mikroskopické zlomy apod..

Galerie obrazku

Bunka. Jadro modré (DAPI), mikrotubuly
zelené (FITC), mikrofilamenta Cervené
(TRITC)
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