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Uloha 35
Fluorescenc¢ni mikroskop

Pracovni ukol:

1. Seznamte se sprincipem a zdkladni obsluhou fluorescenéniho mikroskopu
v invertovaném uspotadani.

2. Ptipravte preparaty pro pozorovani v prochazejicim a v odrazeném svétle, preparat pro
srovnani méfeni ve svétlém a temném poli a preparat pro fluorescencni pozorovani.

3. Proved'te pozorovani vybranych preparat pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Pro
jednotlivé vzorky zvolte vhodné usporadani mikroskopu, tj. stanovte zvétSeni,
odhadnéte rozliSeni a hloubku ostrosti. Méfeni jednoho vzorku provedte pfi riznych
zvétSenich.

1. Proved’te méteni v prochédzejicim viditelném svétle.
2. Proved’te fluorescencni méteni v odrazeném svétle.

4. Stejné preparaty pozorujte pomoci bézné¢ho optického mikroskopu. Proved'te s nimi
obdobnd méteni jako v bodé 3.

1. Proved’te méfeni v prochazejicim svétle ve svétlém a temném poli.
2. Proved’te métfeni v odraZzeném svétle.

5. Srovnejte a diskutujte parametry obrazii vzniklych fluorescencnim a béznym optickym

mikroskopem.

Ziakladni vztahy a kli¢ova slova:

Fluorescence, fosforescence, Stokestiv posun, fluorescenéni barviva, zobrazeni centrovanymi
optickymi systémy, zvétSeni, rozliSeni, hloubka ostrosti, numerickd apertura, opticky
mikroskop (OLYMPUS BX51/BX52), fluorescenéni mikroskop (OLYMPUS IX73)
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Fluorescen¢ni mikroskopie

Uloha se zabyva metodou zobrazeni zaloZenou na principu fluorescence. Pfi tomto
spontannim optickém jevu dochazi k vyzafovani svétla vyvolané dopadajicim svétlem.

Fluorescence nastdva diky absorpci fotonu s dostateCnou energii latkou (tzv.
fluoroforem), kdy dojde k vybuzeni atomt nebo molekul do vys§iho excitovaného stavu a
nasledn¢ k samovolné emisi fotonu pii ptfechodu elektronii zpét na nizsi hladinu. Vyvolavajici
zafeni se nazyva excitacni a zafeni vysilané latkou emisni. Vlnovéa délka emisniho zafeni je
vzdy del$i nez vinova délka zareni excitacniho.

V ptipadé fluorescence je emisni zafeni vyslano ihned po vybuzeni (excitaci) atomu
nebo molekul a odeznivd b&hem asi 10" sekundy. Emise zéafeni z excitovaného
elektronového stavu nastdva jednim ¢i vice spontdnnimi energetickymi prechody. Jev
fosforescence je obdobny, ale emisni zafeni pretrvava i po zhasnuti excitacniho zatfeni. Je to
proto, Ze pfi fosforescenci jsou elektrony v metastabilnim stavu, tedy dostavaji se na takové
energetické hladiny, z nichZ se nemohou snadno vratit na zakladni hladinu. Interakce svétla a
molekul jsou obvykle znazornény ve formé tzv. Jablonského diagramu — viz obr. 1.
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Obr. 1 Jablonského diagram

(pfevzato: https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/java/jablonski/jabintro/)

Z hlediska zdroje fluorescence rozliSujeme primarni a sekundarni fluorescenci. Pti
primarni neboli vlastni fluorescenci je zdrojem piimo zkoumand Ilatka. Tento typ
fluorescence, nazyvany téz autofluorescence, se vyskytuje pouze v nékterych buitkach a
intenzita signalu nebyva piili§ silnd. Autofluorescenci vykazuji napiiklad chlorofyl,
hemoglobin, cytochromy, vitamin A a jiné. Pro sekundarni fluorescenci je tieba zkoumanou
latku obarvit fluoreskujicim barvivem (fluorochromem). Mezi zndmé fluorochromy
pouzivané pro vizualizaci bunéénych struktur patii napiiklad fluorescein, rhodamin, FITC,
propidium jodid, DAPI a dalsi.

Kazdy fluorochrom je charakterizovan svym excitacnim a emisnim pasmem (viz obr.
2). Excita¢ni pasmo ukazuje rozsah vinovych délek, které vedou k excitaci dané latky. Emisni
pasmo ukazuje rozsah vinovych délek, pfi kterém dochazi k emisi fluorescence. Jak excitacni,
tak emisni pasma maji svd maxima, coZ znamena, ze pokud je fluorochrom ozafen svétlem o



vlnové délce, kterd odpovidd maximu excitatniho pasma, naslednd fluorescence nabyva
maximalni intenzity. Pokud je pouzita jind vinova délka, intenzita fluorescence je snizena.
Rozdil mezi vinovymi délkami emisniho a excitaniho maxima se nazyva Stokesiiv posun.
Stokestiv posun je dilezitym faktorem pfi biologickych experimentech. Pokud je Stokestv
posun velmi maly, je obtizné odliSit emitované svétlo od excitaéniho. Pfi “vicebarevnych”
experimentech s vice fluorochromy, je tieba pii vybéru fluorochromt brat zietel na mozny
piekryv jejich spekter.

Pro popis fluorescence se dale zavadi tzv. extinkéni koeficient, ktery vyjadiuje
kvantitu absorbované¢ho svétla o urcité vinové délce pti dané koncentraci fluorochromu
v latce. Kvantovy vytézek vyjadiuje efektivitu fluorescencni emise a je vyjadien jako pomér
emitovanych fotond k fotontim absorbovanych (pohybuje se mezi 0-1). Zivotnost je doba, po
kterou je molekula v excitovaném stavu, nez dojde k emisi zafeni (obvykle 0,2 — 20
nanosekund).
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Obr. 2 Ukézka absorpcné-emisniho spektralniho diagramu

typického fluorochromu
(ptevzato: https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/lightandcolor/fluoroexcitation/)

Fluorescen¢ni mikroskop je opticky mikroskop vyuzivajici fluorescenci k zobrazeni
organickych i anorganickych struktur. Vyhodou fluorescen¢nich metod je velky kontrast
zobrazeni, specifikénost riznych fluorochromli na absorpci a emisi svétla o ur€ité vlnové
délce, vysoka citlivost. UrCitymi nevyhodami jsou rychlé vysvicovani fluorescence, zivotnost
fluorofort, které se rozkladaji vlivem intenzivniho zafeni a ztraceji tak schopnost excitace a
emise, nutnost minimalizace excita¢niho svétla.

Zakladni ¢asti fluorescenéniho mikroskopu jsou zdroj excitacniho zafeni, excitacni a
ochranné (bariérové, emisni) filtry, vhodna optika pro UV zéafeni (tj. napf. kifemennd nebo
zrcadlovd), dichroické zrcadlo, objektivy s co nejveétsi svételnosti (). s velkou NA).

Zdrojem excita¢niho zafeni byva bud’ UV lampa (vétSinou rtutova vybojka) a nebo
svételny zdroj vhodnych vinovych délek typu LED. Excitacni zéatfeni projde nejdiive
excitaCnim filtrem. Tento filtr ze svételného zdroje selektivné vymezi zaieni o vinové délce
vhodné pro konkrétni experiment. Svétlo dopadd na vzorek pres dichroické zrcadlo nastavené
v thlu 45°. Zéafeni emitované ze vzorku prochazi objektivem a dichroickym zrcadlem pies
emisni filtr do okuldru. Emisni bariérovy filtr odfiltruje ptipadné zateni o vilnovych délkach
excitatniho zéfeni, které by vyvolalo nezadouci pozadi. Zaroven je ochrannym filtrem proti
pfipadnému UV zafeni. Soucasti mikroskopu byva také ochranny UV kryt. Kromé okularu je
mikroskop vybaven kamerou a vhodnym SW pro zpracovani obrazu.



Spolecna konstrukce filtrti a dichroického zrcadla je feSena tzv. kostkou (viz obr. 3),
specifikovanou excitacni a emisni vlnovou délkou a celkovou propustnosti. Mikroskopy
byvaji osazeny nékolika vhodnymi kostkami umisténymi v karuselu pro jejich snadnou
vyménu. Pro jednotlivy experiment je vhodna konkrétni kostka, vybrana podle vlastnosti
fluorochromu (viz obr. 4).
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Obr. 3 Ukézka konstrukce filtra¢ni kostky pro mikroskop Olympus

(pfevzato: https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/fluorescence/filters/)

Transmission (%)
&

0340 350 380 370 380 300 400 410 420 430 440 450 480 470 480 480 500 500 520 530 540
Wavelength (nm)

Obr. 4 Specifikace filtracni kostky U-F19000 UV/DAPI

pouzité v sestavé mikroskopu IX73 v praktiku
(modfe: propustnost excita¢niho filtru, Cervené: propustnost emisniho filtru, zelené: propustnost dichroického zrcadla)



Pokyny k méreni

Uloha bude probihat na badatelském mikroskopu v invertnim uspofadani OLYMPUS
IX73 s vybavenim pro fluorescencni métfeni v odrazeném svétle. Mikroskop umoziuje také
pozorovani v prochéazejicim svétle a ve fazovém kontrastu. Soucasti aparatury je barevna
digitalni kamera a software pro analyzu obrazu. Sestava aparatury je zndzornéna pomoci obr.
5. Navod k obsluze mikroskopu je u tlohy. S obsluhou jednotlivych prvkii sezndmi studenta

vyucujici.

Diaskopické osvétleni pro
pozorovani prihlednych
pfedmétu v prochazejicim
svétle ve svétlém poli:
osvétleni typu Kohler s
halogenovou zarovkou.

Episkopické fluorescenéni

osvétleni pro pozorovani predmétu v
dopadajicim svétle: LED zdroj osvétleni v
UV, modré a zelené oblasti s plynulou
regulaci intenzity kazdého barevného
kanalu, véetné moznosti osvétleni bilym
svétlem.

Plynule regulovatelny
zdroj pro diaskopické
osvétleni.

Barevna digitalni kamera DP74,
chlazena, rozliseni 20 Mpixeld,
CMOS ¢ip s uhlopfickou 1".

SW CellSens ver. 2.1 s pokro¢ilymi
funkcemi zpracovani obrazu.

Krvt chranici bfed UV zafenim.

Binokularni tubus se zvétSenim 10x.

1.

2.

3.

Revolverovy karusel pro fluorescenéni filtry
osazeny tremi sadami filtrt pro

excitaci v UV a emisi v modré
oblasti,

excitaci v modré a emisi v zelené
oblasti,

pozorovani v odrazeném svétle
ve viditelné oblasti.

Obr. 5 Sestava mikroskopu IX73 v praktiku

Parametry tfi sad filtrGi osazenych v aparatufe jsou pro prehled uvedeny v tabulce 1 a
umozinuji dvé uspotradani fluorescencniho méteni a dale méteni ve viditelném svétle.

Tab. 1 Osazeni karuselu mikroskopu filtraénimi kostkami

sada oznaceni pozice v karuselu excitace emise
1. U-F19000 AT - UV/DAPI Longpass 2 (UW) 360 — 390 nm od 435 nm
2. U-F19002 AT — GFP/FITC Longpass 3 (GFP) 465 — 495 nm od 520 nm
3. U-FBFL Cube for reflected BF 4 (BF)

Osvétleni pro fluorescencni méfeni je feSeno LED modulem CL-pE-300 (white LED
illumination system). Tento svételny zdroj je slozen ze tii LED, které Ize oddé¢len¢ ovladat, tj.
je mozné spojité regulovat intenzitu svétla jednotlivych slozek emisniho spektra zdroje (viz
obr. 6). Ovladani je realizovano tlac¢itky ozna¢enymi néasledovné: 1UV ovlada UV LED, ktera



ma maximum intenzity na vinové délce 365 nm, 3B ovladd modrou LED s maximem okolo
450 nm a 3GR zelenou LED, ktera sviti okolo 550 nm.

Key:

—— NEW Enhanced pE-300
Series (SB)

---- Former pE-300 Series (SB)
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Obr. 6 Vyzarovaci spektrum modulu CL-pE-300
(mikroskop je osazen novéjSim typem New Enhanced)

Pro méfeni v prochdzejicim svétle je jako zdroj osvétleni pouzit modul se 100
W halogenovou zarovkou, jejiz intenzitu lze samoziejmé také regulovat.

Mikroskop je nyni osazen Ctyfmi objektivy o zvétSenich 4x, 10x, 40x a 100x,
binokuldrem o zvétSeni 10x a barevnou kamerou DP74.



