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FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Fluorescence je jev, pii kterém latka po absorpci kvanta excitaéniho elektromagnetického
zateni emituje zareni ur€ité vinové délky (barvy) o delsi vinové délce (Obrdazek 1). Jako zdroj
excitatniho zafeni se ve fluorescencni mikroskopii Casto pouziva rtutovd ¢i xenonova
vybojka emitujici bilé svétlo obsahujici vSechny vinové délky véetné UV zareni. Do pribéhu
svétla je nejdiive zatazen excitacni filtr separujici z bilého svétla ndmi poZzadovanou excitacni
cast spektra, dale pak dichroické zrcatko odrazejici excitacni zafeni skrz objektiv na
pozorovany vzorek a propoustéjici vzorkem emitované zafeni k emisnimu filtru, ktery
zajistuje, ze pouze emitované svétlo se dostane na detektor nebo do okuldru mikroskopu
(Obrazek 2).
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Obrazek 1 — priklad absorpcniho a emisniho spektra nékterych fluorofori (zdroj:
www.olympus-lifescience.com).
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Obrazek 2 — mechanismus fluorescencniho mikroskopu.

Pomoci fluorescenéni mikroskopie miizeme znazornit morfologii celych bunck, bunécna
jadra, jednotlivé proteinové struktury a dalSi molekuly v buiice, mezibunéénou hmotu. Z
fluorescencnich obrazki mizeme kvantitativné hodnotit naptiklad plochu rozprostieni bunék
na riznych materialech nebo intenzitu fluorescence dané struktury a tim usuzovat na miru
proteinové exprese.

Fluorescenci délime na primarni a sekundarni. Primarni fluorescence (autoflourescence) se
vyznacuje schopnosti nékterych pfirozené se vyskytujicich latek a struktur po absorpci
svételného zafeni emitovat zafeni o delSi vinové délce. Autofluorescence je typickd pro
nékteré latky (chlorofyl, flavonoidy, nékteré alkaloidy), struktury (mitochondrie, kolagenni ¢i
elastinova vlakna) ¢i tkdné (tukova tkan, perikard).

Za sekundani flourescenci oznacujeme stav, kdy ptivodni nefluorescenc¢ni strukturu nejcastéji
pomoci tzv. protilatek a dalSich c¢inidel s afinitou K uréitym bunéénym strukturam
vizualizujeme latkou s fluorescencnimi vlastnostmi (fluorofor).

Vizualizovat pomoci flourescen¢nich barev miiZzeme 1 Zivé bunky, ale ¢astéji volime nejdiive
pfedchozi fixaci bunck (popiipadé celych tkéni), pro lepsi trvanlivost, stdlost morfologie
bunék a zachovani jednotlivych struktur. Mezi nejcastéji pouzivana fixacni ¢inidla patii napft.
4% paraformaldehyd, 70% ethanol ¢i methanol. Bunééna membrana s fosfolipidovou
dvojvrstvou je za normalnich okolnosti propustna pouze pro malé molekuly a protilatky proti
jednotlivym strukturdm uvnitf buiiky tedy nemohou do bunky volné prostupovat. Aby bylo
mozné nasledné¢ dopravit jednotlivé protilatky, je potfeba bunénou membranu tzv.
permeabilizovat. Pfi tomto procesu dochédzi k poruseni lipidové dvojvrstvy latkami na bazi
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detergentt (napt. Triton X-100). Variabilnim krokem v procesu pfed samotnym barvenim je
také moznost blokace nespecifickych vazeb protilatek na bunécéné struktury, které barvit
nechceme napi. pfidanim fetdlniho bovinniho séra, bovinniho albuminu nebo mlécného
proteinu caseinu, coz omezi pritomnost nespecifického pozadi a zvysi kontrast obrazu.

Nekteré struktury v bunice miizeme znacit pfimo za pouziti fluoroforu. Jedna se naptiklad o
fluorescencni barvy majici vaznost do oblasti dvousroubovice DNA (DAPI, Hoechst). Pomoci
téchto barev jsme tedy schopni ziskat informaci o poctu bunék, popiipadé zjistit vyskyt
vicejadernych bunc¢k. Muzeme také vyzit vaznosti nékterych toxini konjugovanych s
flourofory na specifické struktury v bunce. Pfikladem muze byt toxin faloidin z muchomiirky
zelené, ktery ma vaznost na F-aktinova vlakna cytoskeletu bunék (Obrdzek 3).

Obrdazek 3 - fluorescencni barveni F-aktinu pomoci phalloidin-TRITC (Cervend) a bunécnych
Jjader pomoci Hoechst 33258 (modra).

Fluorescen¢ni barveni pomoci protilatek (imunofluorescen¢ni barveni) délime na primé a
neprimé (Obrdzek 4). Vyhodou je pomérné vysoka afinita k jednotlivym strukturam. Primym
fluorescencnim barvenim rozumime znaeni specifickych struktur protilatkou uz piimo
konjugovanou s konkrétnim fluoroforem (napft. aktinova vldkna, intermediarni filamenta,
povrchové receptory, mezibunécné Kkontakty). Nepiimé fluorescencéi  barveni je
charakterizovdno pouZitim primarni protilatky proti zkoumané struktute, které ale neni
konjugovand s fluoroforem. Je tedy nutné nasledné aplikovat sekundéarni protilatku proti
primarni protilatce, tato sekundarni protilatka je jiz vazana s fluoroforem, a je tedy mozné
detekovat informaci o pfitomnosti struktury pomoci metody fluorescencni mikroskopie.
Zobrazované struktury jsou podobné jako u metod piimého fluorescencniho barveni, vyhodou
je moznost variabilné si zvolit sekundéarni protilatku s vhodnym fluoroforem pro dany pokus.
Je mozné zobrazit i vice proteinti najednou, ale je potfeba aby se primarni protilatky lisily ve
svém puvodu (napf. jedna mysi a jedna krali¢i) (Obrdzek 5).
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Obrazek 4 — zndzornéni metod primé a neprimé imunofluorescence

Obrazek 5 — imunofluorescencni barveni:
1. bunky Saos2: vinkulin (zelend), F-aktin (Cervena), jadra (modra).

2. osteogenni diferenciace kmenovych bunék: kolagen typu I (zelena), jadra (modra).

ZOBRAZOVANI CELYCH TKANT{

Zpracovani celé tkané nam dava moznost prohlédnout jednotlivé vrstvy na prafezu napft.
cévy. Pii metodach decelularizace mliizeme pozorovat uspéSnost procesu odstranéni bunék
pomoci sledovani bunéénych jader. Pii osazovani tkanovych nahrad buiikami zase mizeme
sledovat, zda buiky prostupuji do vSech vrstev napii¢ tkani ¢i zda se drzi jen na povrchu. Pro
histologické zobrazeni celych tkani se pouZiva podobnd fixace jako v piipad¢ fixace u
fluorescenéniho barveni. Nasledné je zafixovana tkan zapracovana do parafinovych blockl a
nafezana na mikrotomu (fezy v fadu 1-50 um) (Obrdzek 6). Poptipadé mize byt zpracovana i
nezafixovand hluboce zmrazend tkan na kryostatu. Dale mohou byt jednotlivé fezy barveny
histologickymi barvenimi na specifické struktury a pozorovany ve svételném mikroskopu.
Fluorescenc¢ni barveni jednotlivych struktur je také mozné.
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Obrazek 6 - proces fixace a dalsiho zpracovani tkane.

LASEROVA SKENOVACI KONFOKALNI MIKROSKOPIE

Technika laserové skenovaci konfokalni mikroskopie poskytuje vyssi rozliSovaci schopnost v
porovnani s klasickou fluorescen¢ni mikroskopii. Umoziiuje nasnimat vzorek v jednotlivych
rovinach, a pak sumovat dany obraz do projekce maximalni intenzity nebo konstrukci
trojrozmérného  zobrazeni. Zakladnim rozdilem mezi obycejnym tzv. widefield
fluorescenénim mikroskopem a mikroskopem konfokalnim je ptitomnost clony s tzv. pinhole
v optické draze excitaéniho a emisniho svétla za zdrojem excitaéniho zéfeni, resp. pied
detektorem. Tato pinhole dovoluje zaméfit excitaéni zafeni do bodu v ohniskové roviné a
zarovenl snimat emisi pouze z této roviny vzorku. Emise, kterd neni v pozorované roving
vzorku se ve widefield mikroskopii dostava na detektor a tvoii neostré pozadi obrazu.
V konfokalni mikroskopii toto zafeni neprochazi skrz pinhole na detektor, a je tedy odstinéno,

¢imz je dosazeno ostfejSiho obrazu s vys$im rozliSenim. K excitaci je dnes Casto vyuzivan

laserovy paprsek, ktery je zaméfen do bodu, jehoz primér odpovidd rozliSovaci mezi
(Obrazek 7).

Laserovou konfokalni mikroskopii nejcastéji zobrazujeme 3D scaffoldy ¢i biologické tkanové
nahrady osazené buiikami vizualizované pomoci fluorescen¢niho barveni. Ur¢itou nevyhodou
konfokalni mikroskopie je nizkéd intenzita emitovaného svétla prochdzejiciho na detektor.
Proto se pro excitaci pouZzivaji silné zdroje zareni jako lasery, ¢imzZ se dosahuje maximalni
excitace v ohnisku. Nevyhodou této metody je také vyssi potfizovaci cena.
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Obrazek T — schéma konfokalniho mikroskopu, porovnani zobrazeni vzorku pomoci
fluorescencni a konfokalni mikroskopie

ZADANI

Cilem cviceni je fluorescentni zobrazeni tkanové kultury se zvyraznénim jader a cytoskeletu a
jejich nasledna vizualizace na fluorescenénim mikroskopu.

PRISTROJE:

e Laminarni box

e (CO2 inkubator

¢ Invertovany mikroskop s fazovym kontrastem a fluorescenci
e Zafizeni na pfipravu ultracisté vody

e Centrifuga
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DALSI POMUCKY:

Testovany biomaterial

Kultiva¢ni medium

Bunééna kultura - nasazena na Sesti jamkové kultivaéni desce (6-well) v cca 60%
konfluenci

Sterilni nadoba pro piipravu eluatu

Fixac¢ni ¢inidlo na buniky (70% etanol / 4%paraformaldehyd)
Fluorescenc¢ni barva na aktin (fluorescen¢éné znaceny phalloidin)
Fluorescenc¢ni barva na jadra (DAPI/hoechst)

10% roztok Tritonu X-100 v gH20

Sterilni qH20

Sterilni PBS

Sterilni pinzeta

FLUORESCENCNI BARVENI:

1.

o

Do eppendorfky nebo centrifugacni zkumavky (dle poctu barvenych jamicek) si
pfipravime PBS, do kterého piiddme Hoechst 33258 (fedéni 1:200) a phalloidin-
TRITC (fedéni 1:1000). (Do kazdeé jamky se bude pozdeéji pridavat 400 ul takto
redenych fluorescencnich barev). |Pozor, zbyteéné nevystavovat fluorescencni barvy
svétlu!

Opatrné odsajeme PBS do kadinky

Do jamicek pfiddme 400 pl PBS s Hoechst 33258 (1:200) a s phalloidin-TRITC
(1:1000)

Zabalime desticku do hlinikové folie, abychom zamezili degradaci fluorescenénich
barev

Inkubujeme 60 min pti pokojové teplote

Odsajeme PBS s fluorescen¢nimi barvami do kadinky

Do jamek ptidame 400 ul PBS

Zdroje: Direct vs indirect immunofluorescence. Abcam. (2023, October 21). https://
www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-indirect-immunofluorescence, Olympus
Microscopy. Olympus. (n.d.). https://www.olympus-lifescience.com/en/, vlastni archiv autora
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