Fluorescencni Mikroskopie

Co je to fluorescence
Fluorescenc¢ni Mikroskopie
Fluorescenc¢ni korelacni spektroskopie

Co to je fluorescence?

Barva = elektromagnetické zafeni o rtizné energii

= barva se da charakterizovat vinovou délkou A (veli¢ina
nepiimo imérna energii)

Priklad:

- fialova ~ 380 nm
- modra ~ 420 nm

zelena ~ 510 nm

- cervena ~ 630 nm




Co to je fluorescence?
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Co to je fluorescence?

Excitacni zafeni
(370 nm)
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Fluorescencni sondy (barviva)

ne vSechny latky fluoreskuji ve viditelné oblasti, pro fluorescenci je
nutna pritomnost konjugovanych dvojnych vazeb
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Jak meérime fluorescenci

sta¢i oddélit budici excitacni zafeni od emitovaného fluorescenéniho
zafeni: pomoci monochromatorti nebo optickych filtrii

-
M
—
#
excitacni
zdroj excita¢niho .,
) i filtr emisni filtr
zafeni
nebo
" dichroické
zrcadlo
Detektor
Kamera
v r . . ?_ Hikan Eclipse
Fluorescencni mikroskopie: £ S
W_"‘."
. . . Film Plang_ w b :
Objekt zajmu je Y rigures
zobrazen jako
zvétSeny obraz Eyeplece -3
obdobnym
zplsobem jako Intermediate
na klasickém Flane
mikroskopu. s Vysledek:
Sledujeme ale Objective
fluorescencni Specimen
intenzitu v Condenser/ —— CHlS \
kazdém bodé \
Image




Schéma fluorescencéniho mikroskopu

Vyuziti posuvu vinové délky fluorescence oproti excitaci
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fluorescencéné znaceny objekt

Proc¢ fluorescencni mikroskopie?

* Velmi citliva (nanomolarni koncentrace)

» Pomérné Setrna ke zkoumanym objektiim — mozna prace s zivymi
organismy a bunikami

* specificka (ve viditelné oblasti emituji pouze latky obsahujici
chromofory) — vétSinou je tfeba vzorek fluorescenéné oznacit

Priklad:
Cytoskeleton (protilatka
tubulinu znacena Alexou 647)

Jadro (Hoechst DNA -
interkalator)




Fluorescencni proteiny
specifické znaceni jednoho druhu molekul.:

Proteiny: obecné
nevykazuji
fluorescenci

Vyjimka je GFP =
protein izolovany z
meduzy

Po vybuzeni
modrym svétlem

Biolumineseence in Aequoria vietoria

aequorin green fluorescent protein

Vyuziti fluorescencnich proteinii:

zname genovou sekvenci pro GFP => mtizeme ho
vlozit do genetické vybavy jakéholiv organismu:

miZzeme vloZit genovou sekvenci GFP do genové sekvence
jiného proteinu — muzeme pomoci fluorescence sledovat
selektivné pouze jeden druh proteinu v celém organismu!!!!




Fluorescencni korelacni spektroskopie

e konfokalni mikroskop s vysoce zaostienym
laserovym paprskem

Fluorescencni korelacni spektroskopie:

 metoda, ktera umoznuje ziskat informace o pohyblivosti molekul
* primérné pouze jedna molekula v

ozéafeném objemu

« analyzou fluktuaci fluorescen¢niho signdlu

v ¢ase mohu zjistit, jak dlouho se molekula
zdrzi v ozafeném objemu

Autokorelaéni kiivka
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Fluorescencni korelacni spektroskopie:

e informace o pohyblivosti (velikosti) molekul

e informace o poctu ¢astic (o koncentraci)
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