Fluorescencéni mikroskopie

verze pro UCITELE
RNDr. Vanda Janstova, KUDBI, PiF UK v Praze

Cil:

e Studenti znaji a umi vysvétlit princip fluorescen¢ni mikroskopie.

e Studenti védi o moZnosti zapiij¢eni fluorescencniho mikroskopu firmy
Olympus ,,Mikroskop pro vzdélavani CX21,, z PiF UK na stiedni Skoly a
pokud je to relevantni, o této moZnosti informuyji dale.

e Studenti (budouci ugitelé na ZS a SS) jsou schopni samostatné prace
s timto fluorescenénim mikroskopem, tj. umi pfipravit fluorescencni
preparat a tento mikroskopovat a demonstrovat studentiim.

Pomucky:
Fluorescencni mikroskop Olympus CX21 — soucasti ptislusenstvi je FluoLED -
LED Fluorescence Illuminator 480 nm (viz Obr.1.) excitacni vinova délka.

Mikroskop Ize snadno a bezpecné prepravovat. Soucasti sady je fotoaparat
Olympus a jeho pfisluSenstvi.

Obr.1. Fluorescen¢ni mikroskop Olympus CX21 a FluoLED

Material:

Kryci a podlozni sklicka, (destilovana) voda, paratka, preparacni sada, vlastni
bukalni epitel, rostlinné a jiné preparaty, parsteurovy pipety (kapatka), Ziletky

Zpusob a podminky zaptj¢eni mikroskopu Olympus CX21 s LED
Fluorescent llluminator:

Mikroskop je majetkem P¥F UK. Je k dispozici pedagogiim ZS a SS, ktefi si ho
po dohod¢ budou moci pijcit. Kontakt: Vanda JanStova
(vanda.vilim@gmail.com),
http://www.natur.cuni.cz/biologie/ucitelstvi/skoly/pristroje/zapujceni-pristroju-
a-vybaveni
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Opérné terminy:

Mikroskop, fluorescence, fluorofor, fluorochrom, foton, absorpce, emise, vinova
délka

www podpora
http://natur.cuni.cz/parasitology/parpages/mikroskopickatechnika/
http://is.muni.cz/el/1431/podzim2007/Bi17230/um/3973768/12_mikroskopie.pdf
http://www.olympusmicro.com/

http://www.microscopyu.com/
http://kfrserver.natur.cuni.cz/anatomiez/cviceni.htm

Zadani:
Pozorujte ptipravené fluorescencni preparaty a preparaty s autofluoreskujicimi
objekty, které si sami zhotovite.
e Zapneme zdroj svétla
e Na stolek vsuneme preparat
e Nastavime si jeden z objektivil s nejmenSim zvétSenim
e Divame se ze strany a makroSroubem pfiblizime stolek k objektivu bud’
do krajni polohy, nebo tak aby se preparat téméi dotknul objektivu
e Nastavime si optimalni vzdalenost okular a oddalovanim stolku od
objektivu najdeme rovinu ostrosti makroSroubem
e Doosttime mikroSroubem
e Intenzitu svétla regulujeme kondenzorovou clonou (pod stolkem)
e Pozorovany objekt nastavime doprostfed zorného pole a preto¢ime
nastavec s objektivy na vétsi zvétSeni
e Doostfime mikroSroubem

Ptiprava preparati:
e Kapnout kapku vody na podlozni sklicko
e Vlozit do ni objekt (pyl, bakterie, pokozka listu, hmyz, vlas, chlup, ktize,
vinéné vldkno apod.)
e Prikryt krycim sklickem a pozorovat

V ptipadé¢ bukalniho stéru (vyhody pouZiti téchto bunék ve vyuce — jediny
bezpecny zdroj vlastnich bun€k zaki):

e Setfit epitelidlni buiiky sliznice v Gstni dutiné pomoci paratka

e Rozettit po podloznim sklicku a nechat zaschnout

¢ 10 min fixovat ethanolem (staci i 70% denaturovany), nechat zaschnout
¢ Barvit akridinovou oranzi (zasadité barvivo odvozené z akridinu, které se
vaze na DNA (barvi se zelen¢) a RNA (barvi se tmavé Cervené, 500/562
nm, prostupuje membrany. Zelend monomerova fluorescence pochézi
z komplextt monomert s dvoufetézcovymi DNA nebo RNA, zatimco
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oranzova fluorescence pochazi od komplexi dimerti sondy

s jednotetézcovymi nukleovymi kyselinami. Spektralni parametr dany
pomérem intenzit oranZove a zelené fluorescence (1640/1540) akridinové
oranze charakterizuje stupeini spiralnosti nukleovych kyselin)

V piipad¢ fezu rostlinnymi organy dbejte na bezpecnost. Ved'te fez vzdy
smérem od prsti, piipadné fezejte na podloznim sklicku. Oblepte jednu stranu
ziletky leukoplasti.

Bezpecnost prace:
e na praci s etanolem dohlizi pedagog
e pii fezdni dbame na bezpecnost a poucime studenty jak spravné ptripravit
fezy (navod najdete vySe na odkazu na stranky Katedry experimentalni
biologie rostlin)

Zarazeni do RVP-G

Clovék a pfiroda:

provadéni soustavnych a objektivnich pozorovani, méfeni a experimenti
(ptedevsim laboratorniho razu) podle vlastniho ¢i tymového planu nebo
projektu, k zpracovani a interpretaci ziskanych dat a hledani souvislosti mezi
nimi

Ve fyzice

74k vyuziva zakony $ifeni svétla v prostiedi k uréovani vlastnosti zobrazeni
predmétl jednoduchymi optickymi systémy

Ucivo: optické spektrum, foton a jeho energie; korpuskularné vinova povaha
zéateni a mikroc¢astic

V biologii

74k objasni stavbu a funkci strukturnich slozek prokaryotnich a eukaryotnich
bunék

Ucivo: bunka — stavba a funkce
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