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TYDEN  DATUM VYUKY TEMA
38. Sudy 20.9. Uvod
39. Lichy 27.9. Zaklady mikroskopovani
40. Sudy 4.10. Zaklady mikroskopovani
41. lichy 11.10. Testy Zivotaschopnosti bunék
42. Sudy 18.10. Testy Zivotaschopnosti bunék
43. Lichy 25.10. Fluorescenéni mikroskopie
44. Sudy 1.11. Fluorescencni mikroskopie
45. Lichy 8.11. Zivodisna burika
46. Sudy 15.11. Zivoci$na burika
47. Lichy 22.11. Autoagregace fosfolipidi
48. Sudy 29.11. Autoagregace fosfolipidu
49. Lichy 6.12.
50. Sudy 13.12. Zapocet
Skupiny v ZS 2018:
Ctvrtek: 8:00 — 9:30 (Karolina Poulikova)
9:45-11:15 (Karolin% Poulikova)
16:45 —18:15 (Ondfej Zenata)
18:30 —20:00 (Ondfej Zenata)
Kontakty:
tel.: 585 634 910; e-mail: karolina.poulikova@gmail.com  (Karolina Poulikova)
tel.: 585 634 910; e-mail: zenataOndrej@seznam.cz (Ondfej Zenata)

Materialy na internetu:

internetova adresa Katedry bunééné biologie a genetiky (KBB):
http://genetika.upol.cz — vyuka — predméty — KBB/BBC — dole studijni materialy

V piipad¢ problémi pii pfedzapisu/zapisu na pfedméty katedry (KBB) prostiednictvim STAG,
kontaktujte Mgr. Danu Safafovou, Ph.D.; e-mail: dana.safarova@upol.cz; tel.: 585 634 900 (k1.4900)



Uvodni cviceni:

Zasady bezpecnosti prace

1. Kazdy student je povinen znat a dodrzovat zakladni bezpe€nostni piedpisy pfi praci s
ohném, elektrickym proudem a chemikaliemi (zvlast' nebezpe¢né jedy, ostatni jedy,
kyseliny, zasady). Proskoleni provede na pocatku kurzu vedouci cviCeni.

2. Kazdé poranéni hlasit vedoucimu cviceni a urazy zapsat do "SeSitu urazi".

3. Pristup do laboratofe maji pouze osoby, které tam pracuji. Studenti se mohou pohybovat
pouze v prostorach vyhrazenych ke cviceni. Plati ptfisny zdkaz manipulace se zafizenim
a pristroji, které nejsou urceny k provadéni konkrétniho cviceni.

4. Vstup do laboratoie je povolen pouze v pieziivkach a ochranném laboratornim plasti (ne
z umglych tkanin!).

5. Kazdy student zodpovida za pribéh své prace, za svéfené zatizeni, pristroje, naradi a
material a za udrZzovani poradku a ¢istoty na pracovnim stole.

6. V laboratofi plati zakaz piti, jidla a koufeni. K piti nikdy neuzivat laboratorni nadobi.

7. Vodovodni odpad se nesmi znecistovat pevnym odpadem (zapalkami, filtracnim
papirem, agarem a pod.)

8. Po ukonéeni cvifeni je nutné vypnout pfistroje a zafizeni, schovat pfistroje, vratit
nastroje a zaptjcené pomtcky, umyt pouzivané sklo a naradi a uklidit pracovni misto.

9. Po ukonceni nebo pfi preruseni prace si poradné umyt ruce.

Poznamky:

Prace s chemikaliemi:

=  Pouzivat ochranné pomucky (gumové rukavice)

* Pfipoliti kyselinou — dikladn€ omyt tekouci vodou a neutralizovat 1% roztokem NaHCO5

(hydrouhli¢itan sodny)

=  Pfipoliti louhem  — dikladné omyt tekouci vodou a neutralizovat 1% roztokem kyseliny

octové (pfip. citronovou Stavou)
= Pii zasazeni o¢i — oplachovat delsi dobu pod proudem vody, vyhledat lékare !!!
» Piipoziti kyseliny — vypit suspenzi oxidu hofe¢natého ve studené vodé
»  Zéasada pri zied'ovani kyselin: kyselinu vlévat pomalu do vody !!!
= Nikdy nepipetovat sty !!! (pouzivat pipetovaci nasadce)

Urazy elektrickym proudem:

= Nemanipulovat s elektrickymi $iitirami, zdsuvkami, Zarovkami

» Pfi vypinani $nury elektrického spotiebice ptidrzet zasuvku
»  Znat umisténi hlavniho vypinace elektrického proudu pro laboratoi

Nebezpeci poZaru:

»  Znat umisténi hasicich pfistrojii na pracovisti, jejich napln a pouziti
»  Znat umisténi inikového vychodu z pracovisté

= V pfipadé¢ vzniku pozaru uhasit pozar dostupnymi hasebnimi prostfedky nebo provést

opatfeni k zamezeni jeho §iteni

»  Vznik pozaru ohlasit (nebo zabezpecit jeho ohlaseni) na HZS Olomouc (telefonni ¢islo 150)
a uveést - kde hoti (i mésto! — tstfedna je v Brné), co hofi, kdo vola, odkud vola (tel.

¢.), zranéné osoby a vyckat na zpétny dotaz u telefonu

Provést opatieni pro zachranu ohroZenych osob a majetku
= Potom vznik pozaru ohlasit policii (tel. 158, 156)

Nelze-li pozar zlikvidovat vlastnimi silami, je nutné volat hasice (tel. 150) !!!
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Diilezita telefonni cisla: Rychl4 zachranna sluzba - 155

Tisnové volani (Evropa) - 112 (ptedevsim pro cizi
statni ptislusniky)

Lékarska sluzba prvni pomoci - 585 544 444

Policie - tisnové volani - 158

Méstska policie - 156

Hasici -150

Informace o telefonnich ¢islech - 1180

Dalsi zasady prace v laboratori:

opatrnost pii umyvani laboratorniho skla

neochutnavat chemikalie

nepokladat zatky od chemikalii na pracovni stoly

pti praci s hoflavinami dbat na dobré odvétravani par, které se mohou vznitit od okolniho
plamene nebo tepelného zdroje

pii rozliti hotlaviny zhasnout hofaky, vypnout elektrické spotifebi¢e v pojistné skiini,
intenzivné vétrat

pfi praci s lihovym kahanem pozor!!! - plamen je svétle modry a nebyva zietelny;
dbame na to, abychom delsi vlasy méli sepnuté gumic¢kou a do blizkosti kahanu
nedavali hotlavé predméty

pozor na mozné nahromadéni par etanolu nad lihem v lihovém kahanu a jejich ptipadné
vzniceni (moZnost vybuchu!) pfi zapalovani knotu kahanu

pii vzplanuti malého mnozstvi lihu v kadince udusit plamen polozenim nehoflavé misky
(Petriho miska) na kadinku, malé mnozstvi hoticiho lihu nechat vyhotet (z okoli odstranit
hoflavy material), pfipadné k uduseni plamene pouzit vlhky hadr

pii praci s éterem dbat zvySené opatrnosti (moznost vzniceni ¢i vybuchu i od horkych
soucasti) a intenzivné vétrat

HaSeni poZaru na pracovisti:

Pfi vzniku pozaru je nutno zachovat klid, neztratit duchaptfitomnost a okamzité a uceln¢
zasahnout.

Nejprve pomizeme osobam zasazenym plamenem (uhaSeni odévu), potom vypneme
elektfinu a odstranime hotlaviny z blizkosti plamene.

Pozar mensiho rozsahu (napft. hofici kapalina v nadobach) se snazime zadusit piiklopenim
vika nebo vlhkym hadrem.

Voda neni vhodna na haSeni latek, s nimiz reaguje za tvorby hoflavych plynt. Je vhodna na
haseni hoticiho lihu (dobie se s nim misi). Elektrické vedeni se vodou nehasi !!!

Hasici pristroje:

Praskovy PHP (obsahuje univerzalni hasici prasek), dochazi k poklesu energie potiebné

k hoteni a izoluje hotici pfedmét od okolniho vzduchu. Je vhodny na zZhnouci pevné latky,
na kapalné latky (benzin, olej, laky, dehet), na plynné latky (acetylen, metan, vodik), na
zatizeni pod elektrickym napétim do 1 000 V. Nevhodny na volné€ ulozené organické latky
(piliny, prachy, potraviny — mouka, voln¢ uloZeny papir). Uvedeni do provozu — viz navod
na obalu.

Snéhové pfistroje (obsahuji kapalny CO, ) jsou vhodné k haSeni potravin a hoflavych

kapalin, v¢etné acetylénu. Mizeme jich vyuzit k haSeni elektrického vedeni pod proudem.
Nesmi se hasit prach a voln¢ ulozené organické latky.

Pénové pristroje se pouzivaji k haseni v§ech mineralnich olejl, benzinu, tukii, dehtu, lakt a
vsech organickych hmot. Nehodi se k haseni lihu, éteru, které chemickou pénu rozkladaji.
Nesmi se pouzivat k haSeni zafizeni pod elektrickym proudem!



Cviceni ¢. 1:
ZAKLADY MIKROSKOPOVANTI

Uvod:
= Stru¢na historie mikroskopovani — viz prezentace na cviceni
= Popis §kolniho mikroskopu CHK 2, Olympus
(http://www.alanwood.net/downloads/olympus-chk2-chl2-brochure.pdf).
- viz vyklad vedouciho skupiny a schéma $kolniho mikroskopu a udaje v textu tohoto navodu
na cviceni na str. 14

. Na ctyfech jednoduchych mikroskopickych tlohach, pti kterych vyuzijeme trvalé
preparaty, si osvojime zasady spravného zalozeni a zaostfeni preparatu, vysvétlime si vznik
obrazu v mikroskopu a vyznam numerické apertury objektivu. Budeme se zabyvat ohybem a
interferenci svétla podilejici se na kvalité vzniklého obrazu v mikroskopu a nauc¢ime se pro
kazdy objektiv nastavit vhodnou irisovou clonu kondenzoru, na niz zélezi spravné clonéni
preparatu a spolecné s upravou jasu pomoci regulatoru osvétleni 1 kvalitni mikroskopicky
obraz.

Pomiicky: skolni mikroskop CHK-2 Olympus; trvalé preparaty

Ukol & 1: Nastaveni mikroskopu K pozorovani a zaostireni objektu

Na zacatku mikroskopovani si nastavime zékladni ¢asti mikroskopu (viz schéma
mikroskopu). Dodrzujeme pii tom sled jednotlivych ukonti, a to: zapnuti a zakladni
nastaveni osvétleni — uprava rozestupu okulari — kontrola Cistoty optiky — vloZeni
preparatu a zaostieni objektu.

Postup na za¢atku mikroskopovani:

1. Zapojime mikroskop do zasuvky elektrického vedeni a zapneme Zarovku. Do
optické osy mikroskopu nastavime objektiv 4x (na nékterych mikroskopech 10x) asi 5 mm
nad kondenzor (tj. stolek posuneme nahoru na doraz). Aperturni (irisovou) clonu
kondenzoru uplné otevieme a nastavime intenzitu svétla pomoci reguldtoru osvétleni asi na
%. (PFipominka: Plné intenzity svétla uzivame jen vyjimecéné, protoze se tim zkracuje
zivotnost zarovky a mtize se poskozovat zrak!)

2. Upravime si rozestup okulari.

3. Zkontrolujeme (¢istotu optiky; otacime okulary a pifipadny prach z cocek
kondenzoru a okularG odstraiiujeme odmasténym StéteCckem (pomoci 96% etanolu) nebo
pomoci ofukovaciho balonku (v zddném ptipad¢ foukdnim pusou!).

4. Zaostteni a centrovani objektu: na stolek polozime preparat (€. 1 — viz Trvalé
preparaty) a pozorovany objekt umistime na stied kondenzoru. Stolek posuneme nahoru na
doraz. Pti pohledu v okularu zaostfujeme na objekt pomalym posunovanim stolku pomoci
makroSroubu smérem dolu, doostiime mikroSroubem.

Vyrovname svétlost obrazového pole reguldtorem osvétleni a kontrast obrazu pomoci
aperturové (irisové) clony.

Pozorovany detail umistime doprostied zorného pole (centrujeme). Je-li tieba,
vyménime objektiv za silnéj$i pomoci revolverového ménice objektivli. Pf1 normalni




tloustce kryciho skla pfitom nehybame stolkem a objekt doostiime pouze
mikroSroubem.

(Pozor - siln¢ zvétSujici objektivy maji €elni Cocku tésné u kryciho skla — pfi neopatrné
manipulaci hrozi nebezpeci poSkozeni Cocek objektivil a preparatu!)

5. Vyrovndni dioptrické vady oka: nejlépe pii vétSim zvétSeni (obj. 20x, 40x)
mikroSroubem zaostiime na urcity detail objektu jen s pravym okuldrem. Poté tentyz detail
pozorujeme pouze levym okularem, a pokud jej nevidime stejné ostie, doostfime pomoci
dioptrického krouzku na levém okularu (bez pouziti makro- a mikroSroubu).

Zapamatujeme si polohu na rysce pro pfisti pozorovani mikroskopem.

Ukol &. 2:  Vlastnosti obrazu pozorovaného mikroskopem

Objektiv tvofi skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz objektu v piedni ohniskové
roving okularu. Tento obraz pozorujeme okularem jako lupou.

Vysledny obraz, ktery pozorujeme v mikroskopu, je tedy neskuteény (zdanlivy),
prevraceny a jesté vice zvétSeny (viz obr. k tkolu 2).

Postup:

Objektivem 4x pozorujeme trvaly preparat ¢. 1 s Ciselnou Fadou (12345) a
vyti§ténym pismenem a (preparat &. 1). Ciselnad fada a pismeno maji v zorném poli
obracenou polohu nez ve skute¢nosti. Pfi pohybu preparatem se obrazy pohybuji opacnym
smérem - co vidime v zorném poli vpravo, je v preparatu vlevo; co vidime nahote, je v
preparatu dole — a naopak. Ridime se tim pii hledani objektu v preparatu.

K tkolu €. 2: Vlastnosti obrazu pozorovaného mikroskopem
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(podle Alberts a kol., 2000) (podle Pazourek, 1975)



Ukol & 3:  Ohyb a interference svétla ovliviiujici rozliSeni: vliv apertury
objektivu

ProtoZe svétlo ma vlnovou podstatu, neni v mikroskopu obrazem predmétového bodu
bod, ale rozptylovy ¢i ohybovy svételny krouzek (viz obr. Airyho krouzku nize). Jsou-li dva
objekty tak blizko sebe, Ze se jejich rozptylové krouzky z¢asti piekryvaji, nebudou rozlisSeny
a budou zobrazeny jako objekt jeden.

Postup:

1. Objektivem 4x a poté 10x zaostiime ptaci pirko v preparatu (ptaci pirko nam nahrazuje
optickou mtizku) (preparat €. 2). Hodné pticlonime aperturni clonu.

2. Vyjmeme pravy okuldr a tubusem pozorujeme horni ohniskovou rovinu objektivu.
Uprostted vidime svételny obraz otvoru clony (= obraz maxima nulté¢ho fadu — viz obr. k
ukolu 3). Okolo n¢j je fada vedlejSich obrazli (maxima 1. aZ n-tého fadu) otvoru, které se
castecné prekryvaji. Smérem do stran jsou stale méné svételné a méné zbarvené.

3. Odstranime petficko ze svételného toku posunem preparatu — vedlejSi obrazy zmizi,
zUstava jen stfedni obraz otvoru clony. Stfedni obraz vznikd podle geometrickych zédkonl
optiky, vedlejsi obrazy jsou vysledkem ohybu svétla ve Stérbindch mezi strukturami peticka
napodobujicimi miizku. Rozdéleni svételnych intenzit a poloha jednotlivych vedlejSich
obrazli jsou podminény interferenci (viz obr. k tkolu 3).

Prakticky vyznam:

Biologicky objekt je v podstaté sloZzen z velkého mnozstvi velmi drobnych struktur s
maliCkymi Stérbinami ¢i otviirky, ve kterych se prochéazejici svétlo ohyba a dochazi zde k
interferenci. Tato skute¢nost ma rozhodujici vliv na rozliSovaci schopnost objektivu a na
kontrast (obrysovou ostrost) obrazu. Cim vic maxim projde objektivem, tim vice se jich
muze zuzitkovat pro vytvofeni obrazu, a tim bude obraz kvalitné;$i. Vedlej$i maxima jsou
od nultého vychylend do stran a projdou tedy jen do objektivu s vétSim otvorovym thlem.
ProtoZe numericka apertura (NA; apertura = lat. otvor) je dana vztahem: NA = n . sin /2,
maji objektivy tim lepsi rozliSovaci schopnost, ¢im je hodnota jejich NA vétsi (n = index
lomu prostiedi mezi objektivem a preparatem, a = vstupni thel paprski do objektivu).

K 1kolu ¢. 3: Ohyb a interference svétla, 2o
vliv apertury objektivu
obraz
| predmétu
¢elni ¢ocka
objektivu
\\ L — iV V o NI zobrazeni
(J 4 ohybovych
Objekt 1A maxim
N 307
Velikost otvorového uhlu (o) Ses 4
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P - pfedm&t (napf. otvory v miiZce); Ob -

objektiv; Z, - zobrazeni ohybovych maxim;

O a I - maximum nulté a maxima prvniho

fadu; Z, - obraz pfedmé&tu; II - maxima

druhého fddu, kterd v tomto pfipad® do ob-

jektivu nevnikaji a netéastni se tedy vytvo-
feni obrazu
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A) s riiznou vyskou ve stejné fazi (zesileni svétla — Zluta ¢ara)

B) s rtiznou vyskou, ale s fazi posunutou o pil vinové délky (zeslabeni svétla)

C) o stejnych vyskach, ale posunutych o pul vinové délky (zanik svétla — Cerna
cara)



Ohyb svétla Ohyb svétla

Otvor v nepruhledné pirekaZce se Viny vychazejici ze dvou otvori se skld-
stava zdrojem nového vinéni daji, takZe vzniknou sveétlé a tmavé zony
maxima a minima

(podle Pazourek, 1975)

Ukol &. 4: Vvznam clonéni pri mikroskopovani

Clony a vlakno zarovky maji byt centrovany doprostied zorného pole. Clonénim
ovlivilujeme tfi vlastnosti mikroskopického obrazu, které urcuji jeho kvalitu: kontrast,
hloubku ostrosti a rozliSeni podrobnosti. Clonénim se nema regulovat svételnost (jas),
kterou regulujeme snizenim proudu v lampé (regulatorem osvétleni) nebo pomoci matnych
filtri. NejlepSiho rozliSeni dosiahneme, pokud apertura objektivu bude stejna s
aperturou kondenzoru (NA; = NAyonq).

Postup k nastaveni spravné apertury kondenzoru pro jednotlivé objektivy:

1. Objektivem 4x (a poté 10x a 40x) zaostiime nebarveny objekt v trvalém preparatu
(preparat €. 3 - krevni roztér). Aperturni clonu Gplné uzavieme.

2. Vyjmeme pravy okular a tubusem pozorujeme osvétlenou zadni ¢ofku objektivu.
Pohybujeme packou kondenzorové clony a pozorujeme pohybujici se okraj clony v zadni
cocce objektivu.

3. Clonu otevieme tak, aby se jeji okraj kryl s okrajem zadni Cocky objektivu. Tim je
dosaZzeno stejné apertury objektivu s kondenzorem a je splnéna podminka nejlepSiho
rozliSeni.

4. Nasadime zpét okular a pozorujeme bufiky pii NAoy = NAyend Intenzitu osvétleni
upravime regulatorem osvétleni. Nyni zkusime pohybovat packou kondenzorové clony a
pozorujeme bunky pii riizném zaclonéni. VSimneme si zvyraznéni kontur bunék pii vétSim
zaclonéni a naopak "zmizeni" objektu pfi nadmérném otevieni clony. Totéz pozorovani
uskuteénime s barvenym objektem (preparat €. 4, piipadné¢ €. 5). Objektivem 10x
pozorujeme fez prasnikem (pfip. fez sliznici). VSimneme si vyniknuti artefakt pti vétSim
zaclonéni aperturni clony a toho, Ze barveny objekt snasi vice svétla nez objekt nezbarveny.
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spravné nastaveni
aperturni clony
(2/3 praméru)

Riizné nastaveni aperturni clony kondenzoru
(obr. Metodicka piirucka Olympus)

Nastaveni clony v praxi:

V praxi clonime vZdy o trochu vic nez NA,, = NAyona. (otevieni clony nejcastéji
na 70-80 % - viz obr. vySe), abychom ziskali kontrastnéjsi obraz. Nema se ale piekrocit mez,
kdy primér otvoru clonky odpovidéa 1/3 priméru zadni cocky objektivu. Pii vétSim clonéni
vznikaji optické artefakty (napf. svétlé lemy kolem struktur, které jsou vysledkem
vysledem ohybu svétla, a jsou zobrazeny necistoty v riznych vySkach média).

Nadmérné priclonéni zplUsobuje zuzeni svételného kuzele vytvoreného
kondenzorem; to snizuje Ciselnou aperturu kondenzoru i objektivu, a tim se zhorSuje
rozliSovaci schopnost, hloubka ostrosti se pfitom zvétSuje.

Nedostate¢né priclonéni zptisobuje piesvétleni objektu, ¢imz se zmenSuje kontrast
obrazu a zmenSuje se hloubka ostrosti. Presvétleny objekt miize byt pro pozorovatele
neviditelny.

Pro kazdy objektiv upravujeme aperturu kondenzoru zvlast’.

Parametry mikroskopického obrazu v zavislosti na otevieni aperturni clony:

ATICRATIY COE) Kontrast Hloublfa RozliSeni |Jas
kondenzoru ostrosti

zcela otevi‘ena maly mala velké velky
zcela zaviena velky velka malé maly

Parametry kvalitniho mikroskopického obrazu:

- zorné pole je jasné, rovnomérné osvétlené;
- zobrazené objekty maji ostré struktury a jsou dobie rozliSitelné;
- preparat neobsahuje artefakty.

MAME NA PAMETI, Ze:

Kvalitni obraz je vZidy kompromisem mezi kontrastem, rozliSenim
a hloubkou ostrosti.
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Nejcastéjsi

chyby v mikroskopovani:

- nedodrZeni sledu jednotlivych tkont (viz ukol €. 1);

- pouziti siln¢€ zvétSujiciho objektivu (40x) hned na zacatku mikroskopovani;
- preparat je polozen krycim sklem doli;

- nespravné osvétleni a clonéni (viz ukol €. 4);
- necentrovani objektu v zorném poli;

- neproostfovani pozorovaného objektu pomoci mikroSroubu*.

(*Poznadmka: Lidské oko pii pozorovani akomoduje, opticka soustava mikroskopu
akomodovat neumi!)

Nejcastéjsi zavady pri mikroskopovani a jejich odstrafiovani — viz nasledujici tabulka
(Hlavni zasada: nesviti-li mikroskop, nejdiive zjistime, zda je elektrickd zasuvka v poradku
a pak zkontrolujeme piivod elektrické sitry a kontakty, nesviti-li Zarovka déle, pak je nutno
ji zkontrolovat — to nezkou$ime sami, ale prenechavame vedoucim cviceni!!!)

Zavady pri mikroskopovani a jejich odstranovani

Zavada

Pricina

Odstranéni

Svételny elektricky zdroj
nesviti

Spatné zasunuta privodni $itra

Pi‘ekontrolovat piivod el. proudu

Spalena el. Zarovka nebo vybojka

Odpojit mikroskop od elektrického
zdroje a zarovku ¢i vybojku vymeénit
(vzdy pouze vedouci cviceni!!!)

Obraz je neostry a nelze
jej pri poutziti silnéjsich
objektivi zaostrit

Preparat je polozen na sttl
krycim sklickem dold

Polozime spravné preparat

Prili§ silné kryci skli¢ko

Pouzijeme spravné kryci
sklicko (o tloustce 0,17 mm)

Vrstva zalévajiciho média je
prili§ silna

Upravime znovu preparéat

Obraz je zamlZen
nebo skvrnity

Je znecistény okular
(pozname pii otoceni okularem)

Okular oc¢istime od prachu a jinych
necistot, otisku prsti apod.

Prilis silné kryci sklicko

Pouzijeme spravné kryci sklicko

Objektiv je zneCistén prachem,
imerznim olejem, ...

Objektiv ocistime §tétcem od prachu,
opatrn€ odstranime imerzni olej
smesi éter-etanol

Obraz je nedostate¢né
osvétlen

Kondenzor je umistény prtili§ nizko

Posuneme kondenzor nahoru
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Obraz je malo kontrastni

Irisova clona kondenzoru je ptilis
oteviena

Irisovou clonu pfivieme
(nastavime podle pouzitého objektivu na
70-80 % NA objektivu)

Malo zbarveny objekt neni
vidét

Prili§ oteviena aperturni clona

Silné ptivieme aperturni clonu

Objekt nelze nalézt pri
pozorovani silnym
objektivem

Objekt (detail) nebyl ve stiedu
zorného pole pii pozorovani
slab§im objektivem

Pozorovany detail pfedem nastavime
pti pozorovani slabsim objektivem
presné do stfedu zorného pole

Osvétlena je pouze Cast
obrazu

Revolverova hlavice s objektivy je
neuplné dotocena

Otocime revolverem s objektivy, az
zaklapne zapadka

Zorna pole v pravém a
levém okularu nejsou
stejné zaostiena

Je nastavena nespravna dioptricka
korekce

Upravime dioptrickou korekei
krouzkem levého okularu

DALSI DOPORUCENI KE SPRAVNEMU MIKROSKOPOVANI:

Spl’fané poklzidz'lni kryciho sklicka: Kryci sklicko pokladame tak, Zze jednu jeho hranu
polozime na podlozni sklo blizko kapky vody a pak jej piiklopime pies kapku vody na podlozni sklo. Tim
zamezime vzniku bublin mezi obéma skly.

Cisténi Cocek: Cocky ¢istime jemnym hadiikem namodenym ve smési éter : etanol (7 : 3) a ihned
utfeme dosucha (do tmele, kterymi jsou ¢ocky spojeny, se nesmi dostat rozpoustédlo!).
Vnitiek optickych dilti necistime; tuto praci svéfujeme odbornikim!

Cisténi podloinich skel: umyti jarem a oplachnuti vodovodni vodou — oplachnuti destilovanou
vodou — usu$eni na stojanku — ulozeni do nadoby s 96% etanolem — vyleSténi jemnym bavinénym
hadfikem. Oznaceni podloznich skel fixkou pfedem odstranime pomoci 96% etanolu. Néktera pouzita podlozni
skla (po barveni jedovatymi barvivy nebo zneCisténd imerznim olejem — viz doporuceni vedouciho)
vyhazujeme do odpadniho skla.

Pouzita kl’yCi sklicka neéistime, vyhodime je do odpadu skla.

Prace s imerznim objektivem (100x oil, bily krouzek u ¢elni ¢ocky objektivu)
- Pfi zaostieném objektu preparatu objektivem 40x posuneme pozorovany detail doprostied zorného
pole (centrujeme).
- Objektiv 40x posuneme doleva na polovi¢ni vzdalenost k objektivu 100x, na povrch kryciho skla do
optické osy mikroskopu dame kapku imerzniho oleje (n = 1,5), zasuneme objektiv 100x (nehybame
stolkem!) a mirnym kyvavym pohybem spojime kapku oleje s ¢o¢kou objektivu.
- Obraz doostifime pouze mikrosroubem. Upravime kontrast obrazu aperturni clonou (aperturni
clona kondenzoru je nastavena na pouzity objektiv 100x) a intenzitu osvétleni preparatu regulatorem
osvétleni.

Uzivame tenkych krycich skel (0,17 mm a tencich).

Imerzni olej pouzivame pokud mozno bez bublinek! Nemichame oleje riznych znacek a firem dohromady,

jinak dochazi k zakaleni oleje.

Pro fluorescenci pouzivame specialni imerzni olej, ktery je bez autofluorescence.
Na kvalitnéj$im imerznim objektivu 100x je irisova clonka (viz fluorescen¢ni mikroskop BX60): pii
pouzivani tohoto objektivu pii pozorovani ve svétlém poli je clona Uplné oteviena, pii pozorovani
fluorescence je clona oteviena jen z¢asti podle intenzity fluorescence.
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Uplny imerzni systém — k dokonalému vyuziti osvétleni preparatu pouzijeme tzv. Uplny imerzni systém, tj.
imerzni olej davame mezi kryci sklo a ¢elni ¢ocku objektivu i mezi cocku kondenzoru a podlozni sklo
(dtlezité napt. pro pozorovani v zastinu).

Po ukonceni mikroskopovani ocistime ¢ocku objektivu (ptip. kondenzoru) od imerzniho oleje nejdtive
na sucho mékkrym hadfikem, pak hadfikem navlhé¢enym ve smési éter : etanol (7 : 3) a ihned utifeme dosucha;
podobné Cistime trvaly preparat. Imerze by se neméla nikdy dostat na suchy objektiv! Citlivy je obzvlast
objektiv zvétsujici 40x, ktery ma jen velmi malou pracovni vzdalenost (cca 0,5 mm)!!!

Vyskyt artefaktii

Mezi artefakty patii rtizné necistoty, krystalky barviva, vlakna papiru, vaty, otisky prsti, poskozeni
vyvolana preparaci pletiva, tkané a bunék.

Cim vic piiclonime, tim vic artefakttl uvidime (zvysime hloubku ostrosti a kontrast, takze mohou byt
zobrazeny i necistoty lezici nad a pod pozorovanym objektem).

ZvétSeni mikroskopu (M)

M = Mpj - Mok - Kt (k= zv&tSovaci faktor tubusu - u naeho mikroskopu = 1)

Udaj o zvétieni je nutné napsat u kazdého nakresu (nebo mikrofotografie), psat nejlépe v rozepsané
podobé¢ (ptiklad: Z = obj. 10x, ok. 10x).

Uvédomit si rozdil mezi primarnim (pfimym) zvétSenim a sekundarnim (celkovym) zvétSenim (u
mikrofotografie).

Uzite¢né zvétSeni mikroskopu (Z)

U kazdého objektivu mliizeme stupiiovat zvétSeni mikroskopu pouzitim silnych okulard jen po uréitou
mez. Toto uzitecné zvétSeni souvisi s rozliSovaci schopnosti lidského oka (tj. d = 0,15 mm) a odvozuje se od
hodnoty numerické apertury objektivu. Pro uZite¢né zvétSeni mikroskopu plati:

Z=500.NA az 1000.NA (NA =numerické apertura objektivu)

(napf. u obj. s NA =1,25 ....... Z = 625x az 1250x; maximalniho zvétSeni dosahujici 500 . NA se uziva u malo
kontrastnich preparatd; 1 000 . NA —u vysoce kontrastnich (barvenych) preparatu.

Zakladni charakteristiky pouzivaného $kolniho mikroskopu:

Skolni mikroskop CHK-2 firmy Olympus
vyrobek z roku 1997 (novéjsi typ: studentsky mikroskop CX21)
Celkové zvétseni 40x az 100x

Parametry achromatickych objektivi (korekce barevné vady pro Cervené a modré svétlo):

CHK-2 CX21

pracovni rozliSeni pracovni  rozliSeni

vzdalenost * vzdalenost *
E Ad4x NA=0,10 29,0 mm 3,4 um 22,0 mm 3,36 um
E A10x NA =0,25 6,3 mm 1,3 um 10,5 mm 1,34 um
E A20x NA =0,40 +0,86 mm 0,82 um
E A40x NA = 0,65 (s pruzinou) 0,53 mm** 0,52 um 0,56 mm 0,52 um
E A100x 0il NA = 1,25 (s pruzinou) 0,2 mm 0,26 um 0,13mm 0,27 pm

*= Working distance = WD,
** Pozor na malou pracovni vzdalenost u objektivu 40x — jen 0,5 mm !!!

Oznaceni na objektivech u Skolniho mikroskopu Olympus CHK-2:

E A4 E A10 E A20 E A40 E A100
apertura objektivu 0,10 0,25 0,40 0,65 1,25 oil

160/ - 160/ - 160/ 0,17 160/ 0,17 160/ -
barevny krouzek: cerveny zluty zeleny modry bily
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Vysvétleni oznaceni na objektivech:

E = z angl. enlarge = zvétSeni
A = typ odstranéné vady, v tomto piipadé achromat
4 = zvétSeni objektivu (4x)
0,10  =NA objektivu
160 = mechanicka délka tubusu 160 mm; oo = mechanicka délka tubusu neomezena
- = pouziti preparatu s krycim i bez kryciho skla
0 = preparat bez kryciho skla (hlavné metalurgické objektivy)
0,17 = preparat s krycim sklem o pfedepsané tloust’ce 0,17 mm
oil = imerzni objektiv na imerzni olej

Oznaceni objektivii u firmy Olympus:
UIS = objektivy s korekci na nekone¢no
PC = fazovy kontrast
NC = No Cover — pro preparaty bez kryciho skla
pol = polarizac¢ni objektiv

Okulary u CHK-2
CHWK 10x-T (¢islo pole 18)°*, mozZnost pouziti mikrometru
pramér zorného pole:
4,5mm (obj. 4x)
1,8 mm  (obj. 10x),
0,45 mm (obj. 40x),
0,18 mm (obj. 100x) (tj. 180 pwm)
Dioptrické nastaveni levého okularu v rozmezi plus minus 5D
Vzdalenost mezi pupilami nastavitelna v rozmezi 54-72 mm
*Cislo pole: &iselna hodnota (v mm), ktera udava primér obrazu otvoru clony pole v zorném
poli okularu.
Primér zorného pole (P): aktualni velikost zorného pole v mm (P = ¢islo pole okularu /
zvétseni objektivu)
Kondenzor — NA (numericka apertura) = 1,25 (s imerzi)
Mechanicka délka tubusu 160 mm (u firem Olympus, Nikon)
Binokularni tubus sklonény o 45 °, oto¢ny o 360 °, zvétSovaci faktor 1
Stolek s kiizovym posuvem
Sroub pro jemné zaostieni (pravy) s méfitkem: jedna otocka o 360 © = 0,22 mm, jeden dilek méFitka
=1,1 um
Osvétleni: vestavény iluminator, halogenova zarovka 6 V 20 WHAL (Philips 7388)
Nastavitelna intenzita svétla (v noze stativu) — krouzek regulatoru osvétleni

Hmotnost 4,2 kg
Pfikon max. 20 VA

Mikroskopy Fady CX21 — maji kvalitn&j$i objektivy typu UIS (Universal intimity Systém;
montované do kvalitngj$ich mikroskopt) — Planachromaty

Pracovni vzdalenost (Working distance - WD): u obj. 10x je vyssi — 10,5 mm — nez u CHK-2

Osvétleni: 6 V, 20 W halogenova zarovka — ozna¢eni 6V20WHAL (Philips Type 7388)

Mikroskopy fady CX22LED — pracuji s LED Zarovkou (0,5 W) s dlouhou dobou Zivotnosti.
U tohoto typu osvétleni neni nutno vypinat LED zarovku pfti kratkodobém pieruseni
mikroskopovani.
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Priklad popisu docasnych preparati na podloZnim skle (fixkou na sklo):

1 K = kontrolni suspenze
-18 °C = suspenze
zamrazend v -18 °C

1 = poradové ¢islo
podlozniho skla

Ponechat volné misto na okrajich
podlozniho skla, kam se nedostane
objektiv mikroskopu (cca 0,5 cm).

Pted ¢isténim podlozniho skla (viz str. 13) oznaceni podloznich skel fixkou odstranime pomoci 96%
etanolu.
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Cvicéeni 2:
TESTY ZIVOTASCHOPNOSTI

Hodnoceni vlivu teplotniho stresu

RozliSeni Zivych a mrtvych bunék

Zivotnost bungk (viabilita, Zivotaschopnost) patii k zakladnim sledovanym parametriim
pii praci s buiikami. P1 kultivaci bun€k pro rizné ucely (napi. pii hodnoceni cytotoxického
ucinku urcité latky nebo vlivu urcitého faktoru na burku) je dalezité nejen monitorovat rist
populace, ale také spolehlivé rozliSit zivé a mrtvé bunky v kultufe. Stanoveni Zivotnosti je
provadéno také u bunék, které byly skladovany zamraZenim (kryoprezervace) pted jejich
dalSim pouzitim ve vyzkumu nebo v klinické praxi.

Existuje mnoho metod, které¢ je mozno pro stanoveni viability bun€k pouzit. Nékteré
metody testovani zivotnosti bun¢k jsou zaloZzeny na predpokladu, Ze kazda Ziva buika je
schopna se mnoZzit, tedy kazda ziva buiika z hodnocené vhodné nafedéné suspenze da na
vhodném kultivacnim médiu vznik jedné kolonii bunék (pocitani narostlych kolonii).

Dalsi skupina metod vychazi z predpokladu plné zachované membranové a funkéni
integrity Zivé buiiky. Zivotnost bunék je hodnocena po piisobeni barviv — klasickych (napf-
trypanova modf, metylenova modf) nebo fluorescen¢nich (napt. PI - propidium jodid). Testy
tohoto typu jsou zaloZzeny na piedpokladu, ze pouzit¢ barvivo nepronikd do buiky s
intaktnimi membranami a aktivnim metabolismem. Buiikky s naruSenou plazmatickou
membranou ¢i metabolismem nejsou schopny se branit proti pronikani barviva, resp. nejsou
schopny jej metabolizovat a zabranit jeho akumulaci uvnitt buiiky (intenzivni zména
zbarveni buiky).

Detekce funkéniho metabolismu buiiky je dalSim moznym pfistupem pfi zjiStovani
zivotnosti bunék. U tohoto typu testli ziva bunka s fungujicim enzymatickym vybavenim
preménuje podanou latku na derivat, ktery je pak néjakym zplsobem zjiStovan nebo
kvantifikovan (napf. kolorimetricky nebo méfenim fluorescence). Jako ptiklad miize slouzit
preména nepolarniho fluorescein diacetatu (FDA), ktery snadno pronikne ptes plazmatickou
membranu na vysoce polarni produkt - fluorescein, ktery se v buiice hromadi a oproti FDA
ma schopnost fluoreskovat.
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PROVEDENI

Material: kvasinkova suspenze (Saccharomyces cerevisiae - kvasinka pivni)

Chemikalie: alespoii 14 dni stary roztok metylenové modie (0,01 % ve vode¢), tekuty dusik

Pomtcky a ptistroje: Pasteurova pipeta, pipeta 0,5 ml, kryozkumavka, svételny mikroskop,
potieby pro mikroskopovani, vodni lazen, polystyrénova nadoba na tekuty
dusik, fixy

1. Stanoveni Zivotaschopnosti bunék barvenim metylenovou modri

Test vychazi z ptedpokladu selektivni propustnosti plazmatické membrany zivé
buiiky. Metylenova modf do Zivych bunék nepronika, zatimco do mrtvé buiiky s porusenou
funkci plazmatické membrany se toto barvivo dostdva snadno a hromadi se uvnitf.

Hodnoceni: buiiky nezbarvené nebo jen velmi slabé zbarvené jsou zivotné,
intenzivné modie zbarvené buiiky jsou odumielé.

Ukol 1: Zjistéte procentualni viabilitu bunék v (kontrolni) suspenzi
kvasinek

Postup:

K 20 pl homogenni kvasinkové suspenze na podloznim skle pfidejte 1 pl barviva a
Spickou preparacéni jehly promichejte (méli byste dostat jen svétle modré zbarveni suspenze).
Po cca 2 minutach inkubace zlehka ptikryjte krycim sklem.

Spocitejte nezbarvené a zbarvené buiky v alesponn 5 zornych polich mikroskopu
(nejméne 100 bun€k). Dodrzte pfitom pravidlo o pocitani objekti v urcitém ohraniceném
prostoru. Pouzijte zvétSeni mikroskopu 400x (nebo piipadné 1000x s imerzi) s vEtSim
ptistinénim.

Ziskané hodnoty zapiSte do tabulky (viz pfedloha; tabulka musi mit nazev!!) a
vypoctete procentualni viabilitu kontrolni suspenze (tj. pocet Zivotnych bunck x 100/ pocet
vSech bungk). Zjistéte si 1 hodnoty, které ziskali vasi spoluzéci a zapiste je do tabulky.

2. Testovani vlivu nizkych teplot na Zivotaschopnost kvasinek

Nizkéd teplota - teploty blizk¢é bodu mrazu (chladovy Sok) a pod bodem mrazu
(mrazovy Sok) zplsobuji — vratné (reverzibilni) nebo nevratné (irreverzibilni) poskozeni
bunék. Rostlinné bunky, zvlasté ty s nizkym obsahem vody, jsou vii¢i nizké teploté obecné
odolngj$i neZ zivocisné. VétSina bunék Zivocichi je v pfirodnich podminkach mrazovym
Sokem nevratné poskozovana, nebot” mrazové krystaly narusi strukturu bunék. Poskozeni
bunck nastavad pfi zmrazovani 1 pfi rozmrazovani (a¢inky obou mechanismi se zpravidla
scitaji). PoSkozeni bunck zavisi 1 na rychlosti odvodu tepla pfi zmrazeni a na rychlosti pfi
rozmrazeni. Dulezity je obsah vody v bunkdch (¢im méné vody, tim je mrazova rezistence
vEtsi).

Zmrazovani je casto pouzivanou metodou umoznujici dlouhodobou konzervaci
bunék a tkani (kryokonzervace). Zmrazovaci reZimy jsou voleny podle konkrétniho typu
materidlu. Vyuzivd se jednak pomalé zamrazovani spocivajici v postupném fizeném
zchlazovani materidlu vykonnym automaticky fizenym chladicim agregatem. Dochéazi k
postupné dehydrataci buné€k, kdy se led tvofi jen v extracelularnim prostoru.
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Pti rychlém hlubokém zmrazeni buiiky vloZime do tekutého dusiku (-196 °C) nebo
hélia (-269 °C). Nastava tzv. vitrifikace bunécné vody, pfi niz jsou vzniklé ledové krystaly
velké jen n€kolik nanometrti a nepoSkozuji obsah buiiky. K nahradé ¢asti bunécné vody pti
hlubokém zmrazovani je Casto nutné piidat vyssi - potencialné toxickou - koncentraci
ochrannych médii tzv. Kkryoprotektiv (kryoprotektant; napi. glycerol, dimetylsulfoxid,
polyetylenglykol, manitol, sachar6za), abychom snizili mrazové poSkozeni bun¢k. Vzorek
zustava v idedlnim ptipad¢€ cely v amorfnim stavu.

Neékteré¢ bunky (hlavné mikroorganismy) je mozno po zmrazeni c¢aste¢né
dehydratovat odsublimovanim vody ve vakuu (mrazova sublimace neboli lyofilizace) a
uchovavat je tak v zivotaschopném stavu po fadu let (sbirkové kultury).

VyuZiti zmrazovacich postupi:

» zmrazovani spermii (tzv. genofondové banky pro umélé inseminace a oplodnéni in

Vitro)

 tkanové banky (zmrazené transplantaty kostnich, chrupavkovitych, epitelidlnich

tkani, cela embrya, vajicka k oplozeni)

* uchovavani genofondu ohroZenych a vzacnych organismt a modelovych organismi

Pted dal$im pouzitim takto uchovavanych bunék je nutno otestovat jejich vitalitu.
Dalsi informace k zamrazovani, které miiZete pouZit k lepSimu pochopeni vasich
dosazenych vysledki, viz Jana Nebesarova: Elektronova mikroskopie pro biology
(http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/6.0.html) (viz vypis na konci skripta, str. 42).

Ukol &. 2 Stanoveni viability

2a) Stanovte procentualni viabilitu bunék kvasinkové suspenze po
zmrazeni na -18 °C

Postup:

1. K zjisténi viability kvasinkové suspenze pi1 pomalém zmrazeni na -18 °C pouzijte 0,5 ml
suspenze v eppendorfkach den predem ulozenou do mraziciho boxu chladnicky.

2. Obsah kryozkumavky rozmrazte na vodni 14zni 28 — 30 °C teplé po dobu 5 min.

3. Zjistéte viabilitu této supenze jako u kontrolni suspenze. Hodnoty zapiste do tabulky.

2b) Stanovte procentualni viabilitu bunék kvasinkové suspenze po
hlubokém zmrazenti (tekuty dusik, bod tani -196 °C, bod varu -195,8 °C)

Postup:

1. Do oznacené kryozkumavky napipetujte 0,5 ml homogenni kvasinkové suspenze a
opatrné vlozte na 20 min do tekutého dusiku (-196 °C). Pii praci s tekutym dusikem pouZijte
ochranné bryle.

2. Poté zkumavku pfeneste na 5 min do vodni 1azné& 28 - 30 °C teplé.

3. Zjistéte viabilitu této supenze jako u kontrolni suspenze. Hodnoty zapiste do tabulky (viz
ptedloha).
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Jméno:

Pracovni list k bloku 2:

TESTY ZIVOTASCHOPNOSTT

Hodnoceni vlivu teplotniho stresu

Kombinace:

Stanoveni Zivotaschopnosti bunék barvenim metylenovou modri

Princip barveni metylénovou modri:

Procento Zivotaschopnosti vypocitdame z poméru:

VYSLEDKY:
Tabulka 1:
Kvasinkova | Zorné |Pocet vSech Pocet Pocet Zivotaschopnost
suspenze pole bunék bunék bunék [%]
zbarvenych | bezbarvych
kontrolni 1
2
3
4
5
Celkem
zmrazend 1
2
-18 °C 3
4
5
Celkem
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hluboko- 1
zmrazend 2
. 3
-196 °C 4
5

Celkem

Tabulka 2: Vysledky testovani Zivotnosti kvasinkové suspenze u vlastnich
vzorki a u spoluZdki:

= it Kontrolni | _180c | _196 °c
suspenze

vlastni vzorky suspenze

o & w N =

Primér

HODNOCENE A DISKUSE:

Uved'te své ziskané vysledky pro kaZzdou zkoumanou kvasinkovou suspenzi a
srovhejte je se ziskanymi primérnymi vysledky.

Zhodnot'te vliv rizného zplsobu zmrazovdni (-18 °C a -196 °C) na viabilitu
kvasinkovych bunék a uved'te, co se pritom déje s burikou, tj. pro¢ ziskdte riznou
Zivotnost.

Okomentujte pouziti ¢i nepouziti kryoprotektiv a jejich pripadny vliv na viabilitu
bunék.
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ZAVER:

Na zdkladé ziskanych hodnot Zivotnosti rdzné zmrazenych suspenzi
kvasinkovych bunék rozhodnéte, zda md zmrazovdni vliv na Zivothost bunééné
suspenze, a ktery zplsob pouZitého zmrazovdni byl z hlediska viability pro kvasinkovou
suspenzi vhodné jsi.
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Cviceni ¢. 3
FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Princip a aplikace pri studiu buiiky

Fluorescencni mikroskopie je zaloZena na jevu zvaném fluorescence, kdy nékteré
atomy nebo molekuly po dopadu svétla o krat$i vinové délce (exitacniho svétla) emituji
vzapéti svétlo o delSi vinové délce a nizsi energii (emitované svétlo). Barva signdlu, ktery
registrujeme fluorescencnim mikroskopem, je ddna emisni vinovou délkou.

RozliSujeme autofluorescenci, resp. primarni fluorescenci, a sekundarni
fluorescenci. Autofluorescence je schopnost nékterych piirozené se vyskytujicich latek
(napf. vitamin A, alkaloidy, chlorofyl) fluoreskovat po ozafeni ultrafialovym svétlem.
Sekundarni fluorescence je fluorescence barviva navdzaného na zkoumané (bunécné)
struktury.

Fluorescencni barviva (fluorochromy) jsou latky vyrobené uméle nebo izolované z
jiného biologického materidlu, které maji schopnost se vazat k ur€itym bunéénym
strukturam. Pro sprdvné pouziti fluorochromii je nezbytnd znalost jejich zakladnich
parametra: afinity a excitani a emisni vinoveé délky.

Princip fluorescen¢ni mikroskopie:
Na vzorek dopada svétlo v intervalu vinovych délek zplsobujicich excitaci, ale k
vytvoreni obrazu je pouzita jen ¢ast svétla vzniklého fluorescenci.

Z:akladni ¢asti fluorescenéniho mikroskopu jsou:
- zdroj UV zafeni - vysokotlaka rtutova vybojka
- excitaéni (budici) filtry - ze svételného zdroje selektivné vymezuji zafeni o urcité vinové
délce vhodné ke vzbuzeni fluorescence
- bariérové (zabranné) filtry - filtruji svétlo vnikajici do okularu resp. selektuji vinovou
délku vzhledem k optimalni emisi pouzitého fluorochromu

Systém filtra, ktery vybird vlnové délky prochazejici systémem, je podstatnou
soucasti fluorescenéniho mikroskopu. Absorpce a emise svétla je charakteristickd pro
konkrétni latku (fluorochrom). Ve fluorescencni mikroskopii je tedy mimotadné dilezita
volba vhodnych optickych filtrti pro danou aplikaci. V nasem ptipadé mame k dispozici
fluorescencni mikroskop Olympus BX60 stiemi fluorescencnimi kostkami (soustavami

filtrit) oznacenymi WU, WB a WG.
(W od wide = 8ir$i spektrum; U od ultralight = ultrafialové spektrum; B od blue = modra ¢ast spektra;
G od green = zelena Cast spektra).

Transmisni kiivky fluorescen¢nich kostek (Olympus):

Oznaceni kostky | Excitace Emise
[nm] [nm]

WU 330 - 385 >420

WB 460 - 490 >515

WG 480 - 550 >590

Priklady vyuziti fluorescen¢ni mikroskopie pri studiu burky:
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- kontrastovani bunécnych struktur

- rozliSeni zZivych a mrtvych bunék

- vizualizace bunék — napt. prikaz patogennich bakterii v pletivu nebo v tkéani
Aplikace fluorescen¢ni mikroskopie:

K nejcastéji  vyuzivanym metodam v biologii a mediciné patii tzv.
imunofluorescence, zalozend na fluorescencnim znaleni protilatek, které specificky
detekuji ptitomnost antigenti nebo pribéh urcité reakce.

Vyuziti imunofluorescené¢nich technik v klinické praxi:

- identifikace bun¢k B a T v krvi

- prukaz specifickych protilatek pritomnych v séru

- prikaz imunoglobulind ve tkanich

- rychla identifikace mikroorganismi ve tkanich a kulturach

- prikaz nadorové specifickych antigenti v neoplazmatickych tkanich
- identifikace transplantac¢nich antigenti v riznych tkanich

- lokalizace hormonti a enzymu

- kvantitativni stanoveni proteint a protilatek v télnich tekutinach

Priklady primarni fluorescence v rostlinnych buiikach a pletivech:

Excitace Emise
Zdroj primarni fluorescence
[nm] [nm]
chlorofyl modra (430-450 do 550) Cervena (max. 685)
kutin (kutikula) UV (365) bilo-modra
svéraci bunky fialova (450) zelena (520)

. i “x gy modra (450-480
lignin (s:ekuncriarm bunécné stény UV (365) ( )
elementd xylému) zelena (510-520)
protoligniny fialova (415-445) modra (nad 470)
suberin UV (365) zluta pii pH 9,1
sporopolenin UV (365) zlutoCervena

Fluorescencni parametry nékterych fluorochromu: (mikroskop Olympus BX60)

Fluorochrom Exitace Emise Fluor.
[nm] [nm] kostka
DAPI (4’, 6-diamidino-2-phenylindole.HCI) 372 456 U
FDA (fluorescein diacetat) 495 520 IB
FITC (fluorescein-isothiocyanate) 490 520 IB
akridinova oranz (3,6-acridin diamin) 490 530, 640 B, IB
calcein/AM 495 520 IB
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PROVEDENI

Material: tapik jablon¢ (Malus sp.), suknice cibule kuchyniské (A4/ium cepa L.)
Chemikalie: destilovand voda
pracovni roztok DAPI (4,6 - diamidino-2-phenylindole. 2 HCI)
- konc. 1 pg/ml (pfiprava viz kapitola na konci skript, str. 45)
Ptistrojové vybaveni a pomticky: svételny mikroskop a mikroskopické potieby, podlozni a
kryci skla, Pasteurova pipeta, mikropipeta na 10 pul + Spicky, fluorescencni
mikroskop Olympus BX60 s fluorescenénimi kostkami WB a WU

Ukol €. 1 : Primarni fluorescence

A

1a) Primarni fluorescence struktur v pricném rezu rapikem
jabloné

Postup:

1. Ziletkou nafezeme tenké pticné fezy fapikem a na levé strané podlozniho skla pfipravte
vodny preparat.

2. Pozorujeme nejprve pod svételnym mikroskopem - zorientujeme se v fezu, schematicky
zakreslime (viz predloha v praktiku) a popiSeme struktury. Nezapomeiite uvést nazev
obrazku, zvétSeni mikroskopu a oznacit horni stranu fapiku.

3. Poté pozorujeme pod fluorescenénim mikroskopem - nejprve pouzijeme kostku WB, pak
WU.

4. Lokalizujeme fluorescencni signdl v pletivu a bunkach, zjistime jeho charakter (barvu,
intenzitu) a typ fluorescence - zvlast pro kostku WB a WU - a zjisténé hodnoty
zapiSeme do tabulky (viz piedloha).

1b) Primarni fluorescence vlasu

Postup:
1. Odsttihnéte kousek svého vlasu, dejte na pravou stranu podloZniho skla a pfikryjte krycim

sklickem.

2. Pozorujte pod zvétSenim 400x a pomoci okuldrového métitka zméite jeho prameér.

3. Poté pozorujte pod fluorescencnim mikroskopem - nejprve pouzijeme kostku WB, pak
WU, ptipadné WG.

4. Zapiste barvu a druh fluorescen¢niho signalu - zvIast pro kostky WU, WB a WG - a
zjisténé hodnoty, vcetné¢ priméru v um vaSeho vlasu a nejmensiho a nejvétSiho
pruméru zjisténého ve vasi skuping, zaznamenejte do tabulky (viz ptredloha niZe).

Ukol &. 2: Sekundarni fluorescence

Pozorovani struktur pokozky svrchni strany duznaté Supiny cibule
kuchyiiské po pusobeni fluorochromu DAPI

Charakteristika DAPI: DAPI (4,6 - diamidino-2-phenylindole. 2 HCI) = fluorescencni
barvivo, které se specificky vaze na oblasti A-T v dvousroubovici DNA. Exitace
nastava pti 372 nm, emise pii 465 nm; pouzita fluorescenéni kostka WU (u firmy
Olympus). Barva emisniho svétla je svétle modra.

Pouzivame pracovni roztok fluorochromu DAPI o koncentraci 1pg/ml.
Ptiprava barviva - viz kapitola na konci skript, str. 45
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Postup:

1. Vypreparovanou pokozku suknice cibule ddme na suché podloZni sklo a zakapneme 40 pl
pracovniho roztoku DAPI.

2. Ponechame cca 2 minuty inkubovat a poté pfikryjeme krycim sklem.
3. Pozorujeme fluorescenénim mikroskopem s kostkami WU a WB.

4. Zjistime lokalizaci fluorescencniho signdlu v pletivu a v buiikach, jeho charakter (barva,
intenzita) - pro kostku WB 1 WU - a tyto hodnoty zapiSeme do tabulky (viz pracovni

listy).

Poznamka:

Pfi pozorovani prepardtu musime pocitat s vysvécovanim fluorescence (tzv.
fotobleaching).

Je nutné si uvédomit, Ze nékteré struktury bunck jsou viditelné jen diky odrazu
emitovaného fluorescenéniho signalu.
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Pracovni list k bloku ¢&. 3:

FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Princip a aplikace pri studiu burky

Jméno: Kombinace:

Princip fluorescence:

Ukol &. 1: Primarni fluorescence struktur v pricném rezu
rapikem jabloné

Nakres:
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Ukol &. 2:

Sekundarni fluorescence struktur pokozky cibule

kuchynské

po pusobeni fluorochromu DAPI

Zjistéte lokalizaci fluorescencniho signdlu v pletivu a v burikdch a jeho

charakter (barva; intenzita - zddny, slabd, stredni silnd; typ fluorescence -
primdrni x sekunddrni) pri pozorovdni pomoci fluorescencni kostky WB i W,

pripadné W6. Zjisténé hodnoty zapiste do tabulky.

Tabulka 1:
Materidl ors Intenzita Typ
Pouzity . Barva . fluorescence
a typ Pozorované struktury G2 A
j hranol signalu s (primdrni
preparatu signdlu nebo sekunddrni)
wB
o
o
$ 3
(=}
[«
)
$ 9
o
>
<
o
o
X
2
5 |wu
Ne]
[=]
=
4
N
a
(=]
oL
wB
S
]
>
j
(=}
a
-
a
<<
&
S
3
2
(3]
“ wu
£
[
Q
0
o
w

*
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Tabulka 2: Pozorovani lidského vlasu ve fluorescencnim mikroskopu:

Fluorescenéni Prdmér vlasu Barva signdlu Intenzita Typ fluorescence
kostka signalu* primdrni x
sekunddrni
wu
wB
w6

* +++ - silny signdl, ++ stiedni signdl, + slaby signdl, - zddny signdl

Nejmensi a nejvétsi pramér vlasu ve skuping: ...............coommvcevveciines

ZAVER: Uved'te, které pozorované struktury u rapiku jabloné, u vlasu a u
cibule vykazovaly primdrni a které sekunddrni fluorescenci. Co je
zapotrebi k pozorovdni sekunddrni fluorescence?
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Cviceni ¢. 4:
ZIVOCISNA BUNKA

Interfazni jadro

Déleni ZivociSnych bunék:

* bunky jednobunécnych organismi — voln¢ Zijici samostatné jednotky

*  bunky mnohobunéénych — vétsi morfologické i funkéni celky
Odhadovany pocet vSech bunék lidského téla - asi 60 miliard s vice nez 200 bunéénymi
typy.

STAVBA ZIVOCISNE BUNKY

Hrubé Mitochondrie Golgiho aparat Cytoplazma Cytoplazmaticka
endoplazmatické ’ membrana
retikulum T, gl

Aktin

Mikrotubuly

Centriol Jadro s jadernymi pory Lysozom
obsahujici chromozomy
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Organizace Zivoc¢iSnych bunék:
Protoplazma ohrani¢ena plazmatickou membranou - jadro a jeho slozky
- cytoplazma a jeji slozky

Jadro: jaderna bléna, karyoplazma, jadérko, geneticky material chromozoémi
Cytoplazma: zékladni hmota (matrix), bunécné organely, cytoskelet, bunécné
inkluze

Bunécné organely:  endoplazmatické retikulum
Golgiho komplex
mitochondrie
lysozomy (hydrolytické enzymy)
cytozomy (rizné enzymy — peroxizomy, glyoxizomy,
urikozémy, hydrogenozomy)
Bunécné inkluze: soubor produktl latkové vymény a metabolické Cinnosti buniky
(tukove kriupéje, glykogenova zrna, krystaly bilkovin, pigmenty,
exkrety a sekrety)

Rozdil mezi ZivociSnou a rostlinnou buiikou:

rostlinna bunka - plazmatickd membréana + bunééna sténa
- systém vakuol (= vakuom)
- chloroplasty
- jiné bunééné inkluze (napft. Skrob)

Pozorovani bunék bukalni sliznice:

e Povrch bunék (cytoplazmaticka membrana)

¢ Velikost bunék (nejmenSi: erytrocyty - 7,5 nm; nejvétsi: vajicka - az
nékolik cm)

Vétsina bunék ma drobné rozméry, vétSinou 1-100 mikrometrd v priméru, souvisi to se
vztahem povrchu a objemu télesa; se zvySujicim se objemem vzristd 1 povrch, ale ne ve
stejném poméru. Cim jsou buiiky mensi, tim vétsi je pomér povrchu k objemu, a tim vice
latek mize skrz néj vyménovat s okolim a udrzovat tak reakce uvniti buniky v chodu. Proto
je vyhodné€jsi vice malych bunck nez jedna velka buiika — proto vznik mnohobunéénych
organismu, kde specializované tkan¢ (krev) zafizuji vyménu latek s okolim.
Tvary Zivoc¢isnych bunék:
= ovalny nebo kulovity (volné buiiky)
= prostorové mnohostény (buniky v tkénich) — napft. epitel
= vietenovity (hladka svalovina), hvézdicovity (kostni a pigmentové
buiiky), poharkovity, hruskovity nebo pyramidalni (nervové buiiky)
= améboidni (pohybujici se makrofagy)

e Obsah cytoplazmy — co je moZné pozorovat svételnym
mikroskopem??

e Jadro: tvar, velikost a umisténi jadra v buice, vnitini struktura
jadra, pritomnost ¢i nepritomnost jadérek...
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UKol ¢. 1a) Pozorovani buiiky bukalni sliznice a jeji nakres

PROVEDENI:

Material: stér bunék lidské bukalni sliznice
Priprava materialu: Po vyplachnuti Gst setiete sterilni Spejli povrch vnitini strany
bukalni sliznice dutiny Ustni a material ihned naneste na suché podloZni sklo; na
okraji skla rydlem (fixkou) oznacte polohu stéru. PouZité Spejle neodkladame do
béZzného odpadu, ale do nadoby k tomu urcené.
Na jedno podlozni sklo ptipravime dva stéry.

Chemikalie: fyziologicky roztok (viz Pfilohy)

Pomiicky a ptistroje: sterilni Spejle, Pasteurova pipeta, mikroskopické potieby; svételny
mikroskop

Postup:

1. Na jeden Cerstvy stér bunék prikapnéte kapku fyziologického roztoku a ptikryjte krycim
sklem. Fixou si oznacte polohu bunék.

2. Pod mikroskopem prohlédnéte cely stér (tzv. meandrovity pohyb preparatem). Pfi
zvétSeni cca 100x a pii silngjSim clonéni (pozorujeme bezbarvy materidl!) vyhledejte
neposkozené epitelové buiiky.

3. Vybranou buiiku pozorujte pii nejvétSim zvétSeni mikroskopu (obj. 100x) za pouZiti
imerzniho oleje, zakreslete ji a popiste jeji struktury.

Ukol &. 1b) Méfeni délky a 3iFky bunék a jader epiteliarnich bunék
bukalni sliznice

Pomoci okularového mikrometru zméite velikost pozorované bunky (délka, Sitka) a
velikost jejiho jadra.

Postup:

1. Postup zjiSténi mikrometrického koeficientu pro objektivy 40x a 100x s imerzi — viz
Meéfieni velikosti mikroskopickych objektt v ,,Dodatky* na konci skript.

2. Zméite velikost bun€k a jader u 10 ndahodné vybranych buncék. Pomoci okularového
mikrometru urcete, kolika dilkim OK métitka odpovida délka a Sifka pozorované
buiiky a jejiho jadra a hodnoty vynasobte mikrometrickym koeficientem (k) pro
pouzity objektiv (viz tabule a udaje v ,,Dodatky*).

3. Ziskané parametry v um zapiSte do tabulky a vypocitejte primérnou délku a Sitku vasich
bunék a jader.

4. Ziskané parametry srovnejte s parametry vaSich kolegt.

Vysledek pozorovani bunky bukalni sliznice vyjadiete také slovné.

Ukol & 2. Bun&éné jadro kontrastované DAPI

Bunééné jadro je obligatni typickou strukturou eukaryotni builkky umoziujici
uchovani a vyuziti genetické informace. Mikroskopicky resp. morfologicky obraz jadra
z&visi na pozici bunky v bunéném cyklu. V interfazi miizeme jadro zastihnout v podobé
vét§Sinou kompaktniho oddilu, ktery je ohranicen vlastni membranou a ktery je dale slozité
vnitin€ strukturovan. Nejpodstatnéjsi slozkou jadra je chromatin, coz je komplex
deoxyribonukleové kyseliny, histonil a dalSich nehistonovych proteinii. V dobé mitdzy jsou
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po vhodném obarveni materialu patrné chromozémy, které prestavuji kondenzovanou formu
chromatinu umoziujici presné rozdeleni genetické informace do dcefinnych jader.

Material: stér bunék lidské bukalni sliznice

Chemikalie: pracovni roztok DAPI (=4, 6 diamino-2-phenylindole) - konc. 1pg/ml
(ptiprava viz ,,Dodatky* na konci skript)

Pomiicky a pfistroje: mikroskopické potteby, mikropipeta na 100 ul + $picky;
fluorescencni mikroskop

Postup :
1. Na stér piikapnéte pracovni roztok DAPI, inkubujte cca 2 min a piikryjte krycim sklem.

2. Pozorujte pod fluorescenénim mikroskopem s pouzitim fluorescencni kostky WU.
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Pracovni list k bloku ¢&. 4:
ZIVOCISNA BUNKA
Interfazni jadro

Jméno: Kombinace:

Vysledky:

Ukol €. 1a.: Pozorovani bunky bukalni sliznice a jeji nakres

1a) Nadkres:

1b) Méreni délky a Sirky bunék a jader epiteliarnich bunék
bukalni sliznice ( dopliite do tabulky)

Tabulka:
Velikost buriky | Velikost jadra
[ym] [pm]
1. 1
2. 2
3. 3
4, 4
5. )
Primér Primér
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ZAVER:  Vyjddrete slovné, co a jaké buné&né struktury jste pozorovali pod
svételnym mikroskopem. Jak veliké byly pozorované buriky a jejich jadra?
K jakym typlm bunék patfi vade bufiky a v jaké fdzi bunééného déleni se buriky
nachdzely?

Ukol &. 2.: Bunééné jédro kontrastované DAPI

ZAVER: Slovné vyjddrete vysledek pozorovdni ve fluorescenénim mikroskopu
pri barveni pomoci fluorochromu DAPI - pritomnost jader, jejich tvar a
velikost, pripadné jejich relativni velikost (v poméru k velikosti burky) a
umisténi v burice. Uved'te, v jaké fdazi bunécného cyklu se pozorovand jadra
nachdzela a jakd je struktura chromatinu jddra (homogenni x heterogenni).
Okomentujte i pritomnost Ci nepritomnost jadérek.

Jaké vybaveni musite mit k pozorovani této sekunddrni fluorescence?
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Cviceni ¢. 5:
AUTOORGANIZACNI PROCESY

Biomembrana. Osmoza.

Ukol &. 1: Autoagregace fosfolipidu

Uvod: Slozit&jsi molekularni utvary (nadmolekularni soustavy) mohou vznikat ze
svych slozek v souladu s termodynamickymi zakony samosestavovanim (auto-organizaci).
Autoagregacni pochody probihaji u anorganickych i organickych slouc¢enin, mimo burku i
uvnitt bun€k. Uplatiiuji se pifi nich zejména: vodikové vazby, iontové a hydrofobni
interakce.

Zakladem membranovych struktur vSech bun¢k je bimolekularni vrstva lipidia typu
lecitinti. Lecitiny (viz schema na pracovnich listech) jsou amfifilni fosfolipidy, jejichz
molekuly obsahuji hydrofobni (koncové -CHj3; skupiny) 1 hydrofilni (glycerol, kys.
fosforecna a cholin) skupiny. Vykazuji povrchovou aktivitu ve styku s polarni tekutinou
(vodou), kdy se sestavuji v pravidelné struktury - pomérné stabilni molekularni dvojvrstvu o
tloust’ce cca 5 nm. K této dvojvrstvé se paralelné velmi rychle ptitazuji dalsi dvojvrstvy,
které jsou od sebe oddéleny mezivrstvou vodnich molekul, az vznikne nadmolekularni
struktura (tzv. myelinovy utvar) pozorovatelnd mikroskopem.

PROVEDENI:

Chemikalie: lecitin (ptiprava viz dodatek na konci skript)
0,1% vodny roztok KOH (piipadné jen voda)

Pomtcky a ptistroje: Pasteurova pipeta, mikroskopické potieby; svételny mikroskop

Postup:

1. Malé mnozstvi (tj. na SpiCku preparac¢ni jehly) lecitinu pfeneseme pomoci jehly na
podloZni sklo a po skle rozmdzneme. Zlehka ptikryjeme krycim sklem.

2. Pfi malém zvétSeni vyhledame okraj lecitinového materialu (jevi se tmavé - cerng).
Preparat nechame na stolku mikroskopu a na okraj kryciho sklicka a ptfikdpneme
kapku KOH (popf. vody). Pozorujeme okraj materialu.

3. Zakreslime vznikajici tzv. myelinové ttvary (tj. mnohovrstevné fosfolipidové vacky).

4. Zakreslime schéma vznikajicich lipidickych dvojvrstev na povrchu vacka (viz materialy
na cviceni) a popiSeme jednotlivé slozky.

Poznamka: Cely proces probiha velmi rychle, proto o pfikapnuti roztoku pozadame kolegu a sami se divame

do okularu.

Ukol &. 2: Plazmatickda membrina erytrocytu

Povrchovd membrana erytrocytu ma typické slozeni 1 strukturu plazmatické
membrany. Tato membréna je pro svou jednoduchost, relativni dostupnost a snadnou izolaci
vhodnym modelovym objektem pro studium vlastnosti biomembran.

V pfitomnosti tritonu (nebo jiného detergentu = latka sniZujici povrchové napéti)
ztradci bimolekularni film fosfolipidii v plazmatické membrané stabilitu a rozpada se na
kulovité micely. Detergent ma podobnou strukturu jako fosfolipidy v plazmatické membrané
a pii pfidani této latky k bunkam se molekuly detergentu zabuduji misto fosfolipidii do
plazmatické membrany buné€k. Jejich vazba s ostatnimi lipidickymi strukturami ovSem neni
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dostate¢né pevna (netvofi se hydrofobni interakce), a proto dochazi témét ihned k rozpadu
membrany. U erytrocytl, které jsou na ptisobeni podobnych latek zvlasté citlivé, nastava
chemicka hemolyza a jejich obsah se vyléva do prostiedi.

Polopropustnou membranou mohou voln¢ prochézet malé¢ molekuly (rozpoustédlo),
vétsi molekuly membréanou neprojdou (osmotické jevy). Polopropustny charakter ma 1
povrchovd membrana erytrocytu. Koncentrace osmoticky aktivnich latek v okoli bunky
muze byt vyssi (hypertonie), nizsi (hypotonie) nebo stejna (izotonie) jako koncentrace téchto
latek v cytoplazmé.

V hypertonickém roztoku nastavd u krvinky tzv. plasmorhiza, tj. pozorujeme
svrastovani bun€k. Plasmorhizované ,,svrastélé” krvinky tvoti typické ,jezkovité* formy,
tzv. echinocyty.

Pozn.: Echinocyty jsou nékdy oznacovany i jako ,,durmanovita® struktura erytrocytu. Pokud takovéto
krvinky nalezneme v krevnim obraze pacienta, a neni to artefakt (pokud krev pied zpracovanim dlouho stala),
mohou byt indikatorem chronického onemocnéni ledvin, jater nebo nékterych hemolytickych anémii
s poruchami erytrocytarnich enzymu.

2a) Indukovana hemolyza

PROVEDENI:

Material: suspenze savcich (beranich) erytrocyta
Chemikalie: fyziologicky roztok (pifiprava viz dodatek na konci skript), 2% Triton
(detergent; mozno pouZit i ,,Jar®)

Pomtucky a ptistroje: Pasteurova pipeta, mikroskopické potieby; svételny mikroskop

Postup:

1. Ke kapce fyziologického roztoku na podloznim skle pfiddme pomoci preparacni jehly
malou kapku krve (jen do rGZového zbarveni), promichdme a pfikryjeme krycim
sklem.

2. Pozorujeme postupné malym a velkym zvétSenim plovouci erytrocyty.

3. Aniz bychom sundavali preparat ze stolku mikroskopu, kapneme na hranu kryciho skla
roztok Tritonu. Prohlédneme preparat velkym zvétSenim postupné od stiedu k hrané,
u niz je kapka Tritonu, a najdeme hranici, u které probiha rozpad krvinek.

4. Pozorujeme jeden vybrany erytrocyt az do jeho rozpadu (rozplynuti). Pfi spravném
zaclonéni vidime v misté erytrocytu po urcitou dobu jesté jeho bezbarvy "stin" ze
zbytkl bunéénych struktur, zejména cytoskeletu.

5. Vysledek pozorovani zakreslime a popiSeme struktury a prostiedi, v nichZ se nachazi.

Pozn.: Podobny rozpad erytrocytii 1ze pozorovat po jejich prevedeni do hypotonického roztoku. V
tomto piipad¢ jde ovSem o osmotickou hemolyzu, kdy plazmatickd membrana neni porusena, ale praska
mechanicky pii zvétSovani objemu buniky, ktera nasava vodu.

Doporucena Kkresba erytrocytu:

2b) Plazmorhiza erytrocyta
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PROVEDENI:

Material: suspenze savcich erytrocytii
Chemikalie: 1 M CaCl,
Postup:

1. Ke kapce suspenze erytrocytii na podloznim skle ptiddme kapku 1 M CaCl,, promichame
a prikryjeme krycim sklem. Pozorujeme pod mikroskopem.
2. Zménu tvaru erytrocyti zakreslime a popiSeme.

Ukol &. 3: Traubeho méchyiek - osmoticka soustava

Traubeho méchyiek je anorganickym (chemickym) modelem osmoézy. Krystaly
ferokyanidu draselného se v roztoku modré skalice (CuSO,) rozpousti a reakci s ionty médi
tvofi semipermeabilni membranu ferokyanidu médnatého. Molekuly ferokyanidu
méd’natého maji zcela jiny charakter neZ anorganicky ferokyanid draselny; tvofi plo$né
molekuly, které¢ se sestavuji v blanku a kolem rozpoustéjicich se krystali ferokyanidu
draseln¢ho vytvaii méchyiek se semipermeabilnimi vlastnostmi. Koncentrovany roztok
uvnitf méchyiku nasava osmoticky vodu z roztoku CuSO, méchyrek se zvétSuje, az

praskne, vylije se z néj roztok ferokyanidu draselného, ktery pfi styku s CuSO, okamzité&

reaguje, tj. formuje se nova polopropustnd membrana, kterd otvor uzavie, a mohou znovu
probihat osmotické pochody.

Interakci dvou jednoduchych soustav (roztoki anorganickych latek) wvznika
komplexnéjsi soustava (osmotickd soustava) s jinou strukturou a vlastnostmi (membrana —
semipermeabilita — osmédza — méchyiky — jejich rist, pohyby a tvarové zmény).

PROVEDENI:

Chemikalie: 2% vodny roztok CuSO4 (modra skalice)

krystalicky ferokyanid draselny - K4Fe(CN)g (= Zluta krevni stl)
Pomiicky a ptistroje: zkumavka, stojanek, mikroskopické potieby; svételny mikroskop

Postup:

3a) Pozorovani Traubeho méchyiku ve zkumavce:

1. Zkumavku naplnime do poloviny roztokem siranu méd’natého a ptidame nékolik krystalii
ferokyanidu. Se zkumavkou jiz nehybame.
2. Pozorujeme rist méchyiki a zakreslime je po 1 minuté a 10 minutach.

3b) Pozorovani Traubeho méchyrku v mikroskopu:

1. Na podlozni sklo si do mal¢ kapky 2% vodného roztoku CuSO,; ddme nékolik krystalii
ferokyanidu draselného.

2. V mikroskopu pii malém zvétSeni bez kryciho sklicka pozorujeme vznik
semipermeabilni blanky a tvorbu méchyikovitych utvart. Zakreslime.

Do protokolu si zapiste 1 chemickou reakci ferokyanidu draselného a siranu méd’natého.

ZAVER:
U kazdého tkolu vysvétlete princip reakce a uved’te, co jste pozorovali.
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Pracovni list k bloku &. 5:
AUTOORGANIZACNI PROCESY

Biomembrana. Osmodza.

Jméno: Kombinace:

Ukol &. 1: Autoagregace fosfolipidi

Princip reakce:

Obr. 1:

Schéma lipidickych dvouvrstev:

ZAVER: Popiste, co vznikalo (a pro&) z lecitinu po priddni vodného roztoku KOH.
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Ukol &. 2: Rozpad plazmatické membrény erytrocyti

2a) Indukovand hemolyza savcich krvinek

Princip reakce:

Nakres:

ZAVER: Napidte, co jste pozorovali po priddni detergentu ke krvinkdm.
Vysvétlete, pro¢ k tomu dochdzi?
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2b) Plazmorhiza erytrocyti

Princip reakce:

Nakres: (Ndzev obrdzku)

ZAVER: Napiste, co je mozno pozorovat po priddni koncentrovaného roztoku
CaClz. Pro¢ k fomu dochdzi?
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Ukol &. 3: Traubeho méchyirek - osmotickd soustava

Princip reakce:

3a) Pozorovani Traubeho méchyrku ve zkumavce:

Nakres:

3b) Pozorovani Traubeho méchyrku v mikroskopu:

Nakres:

Chemicka reakce ferokyanidu draselného a siranu méd’'natého:

ZAVER: Popiste, co jste pozorovali ve zkumavce a na podloznim skle. Co je
pri¢inou vzniku téchto dtvarl? K éemu tyto pochody v rdmci evoluce mohou
vést?
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Alberts, B. a kol.: Zaklady bun&¢né biologie. Espero Publishing, Usti n. L., 2000.

Bozner, A. a kol.: Cytoldgia. Osveta, Martin, 1992.

Branska, B. a kol.: Stanoveni viability mikroorganismi pomoci fluorescencni analyzy.
Chem. Listy 105: 586-593, 2011.

Hejtmanek, M. a kol.: Prakticka cviceni z biologie. Skripta LF UP Olomouc, 1994.

Hejtmanek, M.: Uvod do svételné mikroskopie. Skripta UP Olomouc, 2001.

Janisch, R.: Moderni poznatky 1ékatské biologie VI. Imunofluorescenéni techniky ve vyzkumu
buniky a medicin€. Skripta LF Masarykovy Univerzity, Brno, 1993.

Knoz, J., Opravilova, V. : Zaklady mikroskopické techniky. Skripta MU Brno, 1992.

Necas, O. a kol.: Obecna biologie pro 1ékarské fakulty. Most, H & H, 2000.

Pazourek, J.: Pracujeme s mikroskopem. SNTL. Praha, 1975.

Palecek, J.: Biologie bunky. 1. Zaklady mikroskopické cytologie. Skripta UK Praha, 1996.

INTERNETOVE ADRESY (Bunécna biologie)
studijni materialy (skripta na internetu):
http://genetika.upol.cz/
http://genetika.upol.cz/index.php?page=predmet&zkratka=2
http://www.sci.muni.cz/ptacek/CYTOLOGIE6.htm
internetové materialy k mikroskoptim:
http://www.olympusmicro.com
http://www.mikroskopy.cz
http://www.olympus.cz
Nebesaiova, J.: Elektronova mikroskopie pro biology
http://limax.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/9.0.html
zajimavé ¢lanky z biologie:
http://www.osel.cz
virtualni burika:
http://www.cellsalive.com/
ruzné animace:
http://vcell.ndsu.nodak.edu/animations/
$kolni mikroskop CHK-2, Olympus:
http://www.iolympus.cz/mikroskopy/navody/CHK2.pdf

Struktura pripadnych seminarnich praci:
3 strany na PC, format A4; pismo Times New Roman 11 nebo 12, fadkovani 1,15. Uvést zdroje

informaci (spravna a Uplna citace literatury, internetové adresy; u pfiloZzenych obrazkt uvést zdroj;
vychazet nejméné z t¥i zdroja!).

Soubor poslat na mail vedouciho s oznacenim 1. jména autora, 2. nazvu prace a 3. rokem
vypracovani.
Priklad: Rozehnalova Fluorescence pylovych zrn 2014
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DODATKY

Pravidlo o poditani objektii v urditém ohrani¢eném prostoru

Politani v zorném poli mikroskopu: Abychom nepoditali dvakrat pozorované
objekty (kvasinky pivni), zorného pole mikroskopu si pomyslné rozdélime na dvé
polokruznice — v jedné zapocitame objekty, které lezi na okraji zorného pole a dotykaji se ho
z vnittku nebo z vnéjsku, v druhé polokruznici je nezapocitame.

Pocditani ve c¢tvercich (napf. Biirkerova komdurka): objekty lezici na rozhrani
sousednich Ctvercli, pocitame zasadné jen ty, které lezi nebo se dotykaji pouze dvou
vybranych sousednich stran ¢tverce (napt. horni a leveé) a ty, které lezi nebo se dotykaji
druhych stran, nepocitame.

Meéreni velikosti mikroskopickvch objektu - méreni délky a Sirky

Mikroskopické objekty nemtizeme vhledem k jejich malym rozmérim méfit pfimo, ale
pouze zprostiedkované. Pfi méfeni délky a Sitky mikroskopickych objekti pouzivame dvé méritka:
objektivové a okularové.

Objektivové méritko (objektivni mikrometr) je brousena sklenéna desticka velikosti
podlozniho skla, na niz je uprostied v kruhové zoné vyryto nebo fotografickou cestou naneseno
méfitko v celkové délce nejcasteji 1 mm, deélené na 100 dilkd. Jeden dilek pak odpovida délce 0,01
mm, tj. 10 pm.

44



Okularovy mikrometr je sklicko vlozené v okularu v roving, kde vznika obraz pozorovaného
predmétu (tj. v misté okularové clony), a opatfené useckou o celkové délce 1 cm rozdélené na 100
dilkd (ptipadné o tsecce 0,5 cm délené na 50 dilkl). Okularové métitko je na rozdil od
objektivového ocislované. Pii jeho pouziti vidime v okularu obraz pfedmétu a méfitko soucasné. Ve
srovnani s objektivovym meétitkem, kde jeden dilek ma konkrétni absolutni hodnotu (10 um), je
okularové méritko relativni, protoze skute¢na délka jednoho dilku zavisi na pouzitém objektivu a

meni se s jeho zvétSenim.

K tkolu: Méreni velikosti mikroskopickych objekti

0 — - 0.0
I —
= — 01
=&—a>—
A —
= — 0.2
30 —— —
40 —= 0,3
50— —
= e — 0.4
60 —— ——
= —_— 05
= =
80 ——
e objektivové
90 z méritko
= I mm na 100 dilki
100 —— | dilek = 10 um
okulirovy
mikrometr

Mikrofotografie objektivového méfitka (1 mm)

Urcéeni mikrometrickych koeficientii (k) pro jednotlivé objektivy Skolniho
mikroskopu CHK-2:

Pomiicky: objektivové méritko (objektivni mikrometr) — (OB métitko)
okularové méritko (okularovy mikrometr) — (OK métitko) vlozeny do okularu na
clonku, stupnici dolt
pripadné samostatny métici okuldr 10x pro mikroskop CHK-2 s jiz vestavénym OK
meéfitkem

Postup méreni:
1. Na stolek mikroskopu vlozime misto preparatu objektivové méritko.

2. Okularem s méfitkem zaostiime objektivové méfitko.
3. Ob¢é méftitka srovname do rovnobézné polohy otocenim okularu a posunem objektivového métitka
na ktizovém stolku tak, aby se vzajemn¢ piekryvaly.
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4. Objektivni mikrometr posouvame az do okamziku, kdy se jeho poc¢atecni ryska kryje s pocatecni
ryskou OK métitka. Hledame pak, kterd dal$i ryska OK méfitka se presné kryje s nékterou
ryskou OB mgéritka a spocitame, kolik dilkiit OK a OB stupnice se vzajemn¢ rovna.

5. Vypocitame mikrometricky koeficient (k) pouzitého objektivu podle vzorce:

pocet dilki OB méfitka . 10

odpovidajici pocet dilki OK métitka

Mikrometricky koeficient udava, kolika mikrometriim odpovida jeden dilek OK méfitka pro dany

objektiv.

6. Vypocitané hodnoty k pro jednotlivé objektivy §kolniho mikroskopu zapiSeme do tabulky.

Poznamka:

Mikrometricky koeficient plati jen pro urcity objektiv, okular a danou délkou tubusu. Méni-li
se nektera z téchto slozek, musi se koeficient vypocitat znovu.

Mikrometricky koeficient (k)
pro objektivy skolniho mikroskopu CHK-2 Olympus:

1 dilek okularového méritka
odpovida pii objektivu 4x 25 um

ODJ. 4X tevererieirieeies e k=25 [pum] c=p
0bj. 10X toveveiereiiicnee k=10

0b]. 20X weveeeiieeiet e k=5

0bj. 40X 1o e k=25

obj. 100x (imerze) .......... k=1

Poznamky ke zmrazovacim metodam:

Jana Nebesarova: Elektronova mikroskopie pro biology

(http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/6.0.html)

Voda pri zmrazovani vykazuje fadu anomalii, kterymi se odliSuje od ostatnich latek:

- jeji objem ve zmrazeném stavu je zhruba 0 9 % vétsi nez v kapalném stavu;
- jeji hustota neni nejvyssi v bod¢ tuhnuti, ale v kapalném stavu pfi teploté 277 K (= 4 °C);
- ma anomalné vysoky bod tani (273 K =0 °C), bod varu (373 K = 100 °C) a kritickou teplotu

(647 K = 374 °C);

- ma vysoké vyparovaci teplo a dielektrickou konstantu, ktera ptispiva k jeji roli univerzalniho

rozpoustédla v biochemickych reakcich;
- je znama tada krystalickych forem ledu.
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Tyto anomalie jsou do zna¢né miry zpasobeny piitomnosti intermolekuldrnich vazeb -
vodikovych mustkd a van der Waalsovych sil. V praxi znamenaji nebezpeci poskozeni ultrastruktury
v disledku potrhani bunék zvétSujicim se objemem nebo tvoricimi se krystaly.

Jak vlastné voda mrzne?

U velmi ¢isté vody je velmi nepravdépodobné, Zze zmrzne pii 273 K (0 °C) a je ji mozné
podchladit bez tvorby ledu podle Cistoty az k teploté 235 K (-38 °C) pii normalnim atmosférickém
tlaku. Pfi této teploté nahodné zacnou vznikat jednotlivé krystaly ledu, které pak funguji jako
krystaliza¢ni zarodky. Pti krystalizaci ledu se uvolnuje teplo, které ohtiva cely systém a udrzuje jej v
oblasti ristu krystal.. Tento d&j se oznacuje jako homogenni nukleace a jeji pribéh je znadzornén na
pfimce ¢. 1 v obr. 1. Rust krystald pokracuje az do dosazeni rekrystalizaéni teploty zhruba pii 138 K
(-135 °C) a pokud teplo uvolnované krystalizaci neni dostate¢né rychle odvadéno, jsou vytvorené
krystaly relativné velké.

U normalni vody pisobi v roli krystaliza¢nich zarodkd nerozpustné ¢astice a v tomto piipad¢ se
jedna o heterogenni nukleaci.

V biologickych materialech je situace pfi mrazeni slozitéjsi, protoze bunky se skladaji z fady
kompartmenti ohranicenych membranami, které obsahuji smésy organickych a anorganickych
vodnych roztokd.

Z experimentll je znamé, Ze u bunky obsahujici okolo 80 % vody dochazi k zamrznuti pii
teploté 233 K (- 40 °C) a rekrystaliza¢ni teplota je okolo 188 K (- 85 °C), takze se pomérné vyrazné
zkrati teplotni interval, pfi kterém mohou rust krystaly - viz pfimka 2 v obr. 1. Proces krystalizace
ve vodnych roztocich vzdy pfinasi fazovou separaci, kdy rostouci krystaly ledu stahuji vodu z
nezamrzlych oblasti, v disledku ¢ehoz roste koncentrace zbylych roztokt. Tento proces pokracuje
do chvile, kdy cely systém dosahne eutektické teploty a ztuhne.

Fazova separace pfinasi béhem mrazeni zmény osmotického gradientu a pH, které vedou k
redistribuci intra a extracelularnich roztok a k destrukci membran.

Moznosti jak zkratit teplotni interval, pti kterém dochazi k rustu krystald, je oSetfit vzorek pied
zmrazenim kryoprotektantem — viz piimka 3 v obr. 1. To jsou latky, které snizuji teplotu
homogenni nukleace, zvySuji rekrystalizacni teplotu a snizuji mnozstvi volné vody v systému.
Rozd¢luji se do dvou skupin:

- penetrujici, o kterych se predpoklada, ze pronikaji do bunék a jejich kompartmentd, jako napt.
glycerol, dimethylsulphoxid (DMSO) a ethylen glycol;

- nepenetrujici, které zdstavaji vn¢ bun¢k, napft. polyvinylpyrolidon, sachardza.

Pouziti kryoprotektantu vSak znamena piidavek cizorodé latky do vzorku a omezeni jedné z
vyhod, kterou kryofixace pfinasi.
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Obr. 1. Schematické znazornéni teplotnich intervali, ve kterych mohou rust krystaly, pii
mrazeni:
1 - ¢isté vody, 2 - vody v zivych buiikach, 3 - oSetfenych kryoprotektantem;
M - bod tani, R - rekrystaliza¢ni bod, S - podchlazeni (Robards a Sleyter, 1985)

Z uvedeného ptehledu vyplyva, Ze zdkladnim podminkou pro minimalizaci §kod pfi mrazeni
preparatu je dostatené vysoka rychlost odvodu tepla ze vzorku, tedy dosazeni vysoké chladici
rychlosti. V literatufe se uvadi, ze pro kvalitni kryofixaci je nutna chladici rychlost minimalné
10* K/s'. Pokud neni této rychlosti dosazeno, je vzorek vystaven nebezpedi poskozeni, jak
schematicky znazornuje diagram na obr. 2. Cilem kryofixace je dosahnout vitrifikovaného stavu
vzorku, kdy vzorek je zchlazen pod rekrystalizaéni teplotu bez vzniku krystalt.
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Obr. 2. Schematické znazornéni vlivu rychlosti mraziciho procesu na zachovani bunéc¢né
ultrastruktury (Robards a Sleyter, 1985)

Chladici média

Od vhodného chladiciho média o¢ekavame, ze bude spliiovat nékolik zakladnich piedpokladi:
- dobra tepelna vodivost a velka tepelna kapacita
- vysoka tekutost pti nizkych teplotach
- vysoka hustota
- bezpecné pouziti
- nizka cena

Vsechny tyto pozadavky nespliiuje ani jedna latka pouzivand k mrazeni.

Propan a etan, které vyhovuji vétSing, jsou vysoce explozivni a prace s nimi je spojena s
mimotadnou opatrnosti.

Kapalny dusik, ktery je nejbéznéjSim laboratornim chladivem, ma tu nevyhodu, Ze ma
velmi blizko bod tani (-196 °C) a bod varu (-195,8 °C). Dusledkem toho je, ze vhozeni i
rozmérové nepatrného vzorku vede k varu kapalného dusiku na jeho povrchu spojeném s
uvolnovanim plynu, ktery vzorek obali a izoluje. Snizi se tak rychlost odvodu tepla.

Pti pouziti kapalného dusiku je nezbytné vzorek osettit kryoprotektantem.

ZASADY KRESLENI BIOLOGICKYCH OBJEKTU:
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1. Kreslime tuzkou (nejlépe mékéi ¢.2), popisujeme propiskou (perem).

2. Objekty zakreslujeme dostateéné velké (napt.: bunika cca 8 cm v prameéru).
3. Kreslime jednou ¢arou.

4. Zachovavame pomgéry jednotlivych struktur.

5. Zakreslujeme pouze urcité struktury.

U kresby vzdy: nazev obrazku (rozliSujeme vlastni kresbu podle skute¢nosti a schéma =

schematické znazornéni preparatu, struktury...)
popis struktur (véetné vnitinich struktur)
pouZité zvétseni mikroskopu
(napt.: Z:100x nebo Z:10 x 45 (okular x objektiv)

Udaj o zvétseni mikroskopu umistit nejlépe do levého dolniho rohu obrazku.
Piiklad nakresu:

Piitny Fez fapikem jablon& (Malus sp.) — schéma
Poinrn
TRICHOMY .

SKLERENCHFHETICLS
FocH¥n

Lko (Fi0em)

DrErp (0 Kﬂ&')f)
7. 40x

(nebo Z 10ck.x 40bj}

TABULKY A GRAFY:

Doplnit nadpisem (legendou) a popisem (popis grafil, sloupct a fadkt u tabulek).

UMISTENI POMUCEK U MIKROSKOPU:

Napravo: sesit, do néhoz zapisujeme vysledky své prace
Vlevo: barviva, roztoky, pomicky
(u levakl naopak)
Poznamky:

Ucebnice a tasky na pracovni stil nepatfi!
V laboratofi dbame na potadek, ¢istotu a kazen.
Student je osobné zodpoveédny za svéfené pristroje, nastroje, preparaty a pomucky !!

Priprava vvbranvch chemikalii a roztoku:

Fyziologicky (Schenuv) roztok: (1 litr) NaCl........... 70¢g
KCl.ouu...... 042 g
CaCly ......... 025g
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Vse rozpustit v 1 1 destilované vody.

Priprava lecitinu:

Chemikalie: vajecny Zloutek
absolutni etanol (96%)
diethylether
aceton
Pomicky: kadinka, magneticka michacka, filtra¢ni papir, odpafovaci miska, sklenéna tycinka, vodni

lazen, digestor
Vajecny zloutek smisime po kapkach za stalého michani na magnetické michaéce s 20 ml absolutniho
etanolu. Protfepame. Pfidame 50 ml éteru a znovu promichame - rozpusténé lecitiny se oddéli od
vysrazenych bilkovin. Filtrujeme do odpafovaci misky a smés odpaiime na vodni lazni. Zistane
nazloutla olejovitd emulze. Pfidame k ni 20 ml acetonu a promichame. Nechame usadit a Zlutou
tekutinu odlijeme. Opakujeme nékolikrat, aZ aceton zlistane bezbarvy. Pracujeme v digestofi.
Zbyly material je surovy extrakt lecitinu, ktery ma voskovitou konzistenci.
Uchovavame v ledniéce pii +4°C.

DAPI (4°, 6 - diamidino-2-phenylindole. 2 HCI) - konc. 1 pg/ml
zéasobni roztok: 0,1 mg DAPI do 1 ml deionizované vody
pracovni roztok: 1 ug DAPI v 1 ml deionizované vody
(10 pl zasobniho roztoku do 1 ml dest.vody)
Uchovavani: zasobni roztok pii —20 °C, tma; pracovni roztok pii +4 °C, tma, asi 2 tydny
Pozn.: Pokud pracovni roztok ma vyssi koncentraci, fluoreskuje pozadi preparatu.

Fosfatovy pufr pro DAPI fluorescenci (0,1 M; pH=7,3)

slozka A: 0,1 M KH,PO;4 ............. 13,6 g/1000 ml vody .......... 6,8 g /500 ml
slozka B: 0,1 M K,HPO, ............. 17,4 g/1000 ml vody
A:B=1:2

Titrovani: do 2 dilt slozky B se pridava 1 dil (necely) slozky A az do pH = 7,3

Metylénova modr k zjiSovani Zivotnosti:
0,01% vodny roztok metylénové modie
10 mg metylénové modte rozpustit v 100 ml destilované vody.
Pred pouzitim nechat alespon 14 dni ustat v temnu.
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