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Zivoéisné bunky - pozorovani - dokumentace

Buriky zZivoc€ichu x bunky rostlin

Buriky zivoCichu zpravidla mensi nez rostlinné. Primérna velikost 5-20 pum,
nékteré vétsi (vajecné buniky v mm!, nervové burky s vybézky az desitky cm!

Hlavni rozdily v metabolickych schopnostech, ve vybavé burky organelami

Eukaryotické buriky: Chloroplasty- syntéza org. latek
Bunécna, plazmaticka membrana z jednoduchych anorg. molekul pfi
Vnitfni prostor eukaryotni bunky je vyuziti svételné energie;

tvofen 2 hlavnimi kompartmenty: Bunécéné stény s celuldézou, proto
cytoplazmatickym a jadernym. zmeény tvaru omezeny;

Jadro (nucleus) obsahuje matrix, Bunééné spoje — plasmodezmy;
nukleoplazmu, ma jaderny obal Velikost a hmotnost zvétsuji
Cytoplasma — membranové systémy, | | vakuoly

endoplasmatické retikulum, Golgiho
aparat, mitochondrie, ribosomy,
lysosomy, peroxisomy, mikrotubuly..




Eukaryotickou bunéénou organizaci maiji:
jednobunécné organizmy (protista)
buriky jako stavebni jednotky zivocisnych tkani

Pozorovani zivo€isnych bunék

»Svételnym mikroskopem v prochazejicim svétle
pfi pouziti fazového kontrastu
pfi pouziti Nomarského DIC (=diferencialni
interferencéni kontrast)
v odrazeném svétle s pouzitim fluorochromd,
zdroje zareni (epifluorescence)a fl. filtru
(rozliSovaci schopnost svételného mikroskopu = 0,2 um, zvétSeni max 1000x

»Transmisnim elektronovym mikroskopem — TEM
(rozlis. schopnost az 2A, zvétSeni nad 200 000x)

>Radkovacim elektronovym mikroskopem — skanovaci elektronova
mikroskopie (SEM)
»Konfokalnim mikroskopem



Svételny mikroskop — prochazejici svétlo
eukaryotické organismy na urovni bunky - nativni i barvené preparaty — v barvé
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Svételny mikroskop — prochazejici svétlo eukaryotické mikroorganismy
na urovni burky, nativni i barvené preparaty — ¢ernobila reprodukce




Mikroskopie s pouzitim fazového kontrasu

Opticka technika umoznujici zvétSeni kontrastu pfi
pozorovani transparentnich mikroorganismua nebo
tkanovych fezu a subbunécnych detailu (jader, organel.. ).
Zafizeni pro fazovy kontrast - obvykle jako doplhek ke
svételnym mikroskopum vyssi kategorie (pro pfime i
invertované). Specialni objektivy a spec. kondenzor,
ktery je tfeba zamontovat. Peclivé sefizeni je nezbytnou
podminkou docileni efektu. Objekty mohou byt
pozorovany v tzv. pozitivnim a negativnim fazovém
kontrastu.

Nepfijemnym artefaktem je tzv. ,,hallo effect”, pokud je
nadmeérny.

,Image galleries® dosazitelné na internetu presvedci
kazdého zacCatecCnika, ze je nezbytné znat dobre
studovany objekt v prochazejicim svétle, aby fazovy
kontrast mohl pfinést néco nového. Interpretace
samotneho fazoveho kontrastu je obtizna.




Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC)

Svételné mikroskopy vysSich kategorii mohou byt vybaveny zafizenim, které
vyhodnocuje optickou interferenci ve zvétSeném biologickém preparatu. To umoznuje
velmi dobie pozorovat nebarvené objekty. Metoda zkontrastfiuje nebarvené objekty
na zakladé rozdilu v indexech lomu svétla prochazejiciho jednotlivymi komponentami
objektu pficemz vytvari trojrozmérny relief .

Mikroskop s Nomarského DIC se liSi od bézného svételneho mikroskopu viozenym
parem Wollastonovych dvojlomnych hranolt (objektivovy a kompenzaéni) a parem
zkrizenych polarizatora svétla. Svétlo vstupujici do kondenzoru je nejprve
polarizovano linearné, pak prochazi prvnim hranolovym déli€em, pficemz smér jeho
polarizace svira s optickymi osami hranolového délice uhel 45 stupriu. Druhy, shodné
orientovany hranol se nachazi tésné za zadni ohniskovou rovinou objektu. Nasleduje
druhy polarizator, ktery je zkfizen s prvnim. V dusledku rozdéleni puvodné
polarizovaného svétla hranolem vzniknou dva identické obrazy objektu, kieré jsou vuci
sobé lateralné posunuty (zvétSeny, rozdvojeny obraz — rozdvojeni je pod hranici
rozliSovaci schopnosti mikroskopu). Hodnotu fazového rozdilu je mozné plynule ménit
posouvanim obou W hranold, &imz se vyrazné ovliviiuje obraz.

Zvétseny obraz objektu se jevi jako Sikmo osvétleny trojrozmérny objekt.
Nevyhoda: mala hloubka ostrosti, coz se pficita efektu interference, pro niz se
podminky prudce meéni pfi preostieni o zlomky vinové délky.

Vyhody: Odpada rusivé ,halo“ znamé z fazového kontrastu. Metoda je vyuzitelna pfi
hornim osvétleni i pro fluorescenci.



kontrast — Olympus BX51
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Nomarského diferencialni interferen¢ni kontrast (DIC) - Olympus BX51

c¢ernobila reprodukce




Fluorescenc¢ni mikroskopie
pozorovani v odrazeném svétle - epifluorescence

Podstata: buzeni viditeIného zareni v objektech, které obsahuiji tzv.
fluorochromy, latky schopné ménit dopadajici UV zareni na odrazené
barevne, viditelné zareni. Néktere biol. objekty takové latky jiz obsahuji
(muze dochazet k tzv. autofluorescenci — viz pfiklady mofskych organismu),
jinym je dodavame barvenim).

Klicovym terminem je fluorofor — latka schopna absorbovat svétlo urcité
vinové délky a nasledné emitovat svétlo o vétsi vinové deélce. Svétlo ruznych
vinovych délek je mozné od sebe oddélit pomoci filtrd. Do okularu muze
pronikat pouze pozitivni emitovany signal na cerném pozadi.

Fluoroféry jsou detekovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Ten je
velmi podobny klasickému svételnému mikroskopu, lisi se tim, ze je
doplnén o velmi silny zdroj svétla (obvykle UV lampa) a dvéma typy filtru.
(Filtr mezi zdrojem svétla a vzorkem — excituje fluorofory svétlem vybranych
vinovych délek, druha sada filtra vpousti do objektivu svétlo emitované
prislusnym fluoroforem). (Transformace klasického svételného mikroskopu
vysSi tfidy na fluorescencéni je bézna).



Fluorescenéni mikroskopie pokrac.

Revoluci ve vyuzti fluorescenéni mikroskopie pfi studiu zivych bunék bylo
vyuziti zeleného fluorescencéniho proteinu (GFP), ktery se mol. biol.
technikami vaze na rizné bunééné proteiny. Dnes je k dispozici je velké
mnozstvi vesmeés heterocyklickych sloucenin, které se od sebe liSi
absorpcnimi i emisnimi vinovymi délkami. Mohou pokryt celé spektrum
viditelného svétla. S vyuzitim pfislusnych filtrd je mozné pozorovat sou¢asné
neékolik struktur.

Fluorescencni mikroskopie je nejcastéjSi metodou pro detekci specifickych
molekul (proteind, lipidud, oligo- nebo polysacharidu i sekvenci DNA a RNA).
Specifické reagencie pro rozpoznani jednotlivych struktur v bufice se
ziskavaji kovalentni vazbou fluorofort na protilatky, vyuziva se i kovalentni
spojeni vhodnych fluoroforl s latkami, které se specificky vazou na urcitou
bunécnou strukturu (faloidin- jed z muchomurky se vaze na polymerovany
aktin).

Pro pozorovani struktur v zivych bunkach jsou k dispozici i latky, které
pronikaji pres plasmatickou membranu do bunék a akumuluji se

v charakteristické lokalizaci (mitotrackery, ER-trackery atd.)



Fluorescencni mikroskopie pokrag.

Priklady:
Detekce jadra pomoci fluorescenéni latky interkalujici do DNA
(DAPI — modra emise, Hoechst)

Komplikace: ,fotobleaching®; detekce ¢asti svételného signalu pod a nad
rovinou ostrosti

FISH — vyuziti fluoroforu i pfi identifikaci a lokalizaci specifickych sekvenci
nukleovych kyselin pomoci komplementarni oligo- nebo polynukleotidové
oznacené sondy / proby (digoxogenin, biotin)...

Nucleic Acid Stains - Molecular Probes — Handbook of Fluorescent Probes
and Research Chemicals

http://www.probes.com



Fluorescence — barevné

1 - HE; 2 — Feulgen; 3 — Akridinova
oranz; 4,5 — DAPI; 6 — Yoyo; 7 - FISH
(Neoparamoeba pemaquidensis)




Fluorescence — ¢ernobila reprodukce

Volné zijici améba z ¢eledi Vannellidae



Transmisni elektronova mikroskopie

Zjednodusené: Hlavni ¢asti svételného a elektronového mikroskopu jsou
shodné. Sestavaji ze zdroje svétla, kondenzorové €ocky, drzaku preparatu,
objektivové CocCky a projektivové €¢ocky (okularu). Podstatny rozdil mezi
svételnym a elektronovym mikroskopem spociva v tom, ze se v prvnim
pripadé pouziva k vytvoreni obrazu viditelné svétlo, ve druhém paprsek
elektrond. Ten se vétSinou ziskava termoemisi.

Cocky svételného mikroskopu jsou ze skla, ocky elektronového mikroskopu
jsou tvofeny elektromagnetickym polem. Prostfedi, kterym prochazeji
svételné paprsky je vzduch, pro neruseny prostup proudu elekironu je treba
vytvofrit v tubusu elektronového mikroskopu vysoké vakuum. Konecny obraz,
ziskany svetelnym mikroskopem muzeme pozorovat po vystupu paprsku

z okularu pfimo okem, obraz v elektronovém mikroskopu pozorujeme
neprimo, projekci na stinitko.

Priprava materialu pro prohliZzeni v transmisnim elektronovim mikroskopu:
Fixace, odvodnéni, zaliti do pryskyfice, polotenké a ultratenké krajeni blocku.
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Transmisni elektronova mikroskopie — povrch bunék




Transmisni elektronova mikroskopie — jadra bunék




Transmisni elektronova mikroskopie
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Mitochondrie volné iljlcich ameéb (38-49)
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Radkovaci / rastrovaci / skanovaci elektronova mikroskopie

Preparat se ,prohlizi“ bod po bodu a celkovy obraz vznika slozenim
jednotlivych bodu (signall). Svazek elektront generovany elektronovym
délem a soustfedény do co nejmensi plochy. Nejlepsi mozné rozliseni
zavisi na rozmeéru tohoto bodu. Odrazené, sekundarni elektrony vytvareji
,obraz“. Pouziva se hlavné k ziskani informace o povrchovém reliéfu
zobrazovaného vzorku. Dosazitelné rozliSeni (t.j. nejmensi rozliSitelna
vzdalenost detailt objektu) = 2-3 nm (TEM nad 0,1 nm, svételna
mikroskopie 0,2 um).

Priprava vzorku — fixovani, odvodnéni, suseni pfi tzv. kritickém bodu,
pozlaceni povrchu (naprasenim).




Konfokalni mikroskopie

Pri zkoumani silnych vzorku (tkanovych fezu) nebo velkych bunék je kvalita
zobrazeni a tim i prakticka rozliSovaci schopnost mikroskopu nepfiznivé
ovliviiovana pfekryvanim obrazu roviny do niz je mikroskop pravé zaostren.
RusSivého zamlzeni obrazu zafenim z mimo ohniskovych rovin se lze do
znacné miry zbavit pomoci konfokalni mikroskopie.

Era konfokalni mikroskopie zagina v 70 tych letech min. stoleti, kdy byl
zkonstruovan prvni spolehlivy konfokalni mikroskop s tzv. rozmitanym
laserovym paprskem. Nyni je na trhu cca 10 verzi konfokalnich
mikroskopd.

Termin ,,confocal“ je definovan jako ,,at the same focal plane®. Finalni
obrazek produkovany mikroskopem ma stejnou rovinu zaostfeni jako
objekt. (,Object and its image are confocal®). Svétlo, které je nad a pod
rovinou ostrosti je odfiltrovano / eliminovano, ziskavame ostry obraz
obsahuijici informaci (pfislusné emitované fotony) pouze z roviny ostrosti.
To ma mimoradny vyznam pro zobrazeni fluorescence. Konfokalni obraz
muze byt ziskan jen po vyvolani fluorescence (autofluorescence coz je
pfirozena tendence emitovat fotony v disledku excitace, nebo po pouziti
fluorochroma / fluoroforu, pfip. pfi imunofluorescenci, kdy jsou fluorochromy
vazany na protilatky)



Konfokalni mikroskopie pokrac.

Nevyhodou je to, Ze pro ziskani vyuzitelné silnych signall vyzaduje
mimoradné silné zdroje svétla typu lasert a specialni technologii detekce
fotonU z roviny ostrosti.

Moznost prostorové rekonstrukce pozorovanych mikroskopickych objekid,
ktera se opird o nékolik desitek az stovek optickych rezu jednim objektem,
postupné snimanym pfi plynule se ménici hloubce zaostfeni. Ze souboru
optickych rezul Ize mj. generovat stereoskopické pary — zvétSené obrazy
celého trojrozmérného vidéné pravym a levym okem (pusobiveé plastické
obrazy prepratt) objektu.

Vertikalni opticke rezy zavisi na volbé rastrovaciho algoritmu mikroskopu.
Nova metoda konfokalni mikroskopie = snimani fluorescencnich obrazu
pomoci tfi fotonasobicu se spektralnimi filtry pro modrou, ¢ervenou a zelenou
barvu. Rekombinaci dilich obrazu v zakladnich barvach ziskavame opticky
fez v realnych barvach emitovné fluorescence.

Pri pouziti konfokalni mikroskopie dosahuje zlepseni kontrastu takoveé
urovné, ze se objevi struktury, které pfi pozorovani klasickym
svételnym mikroskopem nejsou viibec pozorovatelné.



Konfokalni mikroskopie pokrac.

Aplikace konfokalni mikroskopie

Biologie a Iékafsky vyzkum — napf. studium slozité architektury
neuronovych siti v mozkoveé tkani (po pouziti Golgiho metody kontrastovani
neuronu ¢asteCkami stfibra). Pouziti tzv. fluorescencénich sond pro studium
intracelularni koncentrace fyziologicky vyznamnych iontu (napf. K+ a Ca2+,
meéfeni membranovych potencialu atd.).



Konfokalni mikroskop — autofluorescence moiskych zivoc€ichu

Autor:

Doc. RNDr.Josef Reischig, CSc
I,ékaf'ské fakulta UK v Plzni
Ustav biologie




Konfokalni mikroskop
Autor snimkt Doc. J. Reischig, CSc

Krab-larva

Klisté-larva
Rozto¢




Praktikum — pozorovani zivocisnych bunék ve
svételném mikroskopu a jejich dokumentace

3-5uloh
Tetrahymena spp. — barveny preparat
Trichodina/Trichodinella spp. - barveny preparat
Raphidascaris acus — histolog. rez
Trofozoity zivych améb
Blepharisma americanum — zivi nalevnici



Tetrahymena corlissi a priklady kreseb riznych nalevnika

Jednoduché, cisté linie, zaznamenani
vSech dulezitych detailt, topografie atd.
Rady kinetid, bunééna usta, makro-

a mikronukleus




Priklady kreseb ruznych
skupin nalevniku

Cryptocaryon irritans
Radkovaci elektronovy mikroskop
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Trichodina sp.; Trichodinella sp.
Kruhobrvi nalevnici - Mobilina

Prichytny disk impregnovany stfibrem
metodou podle Kleina:

Suchy roztér, 2% AgNO; 8 min, ponofit
do destil vody a pusobit UV 20-30 min




Kresby diagnostickych detail
trichodin A-P
A

d — zoubky adhezivniho disku AN

da — pramér adhezivniho disku
E

dd — primér kruhu zoubku
r — radialné usporadané tycinky
n — pocet ty€inek na jeden zoubek
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Larvy nematodu Raphidascaris acus

Larva z vajicka (Fig. 13 A) a vylihnuta
larva (Fig. 13B), larva z niténky (Fig, 13.D)
Fig. 14 larvy z jater mfenky mramorované
dokumentované po jejich uvolnéni z
tkané

Fig. 13. Raphidascaris acus — second-stage larva. A — young larva from egg; B — hatched larva;
C - cephalic end; D - second-stage larva from Tubifex tubifex 15 days p.i. (After Moravec 1970.)
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Fig. 14. Raphidascaris acus — third-stage larvae from the liver of Noemacheilus barbatulus. A —
younger larva 22 days p.i.; B — head end of younger larva; C-F — head end of older larva; G — older
larva 153 days p.i.; H — tail of older larva; I — tail of younger larva. (After Moravec 1970.)

Moravec F.




Larvy Raphidascaris acus v histologickych rfezech
Pro kresleni - najit co nejlepsi fez (pricny) s jasnymi detaily struktury
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Larvy nematodu Raphidascaris acus — Cernobila reprodukce




PFri¢né prafezy télem nematoda v urovni hltanu (A), ve stfedni ¢asti téla (B)

nervovy prstenec

hltan

exkrecni kanal

inervacni vybézek
hypodermis

ventralni nervovy provazec

dorsalni nerv

% ovarium
STy 2. stfevo
T lateralni nerv

o
A 3
déloha
subventralni nerv
Y/ ventralni nerv

Noble E.R., Noble G.A. (1971): Parasitology, 3rd ed.



PFi¢ny fez Ascaris lumbricoidesv urovni samicich gonad

provazec svalove bunky

dorzalni nervovy provazec
uterus

ovarium i vajicka
ey stievo
lumen streva

................

lateralni chorda

/ exkreéni kanal

: ventralni nerv
ventralni chorda

hypodermis
kontraktilni vrstva saloviny

Noble E.R., Noble G.A. (1971): Parasitology, 3rd ed.



Trofozoity améb (PFG a LOS7N) - Nomarski DIC versus prochazejici svétlo




https://www.nikoninstruments.com/cz_CZ/Ucit-se-a-zkoumat/Techniky




100 pm

Blepharisma americanum CCAP 1607/




