Dobrodruzstvi mikroskopie aneb Kdyz biologové vyuzivaji fyziku (feseni)

(1) Zaznamy o prvnich mikroskopech pochéazeji z prelomu 16. a 17. stoleti, za zaklada-
tele mikroskopie je tradi¢éné povazovan Nizozemec Antoni van Leeuwenhoek (na obr.).
Z téze zemé pochazeji i Hans a Zacharias Janssenovi, ktefi sestrojili mikroskop dokonce
jesté o nékolik let dfive. Ani jeden z nich vSak nebyl pfirodovédec. Zjistéte, jakd byla
povolani téchto muzd. Jaky to mélo vliv na to, Zze pravé oni stali u zrodu mikroskopie?

Leeuwenhoek: obchodnik s textilem, chtél kontrolovat kvalitu tkanin i na mikro-
skopické urovni. Janssenovi: vyrobci bryli, experimentovali se skladanim ¢ocek
do optickych soustav.

(2) Mikroskopie se mize na prvni pohled jevit jako ,pomocny*“ obor slouzici biologim, v némz
samotném nedochazi k prevratnym objevim. Opak je vSak pravdou, badatelé pracujici na
rozvoji mikroskopie ziskali nékolik Nobelovych cen! Zjistéte, za co a v jaké oblasti byly tyto
ceny udéleny, pomuGze vam nasleduijici tabulka.

Rok udéleni | Objev (oblast)
1953 metoda fazového kontrastu, fyzika
1986 elektronovy mikroskop, fyzika
2014 superrezolucni mikroskopie, chemie
2017 kryoelektronova mikroskopie, chemie

(3) Pozorovani objektl ve svételném mikroskopu je podminéno nastavenim spravné pozice jeho jednotlivych
optickych ¢lend, pfedevsim objektivu a kondenzoru. Polohu objektivu, a tedy rovinu ostrosti, upravujeme po-
moci zaostfovaciho Sroubu. Spravnou vysku kondenzoru pak snadno najdeme, pokud dodrzime postup tzv.
Kdhlerova osvétleni. K éemu ale kondenzor slouzi a jaké dlsledky ma chybné nastaveni jeho pozice?

Ukolem kondenzoru je soustredéni svétla vychazejiciho ze svételného zdroje do rovnomérného svazku
smérujiciho do preparatu. Pfi chybném nastaveni jeho pozice neni preparat vhodné/dostatecné osvét-
len (pozorovaneé struktury nejsou dobre viditelné, vznikaji artefakty atp.).

(4) PFi hodnoceni kvality mikroskopu vétSinu lidi zajimé jeho zvétSeni. To je jisté dulezité,
avSak neméné zasadni je i jeho rozliSovaci schopnost. Prakticky jde o vzdalenost dvou
bod, které mikroskop rozezna jako dva samostatné body. Tedy ¢im nizSi rozliSovaci schop-
nost, tim lépe. RozliSovaci schopnost je definovana vzorcem d = (1,22 - A) / (2 - NA), kde d
je rozliSovaci schopnost, A vinova délka pouzitého svétla a NA numericka apertura (vlast-
nost objektivu). Vyhledejte vinové délky svétla riznych barev a rozhodnéte, kterou barvu je
vhodné pouzit, abychom doséahli co nejlepsi rozliSovaci schopnosti?

proto pri pouziti modrého svétla dostaneme nejnizsi hodnotu jmenovatele, tedy nejlepsi moznou roz-
lisovaci schopnost.
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(5) Nékteré biologické objekty jsou pfirozené barevné a v mikroskopu je Ize diky tomu snadno pozorovat (napf.
list mechu méfiku s chloroplasty, pokozka &ervené cibule s vakuolami apod.). Rada objektd je véak nebarevna
(napf. protista, sav€i buriky apod.), a tedy hife viditelna. Takové objekty mdzeme nabarvit nebo jejich kontrast
zvysit nékterou z technik specialni svételné mikroskopie. Doplrite nasledujici tabulku, kterd srovndva dvé
z téchto technik dostupnych na 8kolnich mikroskopech.

Technika Typicky obraz (napovi vam obrazek) Princip

Temné pole

neprimy osvit — zastinéni stredni ¢asti
svételného kuzele - do objektivu
vstupuje pouze svétlo rozptylené pre-

tmavé/cerné pozadi, vysoky kontrast
ostre vystouplych okraju pozorova-

nych objektd paratem (je ho mdlo)

fazovy posun svételnych vin ne/pro-
tmavsi/Sedé pozadi, kontrastni kon- chazejicich pozorovanym objektem a
tury, vyrazny halo efekt kolem pozo- jejich interference > prevedeni zmény
rovanych objekti faze na zménu amplitudy (intenzity)

svétla

(6) V biologii je hojné vyuzivana i pokrogila technika svételné mikrosko-
pie, ktera pracuje s interferenci paprskd polarizovaného svétla, jez pro-
chazeji pozorovanym objektem. Jde o techniku, kterd objektim propuj-
Cuje plasticky reliéf, vznika dojem ,3D efektu” (viz obrazek, sinice Chroo-
coccus sp.). Jak se tato technika jmenuje?

Nomarského / diferencialni interferenc¢ni kontrast (NIC, DIC)

(7) V 1. poloviné 20. stoleti spatfily svétlo svéta elektronové mikroskopy: nejprve transmisni
(1931), poté skenovaci (1942). PfedevSim ty prvné jmenované posunuly moznosti biolog
pfi studiu vnitini struktury bunék (na obrazku mitochondrie pozorovana transmisnim elek-
tronovym mikroskopem). Popiste, v éem spocivaji hlavni rozdily mezi svételnym a elektro-
novym mikroskopem (zaméfte se pfedevSim na princip vzniku obrazu a moznosti zvétseni).

o
Svételny mikroskop: obraz vytvari proud fotont, pouZiti sklenénych ¢oc¢ek, mez rozliseni asi 0,2 ym
(prakticky v radu jednotek mikrometru). Elektronovy mikroskop: obraz vytvari proud elektroni, elek-
tromagnetické ¢ocky, mez rozliseni asi 0,2 nm (prakticky v radu jednotek nanometru).
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perimentalni praci bez fluorescenéniho mikroskopu. Jeho
vyznamnou souc¢éstkou je tzv. dichroické zrcatko. Oznacte
dichroické zrcatko ve schématu fluorescenéniho mikrosko-
pu (vpravo) a s vyuzitim obrdzku popiste jeho funkci.

(8) Vétsina bunécénych biologu si dnes neumi predstavit ex- ?

Dichroické zrcatko odrazi excitacni zareni (v obrazku
modre) do pozorovaného objektu a do okulara ¢i ka-
mery pak propousti pouze zareni emitované (v obrazku
zelené).

¥

(9) Moderni mikroskopie nabizi celou fadu technik, z nichz kazda se hodi pro trochu jiné Ucely. Pfedstavte si,
ze chcete pozorovat objekty/struktury uvedené v nasledujici tabulce. Doplrite, jakou mikroskopickou techniku
vyuZijete a kratce zduvodnéte.

Pozorovany objekt/struktura Pouzita technika a zdavodnéni

skenovaci elektronova mikroskopie — elektronovy svazek ra-
Struktury na povrchu krovek tesafika | struje povrch pozorovaného objektu a odhaluje jeho jemnou
strukturu

fazovy kontrast — trypanosomy jsou mala nekontrastni proti-
Nativni preparat Zivych trypanosom sta, pri pozorovani v béZném prochazejicim svétle nejsou bez
velkého zaclonéni témér patrnée

bézna mikroskopie v prochazejicim svétle, blecha je priro-
zené barevny, tedy dobre kontrastni objekt

transmisni elektronova mikroskopie — vhodna pro studium
bunééneé ultrastruktury (zobrazeni membran apod.)
fluorescenéni mikroskopie —sledovani fluorescenéniho pro-
teinu (excitace fluoroforu a detekce emitovaného zareni)

Trvaly preparét blechy

Vnitfni stavba chloroplastu rozsivky

Buriky exprimujici GFP

Pracovni list k élanku ,Kapesni priivodce svétem mikroskopt“ (Ziva 6/2017).



