Vazeni Ctenari,

uplynuly dva roky od zahéjeni nové ru-
briky v Zivé, mozné bychom mohli ¥ici od
vzniku nového modulu. Publikovali jsme
didaktické ¢lanky, riznou mérou zameéte-
né na nové poznatky v biologii, které 1ze
vyuzit napf. pfi vyuce biologie na stfed-
nich 8kol4ch. Nejde vsak o texty pouze pro
ucitele a studenty, ale o ¢lanky seznamujici
s nejnovéjsimi objevy, asto zdsadniho raze-
ni, které maji ambici pfepisovat ucebnice
biologie (a nejen ji). Snazime se pfedstavo-
vat tyto pfevratné novinky a srozumitelné
je zac¢leriovat do soucasnych poznatki, a to
pokud mozno v uceleném ptehledu. Ru-
brika se jmenuje K vyuce, a ¢lanky s témito
tématy najdete i na webovych strdnkach
Zivy v ¢asti Pro pedagogy a studenty.

Pro ro¢nik 2016 jsme vybrali jako hlavni
téma fylogenetiku a taxonomicky systém
organismi, a této problematice se vénova-
la série ¢lanku jako napf. Promény vyssi
systematiky eukaryot, Zajimavé zmény
v chépani fylogeneze a systému zivocicht,
Skryté rozmanitost pod vodni hladinou:
evoluce druhové nejbohatsi skupiny obrat-
lovct, Evoluce sinic a fas v modernim
pojeti, Poznamky k evoluci ¢tyfnozct ad.

Tématem roku 2017 byly nové metody
v biologii a 1ze jmenovat napt. clanky Hmot-
nostni spektrometrie, Principy sekvenova-
ni DNA, Sekvenovani jednotlivych bunék,
Nastup genové terapie nebo Dobrodruzstvi
mikroskopie. Problematika je vzdy pfedsta-
vena jednim nebo nékolika ¢lanky zaméie-
nymi na nové poznatky pro dany obor nebo
fenomén. V kulérové pifiloze pak uvadime
podrobnéji zpracovany text, ktery tyto po-
znatky zacleriuje do nasich znalosti.

Zaroven se snazime poskytnout dalsi
doplriujici informace, které se do tisténého
Casopisu z prostorovych davodt nevejdou,
a i obsahoveé se 1épe hodi ke zvefejnéni na
webu Zivy. Kromé obrazové dokumentace
nebo videi jde hlavné o pracovni listy a na-
vody vyuzitelné k vyuce, ale i na rtiznych
seminatich, v krouZcich a p¥i dalsich akti-
vitach. Pfi jejich tvorbé vychazime jak zjiz
existujicich materiala (publikace, tkoly
biologickych olympiad, diplomové prace
studentt didaktiky biologie apod.), tak
z ochoty nagich autort pfipravit dlohy
zcela nové. Tyto tlohy lze déle rozsifovat,
upravovat k lep§imu a $ir§imu vyuziti.
I timto zptisobem bychom vam chtéli p¥i-
bliZit zajimavosti svéta ptirody.

Jana Bulantové, Tomas§ Machacek

Kapesni privodce

svétem mikroskopu

Mikroskop je v oc¢ich vétsiny lidi jen prosty nastroj, s nimz se v lepsim pripadé
setkali ve $kole pfi hodindch pfirodopisu. Navzdory tomu, Ze jim bylo umozné-
no vyzkouset si takovy mikroskop na vlastni o¢i a ruce, ne kaZzdému se nakonec
podarilo do mikrosvéta pohlédnout a zazit tu fascinaci objekty a strukturami,
které jinak zustavaji lidskému zraku skryté. Nékdy byl na viné nepovedeny
preparat, jindy uSpinéna cocka objektivu nebo jen nezkuSenost pozorovatele
s tim, jak ma vlastné do mikroskopu nahlizZet. V tomto ¢lanku se pokusime podat
stru¢ny prehled zakladnich typit zobrazeni v mikroskopech a u téch, které
jsou dostupné pro vétsinu vzdélavacich instituci zakladniho a stfedniho skol-
stvi. Nabidneme také prakticky navod pro jednoducha, ale casto velmi efektni
»wkouzla®“ umoznujici pozorovateli ziskat obraz té nejvyssi kvality s Casto neza-
nedbatelnou pfidanou hodnotou v podobé estetického dojmu.

Mikroskopy, jak je znate

Nejobyc¢ejnéjsi mikroskop 1ze v dnesni
dobé najit nejen na skolach v kabinetech
piirodopisu nebo biologie, ale i v obcho-
dech s hrackami. Kvalita optiky se obvyk-
le dramaticky lii, coZ se odrazi zejména
v cené takového piistroje. Princip zobraze-
ni ale byva totozny. V dolni ¢4sti se nacha-
z{ zdroj svétla, jez prochazi prepardtem
na stolku a dal p¥es objektivy o rizném
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zvétseni do okulart a nasich oc¢i. Propra-
covanéjsi a drazsi modely cestu svétla od
zdroje upravuji pomoci ptidavné polni
clony nad zdrojem svétla a kondenzoru,
sestavajictho z kondenzorové clony, kte-
ré je nezastupitelnd p¥i dpravé kontrastu,
a pomoci pfidavnych ¢ocek ovliviiujicich
tok svétla.

Zékladnim piedpokladem pro spravné
zobrazeni v mikroskopu je ¢istota optické

Dva roc¢niky s novou rubrikou — je to
hodné nebo malo pro bilancovani? Zijeme
v rychlém svété, ale pro dvoumésiénik
jsou dvé léta vhodnou dobou pro zhodno-
ceni. O spravné volbé pii zavedeni didak-
tickych ¢lankt nés utvrzuje fada reakci
zejména stfedoskolskych uditeli. V letos-
nim roce také redakéni rada a redakce Zivy
udélily kolektivu autort, kteti se v r. 2016
podileli na tvorbé pedagogického seridlu,
Zvl&stni ocenéni ¢asopisu Ziva za popu-
larizaci biologie. Budeme proto pokracovat
i v nasledujicich letech a doufdme, Ze se
tato rubrika stane pevnou soudésti Zivy.

Déle chceme upravovat i nase webové
stranky, aby se staly co nejpfivétivéjsim
zdrojem aktualnich a hlavné pfesnych in-
formaci. Spolu s organizéitory Biologické
olympiddy bychom t¥eba chtéli pfedsta-
vovat dal$i zajimavé naméty, nebo s kole-
gy zriznych piirodovédecky zaméfenych
pracovist vytvofit soubory pracovnich lis-
t a navodi véetné kratkych instruktaznich
videi vyuzitelnych napf. v rdmci poznéva-
cich vyletd nebo terénnich vyprav.

Chtéli bychom proto pozadat i vas, cte-
néate, abyste nedekali, co v Zivé nového na-
jdete, ale zasilali do redakce své ndméty
K vyuce. Dékujeme a té$ime se na blizsi
spolupraci.

Za redakéni radu a redakci Zivy
Jan Votypka

—
—
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1 Leeuwenhoektiv mikroskop se sklad4
z ¢ocky zasazené do otvoru v téle mikro-
skopu. Preparat je upevnén v drzaku,
ktery je soucasti systému zavitovych
ty¢inek umozriujicich stranovy posun
preparétu, ale i zaostfovani jeho
pfiblizovanim nebo oddalovanim.

Foto: Wikimedia Commons,

v souladu s podminkami pouziti

drahy. Zanesen{ okularti prachem lze pfe-
dejit duslednym zakryvanim mikrosko-
pa v dobg, kdy se s nimi nepracuje, dalsi
bézné necistoty, jako tfeba barevné stopy
od fasenek, miZzeme odstranit jemnym
navlhéenym hadiikem. Pokud to konstruk-
ce mikroskopu umoziiuje, je pak pted po-
uzitim vhodné individuédlné optimalizovat
vzdjemné pozice okuldrt podle vzdale-
nosti o¢i, pfipadné korigovat anomélie
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2 Jedno z moznych konstrukénich
feSeni profesionalniho stinitka s drzakem
pro vyvolani efektu temného pole

u zdkladnich skolnich mikroskopt.
Ploché desticka s neprithlednym stfedo-
vym ter¢ikem je vloZena do drzaku

a spole¢né jsou obé& soucasti zacvaknuty
zespodu do kondenzoru. Efekt se dostavi
po otevieni kondenzorové clony a sprav-
ném vertikdlnim nastaveni kondenzoru.
3 Mince umisténa na zdroji svétla

k dosazeni efektu temného pole. Pouziva
se obvykle u mikroskop1, jejichz kon-
denzor neumoziuje upevnéni stinitka.
Vertikalnim posunem kondenzoru
(pokud je mozny) a volbou spravného
praméru mince vsak lze u vétsiny mikro-
skopi docilit podobného, i kdyz ¢asto
ne tak efektniho optického jevu jako

v pfipadé komerc¢né dodédvanych clon.

4 Schéma vybaveni mikroskopu pro
pozorovani objektt v reliéfnim kontrastu:
nahofe modulator s riznou propustnosti
pro svétlo (0 %, 15 % a 100 %) umistény
v objektivu (vétSinou s oznacenim RC),
dole nastavec s asymetrickou

§térbinou umistény v kondenzoru.

Z archivu autort

jednoho oka tpravou ostrosti pomoci ko-
rekéniho okularu.

Objektivy, které nezkuseny zacatecnik
¢asto nechténé ponoii do tekutiny kolem
pozorovaného objektu na sklicku, je potie-
ba také pravidelné kontrolovat a ¢istit,
zv]43té pak ty s malou pracovni vzdalenos-
ti (nejCastéji jde o 40x objektiv). Nejlépe
se tato ¢innost provadi{ tak, Ze ¢istény ob-
jektiv opatrné vysroubujeme a vatovym
tamponem navlh¢enym vodou provedeme
prvni fazi ¢isténi spodni ¢ocky od necistot
rozpustnych ve vodé. Ostatni necistoty
(¢asto jde o imerzni olej, ktery se nedopa-
tfenim dostal z imerzniho 100x objektivu
ina ¢ocku 40x objektivu) nebo stopy mast-
noty z rukou je vhodné odstranit vatovou
ty¢inkou omocenou ve smési etanolu a éte-
ru v pomeéru 1 : 1. Samotné pohyby tyc¢in-
ky po ¢occe objektivu by mély byt mini-
malizovény, G¢innost ¢iténi je pak mozné
na zaveér zkontrolovat prostym pohledem
skrz objektiv proti svétlu.

Tytéz mikroskopy, jak je moZna neznate
(Kohlerovo osvétleni)

Kdyz némecky pfirodovédec August Koh-
ler (1866—1948), mimo jiné fadu let ptisobi-
ci jako stfedoskolsky ucitel, zkoumal v rdm-
ci své doktorské préce taxonomii p¥ilipek
(Patellidae), trapily ho technické limity
tehdejsich mikroskopti. Hlavni p¥ekazkou
pro pofizeni dobrych mikrofotografii bylo
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nedostateéné a nerovnomérné nasviceni
pozorovanych objektti, které nabizely ply-
nové lampy pouzivané na konci 19. stol.
Kohler proto vymyslel jednoduchy postup
pro nastaveni osvétleni mikroskopu, aby
mohl byt maximélné vyuzit jeho poten-
cial. V taktka nezménéné podobé funguje
i u dne$nich mikroskopi.

Prakticky jde o umisténi kondenzoru
a objektivu do spravné vzajemné pozice
(jejich spolecné ohnisko je v roviné prepa-
ratu), vystiedéni viech optickych ¢lenti do
optické osy mikroskopu a odpovidajici
pootevieni polni a kondenzorové clony.
Spravna kombinace téchto parametra za-
jisti kvalitni osvétleni preparatu a opti-
malni kombinaci jeho ostrosti, jasu a kon-
trastu. Navic vyuZijeme nejvétsi moZznou
rozliSovaci schopnost daného mikroskopu
a predejdeme promitdni nezddoucich ob-
jektt (napf. vlakna Zarovky nebo pracho-
vych necistot) do vysledného obrazu. Popis
snadného nastaveni Kohlerova osvétleni
na bézném skolnim mikroskopu uvddime
u obr. 1 na str. 297 tohoto &isla Zivy.

Elegantni triky ,za par korun* (zastin)

Zastin (neboli pozorovéani v temném poli)
je jednou z nejjednodussich a nejlevnéj-
$ich metod, kterou lze i v podminkéach
stfedoskolského praktika zvysit kontrast
nebarevnych objektt. Velmi efektné vsak
v temném poli vypada i iroka skala drob-
nych barvenych nebo pFirozené zabar-
venych preparétt (obr. 2b a 7 na str. 297).
Hlavnim rozdilem oproti bézné svételné
mikroskopii je umisténi kruhového sti-
nitka mezi zdroj svétla a kondenzor. Tak
odfiltrujeme stfedni proud paprskt nor-
malné prochézejici pfimo do objektivu.
Zbytek paprskt jdouci vné stinitka objek-
tiv miji, takZe se zorné pole jevi jako tmavé.
Teprve po vlozeni preparatu muze dojit na
hranach pozorovaného objektu k rozpty-

modulator
s propustnosti
0 %, 15 %, 100 %

kondenzorovy
nastavec

s asymetrickou
Stérbinou

leni paprska vnéjsiho prstence, pficemz
nékteré z nich se do objektivu dostanou
a vytvoti obraz.

K zastinéni svételného kuzele pod kon-
denzorem miiZeme vyuZit specialni nastav-
ce dodavané vyrobci mikroskopi (obr. 2),
stejné dobfe ale poslouZi i mince poloZena
na zdroj svétla (obr. 3). Pozor, pfi del$im
mikroskopovéani se muze ohtat! Velikost
stinitka je nutné volit podle pouZitého ob-
jektivu: pro objektiv zvétsujici 4x je opti-
maln{ pramér stinitka 8—14 mm, p¥i zvét-
Seni 10x se doporucuje primér 16—18 mm.
U mikroskopi s polni a kondenzorovou
clonou lze miru zatemnén{ upravit jejich
uzavienim nebo naopak otevienim, kvalita
efektu temného pole se vyrazné méni i pii
vertikdlnim pohybu kondenzoru. I kdyz je
metoda zastinu levna a na provedeni jed-
noduchd, ma jednu nevyhodu. JelikoZ se
pro tvorbu obrazu vyuziva jen okrajovy
prstenec generovaného svétla, musi mit
jeho zdroj dostatetné velky vykon.

,» Vy$si divéi“ (fazovy kontrast)

Dalsi metodou béZné pouZivanou pro zvy-
$eni kontrastu pfi pozorovéani prtthlednych
objektt je fazovy kontrast. Jeho typickym
obrazovym vystupem je objekt s kontrast-
nimi konturami a vyraznym svétlym halo
efektem umistény na tmavsim pozadi (viz
obr. 2c na str. 297). Ve srovnéni se zasti-
nem jde o techniku ponékud nékladnéj-
§1. Neobejdeme se pfi ni totiz bez konden-
zorového fazového néstavce a objektivu
vybaveného fazovym prstencem. Pro kaz-
dy takovy objektiv (obvykle znaceny zkrat-
kou Ph) je zaroven potfeba zvolit jinou
velikost clony, jinak se efekt posunu faze
nedostavi. I kdyZ jde o metodu, kterd neni
na Skolnich mikroskopech v praxi k vidéni
¢asto (pfedevsim kvuli pofizovaci cené
vybaveni), uvadime ji zde pro $iroké vy-
uziti v biologii. Za jeji objev byla vr. 1953
udélena Nobelova cena a vysvétleni toho-
to principu lze vyuzit v hodinéach fyziky
jako priklad praktické aplikace skladani
(interference) vlnéni.

Vyhody fazového kontrastu nejlépe vy-
niknou p¥i pozorovani nebarevnych pri-
hlednych objektii (napf. nebarvenych kul-
tur Zivoc¢isnych bunék ¢i jednobunéénych
eukaryot), lisicich se od okolniho prostie-
di indexem lomu. U svételného paprsku,
ktery takovym objektem projde, se zméni
jeho faze vici paprskiam, jeZ objekt minou.
Tento drobny posun féze ale neni pro nase
oko viditelny. Ukolem mikroskopu vyba-
veného pro pozorovéni s fizovym kontras-
tem je proto zménu ,,zviditelnit”.

K tvorbé obrazu a ,,zviditelnéni“ zmény
faze dochazi zpisobem, ktery vyuziva za-
kladni poznatky o skladani svételnych vin.
Paprsky se zménénou fazi (proslé objek-
tem) putuji do objektivu a nejsou jiz nijak
modulovény. Naopak paprsky pfimé (ty,
které objekt minuly a nemaji dosud zméné-
nou fazi) jsou pomoci fazového prstence
objektivu posunuty o ¢tvrtinu své vlnové
délky. Vznika dostate¢né velky rozdil na
to, aby se po sloZeni obou typt paprski
rozdily promitly do okem viditelné pro-
mény intenzity svétla. Reteno fyzikalnimi
terminy, jde o vysledek konstruktivni/de-
struktivn{ interference, kdy sou¢tem paprs-
ki se stejnou/opacnou fazi ziskdme vys-
81/nizsi intenzitu vysledného svétla.
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Extra tfida (Hoffmannav a Nomarského
interferenc¢ni kontrast, fluorescence,
konfokalni mikroskopy)

Fazovy kontrast vsak nenf jedind moZnost,
jak dosahnout kontrastu u priisvitnych ne-
barevnych objektt. Jina fe$eni viak uz ne-
lze vyuZzivat na béznych typech zékladnich
mikroskopi. Pokud oviem méme kvalitni
badatelsky laboratorni mikroskop potizo-
vany nejcastéji k demonstraénim nebo
dokumenta¢nim tc¢eliim, vyrobce k nému
vét§inou dokdZe nabidnout i pfislusné na-
stavce pro pokrocilé typy kontrastt.

V pifipadé Nomarského neboli diferen-
cidlniho interferen¢niho kontrastu (jako
zkratka se obvykle pouZiva DIC nebo NIC)
je potfeba do drahy svétla vlozit hned
nékolik néstavci: polarizator selektivné
propoustéjici pouze svétlo s rovnobézné
kmitajicimi vlnami a tzv. Wollastonav hra-
nol, rozdélujici svételny tok na dva, které
jsou na sebe kolmé a jen nepatrné od sebe
vzdalené. Obé vIinéni nésledné prochaze-
ji preparatem trochu jinym mistem, a tedy
je kazdé z nich i jinak pohlcovano nebo
laméno. Po prichodu preparatem se oba
mirné posunuté svételné toky slozi na dal-
§im Wollastonové hranolu do jediného,
¢imZ muZe dojit k interakci v podobé inter-
ference (skladani ¢i vzdjemné ruseni své-
telnych vln, napf. Ziva 2017, 2: 77-81). Ta
se pak po prichodu analyzatorem proje-
vi na vysledném obrazu jeho zdanlivou
plasticitou. Vzhledem k mnozstvi svétla
odfiltrovaného pii této technice hned v po-
¢atcich jeho cesty k preparatu, je pro bez-
vadny obraz potieba zvysit intenzitu svét-
la a vyuzivat pro kazdy z pouzivanych
objektivti optimalizovany filtr, zabudova-
ny zpravidla v otd¢ecim néstavci pod pre-
pardtovym stolkem. Nejvétsi nevyhodu
metody pfedstavuje skute¢nost, Ze ji nelze
aplikovat na objekty uzaviené v Petriho
miskéach.

Takovych ptipadi, kdy v diagnostice
nebo ve védé potfebujeme pozorovat kul-
tivované bunky na Petriho miskéach ¢i
v plochych kultivaénich nadobach, vsak
existuje cela fada, a tak byla vynalezena
metoda reliéfniho neboli Hoffmannova
modula¢niho kontrastu (oznaceno zkrat-
kou RC). Vyzaduje specidlni objektivy
s modulétorem, ktery propousti na vétsiné
plochy 100 % prochazejiciho svétla, na
malém pasu plochy pouze 15 % svétla
a na okrajové ¢asti nepropousti svétlo vi-
bec. Efektu reliéfu pak dosdhneme ve spo-
jeni s kondenzorovym néstavcem, v némz
je clona s asymetricky umisténou $térbi-
nou (obr. 4). Stérbina propousti svétlo vy-
chazejici ze zdroje a dopadajici na prepa-
rat z boku pod zménénym thlem. Lame se
na ném, a podle toho, jestli paprsky na-
sledné projdou modulatorem objektivu
zakrytou, ¢astecné, nebo zcela propustnou
¢asti, ho pak uvidime v rzné intenzité na
vysledném obrazu, ktery vytvaii podobné
plasticky (reliéfni) efekt jako v pripadé DIC.
Protoze se tato metoda vyuZziva zejména
pro pozorovani objekti v kultivaénich na-
dobach a nikoli na sklickach, byva soucés-
ti mikroskopti s horizontalné pfevracenou
konstrukci, tzv. invertovanych. Zdroj svét-
la se u nich nachazi v horni ¢asti, smérem
dolid nésleduje kondenzor a preparatovy
stolek. Objektivy jsou pod nim a pozoruji
obsah kultiva¢nich nadob ze spodnf strany.
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5 Obrovsky pfinos konfokalnich
mikroskopti spo¢iva v jejich schopnosti
snimat signal pouze z jediné roviny
ostrosti bez rusivych vlivi rozostfenych
sousednich rovin. SloZenim nasnima-
nych rovin z rtiznych trovni osy z

pak ziskame prostorovy model objektu.
V tomto pfipadé jim byla pfedni ¢ést téla
larvy motolice Trichobilharzia regenti —
cerkérie s fluorescencné oznacenou
svalovinou. Video sloZené z ez

na obr. najdete na webové strdnce Zivy.

Kde nejsme schopni rozlisit pfitomnost
konkrétni molekuly podle jeji struktury
nebo barvy v bézném svételném mikro-
skopu, lze vyuzit pomoc v podobé fluoro-
forti — znacek, které poté vizualizujeme
ve fluorescen¢nich mikroskopech s vykon-
nymi zdroji svétla a specidlnimi filtry.
Znaceni miZe byt zaloZeno na nékolika
principech. Jednak jde o pfimé znaceni,
jako v pfipadé DNA v jadrech a molekuly
DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), jezZ méa
vysokou afinitu k oblastem bohatym na
béze adenin a thymin. Druhé zakladni zna-
¢eni je tzv. protilatkové, vyuzivajici silné
vazby dvou partnerti — antigenu a proti-
latky, na kterou lze navazat napt. svitici
fluorofor (vice o protilatkovém znaceni
napt. v Zivé 2017, 4: CV-CVIII). Existuji
ale také objekty, které ve fluorescenénim
mikroskopu vyrazné sviti i bez pfidané-
ho fluoroforu (chitin kutikuly ¢lenovcet ¢i
chlorofyl rostlin; obr. 6 na str. 297).

Zviditelnéni svételného signalu ve spe-
cidlnim fluorescenénim mikroskopu se
pak dé&je nasledujicim zpisobem. Z vykon-
ného zdroje bilého svétla (vétinou rtutové
vybojky) je odfiltrovano pouze tzv. exci-
tacni zafeni, jez v preparatu aktivuje (ex-
cituje) konkrétni fluorofor. Ten posléze
vyzaii energii v podobé emitovaného zéte-
ni, které ma nizsi energii a vy3$si vlnovou
délku nez zateni excita¢ni. Smés excitac-
nfho a emitovaného zafeni je filtrovana
pres fluorescenéni kostku, jejiz soucdast
tvoii soustava filtri a dichroické zrcétko.
Oboji ma za tkol vpustit do okularu pou-
ze emitované svétlo vychazejici z prepa-
ratu v mistech, kde se nachazi oznacena
struktura. V pfipadsé, Ze potiebujeme v jed-
nom vzorku oznacit vice struktur, méme
moznost provést vicendsobné znaceni

nékolika fluorofory. Jedinou podminkou
je, Ze spektra fluorofort (excita¢ni ani
emisni) se nesméji prekryvat. Oblibenou
barevnou kombinaci pfi studiu napt. bu-
néc¢nych kultur nebo vnitfnich struktur
drobnych bezobratlych je ¢ervend excito-
vand zelenym zafenim, zelend excitovana
modrym svétlem a modr4, kterou lze po-
zorovat pod ultrafialovym svétlem. Takto
kombinované znac¢eni neni mozné z divo-
du konstrukce mikroskopu i filtrt sledo-
vat najednou. Pozorované misto se proto
vyfotografuje zvlast pro kazdy barevny
kanal a v8echny se poté sloZi do jednoho
vicebarevného obrazu.

Zatimco v pfipadé Nomarského a Hoff-
mannova kontrastu a fluorescence se na-
chézime v kategorii kvalitnich badatelskych
¢i pokrocilych laboratornich mikroskopi,
které se na specializovanych stfednich
gkolach obcas ptece jen vyskytuji, ptipad-
né si je lze zapujcit napt. z pfirodovédec-
kych fakult nékterych univerzit, za mikro-
skopem s pfidomkem konfokalni (viz Ziva
2006, 6: 245—-248 a 2007, 1: 3-5) uz by-
chom museli vyrazit do vyzkumnych labo-
ratofi. Jde o pfistroj umoziiujici snimat
fluorescenc¢né znaceny vzorek bod po bodu
v jediné roviné ostrosti, a to aniz by do ni
pronikaly rusivé signély z neostrych rovin
nad a pod ni. To je umoznéno dvojici §tér-
bin, z nichZ jedna omezuje prichod svét-
la pouze na tenky paprsek pied vzorkem
a druha filtruje svétlo pfed vstupem do
detektoru a zafizeni pievadéjiciho signal
z preparédtu na obrazovku pocitace. Z vyse
fec¢eného vyplyva, Ze z ptivodniho svétla
projde az k detektoru jen velmi mala ¢ést.
Z tohoto davodu jako zdroj svétla u konfo-
kalnich mikroskopi slouzi vykonné lase-
ry. Jedine¢nost konfokalnich mikroskopi
v8ak spoc¢iva hlavné v moznosti snimat ne
jedinou rovinu ostrosti, ale po fizeném
posunu a pieostieni v ose z i roviny dalsi
(odtud konfokalni — tedy pracujici s vétsim
poctem rovin ostrosti). Diky tomu je pak
mozné sloZzenim ve specidlnim programu
ziskat trojrozmérny (3D) obraz fluorescen-
¢niho signélu v celém pozorovaném objek-
tu, coz se hodi nap¥. pii studiu svaloviny
drobnych bezobratlych (obr. 5) nebo uspo-
Fddani organel uvnitt jednobunéénych
organismu.

Za hranici svétla

(elektronové mikroskopy)

U opravdu malych objektd uZ jsou nase
o¢i (lidské oko ma rozlisovaci schopnost
asi 200 um) i technické moznosti optiky
limitovany vlnovou délkou pouzitého své-
telného zareni (tzv. Abbeho difrakénim li-
mitem o hodnoté 0,2 um). Kde nemtiZzeme
vyuzit svétlo, mohou ale poslouZzit mno-
hem mensi ¢astice — elektrony. Rozlisova-
ci schopnost se tak razem o dalsi dva rfady
zvysi. Elektronové mikroskopy jsou né-
kladné p¥istroje, vyzadujici pro sviij pro-
voz Gasto vlastni samostatnou mistnost
a ptidavné zatizeni v podobé specidlnich
pump k gerpani nezbytného vakua v tubu-
su mikroskopu, nebo vodniho obghu k jeho
chlazeni.

Ve védecké praxi se setkdvame se dvé-
ma zakladnimi typy mikroskopt. Skenova-
ci elektronovy mikroskop (zkracené SEM)
skenuje tenkym proudem elektronti po-
vrch objektt a poskytuje tak jedinec¢né
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¢ernobilé snimky s vysokou hloubkou ost-
rosti (obr. 3 na str. 297; nebo volny cyklus
¢lank v Zivé 2009, 3 a 6; 2010, 3; 2011, 3;
2012, 3 a5; 2017, 1). Vyborné tak pomaha
pfi zkouméni mikrostruktur na riznych
typech povrchi. Objekt, ktery chceme
v SEM pozorovat, viak jiz vyzaduje o néco
odvodnén a pokryt dokonale vodivou, rov-
nomérné tenkou vrstvickou kovu, obvykle
zlata nebo platiny. Metoda je vhodné pro
dokumentaci ¢lenitych objektt s mnoz-
stvim povrchové ornamentace (obr. 6).

Pokud topografické zndzornéni povrchu
nedokaze poskytnout dostatek informaci,
je zapotiebi proniknout do vnitini ultra-
struktury zkoumanych objektd prostred-
nictvim transmisni elektronové mikrosko-
pie (TEM). Pfiprava vzorku pro tento ucel
sestava z fixace a ndsledné stabilizace
membréan pomoci postfixace (nejcastéji
slouceninami osmia), odvodnéni, pieve-
deni do pryskyfice a polymerace pryskyti-
cového blo¢ku ve specidlni formé. Vznik-
1y blocek je velmi tvrdy, ultratenké fezy
silné jen nékolik desitek nanometrt pro-
to musime kréjet na diamantovych nozich.
Vzniklé platky objekti zalitych v prysky-
Fici jsou nésledné splavovédny do vodni
l4zné, z niz je nabiraji kulaté sitky o pri-
méru jen asi 3 mm. Na jednu sitku, kterd
se po kontrastovani vklada do mikrosko-
pu, se vejde 3-5 Fezi, a kazdy si tak muze
udélat pfedstavu o slozitosti manipulace
s takto drobnymi vzorky. Vysledkem po-
zorovani v TEM je opét Gernobily obraz,
tentokrat vsak vnitinich struktur prokra-
jovaného objektu. Tmavé se v ném jevi
elektrondenzni ¢ésti fezi, kterymi elek-
trony generované v mikroskopu a usmér-
nované magnetickymi ¢ockami neprocha-
zeji, naopak svétlejsi (elektronlucentni) se
ukazuji ¢asti fezt s vlastnostmi umoziu-
jicimi prichod elektroni a jejich detekci
na stinitku nebo snimanf citlivou kamerou
(obr. 4 na str. 297). Tato technika je ideal-
ni pro sledovani vnitfnich organel, mem-
bran, bi¢ika ¢i aktinovych vlédken jednot-
livych bunék i drobnych vicebunéénych
organismd.

Za hranici fyzikalnich zakonu
(superrezoluce)

V poslednich letech se v laboratofich vy-
zkumnikd objevuji pfistroje umoziujici
aplikovat na vzorky metody zvané super-
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rezolu¢ni. Fyzikalni hranice svétla a Abbe-
ho difrakéni limit jsou zde obchazeny zce-
la jinym zptisobem neZ u elektronovych
mikroskopti. Obvykle jde o soubor slozi-
tych matematickych algoritmt aplikova-
nych podle fyzikélnich zakonitosti na data
nasnimané ve specidlnim rezimu mikro-
skopu, pfipadné i se specidlnimi fluoro-
fory, které blikaji a zhasinaji, nebo méni
barvu. Superrezoluce v mikroskopii vlast-
né zahrnuje nékolik riznych metod, které
se skryvaji napt. pod zkratkami SIM (Struc-
tured Ilumination Microscopy), PALM
(PhotoActivation Localization Microscopy)
nebo STORM (Stochastic Optical Recon-
struction Microscopy). Tyto pfistroje je
mozné zaktm predstavit pfi navstévach
specializovanych pracovist napf. v ramci
védeckych festivald nebo dni otevienych
dvefi. S ohledem na slozitost uvedenych
metod a ur¢eni tohoto ¢lanku, vénovaného
ucitelim biologie pro aplikaci ve vyuce,
odkazujeme vazné zdjemce o podrobnéjsi
informace na internetové zdroje uvedené
na webové strance Zivy. Obecné lze ¥ici, Ze
tyto metody byvaji velmi naro¢né na opti-
malizaci postupt pro p¥ipravu i pozoro-
van{ vzorkid. Nezastupitelné misto vsak
tyto pokrocilé techniky nachézeji pfede-
v§im v bunécéné biologii. Nezanedbatel-
nym bonusem je zejména moznost vy-
uziti superrezoluénich metod na Zivych
burikach, u kterych se pak daji pfimo sle-

6 Pro zobrazeni rozloZeni tegumental-
nich trnt na povrchu téla motolic je
idealni vyuzit skenovaci elektronovy
mikroskop (SEM). Na snimku zéstupce
¢eledi Echinostomatidae s mnozstvim
trnd na bfi$n{ strané a s jednoduchym
véncem trnu v ,,limci“ kolem udstni
piisavky. SEM. Snimky J. Bulantové,
pokud neni uvedeno jinak

7 Pristroj uprostfed samostatné
mistnosti obloZzené médénymi platy

je zobrazova¢ magnetickych ¢astic
(Magnetic Particle Imager, MPI)
prizptisobeny rozméry pro vyuziti

u laboratornich zvitat (nejcastéji
hlodavci). Umoziiuje pfimou detekci
specialnich paramagnetickych nano-
c¢astic SPIO (Super Paramagnetic Iron
Oxide) v oscilujicim magnetickém poli.
Po nitrozilnim podani SPIO ¢&éstic do
krevniho obéhu experimentalniho zvifete
dokaze piistroj rychle a s vysokou
presnosti detekovat pohyb téchto
nanocéstic v téle, coz je vyuzivano
pfedevsim pii angiografickych studiich
nebo béhem sledovani distribuce
konkrétnich znacenych bunék ¢i molekul
po téle zivého organismu bez radia¢ni
zatéZe rentgenovym zafenim

nebo aplikaci problematickych typt
kontrastnich latek (bliZze v ¢lanku

na str. 294—296 tohoto &isla Zivy).
Spolu s dal$imi unikatnimi p¥istroji

je MPI umisténo na pracovisti Centra
pokrocilého preklinického zobrazovani
(CAPI) pti 1. 1ékatské fakulté Univerzity
Karlovy v Praze (capi.lfl.cuni.cz).
Priklady moznych vystupt ziskanych
na zobrazovacich p¥istrojich z CAPI 1ze
shlédnout na webovych strénkéch Zivy.
Foto P. Herman, 1. LF UK

dovat dynamické déje, jako jsou bunéény
transport, pfestavba mikrotubuld nebo
metabolické drahy.

Zavérem

Mikroskopy jsou $iroce vyuzivané v mno-
ha odvétvich. Se zdkladnimi typy se setka-
vame nejcastéji ve $kolach. Ty pokrocilej-
§1, s kvalitni optikou, vystupem z kamery
do pocitace a nadstavbovymi zafizenimi
(rzné typy kontrastt, fluorescence) na-
chazime nejcastéji v 1ékafskych diagnos-
tickych zafizenich nebo ve védeckych
ustavech biologickych, ale i technickych
obort. Elektronové mikroskopy, stejné
jako konfokalni nebo dokonce superrezo-
lu¢ni pak byvaji ¢asto doménou instituct,
které tato zafizeni sdruzuji pod dostupna
servisni pracovisté. Nabizeji kromé vyuzi-
ti pFistroje také zkuseného pracovnika,
ktery je schopen ¢asto slozity operacni
systém pokroc¢ilého mikroskopu ovladat
a ziskat z jeho vystupu maximum. I zde
se tak potvrzuje pravidlo, platné naptic¢
celym spektrem mikroskopt od nejjedno-
ho vysledku ¢asto nemusi byt nutné otaz-
kou moznosti a kvality pi¥istroje, ale hlavné
¢loveka, ktery s danym mikroskopem pra-
cuje a dokdze/nedokaze jeho potencial
naplno vyuZit.

Pracovni listy a dalsi materiély k vyuce
jsou k dispozici na webové strance Zivy.
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