Sylabus predmeétu , Forenzni trichologie"
letni semestr 2021

trichologicky material (TM) — d@leZita stopa na MC, vyhledavani,
zajist'ovani, archivace, kontaminace, analyza v laboratofi — zasady
znaleckého zkoumani, metody zkoumani; terminologie

TM — ontogeneticky vyvoj, variace a variabilita TM (intraindividualni,
interindividualni, etnickd); znaky vlasti — morfologické, metrické; fyzikalni
a chemické vlastnosti

poskozeni TM (mechanické, fyzikalni, chemické, biodegradace);
kadernické Upravy; postseparacni a postmortalni zmény

patologické zmény, anomalie TM

zvireci TM — rozdil mezi lidskym a zvirecim TM; T-DIAT — digitalni atlas
zvirecich chlupl

vlakna — rozdéleni druh( vlaken

relevantnost a irelevantnost stopy; interpretace a presnost zavér(
trichologického znaleckého zkoumani; akreditace laboratore






Trichologie

Zkouma LIDSKE VLASY A CHLUPY + ZVIRECI
CHLUPY
= Thrix-, trichos r.= vias

= Pilus . = vias

Clenéni trichologie — antropologicka (variabilita, historické nalezy),
archeotrichologie (zachovany trichologicky material, pseudomorfy),
klinicka, experimentalné medicinska, kadernictvi, veterinarni,
kozeSnictvi........ a

FORENZNI /KRIMINALISTCKA TRICHOLOGIE




LIDSKE VLASY A CHLUPY + ZVIRECI CHLUPY

vysoka ODOLNOST viic¢i vnéjsim vliviim
zachovany i po staletich ve variabilnich prostredich
nici je: biodegradace, vysoka teplota, ohen, chemikalie
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a obéti Inki
laillaca)

Téla inckych détskych obéti se
zachovala v dusledku
klimatickych podminek ve
vysokych nadmorskych vyskach
v An
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Zil v obdobi mezi roky 3400 az 3100 pF. n. I. Mumie byla nalezena v zafi 1991 v Otztalskych Alpach.
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Snézny muz zemrel ve 40-53
letech, méril 160 cm a vazil 50 kg.
Na téle se nasSlo vice nez 50
dekorativnich tetovani. Za zivota [/
utrpél zlomeniny nosu a Zebra, k TN
dalsSim zlomeninam zeber doslo v & =
dobé Uumrti, zuby wvykazovaly |
vyrazné opotrebeni (strava -
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arterioskleroza, osteoartritida, rtg p.,_:'_*
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vzacha anomalie, plice zcCernalé
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Name: vias02-lom0O1




Nejstarsi viasy nalezeny ve

zkameneélem trusu hyeny

fosilizované lidske vlasy v koprolitech

195 000 — 257 000 let
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Archeotrichologie

©doc. Kralik




Archeologické rozhledy LXI-2009

Obr. 17. Detail zviteci srsti.
Zvétseno 6,3x.

Fig. 17. A detail of animal
fur. Magnified 6.3x.

Fig. 18. Matrix created with
the aid of a Microsil™ ma-
terial.

Obr. 19. Mikroske ky snimek zvifeciho
chlupu. Foto L. Fc

Fig. 19. Microscopic shot of an animal
hair.
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FORENZNI TRICHOLOGIE I

konden;':l




HAIR AS ATRACE
EVIDENCE

D

Jinesh P. S.
22/05/2013

- Forenzni trichologie

zkouma lidske vlasy a chlupy a zvireci
chlupy v kontextu policejniho
vysetrovani
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Historie forenzni trichologie

Francie 1857 (jedna z prvnich forenznich védeckych zprav)

4

Rudolf Virchow Paul Kirk o . st

ustanovil zaklady mikroskopiscké

helzeozitivné identifikovat analyzy vlasfi
jedince podle vlasii (1. pol. 19 stol.) (1902_1970)
(1821-1902) \

John Glaister

Hairs of Mammalia from Medico-legal Aspects (1931)

(1856-1932)



http://my.wn.com/media/wiki/r/u/Rudolf_Virchow.jpg
http://www.all-about-forensic-science.com/images/paul_l_kirk.jpg

Forenzni trichologie

Kdo zkouma v soucasné dobé TM v kontextu
policejniho vysetrovani?

=Kriminalisticky Ustav PCR

=Odbory kriminalisticko-
technickych expertiz OKTE
— omezené zkoumani

=Civilni znalci, znalci od hoc

ENFSI — working group FIBRES
od r. 2009 FIBRES, HAIRS
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Trichologicky material

ve forenznim kontextu

vyznamna biologicka stopa na misté Cinu (venkovni prostredi,
mistnost, automobil), informace o pachateli, obéti, trase; zvireti ...

vznik stop: spontanné oddéleng, nasilna separace,
posmrtné uvolnéni, kontakt/transfer
TM relativné odolny x dekompozici
frekventovana stopa (relevantni x irelevantni) a
vypovédni hodnota: 0 % — tém&F 100% A Lai
o . . y . \a°
= puvod, druh, informace i strukture, anomalie, egmlﬂgle,
poskozeni, kosmetické Upravy, vliv prostsadu‘,‘ obsah xenobiotik

(psychotropnich latek), nuDNA,
o ((\e
e
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misto ¢inu/misto nalezu mrtvoly
g volny terén, uzavrené objekty
e (byt, skiep, obchod...kufr automobilu)

-y

“ piistupové cesty, trasa transportu
%4 obéti, trasa pachatele

j % na téle obéti a na odévu, nastroje
. vrazdy, zasilky; dopravni prostredky... °

&#¢ dokumentace protokolem, fotografii,
% videozaznamem »




VYSKYT STOP a jejich TRANSFER e

Locardiiv princip pachatel

g
5 @(

misto cinu BR

Michel
Mazévet

Edmond
Locard

(1877-1966)



Priklady z praxe
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TC: vrazda, sebevrazda, znasilnéni, vloupani, dopravni nehoda...
sektory, centrum ohledani, trasa - dUkladny popis stop a
fotodokumentace

vytrzené vlasy obéti/pachatele
vypadlé vlasy, fragmenty TM

TM pachatele, obéti, domacich osob


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Crime_scene.JPG

vlas na nozi
(PM zmény)

na izolepé nalezen
somaticky chlup pachatelg



chlupy zivocichi

TM ve vdechnuté hling,

za nehty obéti, na opratce;
misto umrti a transport mrtvoly




Fragmenty lebecnich kosti s viasy
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dopravni prostredky
ohledani vné i uvnitr
dopravni nehoda, transport
obéti, zvirat a rostlin, ...

™
na celnim skle

na kapote, Sasi automobilu
v kufru automobilu

sektory
ohledani
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Post mortem
korinky TM

dekompozice mekkych tkénf
zmeény struktury korinkti TM
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Irelevantni trichologickv materi

v blizkosti fragmentu kosti

‘IIIIW!II|NI|H1W|IIIWI!IIIWIHIWIWWIIIIWIIIIWH!IWHH‘.W\\LWHIW“KHW w



Soudni pitva
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" 5" SOUDNI PITVA — vznikne-li podezieni, e

. m=__ smrt byla zplisobena trestnym cinem

~ ..~ =pitvu naridi OCTR; pritomni 2 znalci
z oboru lékarstvi; (antropologie spada do
kategorie lékarstvi a kriminalistika)
=pohrbit mrtvolu Ize v takovych pripadech
jen se souhlasem statniho zastupce
=neznamy jedinec — doCasné na USL, mélky
hrob; kremace NE!

odbeér viasti obéti
zajisteni trichologickych stop (z odévuy, tela...) ~



Zvireci chlupy ve forenzni praxi

; T AR IR
g i i £
Zvireci chlupy — dulezité  « /
forenzni stopy %,
dopravni nehody
pytlactvi
nasilné trestneé ciny
tyrani zvirat,
satanismus
kradeze .
kozesinovych
vyrobku
ilegalni export a
import chranenych
druhii zvirat,
kozesin,vyrobk

... nal.




Autonehoda

mareni vysetrovani:

irelevantni stopa —

dodatecne predlozené chlupy z divokého prasete
pochazely z preparované kozesiny
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Domaci ,mazlicci

LocardQv princip

Z praxe:
chlupy krecka byly nalezeny na ponozce
pachatele — zavrazdena zena chovala krecky


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Peach_2.jpg
http://en.wiktionary.org/wiki/File:Mustela_putorius_furo.jpg
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Opavsko — vojensky bunkr
(satanistické praktiky — nalez zvirecich chlupt (Leporidae)
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Kosti poskozeneé zvira

stopy zubll, zvireci chlupy




Kradeze a falzifikaty kozesin a
tkanin

N

vzacné kozesiny — napr. sobol, hermelin, norek, sibirska
kuna, stribrna a Cerna liska, Cincila, perzian

vzacné textilie — napt. kasmir, vyrobky z viny lamy, z chlyp(
antilopy tibetske


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.omlazeni.cz/sako-velbloudi-barva-96-515587-0.html&ei=vLLxVJLQOpLe7AbLu4DoDw&bvm=bv.87269000,d.ZGU&psig=AFQjCNHAOGXXobl9gcQL40EoIuoWCS13Ug&ust=1425212489696122
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Misto ¢inu — vymezeni kompetenci

KRIMINALISTICKO-TECHNICKA CINNOST
=vymezit MC , misto nalezu mrtvoly (pritomnost
relevantnich stop)

=vyhledavani trichologickych stop efektivni, pri zajiStovani \s’i\d‘\‘
neposkodit stopu ‘\&\“’6\
=dokumentace lokalizace a charakteru stop «
=zajisténi, baleni a transport stop/predmétl do laboratore % \\a’@\

OCTR

LABORATOR (EXPERTIZA)

=zajisténi v laboratori (antropolog), na
pitevné (antropolog, Iékar)

=zkoumani v laboratori — expertiza A€
(vyhodnoceni, komparace) 2
=interpretace zaverd zkoumani ve

znaleckém posudku, odborném vyjadreni
=(ICast u soudu




stopy viditelné

nekdy nutno zvyraznit vhodnym osvétlenim:

Sikmé osvétleni, vhodna vinova délka

Crime-lite (420 — 470 nm) — vlakna
Megamaxx (395 nm, 625 nm) — vlasy, vlakna

foster s freniia |




Dokumentace stop

fotografie, kamera; popis

Goe Quwa  Gogie Noow . Sxuie Messger e (> ] 11| ® |
r Ay
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e 1 79

Spheron
3D skeny
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Pravidla zajist'ovani TM

Nedotykame se stop holou rukou — chirurgické sterilni rukavice, pinzety,
sacky.

Pokud to je mozné, zajistime cely predmét nesouci stopu.

Pokud nelze zajistit predmeét, stopy seijmeme a oddé€lené vliozime do
obald.

Ke zkoumani zasilame predmety, stopy ve vhodnych obalech (suché stopy,
mokré stopy).

Popis stop, dokumentace protokolem a fotografii.



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&docid=7SqFcl29SeF9BM&tbnid=OG_6lRenpLtw5M:&ved=&url=http://hunteremkay.com/2012/04/l-is-for-the-locard-exchange-principle-forensics/&ei=JusRU-nMCITHtQag5oCoBg&bvm=bv.62286460,d.Yms&psig=AFQjCNEtf6er599V5-ruTpIxQYTirztrAA&ust=1393769638649856

Srovnavaci TM

= osoby — 5 mist na hlavé
(nad celem, temeno,
spanky, tyl) — strihani,
vytrzeni, vyCesani ;
bukalni ster pro DNA
analyzu

= srst zvirat -
morfologické, metrické
a barevné varianty

= tkaniny




Prohlidka tela
a jine podobné ukony

Je-li k dlikazu treba provést zkousku krve nebo jiny obdobny ukon, je osoba, o
kterou jde, povinna strpét, aby ji Iékar nebo odborny zdravotnicky pracovnik
odebral krev nebo u ni proved! jiny potrebny Ukon, neni-li spojen s nebezpecim
pro jeji zdravi. Odbér biologického materialu, ktery neni spojen se
zasahem do télesné integrity osoby, jiz se takovy ukon tyka, mlze s jejim
souhlasem proveést i OCTR. Na pozadani OCTR muzZe tento odbér i bez
souhlasu podezrelého nebo obvinéného provést |ékar nebo odborny
zdravotnicky pracovnik.

OCTR: Orgény &inné v trestnim fizen/ jsou podie aktudiniho trestniho radu
soud, statni zastupce a policejni organ, pokud provadeji ukony trestniho
fizent.
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Zajist'ovani TM

Pozor na kontaminaci stop!

zakladni nastroje po vice kusech (pinzety, niizky)
DEZINFEKCE nastrojti

C:HsOH
Ctverecky buniciny
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=baleni: obalky, papirové sacky, polyetylenové sacky s uzavérem,
plastové zkumavky, Stericlin

=nepouzivat: lepici pasky (izolepy), daktyloskopicke félie,
sklenéné obaly

=mokré stopy: suseni; lednice, zmrazeni

/
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Spatné zabaleny
trichologicky material

dvé podlozni sklicka
spojena izolepou
(nebezpeci mechanického
poskozeni)

daktyloskopicka folie
(oddéleni epitelii od korinkd -
omezeni DNA analyzy)



@ Viasy vystavené
. vysoke teploté



Popis stop

=bezprostiedni obaly stop (vnitfni obal) _ specialni lepici stitky
¢. stopy, charakter stopy, datum, jméno stitky do mraziciho boxu

bezpecnostni

psaci prostredky na papir, PET
odolné proti vodé

popisné samolepici pasky



Autentizovany (vnéjsi) obal

sré: TE 22006 TEM

Shopat LN

Miste pajRoind  motoeny prostar vousdla YW Canvele
SPL AND 4541 rapaiuon ancho

v Ovelparan & 0 - Jostied .6 v Dol
& 014 v obichie seupwily V7 (448
s
Datam sajiitiai 4 4 2000

Ctvars Veltehoe od-mad shitly Vaoachl ele

Lapornk: prap. Viewisdey FROCHAIKA

=spravny popis brani zamené pri transportu a skladovani
=prelepeni spojl pball; razitko, podpis, resp. peceténi vylouci pochybnost o
manipulaci se stopou
=bezpecnostni nalepky varuji pred nebezpecnym obsahem



Trichologicka
expertiza




Archivace a likvidace TM

Archivace stop a srovnavacich vzorki

Likvidace TM

TM do specialnich kontejneru (likvidace biologickeho odpadu)
- skiicka (podlozni, kryci) do specidinich kontejnerd (likvidace skia)
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A4 |

TM v laboratori

Analyza

AL e

"




R . BOZP

Dodrzovat standardni zasady ochrany zdravi pri praci s TM.
Jednorazové rukavice, rouska, laboratorni odeév.

NoSenim rukavic a laboratorniho odévu chranime zdravi a neohrozujeme
vysledky zkoumani.

Zachovavame Cistotu a rad laboratore, pravidelné laborator uklizime a
stirame laboratorni stoly.

Respektovat pravidla pro praci s potencialné infekcnim
materialem !!!
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Manipulaces TM

TM zaslany OCTR a zajistény v laborato¥i znalcem
zajist'ovani TM v laboratori, vyhledavani TM stereolupou

Pouzivame Cisté nastroje. Dezinfekce nastrojll a pracovnich
ploch.

Vyloucit kroskontaminaci stop!
(popis preparatl, popis stop do protokolu)

TM vlhky — znecistény krvi, sekrety, exkrety apod. skladovat v
chladicim boxu. Odbér necistot, ocCisténi TM.

Pri separaci korinku pro analyzu DNA vyloucit kontaminaci DNA
osoby provadejici zkoumani (rukavice, rouska, Cepice).

56



Trichologicka expertiza je zameérena na
dekodovani informaci z TM

analyza Bovrchovych necistot — detekce a prtikaz povrchovych
necistot (biologie, chemie)

mikroskopické zkoumani za ucelem zjisténi ptivodu TM (lidsky,
zvireci, rostlinny, umély)

lidské vlasy a lidské chlupy — hodnoceni znakll, komparace; vybér
pro DNA analyzu

zvireci chlupy — taxonomicka determinace

S7



Povrchoveé necistoty a paraziti

separace, analyza — biologicka (dale pripadne geneticka), chemicka

stereolupa

svetelny mikroskop, SEM (terciky)

FTA karty, tampony, eppendorfky

sady pro orfentacni’ a specifické zkousky
biologického materidlu — Hemophan, OBTI, RSID...



= ORIENTACNI ZKOUSKA (peroxidazova zkougka)
— reagencni prouzky Hemophan - navlhcit aktivni
plosku a pritisknout na stopu (peroxid vodiku +
barvotvorna slozka)

= pozitivni reakce — zelena indikatorova ploska
= citlivost : vysoka — 5 ery/pl

= nasleduje SPECIFICKY PROKAZ KRVE, DNA

analyza destilovana

voda



ample is typically detected within 2-5 minutes.

Puvod krve

HEXAGON OBTI

odlisi lidskou krev od zvireci

princip: hHb reaguje s monoklonalni
anti-human Hb protilatkou (zbarvenou);
komplex je zachycen 2. protilatkou v T
zone; nezreagovana anti-human Hb
protilatka je zachycena v zone C anti-

mouse IgG protilatkou )
Eit(l)i\éovst : Fe@éﬂfkkrve aki) 1:1 OOO.OOT 3
500.Cervenych krvine ‘l :

f - . ~A R Q7




Biologicke stopy

Rapid Stain
10

ENTIFICATION

ar ar Imunochromatografické testy
Semen Rapid Stain Identification tests (RSID)

RS RSID

RSID Color Code g I l
Saliva Blood Semen RSID-Urine ::;ccliircn I:II:;IIIir;goneach cassette § § \Imernal S
A % C 1 -':;E' }1 ‘; .!S.
L_ 1 L Sample Well
T g P P
> i
- x - 3 *
Posttive test result

—

Princip: monoklonalni protilatky (mysi nebo krali¢i) specifické proti lidskému materialu:
krev, sliny, sperma, moc

1.protilatka konjugovana s barevnymi (napf. Au) ¢asticemi (pod vzorkem)
2.protilatka imobilizuje komplex tj. vzorek + 1.protilatka s barevnymi Casticemi (T)
3. protilatka rabbit/mouse IgG v zone C reaguje s nezreagovanou 1. protilatkou ¢,


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjq3-f40sfMAhXJbRQKHYdWBbIQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Falbatros-volandocontrovento.blogspot.com%2F2013%2F01%2Fmelania-rea-e-gli-strani-misteri.html&psig=AFQjCNH2tmS6QBc0-b2TAP7jWcU00E9GrQ&ust=1462699484476414
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiDlc240sfMAhXB7xQKHXsPCX0QjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.forensicscience.ie%2FServices%2FForensic-Areas%2FBiology%2FSaliva%2F&psig=AFQjCNH2tmS6QBc0-b2TAP7jWcU00E9GrQ&ust=1462699484476414

Vzorky pro DNA analyzu

Pro sbér, transport, archivaci a izolaci
nukleovych kyselin pri pokojové teploté.
Karty typu FTA® obsahuiji chemikalie, které
lyzuji bunky, denaturuji proteiny a
chrani nukleové kyseliny pred oxidaci a
poskozenim od UV zareni. Karty rychle
inaktivuji  organismy,  vCetné  krevnich
patogend a brani rdstu bakterii a dalSich
mikroorganismd. Genomova DNA
shromdazdéna na karté vydrZi stabilni v rfadu
let (tydnl v pripadé RNA) pfi pokojové
teploté.




Necistoty na vlasech

chemicka analyza




Povystrelové a
povybuchové
zplodiny

N1
e

. 2

y
ey | g
sada pro odbeér
povystrelovych a
povybuchovych zplodin
(SEM)

povystrelové
zplodiny

64



tercik pro absorpci
akcelerantd

akceleranty horeni: chemické latky
a jejich smesi, které hori nebo
podporuji horeni (tékavé horlavé latky

— benzin, toluen...).

- Zharstvi — viasy, chlupy pachatele

mohou byt potrisneny akcelerantem
- viasy popalene obéti




Detekce akceleranti

pritomnost akcelerantl horeni Ize prokazat ve vlasech pomoci

plynové chromatografie

CHEOMAIOGRAM
'Q il g
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slozky vzorku

vzorek

hmotnostni spektrometrie

Relative Abundance (%)

Toluene C;Hg
MASS SPECTRUM (Electron lonization)
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Slozky vzorku jsou ionizovany
(elektrony). Vznikaji ionty, které
jsou oddéleny podle m/Q (m je
hmotnost a Q je naboj
fragmentu) a detekovany.
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Metodika zkoumani TM

jednim ze

Zakladni metodika zkoumani trichologického materialu je
standardnich _operacnich _postupt
aplikovanych v ramci biologického znaleckého zkoumani na
Kriminalistickém ustavu.

(SOP)

Protokol o zkouSce

(Dznafeni vzorku:

Poznimka:

Cislo 1
vzorkn

Pivod

Délka
{mm)

Sifka (U

Analyza KU- e, ICJ-
trichologického | 20....-009KDO-2.......

materialu Pfijato dne:

SOP¢.:3B-2-0-
2-01

Oddéleni Zpracovano dne: Vypracoval:
antropologie a

biologie

Barva

Pipment

Diedi

BZ

Jméno a adresa zdkaznika jsou uvedeny v posudku.

APZ

Patologie

Poikozend

Ostatnd

Kriminalisticky Ustav Praha Policie Ceské republiky je akreditovan

Ceskym institutem pro akreditaci, 0.p.s. jako zkusebni laboratof pod &islem 1494

R
ilr ~—
T
"/,,,/_\/r_\\“\\?
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Zkoumani, komparace,
sbirky, depozit

komplexni metodika zkoumani TM (SOP), protokol
o zkousce — popis znakd, alfanumerické skore

pristrojoveé vybaveni, protokoly a kalibrace

referencni material (standardy, vzorkovnice TM,
interni vzorkovnice barev, standardni sbirka zvirecich
chlupd — in natura, trvalé preparaty, elektronicka
verze, atlasy (TRICHOS, DIAT)

databaze nespotrebovaného TM materialu, ulozeni na
KU PCR podle numerického kédu a popisu
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Analyza TM — zakladni vybaveni

stereolupa, opticky mikroskop (prochazejici a dopadajici svétlo,
polarizace, fazovy kontrast, fluorescence), SEM (terciky); okularovy a
objektivovy mikrometr; fotoaparét, kamera, PC

= bruska, formicky, pryskyrice + hardener

= kadinka, Petriho misky, sito, detergent; filtracni papir
= meéritko

= pinzety, preparacni jehly, nzky

= podlozni a kryci sklicka

= médium (parafinovy olej, destilovana voda, kanadsky balzam, Solacryl),
benzin, kapatko, bunicinové Ctverecky

= eppendorfky, stojanek

= sacky pro depozit, popisovace
= desinfekcni Cinidlo

= krabice na preparaty

= protokol, psaci potreby
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Cisténi TM

pred expertizou, po expertize



http://oleje.cz/eshop/show_bp.php?id=1345&history=&nazev=Benzín lékařský (1 l, nalévaný)  

Vysetreni TM
Kategorizace stop



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b7/Asbestos_fibres.jpg

Analyza TM

hodnoceni morfologickych a metrickych znakt
komparace se srovnavacimi vzorky vlast osob
sérologické vysetreni (destruktivni), antigeny A, B
genetické vysetreni TM — nuDNA, mtDNA
taxonomicka determinace zvireciho TM

chemicka analyza - prvky, povystfelove a povybuchove
zplodiny, akceleranty horeni, xenobiotika (drogy, Iéky)

prikaz vlaken — spoluprace s FY/CH
72



Znaky trichologického materialu

= makroskopické a mikroskopické znaky (variacni
rozpéti) — variabilita

= znaky skupinové/obecné

= znaky individualni

= znaky morfologicke, metrické; biochemicke, chemicke,
genetické

= kvalitativni, kvantitativni

= kontinualni a diskontinualni charakteristiky

MEtOdy = nedestruktivni, semidestruktivni,

destruktivni 3



Makroskopické charakteristiky

= délka stvolu (mm £ 0,5)

L LT CETIR

= tvar vlast/chlupt
stupen zvinéni




Mikroskopickeé charakteristiky
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Mikroskopy

elektronové (k zobrazeni vyuzivaji proud elektronii)
svételné (k zobrazeni vyuzivaji svétlo riiznych vinovych délek)

OPTICKY IEM SEM
":'-'P_élr Y .
g o] o]

[
<
N N

zdroj elektrond

zdroj svétla
elektromagnetické cocky

sklenéné ¢ocky ==

- =

<

!

Dilezité: co umoznuji mikroskopy sledovat — povrch nebo vnitrni strukturu

Jednim ze zakladnich parametrd vsech mikroskop( je jejich mezni rozliSovaci schopnost:
elektronovy mikroskop mnohem vyssi rozliSovaci schopnost a miize tak dosahnout mnohem
vyssiho efektivniho zvétSeni (az 1 000 000x) nez svetelny mikroskop. 76



Elektronovy mikroskop (TEM)

TRANSMISNI ELEKTRONOVY MIKROSKOP (TEM = transmission
electron microscope ) — zobrazeni vnitrni struktury vzorku
pomoci proslych elektronll (TE). Elektrony prochazeji skrz vzorek

(ultratenké rezy — 50 nm), pak jsou detekovany, cast elektronl se
absorbuje (teplo). 3D vizualizace.

T'EM

zdroj elektroni
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http://cs.wikipedia.org/wiki/Transmisn%C3%AD_elektronov%C3%BD_mikroskop

Elektronovy mikroskop (SEM)

RASTROVACI ELEKTRONOVY MIKROSKOP
(SEM = scanning electron microscope ) —
zobrazeni povrchu vzorku nejcastéji pomoci
sekundarnich elektronl (povrchova topografie)
vyrazenych dopadem primarniho elektronového
paprsku, nebo zpétné odrazenych elektrond
(materialovy kontrast).

elektronovy svazek je
tvofen elektronovym
délem, podobnym jako
v osciloskopu

elektrony jsou pak
urychlovany anodou a
fokusovany
magnetickou Eoékou

skenovaci civky nuti
elektronovy paprsek k
rychlému pfebihani po
povrchu vZzorku

vZorek pozorujeme v
moédu snimani zpétné
rozptylenych nebo
sekundarnich elektroni

elektronové délo

anoda

magneticka
cocka
-—

skenovaci civky

-
-

detektor zpétné
rozptylenych
elektrontl

detektor sekun-

darnich elektront

rozliSeni 0,1 — 0,7 nm



SEM — preparaty

terciky pro uchyceni TM

Preparat musi splnovat nasledujici kritéria:

- na jeho povrchu by se nemély vyskytovat cizorodé castice, napr. prach

- meél by byt stabilni ve vakuu

- stabilitu by mél vykazovat i pfi ozareni elektronovym paprskem

- mél by produkovat dostatecné mnozstvi pozadovaného signalu, napr.
sekundarnich elektrond

- pfi expozici primarnim elektron@im by nemélo dochazet k jeho nabijeni -




SEM

Povrchova struktura
kutikula

PAD vlakno zvireci chlup
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SVETELNA
W MIKROSKOPIE

&

T -




Preparaty pro svetelnou
mikroskopii
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Preparaty TM

L
PRIPRAVA PREPARATU: dodasné a trvalé preparaty
médium = napr. destilovana voda, parafinovy olej;
kanadsky balzam, Solakryl g
imerze (napr. cedrovy olej, glycerin) @ﬂ‘
e

podlozni sklicko kryci sklicko

riznd tioustka (1; 1,2 mm) ~ 'dznd toustka

velikost (26 x 70 mm) (0,08, 0,11; 0,13, | ysporadani TM v preparatu

0,17;0,20 mm)

‘ A B O R -:_£|
info vzorek - : l
: - .--Féd_lr__/f: | e T e .
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Vzorky TM jsou prevedeny do mikroskopickych preparatd
(uzaviraci médium destilovana voda).

Zjisti se plivod materialu — lidsky nebo zvireci.

Korinky lidského TM vhodné pro DNA se odstrihnou do
oznacenych eppendorfek.

Nasledné je TM vysuSen a jako uzaviraci médium je v doCasnych
preparatech pouzit parafinovy, cedrovy olej, glycerin...
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Refrakcni index zalévaciho meédia

- - < smooaon
. Snelliv zékon lomu svétla: |55 =
TR - 1
w o s 5 L
. | f-f’ Pro prechod z prostredi s indexem lomu n; do
n L/ prostredi s indexem lomu n, se ¢asto
.I-IE 3 7 14 - Fy = .
| \}\ pouziva relativni index lomu: p=_M
NI n2
w3 vakuum=1
| \( vzduch=1,00026
= LIC Ly
' dhel odnxey | voda=1,33
i L:f:-.:nru B, cedrOV&'I olej=1,52
i indexy lomu prostredi imerzni olej=1,515
kan. balzam=1,54
imerzni olej Olympus=1,516
ktira a kutikula vlasu=1,52

n = refrakcni index média
(médium vhodné pro mikroskopické pozorovani TM ma index okolo 1,52)

refrakce — zména ve sméru paprsku svétla, k niz dochazi pfi jeho prechodu z jednoho prihledného prostiedi do
jiného, které ma rozdilnou hustotu; refraktometry
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Svetelné mikroskopy

fecky micron = maly a scopos = cil

emikroskopy (bilé svétlo)

epolarizacni mikroskop (polarizace prochazejiciho svétia)
emikroskop pro fazovy kontrast

ofluorescencni mikroskop (fluorescence)

objekt je zobrazen
e v prochazejicim svétle (svétlo prochazi pozorovanym objektem)
e v dopadajicim svétle (svétlo dopada na povrch objektu)

e ve svéetlem poli
e v temném poli .
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Svetelné mikroskopy

mikroskopy monokularni, binokularni
povrch, vnitrni stavba, sirka stvolu a drene

Okulary p
=
2

—

primarni
i obraz

i 3 ] ‘\v —‘/
1 okular - o
Objektivy S a—— %
A,
Stolek » - gt My,
Hlavni vypinac
Kondenzor Wy Regulace osvétleni mechanicka ¢ast
Kfizovy posun 4 Makro a mikroSroub Optlfka cas’tv ;
osvetlovaci cast
Zdroj svétla,

CAST MECHANICKA: stativ, tubus, revolverovy ménic objektivdl, pohyblivy stolek,
makrosroub, mikrosroub, vypinac, ovladani intenzity svétla
CAST OPTICKA objektivy, okulary

CAST OSVETLOVACI: zdroj svétla, zrcatko, polni clona, kondenzor, aperturni clona
87



Svetelné mikroskopy

propojeni s PC, fotoaparatem nebo kamerou

mikroskop s videokamerou a propojeni s PC
digitalni obraz
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mikroskopy monokularni, binokularni, stereomikroskopy

Stereomikroskop

f ' 1) Ka2dé oko vytvaii v mozku samostatny obraz
* A 4 pfedmétu. Ty se trochu od sebe lisi.
\ 2) Na zakladé zkuSenosti chapeme rozdilnost
obrazl prostorové
v P 3) Vyznam zkusenosti vynikne, kdy2 si uvédomime,
& L 2e prostorové vidime i jen jednim okem (zména
2akrytu pfedmétu v ruznych hioubkach).

| g »
} =5 =l
II >

> < | T HE . L]
| dva okulary .
A / Vr 1 .
plodmét L | ol l L g -
dva objektivy ’

1) Stereomikroskop se sklada ze dvou samostatnych mikroskopu, jeden pro levé a druhy
pro pravé oko

Monokulé rni mikroskop 2) Cim v&tsi je uhel g, tim vyraznéjsi je stereovjem.

ptedmét

Binokularni mikroskop

zreadlo

\ rozteé je nastavitelna

okulary padle vzdalenosti ofi

- -
'

!

objektiv

1) Binokularni mikroskop neni stereo mikroskop.

2) KaZdeé oko pozoruje svym okularem meziobraz preparatu. Pozorovani obéma
ofima je méné unavné neZ jednim okem.

3) Soucasnou ostrost obou dil¢ich obrazl je tfeba postupné doladit jednotlivymi
okulary.




Komparacni mikroskop

Pri pohledu do porovnavaciho
mikroskopu vidime najednou
dva vzorky.

Komparacni mikroskop

(srovnavaci) je svoji konstrukci

spojenim dvou identickych
wa' "/ Castecné  synchronizovanych

~— mikroskopickych soustav

tvorenych 2 objektivy, které

maji okulary svedeny k sobé v

rozestupu lidskych oci. Kazda

z polovin zorného pole prislusi
Ssve soustave.
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Okular

Zakladni ulohou okularu je zvétsit obraz vytvoreny
objektivem. Obraz vytvoreny objektivem neni dokonaly, okular
ma vady opacné a tim se vady objektivu zmirni.

Do oblasti okularové clony je u okulard k tomu upravenych

vsunut prihledny sklenény disk s obdélnikem, mikrometrickym
meéritkem, krizem nebo Ctvercovou siti.

(a) (b) (c) (d)

mikrofotografie polarizace
mikrometrické méritko pocitani objektd
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4 Metrické charakteristik
\ y

aximalni a minimalni Sirka stvolu, Sirka drené, indexy

»’*'.\
., ¥
OKULAROVY MIKROMETR = dilky el
|
OBJEKTIVOVY MIKROMETR = 1 mm(
1 )
| 1mm/100dilké ;-
: :
l Objektivovy mikrometr ‘ ~

objektivovy mikrometr kalibrovany

(staly), standard, etalon urcit mikrometricky koeficent,

kterym budeme vzdy pfi urcitém zvetseni

kalibrace meéritka = nasobit zjistény pocet okularovych dilky;
vztah mezi hodnotami rlizna zvétdeni maji rlizny mikrometricky
okularového a objektivového  koeficient !

meéridla
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-..Hﬂ%w okular (dilky)

|=|||||=|J.|. )ObjEktiV

| |

1||II
1 mm

1 mm=1000 um=100 dilk{
1dilek =10pm

musime vypocitat, kolik méri jeden dilek v okularu
vidime, ze 1 dilek okularového méridla = 2 dilkim objektivového
meéridla tj. 1 dilek okularu meri 20 pm

mikrometricky koeficient
(2ob:10k)x 10 um = 20
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\'a'4 4

Priklad: vlas méfi 1,4 okularovych dilk{
=1,4x 20 =28 pm
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60x Plan Apochromat Objective

Objektivy

——— Mountin Objektivy suché a imerzni
Manufacturer, &= e dg ] vy

Flat-Field -
Correction ™ Aberration Apochromat=
Lateral = Correction . .
Magnification Nesiodon) opticka soustava s korigovanou otvorovou a barevnou vadou.
3 Parfokalni objektiv — zachovava zaostreni pfi rdzném zvétSeni
Specialized —= Aperture ) P
Optical /0, 1= Working e . o . )
Properties Sty Distance 2Zvetseni: 0,5x), cerna (1-1,5x), oranzova (2-2,5x), cervena (4,5x),
Tube Length - Magnification Zluta (10x), zelena (16-20x),
CoverGlass Color Code modra (60-63x), bild (100-150x)
Thickness c°ge|f“°“ Wi - vodni imerze, Oil - imerzni olej
Range ORAr
Front
Cover Glass
Adjustment Le"\‘:sglne'g'lgm
e o Figure 1
e m_ Zavit
Volna pracovni vzdalenost w.o.=working distance) ~ Zvétseni PUS o
= vzdalenost kryciho sklitka od &elni &oéky objektivu Opticky systém SR Ee— Typ objektivu
korigovany na It te . Typimerze
< 510.17 i 5
Table 1 - Common Objective Working Distances nekonecno Thhi »1 Insova. CIo’na
' Parfokalni Nastaveni 1.{5» e —— Numericka apertura
Manufacturer Correction Magnification Tpn::::.:] ]‘:J)\’::::;:ge vzda'lenOst numerické -- —\v e TIOUét.ka kryCiho 5k|a
—_ —— rox 0is N aomm (45 mm) apertury Barevné oznaceni zvétseni
Nikon PlanFluor 20x 0.75 0.35 mm

Nikon PlanFluor (oil) 40x 1.30 0.20 mm Krij S’k||C|‘(’O 2 Pracovni
Nikon PlanApo (oil) 60x 1.40 0.21 mm POdloznl SK"CKO\ : A4 VZdé'éﬂOSt

Nikon PlanApo (oil) 100x 1.40 0.13 mm




Numericka apertura

svetelnost objektivu a pomaha urcit volbu okularu

N.A. = numericka apertura = vztah mezi otvorovym Uhlem a lomivosti prostredi
= Ucinna svételnost objektivu

Plati: N.A. = n. sin a
n...index lomu prostredi (mezi objektivem a preparatem)
index lomu. vzduch 1,00026, voda 1,33, glycerol 1,473, sklo 1,5

d....polovicni vstupni Ghel paprskti do objektivu

Numericka apertura zavisi na polovicnim vrcholovém uhlu maximainiho
svetelného kuzele, ktery mize do cocky vstoupit nebo z ni vystoupit.

o Numerical Aperture ., _ ..
(a)a=7° NA=0.12
(b) o = 20° NA = 0.34

'ﬁ‘! /4 s "Rl (c)o=60° NA=0.87

2vétsenl

numericka apertura




Cim vétsi je N.A. objektivu, tim vyssi rozliSeni a zvétSeni ma objektiv.

Podle prostredi mezi krycim sklem a celni i
cockou objektivu rozliSujeme: A

suché objektivy: N.A. < 1

imerzni objektivy: N.A. > 1
(vodni imerze, olejova imerze)

Table 1 - Common Objective Working Distances

——
Manufacturer Correction Magnification Nf\‘:z::ti(r\:] E;‘::::::‘i

Nikon PlanApo 10x 0.45 4.0 mm

Nikon PlanFluor 20x 0.75 0.35 mm

Nikon PlanFluor (oil) 40x 1.30 0.20 mm

Nikon PlanApo (oil) 60x 1.40 0.21 mm

Nikon PlanApo (oil) 100x 1.40 0.13 mm 97




Imerze

Imerze je v optické mikroskopii technika, kterou se zveétsuje Gcinna
numericka apertura objektivu tim, ze se na kryci sklicko preparatu
kapne imerzni tekutina a objektiv se do ni ponori.

imerzni tekutina n

voda 1,333
glycerin 1,4695
Parafinovy olej 1,480
Cedrovy olej 1,515
Synteticky olej 1,515

Light Source Light Source

Princip imerze: paprsky od objektu sméruji do objektivu, dole s imerzi,
nahore bez ni. Pri prlichodu krycim sklickem se lomi podle toho, jaky je
index lomu okoli. Je-li mezi sklickem a objektivem tekutina se
srovnatelnym indexem lomu, vstoupi vic paprskl do objektivu.
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Immersionsvorteil-2.svg

Zvétseni mikroskopu

volba okularu

— -

zvétsSeni mikroskopu: okular x objektiv (nelze viak pouit jakykoli okular)

uZiteéné zvétseni mikroskopu — plati: 1000 X N.A. (hodnota je
podkladem pro vybér vhodného okularu)

0,40 x 1.000 = 400 (tj. uziteCné zvétseni), vhodny okular k tomuto
objektivu je 20x

Slabsi okular nedovoli pine vyuzit rozlisovaci schopnost objektivu, silnéjsi okulary
davaji prézdné zveétseni, které nezobrazi vice detaild a spise snizuje ostrost olggazu.



Uzitecne zvetseni
mikroskopu

Celkové zvetseni < N.A. objektivu x 1000
Priklad 1:
Objektiv 40x, N.A.=0,65
Okular (0,65 x 1 000) : 40 = 16,25
Okulary15x 40 x 15 = 600 < 650 O.K.

Priklad 2:

Objektiv 100x, N.A.=1,3

Okular (1,3 x 1000) : 100 = 13

Okulary 12,5 100 x 12,5 = 1250 < 1300 O.K.
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Hloubka ostrosti

Hloubka ostrosti je rozdil mezi vzdalenostmi nejblizSiho a
nejvzdalené€jsiho mista zobrazeného predmétu od objektivu, ktera jsou
zobrazena s jesté prijatelnou ostrosti. Méné zveétsujici objektivy
(napr. 4x, 10x) maji vetsi hloubku ostrosti oproti vice zvétSujicim
objektivim (napr. 40x, 60x, 100x).

Hloubku ostrosti Ize zvysit priclonénim nebo snizenim
postaveni kondenzoru. Tim mohou byt tedy zobrazeny detaily lezici
nad a pod objektem.
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Rozlisovaci schopnost
svetelného mikroskopu =

kriticky faktor ziskani kvalitniho mikroskopického obrazu
vzdalenost dvou bodd, které mikroskop zobrazi jako dva samostatné body

d = A/ N.A. |
d=A/nxsina -

d — vzdalenost dvou bod(

A — vinova délka svétla

n — index lomu prostredi mezi objektivem a krycim sklickem
a — polovina Uhlu kuzele paprskd, které mohou vstoupit do objektivu

RozlisSovaci schopnost Ize zvysit:

A = pouziti svetla s kratsi vinovou délkou (filtry)
n = zvysit index lomu prostredi pouzitim imerzniho oleje

oko 0,25 mm; svetelny mikroskop cca 0,2 pym; elektronovy mikroskop
0,1-0,7 nm



Optimalizace osvétleni v mikroskopu

Kohlerovo nastaveni osvétleni: CENTROVANY
SYSTEM - rovhomérné a maximalni osvéetleni
prihledného preparatu, lezicho v predmétové
rovineé. SoucCasné by mela byt dosazena nejlepsi
kombinace mezi rozliSovaci  schopnosti a
kontrastem.

Preparat lezi ve spolecném ohnisku objektivu a
kondenzoru.
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Svételné zdroje

R{zné zplsoby mikroskopického zobrazovani se rozliSuji na zakladé
druhu zareni prichazejiciho do objektu (svétlo viditelng, ultrafialove,
infracervené, polarizované apod.), nebo podle zplisobu usporadani
optické soustavy (prochazejici svetlo, odrazené svetlo, emitované
fluorescenci apod.).

Svetlo je viditelna Cast elektromagnetického zareni o vinove
délce 390-760 nm.

UV <390 nm IR > 760 nm

B

400nm 700nm
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Zakladnimi charakteristikami svétla jsou:

Rychlost (c¢) — ve vakuu je to 3.108 m.s-1 .

Frekvence (f) — pocet kmit{ za jednotku Casu

Vinova délka (A) — vzdalenost mezi odpovidajicimi si body sinusoidy. Udava
barvu svétla.

Amplituda (A) — nejvétsi odchylka sinusoidy od nulové hodnoty, na amplitudé

zavisi intenzita svétla.

Faze () udava v jaké casti viny (sinusoidy) se vinéni nachazi v ¢asovém

okamziku. Interference.

Vinova délka

(metry)

Radio Microwave Infrared  Visible Ultraviolet X-Ray  GammaRay ;L
Il Il [ i Il Il Il

L L L] L L L L
103 102 105 106 108 10010 1012

A VAR

dvé sinusové viny ve stejné fazi

Frekvence

(H2) . " Phase Shift
[ R amplituda ~
104 108 1012 1015 1016 1018 1020
- | K
: 4 e o1 i i
700 650 600 &850 500 450 400 (nm) !
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Fazovy posuv

R{zné casti objektd (nebo prostredi) maji riznou optickou hustotu.
Pri dopadu na objekt se paprsek odrazi bez zmény faze nebo se zménou

faze.
Pri prlichodu objektem dochazi k absorbci svétla (méni se amplituda)

nebo k posunu faze vinéni.

A index lomu = Konst

; index lomu = i.l. prostredi
amplituda ndex lomu prostied

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

o index lomu < i.l. prostiedi

veds

= konstantni prostredi
absorpce svétla (zmeéna intenzity, jasu)

= objekt je transparentni, zména indexu lomu
zpUsobi zménu drahy, posun faze) 106

= dopadajici paprsek
= odrazené paprsky
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Interference znamena vzajemné ovliviovani, proll'nénl' nebo
stretani vin. Pri ]e]ICh pohybu a prolinani se vzajemné zesiluji,

-

nebo vzajemne rusi. LIS

@)

Ty ‘ el \
Phase Shift w~eoler

dvé viny (S a S”) se stejnou fazi a se stejnou amplitudou

L pri s?tka'ni v bodé P . constructive Interference destructive Interference
vytvofi interferenci novou vinu s dvojnasobnou [
amplitudou v wave) ' Y wavel
el | wavell 8 wavell
g 2
3 g
2 3
resultant zero amplitud resultant
wave wave
TIME
TIME
|
u
Interference

minimalneé 2 vinéni stejné vinové délky (neni podminkou), drahovy
nebo fazovy posuv
mikroskopy s fazovym kontrastem a polarizaci



Kvalita zobrazeni biologickych objekt{l zavisi na

1. uzitecne zvetseni

1.rozlisovaci schopnosti mikroskopu
2.kvalité osvétleni preparatu
3.kontrastu obrazu
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Vady optickych soustav

Otvorova (kulova) vada (sféricka
aberace) vznika pri zobrazeni osového
bodu Sirokym paprskovym
svazkem.

Obrazem bodu je kruhova ploska
(neostrost obrazu).

Barevna vada Pri prlichodu ¢ockou s ol st
barevnou vadou dochazi k rozkladu
sveétla.

V dlsledku barevné vady je obrazem
bodu bod urcité barvy, ktery je
obklopen mezikruzimi jinych barev
(duhové zabarveni okrajl, neostrost
obrazu).

£
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Dopadajici svétlo

informace o povrchové strukture TM

kutikula zvireciho chlupu
v dopadajicim svétle optického mikroskopu
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Mikroreliéf povrchu TM

Postup:
1) Naneseni tenké vrstvy rychle tuhnouci prihledné hmoty (4 — 8%
roztok celoidinu v acetonu) na chlup.
Otisk se sejme (sloupne) a prenese (prilepi) na podlozni sklicko,
(doporucuje se eventualné lepici pasku zhomogenizovat namocenim
v benzenu a vysusenim).

tekud hmota —erzecwms Tl —

o W e e e WM
F:II L

2) Vlas/chlup se umisti do média (napr. lak na nehty, lepidlo),
po zaschnuti se vlas/chlup vyjme a otisk (na lepici pasce) pozoruje
v_mikroskopu.

3) Otisk chlupu v Mikrosilu.
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Otisk zvireciho chlupu
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Prochazejici svétlo

osvétleni difizni, Kohlerovo osvétleni




Frits Zernike, 1934 - Nobelova cena

Fazovy
Zména faze svétla. Interference vin (viny beze zmény a viny se
zménou faze) Obraz se vytvari interferenci fazové posunutych

a neposunutych paprskil. Dochazi ke zméné intenzity svétla
(rozdily amplitudové). Fazové objekty pak vypadaji jako tmaveé

nebo svétlé viici svému okoli (pozitivni nebo negativni
kontrast). Technika umoZnuje zviditelnit jemné struktury. 7%%%&

OBRAZOVA ROVINA

délka A

nedifraktované

\
ot S i fazova desticka (difrak&ni ploska)
;‘/dlfrakmvané objektiv
‘ll drent
\
AJ% = _, -
] d ;
K] o
ZADN{ | 7
OHNISKOVA &= ! L‘—- FAZOVA MASKA Q ?
ROVINA —
OBJEKTIVU 't: i & ~___~ objekt
i Q
Ity 4_”—-‘
/
PREDMETOVA ROVINA
Kondenzorova maska (Stérbinova, S
kondenzor .
KONDENZOR apertura)

(pFevadi neviditelné fazové rozdily na
rozdily amplitudové)

* KONDENZOROVA
MASKA

@ Objektivy pro fazovy kontrast - fazova desticka
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Fazovy kontrast

Na kondenzor se umisti kondenzorova maska s kruhovou
stérbinou, kterou pronika svéetlo do objektu. V objektivu, v misté
obrazu kondenzorové masky, je umisténa fazova maska. V misté
sterbiny u kondenzorové masky je u masky fazové naparena
polopropustna vrstva kovu, ktera meéni fazi svétla o ctvrtinu
vinové délky. Diky tomuto usporadani prochazi nedifraktované
(neohnuté€) zareni ze zdroje (Stérbiny kondenzorové masky) tou casti
fazové masky, ktera meéni fazi svétla. Ostatni vinéni, které se na
objektu ohnulo a nebo zlomilo, projde beze zmény. Pri interferenci
vin v obrazové roviné se ¢asti objektu, které rliznym zplsobem méni
fazi svétla, projevi rtiznou intenzitou svétla. Tato technika
prevadi rozdily v posunu faze svétla prochazejiciho rtiznymi
castmi objektu, které nevidime, na rozdily v intenzité svétla,
kterou mlizeme pozorovat.
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Polarizacni mikroskopie

Svétlo kmita v riiznych rovinach, polarizované svétlo kmita v jedné roviné.

Slozené paprsky
po interferenci

Polarizator — polarizacni filtr
Ze svétla je vybrana pouze tu ¢ast svétla,
jejiz vektor elektrické intenzity kmita
pouze v jednom sméru a zbytek je
pohlcen.

Mimorfadny o . p:::;yck

paprsek

w— (Objecktiv
= [— OtOCnY
. } stolek

m— Polarizator o

— ()streni

ze zdroje

Kazdy polarizovany paprsek vychazejici z polarizatoru se pri prichodu dvojlomnym objektem
rozklada na dva paprsky — paprsek radny a mimoradny. Ty jsou proti sobé fazove

posunuté. Po prlichodu analyzatorem dochazi k interferenci (skladani) téchto dvou paprsktd do
stejné roviny kmitu a obraz objektu se jevi jako svetly na tmavém pozadi, resp. barevny na




Polarizovaneé svetlo




Fluorescence

CCD kamera

Polea Zarovka
syételnd
membrana

Okulary

8 Rtutova
vybojka

Dechovy stit ==
(UVELL) o ektiv
Stolek
Kondenzatorovavé:

Ram mikroskopu

Reguldtor svétla

Pole objektivu
zarovka

Podstavec =——

Pridavny
svételny filtr

FLUORESCENCE

Zdroj svétla

dichroické zrcadlo
T

Wolframova halogenova

Excitacni Mxci Bariérovy
filtr t filtr
/’// i \\\\‘ Emit
detektor Vysetrovany vzorek
emisni filtr
i
————

E

zdroj svétla|

excitacni filtr

objektiv

vzorek

fluorochromy se vazou na bunécné struktury

Ze zdroje svétla je pomoci tzv. excitacniho filtru propusténo pouze svétlo urcité vinové délky AExci, které dopada
na vysSetrovany vzorek. Zde dochazi k fluorescenci, priéemz vzorek emituje svétlo o vinové délce Aemit > Aexcit.
Pomoci tzv. bariérového filtru je do oka pozorovatele propusténo jen svétlo emitované oko vidi jen ty ¢asti vzorku,

které emituji svétlo o vinové délce Aemit.



Fluorescence

vazba fluorochromu na bunécnou slozku

DAPI (Dann,1971) — vazba na DNA
(DAPI=4",6-diamidino-2-phenylindol)

absorpce UV (358nm)
modra emise (461 nm)
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Hematoxylin

120



Geneticke zkoumani

= nuDNA - korinky
= mtDNA - stvoly

125 rRNA

cytochrome b
165 rANA g

tRARAPTE

tAMALEY

\ Subunits of MADH

dehydrogenase

Subunits of
cytochrome ¢
oxidase

ATP synthase
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Pohlavi
(lidsky TM)

Screening — vysetreni sex chromatinu (Baarovych télisek).
Pro hledani se odebiraji bunky epitelialni pochvy vlasu
nebo bukalni sliznice.

Baarovo telisko = vytvoreno u zen, kratce po vytvoreni
zygoty = inaktivni chromozom X s kondenzovanym
heterochromatinem ulozenym blizko jaderné membrany;
vybér jednoho z chromozom(l X, ktery se stane inaktivni, je u
kazdé bunky nahodny.  makiacexcromozom st

)

zygota

¢l
@
@
@ 122
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Baarovo telisko

pritkaz po dodani fluorescencni znacky (fluorochromu) — fluorescence

47 + XXX

ma dve Baarova
téliska, frekvence
vyskytu je asi 1/1000
narozenych dévcat

& Klinefeltertiv sy
© Turnerdlv sy

4 ?; x “;

x —
a8 xy N1=2 = iy I

& 2001 TGU

N je potet X a (N-1) je pofet inaktivovanych X chromozomd 123




Biochemické metody

sérologické vysetreni — aglutinogeny (antigeny) A,B,
sérologicka inaktivita

glykovany keratin (glykace proteint keratinu) — diabetes
mellitus
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A\ A4 y

Pricné prurezy stvolu

nabrusy

bruska 125



A\ A4 y

Pricné priirezy stvoli
zvirecich chlup
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Priprava pricnych prirezi
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nitrat celuléozy (celoidin)+ aceton
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Priprava pricnych prirezi
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Rychlé proteomické rozliseni zvirecich chlup pomoci
hmotnostni spektrometrie
Anna Zubova, Karin Humpolakova, David Straka, Tatiana Smirnova,
Pavel Cejnar, Stépanka Kuckova

Obr.3  Analyza chlupt domestikovanych a divokych zvitat pomoci PCA Obr.4  Analyza srsti u lesnich zvifat pomoci PCA. Legenda: D — danék,
Analysis of hairs of domesticated and wild animals by means SI—jelen, SR - srnec / Analysis of fur of wood animals by
of PCA means of PCA. Explanatory notes: D - fallow deer, SI - red deer,
SR - roe deer
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Priikaz xenobiotik

Xenos = cizi bios = zivot

Xenobiotika = latky cizorodé organismu; biotransformace v
organismu

pasivni inkorporace, pasivni kontaminace, difiize z potu a
kozniho mazu

komplexni a segmentarni analyza marker(
(Iatka témér nezménéna az metabolit)

= jedy (arsen, thallium)

= drogy (heroin, kokain, marihuana, LSD)
= |éky (sedativa, antidepresiva)
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= ES

File Edit “iew Display MGCA Tool: Window  Help -8 X
Analytical Instruments lé EE .

12 popel [2],
1,50+

. Chemicka analyza

.« = rentgenova fluorescenéni mikrospektrometrie XRF -
umoznuje multiprvkovou analyzu, XRF spektrometry jsou
pou |vany k identifikaci prvkd v 4tce a k uréeni mnozstvi téchto

Prvku;
= atomova absorpcni spektrometrie’ (AAS) stanovi
401 kongentraci sledovaného prvku; dalSi pfitomné prvky mohou

vysledek negat vne ovlivnit — rusivy vliv;

= neutronova aktivacnijanalyza (NAA) - stanovi kvantitativni
i kvalitativni zastoupeni J branych prvkd ve zkoumaném vzorku;

= hmotnostni spekrometrie, — analyticka /metoda slouzici k
104 Fevedeni molekul na ionty, (rozliSeni téchto iontl podle poméru
hmotnosti a naboje ( [z) la nasled e zaznamu relativnich
it ]eno I|vyc jontt

o 4 -4
5.0 55 E.0 £S5 70 75 8.0 8.5 3.0 35 10.0 105 E ey

Charinel 224
E/ke: 5,391 131
Impulze: 24

. - - - -
i I Select a menupoint or click on a function button on the function bar.



Thallium

Thallium se hromadi v anagennich folikulech; tmavé hnéda nebo
cerna depozita; porusena keratinizace; vlasy se lamou ve folikulu a
masivné vypadavaji (alopecie).
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Chemicka analyza viasi

Napoleon — arsen (NAA)
Peruanska mumie — kokain
Beethoven — olovo
Kazuistika — psychofarmaka
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