|Cyto|ogie a morfologie bakteriil

Cytologie — (fec.kytos — dutina, logos —hauka) — je véda studujici
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Morfologie - (fec. morfe tvar, logos fe€, nauka) - nauka o struktufe, tvaru a vyvoji biologickych objekt.

Literatura:

Prescott L.M., Harley J.P., Klein D.A. (2005) Microbiology, 6th edition. McGraw-Hill, NY
Perry, Staley — Microbiology: Dynamics and Diversity
Balows, Triiper, Dworkin — Prokaryotes

++ Burika - definice
+¢ rozdily bunék prokaryot, archeii a eukaryot
+ velikost a tvar bakterialni buriky

Historicky vyvoj bunécné teorie

e rozvoj mikroskopie (17. stoleti aZ souasnost)

e Jan Evangelista Purkyné (1787 —1869) jako prvni vyslovil r. 1837 mySlenku o principialni analogii ve
struktufe ZivoCiSného a rostliného téla (pfednaska , O Zaludecnich Zlazéch a podstaté tréveni®)

e Matthias.J. Schleiden ( 1804-1881) botanik, studoval rst rostlinnych tkani a popsal objev rostlinnych
bunék, Theodor Schwann (1810-1882) studoval tkané Zivocichli a zejména burky tvofici michu. Ukazal,
Ze embryo vznika z jedné buriky délenim. Spole¢né pak v r.1839 zformulovali roztfisténé poznatky, do
sjednocujici bunééné teorie, Ze cely vyvoj Zivé pfirody se opira o rlst a tvofeni bunék, a Ze buriky
rostlin a zivoCichl se shoduji tvarem a funkci. Burika je zakladni, stavebni a funkéni jednotkou zivych
organismd.

1. V8echny organismy jsou tvofeny jednou nebo vice burikami

2. Burika je z&kladni jednotkou Zivota — nejmensi jednotkou, ktera spliiuje v3echny charakteristiky
Zivota.

3. Bunky vznikaji z jiz existujicich bunék (tento bod byl pfidan az dodate¢né).

e  Rudolf Virchow (1821-1902) némecky patolog, tvrdi r. 1858, Ze nové buriky vznikaji jen délenim z jiz
existujicich (Omnis cellula e cellula —kazda burika z bunky.) ,Kde existuje burika, tam musela existovat
burika i pfed ni, stejné jako zvife vznika z jiného zvifete a rostlina z jiné rostliny...* Pro své tvrzeni
ovdem nemél jednoznacény dlkaz.

e Ten pfiSel az s brilantnimi experimenty francouzského chemika Louise Pasteura (1822-1885). Pasteur
byl od mladi bojovnik, ktery se nebal postavit tvrzenim i mnohem znaméjSich védcu, nez bylo on. V roce
1854 se zacal zajimat o proces fermentace. VétSinou se v tanku timto procesem vytvarel kvalitni
alkoholicky napoj, ale ¢as od Casu se v tanku néco zkazilo a vSe se muselo vyhodit. Pasteur zjistil, Ze pfi
zdravém procesu se v tanku nachazi pouze buriky kvasinek, zatimco pfi zkaZeni se tam objevuji
podstatné mensi podlouhlé buriky, které pfed tim nevidél. Pasteur se ptal, kde se tam berou. V té dobé
si vSichni mysleli, Ze se tu a tam tyto organismy spontanné v tanku objevi. Ale pro¢ jen v nékterém a




jiném ne. Pasteur pfiSel s napadem, Ze spory téchto organisml se do tanku ob¢as dostanou otevienym
otvorem ze vzduchu. Izoloval tedy tanky a zjistil, ze tim zabranil zkazeni. Okamzité si uvédomil, co tento
objev znamena pro teorii spontanniho tvofeni bunék. Vytvofil proto presvédCivy experiment, kdy medium
v barice zahfal plamenem tak, Ze zabil veSkeré Zivé organismy. Pokud ovSem toto medium nechal stat
nékolik dni se snadnym pfistupem vzduchu, za¢ali v ném rlst organismy nové. Pokud ovSem pfistup
vzduchu zkomplikoval trubici ve tvaru S tak, aby se pfi ochlazovani média kondenzujici voda ze
vzduchu zachytila v prohlubni trubice (a s ni i vnikajici mikroorganismy), zlstalo médium Gisté.

e rozvoj biochemie, (1.polovina 20.stoleti)

o 1953 struktura DNA (Watson, Crick a Franklinova)

« informacni exploze poznatki béhem prudkého rozvoje molekularni biologie (2.polovina 20. stoleti az
soucasnost)

Bunka

o je minimalni jednotka strukturni, funkéni a reprodukéni

o zaujima v organizaéni hierarchii Zivych soustav zvlastni postaveni tim, Zze je zakladni a souCasné
minimalni jednotkou (systémem), ktera vykazuje vSechny znaky zivé soustavy. Tzn., ze je dale
nedélitelna na jednodussi slozky, které by vykazovaly vSechny zakladni znaky Zivé soustavy a sou¢asné
i to, Ze vSechny slozitéj$i zivé soustavy pouzivaji buriku jako svij strukturalni funkéni subsystém

o déleni buriky je jedinou formou reprodukce Zivych soustav, u jednobunéénych organisml se burika
pouze rozdéli

o ztermodynamického hlediska predstavuje otevfeny systém, v némz dochazi k trvalé vyméné latek,
energie a informace s okolim

o dalsi funkci je rdst a rozmnozovani probihajici v prostfedi méné komplexnim, nez bunka sama
(odlidnost od virli a bakteriofagu); nese NK + synteticky aparat biopolymer(

Rozdily bunék prokaryot, archeii a eukaryot

Rozlisujeme tfi hlavni funkéni principy organizace bunky
» Pamétovy princip (tvofen organizaci nukleovych kyselin )
» Membranovy princip (existence biomembran, podili se rozsahle na toku latek,energie a informace)
> Princip cytoskeletalni ( existence vlaknitych bilkovinych struktur v cytoplazmé bunék, i ten, zda se,
nalézé analogii u vSech typud bunék )
Dle povahy vnitfnich struktur rozliSujeme dva typy bunék z nichz mohou byt organismy slozeny —
prokaryoticky a eukaryoticky typ bunék.

Prokaryoticka bunka

Struktura je rozliSena na jadro, cytoplazmu a cytoplazmatickou membranu.

Zakladnim znakem prokaryotickych bunék je to, ze jejich bunééné jadro, které vzdy obsahuje dsDNA,
neni proti cytoplazmé ohraniéeno membranou a nedéli se mitoticky.

Bunécné jadro se vyznaduje takovymi vlastnostmi, ze se oznacuje jako jadro prokaryotické - nukleoid.
Obvykle obsahuje jednu molekulu ds DNA (chromozom prokaryotické buriky), ta u vétSiny kruZnicova
(lineérni ds DNA napf. u Borrelia burgdorferi, Streptomyces lividans).

Rozmnozovani je nepohlavni a realizuji se vSechny zplisoby prenosu genetické informace: replikace DNA,
jeji transkripce a translace mRNA.

Neobsahuje ani mitochondrie, ani chloroplasty.

Ribozomy obsahuji nasledné druny rRNA : 5S-16S- a 23S-rRNA, sedimentacni koeficient
prokaryotickych ribosomu je 70S.

V8echny bunécné Zivé soustavy se klasifikuji do tfi domén (doména je hierarchicky nejvyssi taxon, pod
doménou je fiSe) Bacteria, Archea a Eukaryota.




++ Organismim domén Bacteria a Archea je spolecny prokaryoticky typ buriky, lisi se vSak v nékolika
podstatnych znacich.

Sgoleéné znakx organismﬁ v doméné Bacteria

= Bakterialni 16S-rRNA obsahuje sekvence specifické jen pro bakterie a sekvence podobné eukaryalni 18S-
rRNA a archealni 18S-rRNA.

VétSina bakterii disponuje bunécénou sténou, jeji zakladni sloZkou je peptidoglykan neboli murein.

Lipidy cytoplazmatické membrany bakterii maji esterovou vazbu mezi glycerolem a vy$Simi mastnymi
kyselinami.

Pfi syntéze polypeptidového Fetézce se v bakteriich zafazuije jako prvni amk N-formylmetionin.

Stran vyzivy jsou bakterie autotrofy (foto-,chemo-) nebo heterotrofy (foto-, chemo). Pokud jsou fotoautotrofni,
pak uskuteCriuji fotosyntézu anoxigenniho typu (neuvolfuji molekularni kyslik pfi fotosyntéze). Jen sinice
uskutecriuji fotosyntézu oxygenniho typu.

Sgolec‘:né znakx organismﬁ v doméné Archea

= Archeélni 18S-rRNA obsahuje sekvence specifické jen pro archea a sekvence podobné eukaryalni
18S-rRNA a bakterialni 16S-rRNA, fylogeneticky blizSi doméné Eukarya. Neobvykla RNA (bez T a dHU).
Zakladni slozkou bunééné stény je pseudopeptidoglykan neboli pseudomurein.

Lipidy cytoplazmatické membrany archeii maji etherovou vazbu mezi glycerolem a vy$§imi alkoholy.
Dietherové lipidy tvofi dvouvrstevnou membranu, zatimco tetraéterové pfedstavuji v cytoplazmatické
membrané spojeni dvou lipidovych vrstev v jednu.

Geny prepisované do tRNA a rRNA archeii obsahuji introny.

Archedlni translace se vyznaCuje jak prvky translace bakterialni, tak i jeSté nevyvinutymi, rudimentarnimi
prvky eukaryalni translace. Prvni aminokyselinou je metionin.

= Proteosyntéza je inhibovana anisomycinem

¢ Eukaryoticky typ bunky maji organismy domény Eukaryota .

Eukaryoticka burika

o Struktura je rozliSena na jadro, cytoplazmu a cytoplazmatickou membranu.

aQ bunécné jadro obsahuje komplex dsDNA, histont a proteinti nehistonové povahy. Chromozomy jsou
tvofeny linearni DNA. Jadro je proti cytoplazmé ohrani¢eno membréanou a déli se mitoticky (tim se
zajist'uje rozdélenim chromozomu do bunék).

O Sténa bunék se sklada z chitinu (houby), celulozy (rostliny), Zivo¢isné bunky sténu postradaji.

0 Bohatstvi membranovych kompartmentd. V cytoplazmé se oproti prokaryotické burice nachazi organely,
jsou to zvlasté mitochondrie a v rostlinnych burkach i plastidy (mitochondrie a plastidy jsou membranou
oddéleny od ostatniho kompartmentu buiky a obsahuji alespon jednu kruznicovou molekulu dsDNA,
v mitochondriiich je oxidativni fosforylaci ziskavano ATP a v chloroplastech,jednom tz typu plastid(i, probiha
fotosyntéza za UcCasti chlorofylu) DalSimi typickymi organelami jsou endoplazmatické retikulum, Golgiho
aparéat a lyzozomy.

0 RozmnoZovani nepohlavni a pohlavni

0 Ribozomy obsahuiji nasledné druhy rRNA : ,sedimentacni koeficient eukaryotickych ribosomu je 80S.

prokaryota eukaryota Tabulka: Vyhody jednotlivych typi bunééné
nukleoid nukleus architektury

volné polysomy ribosomy asociované s RER e  RER drsné endoplazmatické retikulum
chybi ER RER.SER . SER hladké endoplazmatické retikulum
volné enzymy lyzozomy

protone motive force: pmf mitochondrie




A Comparison of Prokaryotic
and Eukaryotic Cells

Features held in common by the two types of cells:

Features of eukaryatic cells not found in prokaryotes:

Plasma membrane of similar construction

Genetic information encoded in DNA using identical genetic
code

Similar mechanisms for transcription and translation of genetic
information, including similar ribosomes

Shared metabolic pathways (e.g., glycolysis and TCA cycle)
Similar apparatus for conservation of chemical energy as ATP
(located in the plasma membrane of prokaryotes and the
mitaochondrial membrane ui—cukﬂr}'utr: 5)

Similar mechanism of photosynthesis (berween cyanobacteria
and green plants)

Similar mechanism for synthesizing and inserting membrane
proteins

Proteasomes (protein digesting structures) of similar
construction (between archaeabacteria and eukarvotes)

Division of cells into nucleus and cytoplasm, separated by a
nuelear envelope containing complex pore structures
Complex chromosomes composed of DNA and associated
proteins that are capable of compacting into mitotic structures
Complex membranous cytoplasmic organelles (includes
endoplasmic reticulum, Golgi complex, lysosomes, endosomes,
peroxisomes, and glyoxisomes)

Specialized cytoplasmic organelles for aerobic respiration
{mitechoendria) and photosynthesis (chloroplasts)

Complex cytoskeletal system (including microfilaments,
intermediate filaments, and microtubules)

Cumpl:x ﬂ:.igr:[]a and cilia

Capable of ingesting fluid and particulate marterial by enclosure
within plasma membrane vesicles (endocyrosis and
phagocytosis)

Cellulose-containing cell walls (in plants)

Cell division using a microtubule-containing mitotic spindle
that separates chromosomes

Presence of two copies of genes per cell (diploidy), one from
each parent

Sexual reproduction requiring meiosis and fertilization
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tyto linie:
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>

% Prokaryotické i eukaryotické buriky se vyvinuly z hypotetického predka,
jemuz pfedchazela jeté jednodu$si ziva soustava — tzv. progenot
(vznik mezi 3,8 az 4,2 x 10° pfied souCasnosti). Od univerzalniho pfedka
se odvinuly zakladni vétve (linie) organizm(, vyjadfené univerzalnim
fylogenetickym stromem ( sestaven na zakladé srovnani sekvenci
nukleotidl 16S-rRNA u prokaryot a 18S-rRNA u eukaryot). Jedna se o

linie sméfujici k bakteriim
a linie,vétvici se na dalsi dvé

¢ na jednu sméfujici k archeim
e anadruhou k eukaryim.
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Velikost a tvar bakterialni buriky — ivod, viz prednaska 2
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siroké spektrum velikosti

(Od bakterii velikosti nejvétsich virl az po prokaryotni burky viditelné pouhym okem, od 0,1 do 600 pm )

= NejmenSi (napf. néktefi pfislusnici rodu Mycoplasma) méfi prdmémé 100 az 200 nm , coZ je

srovnatelné s rozméry vird (adenoviry).

= Escherichia coli, pfiklad baktérie primérné velikosti, je1.1 az1.5 pum Siroka a od 2.0 do 6.0 um dlouha

= Nekteré spirochety dosahuiji délky 500 um. Cyanobacterie Oscillatoria ma primér asi 7 um (stejné jako
¢ervena krvinka savcl). Obrovska bakterie Acanthurus nigrofuscus Zije ve stfevé ryb rodu Acanthurus.
Epulopiscium fishelsoni dosahuje skoro délky pomlI¢ky na papife, dorlista témér 600 pum.




= 750 pm - nejvétSi zndma prokaryotni burika, objevend r.1997:
Thiomargarita namibiensis, coz znamena "sirova perla Namibie." (uvnitf
buiky jsou zfetelnd sirna téliska; bakterie zije na pobfeznich
sedimentech v Namibii; anaerobni respirace
nitratd; zdrojem energie je sira). Pro pfedstavu:
kdyby nejvétsi pfislusnici rodu Thiomargarita byly
velci jako modra velryba, pak by bakterie bézné velikosti dosahovaly rozmérd
Cerstvé narozenych mysi a vy8e zminéna Epulopiscium by byla velka jako lev.

= Vkontrastu k obrovské thiomargarité zmifime existenci extrémné malého
eukaryotniho jednobunééného organizmu zvaného Nanochlorum eukaryotum. Dosahuje priméru jen asi
1 az 2 um, coz odpovida prdméru E. coli, pfesto je skute¢né eukarotni (ma i jadro, je vybaven
chloroplasty, mitochondriemi) (dle str. 39-41 Prescott et all. 1996).

» Je tak vidét, ze nékolik bakterii je daleko vétSich nez primérna eukaryotni burika a naopak, a ze
tedy zmifovat velikost mezi znaky odliSujicimi prokaryota a eukarota je minimainé diskutabilni (dle
str. 41,Prescott et all. 1996)

» Vyznam velikosti bakterii: diky povétS§inou malé velikosti maji bakterie velky pomér povrchu
k objemu (napf. kulovitd bakterie o priméru 2 um disponuje plochou povrchu o asi 12 um? a
objemu okolo 4 um3. Pomér povrchu kobjemu tak €ini 12:4, & 3:1.0proti tomu, buriky
eukaryotické s primérem 20 um maiji povrch 1200 um? a objem asi 4000 um?. Pomér povrchu
k objemu zde ¢ini 1200:4000, ¢i 0.3:1.), coz znamena, Ze vSechny vnitini ¢asti buriky jsou blizko
povrchu a nutrienty tak snadno a rychle dosahuji vSech €asti ( str. 75,Black 1996). Je to také jeden
z duvod, pro€ jsou prokaryota tak Uspésna i pies jejich relativné jednoduchou stavbu.

= Poznamka: ,Epulopiscium fishelsoni (az 600 um), pfibuzny G+ rodu Clostridium, Epulopiscium appears
to overcome the size limits set by diffusion by having an outer layer consisting of a highly convoluted
plasma membrane. . . The bacterium reproduces when between one and about seven daughter cells
develop asexually within the parent and then escape through a centrally located slit in the parental cell
envelope

% Siroké spektrum tvard bakterialni buniky

— Bacterial Morphology
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. Gram-positive cocci in grapelike

clusters (staphylococci)

2. Cram-positive cocci in chains

(streptococci)

3. Cram-positive cocci with capsules

(pneumococci)

. Gram-positive, clubshaped,

pleomorphic rods (corynebacteria)

. Gram-negative rods with pointed

ends (fusobacteria)

. Gram-negative curved rods

(here commashaped vibrios)

. Gram-negative diplococci, adjacent

sides flattened (neisseria)

. Gram-negative straight rods with

rounded ends (coli bacteria)

. Spiral rods (spirilla) and Gram-negative

curved rods (Helicobacter)

10. Peritrichous flagellation
11. Lophetrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores
(sporulation) in cells of the
genera Bacillus and
Costridium (spore stain)
a) Central spore, vegetative
cell shows no swelling
b} Terminal spore, vegetative
cell shows no swelling
c) Terminal spore (*tennis
racquet”)
d) Central spore, vegetative
cell shows swelling
) Terminal spore
(*drumstick™)
14. Free spores (spore stain)




Morfologie kolonii — uvod, viz pfednaska 2

Kolonie bakterialni = spolegenstvi bunék vzniklé obvykle na povrchu pevné kultivaéni pady z tfeba i jediné
Zivotaschopné buriky.

= Velikost (prdmér; mm)

= Tvar - kolonie pravidelna kulata, ovalna, nepravidelné lalo¢nata, vlaknita, rhizoidni, plazici se

= Profil - kolonie vyvySena, plocha, pupkovita,miskovita ...

= Okraje — pravidelné, filiformni, lalonaté, okrouhlé ...

= Povrch - hladky, leskly (S - faze), matny, drsny (R- faze), krabaty

= Transparence — priihlednd, priisvitna, neprisvitna kolonie

= Barva- kolonie bezbarva, ¢i pigmentovana :nadedla, bélava, Zluta ...

> Dal$i znaky popisované na bakterialni kolonii:
" Viné, zapach - po jasminu, Zluklém masle, ovocny ...
. Tvorba mycelia
" Zmény media — dvorec zbarveni, hemolyzy, precipitatu
= Konzistence - zjistuje se bakterialni klickou (viskdzni, mazlava, drobiva, zarista do agaru)

Form

Circular Irregular Filamentous Rhizoid
Elevation
Raised Convex Flat Umbonate Crateriform
Margin
Entire Undulate Filiform Curled Lobate
Kolonie Bacillus mycoides Kolonie Serratia marcescens
Pohyb bicikl proti sméru hodinovych @ 0,4mm (Neubauer Z.)

rucicek
Mefitko: 1cm (Di Franco a kol. 2002)




Q lupa, mikroskop, snimaci technika slouzi ke sledovani

morfologie kolonii,

e povrchd bunék,

e pohybu a struktur pohybu bunék

e rUstovych cykld buriky
Mikroskopie

Historie mikroskopie

Lidské oko ma rozliSovaci schopnost jedné obloukové minuty, coz odpovida pfi pozorovani z konvenéni

zrakové vzdalenosti bodim vzdalenym od sebe asi sedm setin milimetru. PouZitim lupy redukujeme tuto
vzdélenost asi desetkrat.

Lupa je nastroj pouzivany na optické zvétSeni pozorovaného pfedmétu. Sklada se z ¢ocky, vyrobené

typicky ze skla,nebo prihledného plastu a drzatka, které mize mit mnoho riznych podob, od prosté tycky, za
kterou Ize lupu drzet, pfes rizné stojany, az po pouzdra, do kterych Ize lupu zaroven uschovat.
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640 pf.n.l. nejstarSi zbytky Cocky (Ninive)

424 pi.n.l. prvni pisemné zminky o ¢oCkach, Aristofanova hra The Clouds , kde zmifiuje opticky systém pro
zapalovani

1.stoleti n.l. spisy Plinia Starsiho (23-79) poukazuiji na znalost ¢ocek jako prostfedku ku vytvofeni ohné ve
starém Rimé.a zmifiuje asi prvni korekci zraku Gotkou: Nero (dajné sledoval zapasy gladiatord krystalem
emeraldu, ¢imz snad korigoval svou kratkozrakost. Plinius i Seneca Mladsi (3 pf.n.l. — 65) popisuiji efekt zvétSeni
obrazu pomoci glébu naplnéného vodou.

10. stol. Arabsky matematik Ibn Sahl (940-1000) uzival pravidel, dneSnich snellovych zakon(, pro vypoCet
zakfiveni ¢ocky. Ibn al-Haitham (965-1038) prvni velké pojednani o optice, kde popsal Ucast Cocky oka na vzniku
obrazu na sitnici lidského oka.

docky z brousenych krystalll vyrabény ve vikingském pfistavu Frojel, kraj Gotland ve Svédsku od 11. do 12. stoleti
méli kvalitu zobrazeni srovnatelnou s asférickymi okami z padesatych let 20.stoleti.

Od 11. stoleti, Evropa ¢teci kameny ( hemisferické prisvitné objekty poloZzené na text, slouZily ke &teni pro
dalekozraké)

80. léta 13. stoleti vynalez bryli zfejmé Italie.

1451 Nicholaus Cusanus, némecky kardinal, povaZzovan za objevitele pfinosu spojnych oek pro korekci
kratkozrakosti

60. léta 19.stoleti Ernst Abbe (1840-1905) zakladatelem teorie optickych pfistroji a autorem optického pfistroje,
ktery nese jeho jméno — Abbeho komparator. Svou, tzv. Abbeho teorii zroku 1873 zaCal novou epochu

konstruovani mikroskop(. V roce 1866 vyvinul apochromatické objektivy. Je po ném pojmenovano Abbeho éislo,
udavajici disperzni mohutnost daného prihledného prostfedi v oblasti viditelného svétla.

Mikroskop (Cesky téz drobnohled), je opticky pfistroj pro zobrazeni malého sledovaného objektu ve vétSim

zvétSeni. Zakladem jsou dvé soustavy ¢oCek: objektiv a okuldr.

, Zacharias a Jan Janssenovi- sestrojili prvni mikroskop

ltalové pripisuji objev mikroskopu druziné kolem Galilea Galileiho (1564 -1642) .Ital Stelluti (1630) poprvé
pozoroval objekty mikroskopem, Ital Marcelo Malpighi (1628-1694) popsal struktury nékterych organ( stejné jako
Anglican Grew (1641-1711).
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“I took a good clear piece of Cork  Buitku poprvé popsal Anglican Robert

-1 - 1 L . .

f{nd with a PE“_ Knife fhgpen d as Hooke (1635 —1703) Zkoumal parafinové
een &;S. a r:;lzfn e f':f t o an fezy rostlinného materialu — napf. korek,
Eiiﬁ?;;?lilﬁlﬁiﬂiisi?h lm'v or ve kterém pozoroval mnoho komdrek
MCI‘DS;‘:DDE I could exeee;ling]v bunky). v pré.c ! m.azvané MlcrOQra.phla
plainly perceive it to be all - 1665)| zvefejnil pojednani o pouZti a
D erfm: ated and porous These vykonnosti jim sestrojeného drobnohledu a
pores, or cells, were not very deep, shrpul , végchny dosavaldrli poznaltky,
: slozeny mikroskop, 3 ¢ocky, studium

but consisted of a great many - o, .
little Boxes.” anatomie a embryologie, zaklady cytologie

These words were written by Robert
Hooke in 1665. The pores or cells that
Hooke described were really —

¢+ Antony van Leeuwenhoek ( 24.10.1632 — 26.8.1723)

o holandsky pfirodovédec, plivodné amatér, zakladatel védecké mikroskopie Unikatni typ naturalisty, ktery
se diky cilevédomosti stava jednim z nejvyznamngjSich védcl 17.stoleti. Jako prvni pozoroval ,Zivot* pod
jednoduchou, ale velmi kvalitni CoCkou mikroskopu. Viyznamny kritik soudobé védy.

e Narodil se vrodiné koSikafe. Vystfidal mnoho zaméstnani (obchodnik v Delftu..). Zajem o
mikroskopovani projevil, kdyz bratfi Janssenovi sestrojili prvni mikroskop. Sam sestrojil vice nez 400 mikroskop,
nékteré zvétSovaly az 270krat. Setkaval se s védeckou kralovskou spolecnosti v Londyné; od r.1673 ji posilal sva
pozorovani ve formé ,listd". -

e Objevil protozoa (,animalicula“) a spermatické burky. Bosbogol
Popsal konjugaci u Vorticelly
1675 — objevil infuzéria
objev pficbého pruhovani svall, proudéni krve v kapilarach
1677 - objev spermatickych bunék u zvifat
1683 - objev mikrobd v zubnim hlenu (vyznam jesté neznal)

1722 — souborné Etyfsvazkové vydani jeho zprav ,Opera omnia“ (Sebrané spisy)

< [60,léta 19.stoleti, Abbe viz vyse
e korekce aberaci, imerzni objektiv
% [1881], Ehrlich
e prvni vitalni barveni methylenovou modfi (rozliSeni Zivych bunék)
< [1884, Gram
o diferencidlni barveni
% [1931], Ernst Ruska (1906 — 1988)
e transmisivni elektronovy mikroskop(TEM)
+«+ Gerd Binning a Heinrich Rohrer (IBM, Zurich) - skenovaci tunelovy mikroskop (scanning tunneling microscope,
STM). Umoznuje lidskému oku nahlédnout na povrch hmoty v rozméru nanometru.
«» Trojice védcl, Ruska, Binning a Rohrer, ziskala v roce 1986 Nobelovu cenu za fyziku.

Typy mikroskopl

Opticka (svételna) mikroskopiel

e max.zvétSeni 1500X, max. rozliseni 200nm (morfologie, tvar burky)
k vytvofeni obrazu se vyuZivé viditelné svétlo (je tedy limitovan délkou svételného paprsku
400 - 600 nm)
e CoCky jsou ze skla
e obraz vznika na zakladé viastnosti svétla, ktera prostfedim prochazi, ¢i se odrazi, nebo se absorbuje, méni
svou vinovou délku (fluorescencni m.), index lomu
e  koneény obraz pozorujeme po vystupu paprskd z okularu pfimo okem




e mikroskopy monokularni a binokularni

O Stavba svételného mikroskopu :
«+ mechanické soucasti :
= stativ( rGzny tvar, masivni pro stabilitu mikroskopu)
= nosi¢ tubusu ( pohyblivé spojen se stativem, tubus pfiblizujeme ke stolku mikroskopu
makroSroubem pro hrubé zaostfeni,-Ci mikroSroubem pro jemné zaostfeni )
= revolverovy ménic¢ objektivd (na dolnim konci tubusu, s otvory pro nasroubovani objektivi)
= stolek mikroskopu (s kfizovym posuvem pro pfesné nastaveni prohlizeného mista )
= drZak osvétlovaci soustavy (od néjz jej Ize Sroubem piiblizovat / oddalovat )
++ optika mikroskopu :
Zakladem jsou dvé soustavy CoCek: objektiv a okular. Obé maji kladnou optickou mohutnost.
= objektiv
o Vytvafi skuteCny, zvétdeny a pfevraceny obraz. Pozorovany pfedmét musi byt umistén
mez pfedmétovym ohniskem objektivu a jeho dvojnasobnou vzdalenosti.
o dle optickych vlastnosti rozliSujeme achromatické ( odstranéna barevna vada pro Zlutou a
zelenou barvu) a apochromatické (odstranéna barevna vada pro zlutou, zelenou, modrou a
¢ervenou barvu), daldi déleni dle pracovniho prostfedi na suché (mezi prepardtem a
objektivem vzduch) a mokré (ponorné, mezi objektivem a preparatem voda Z = 60x; NA
=0,55 - 0,66 viz dale) — vodni imerze ¢i olej — olejova imerze Z=100x;NA=1,2-1,6 viz dale)
Na objektivech udaje o zvétSeni (ndsobek —6x,45x..), numericka apertura informuje o
rozliSovaci schopnost objektivu (desetinné ¢islo), typu objektivu (imerze), fazovy kontrast
(P, Ph) ...

suchy
objektiv

imerzni Suchy a imerzni objektiv

objektiy Paprsek vystupuijici z preparatu pod Uhlem o se na rozhrani mezi
krycim sklickem a vzduchem lame od kolmice a nemUZe se jiz podilet
na tvorbé obrazu, tyZz paprsek prechézejici ze skla do imerzniho

[ imerzni prostredi prostfedi svij smér neméni a na tvorbé obrazu se mize podilet.
y ¢ 4% . B . v . I . ’ v
at aL: kryci sklicko Imerzni prostf.-kapalina o stejném n jako kryci sklicko
Preparat

(cedrovy olej, n=1,52)

= okulér
o jim je objekt pozorovan jako lupou, pfiCemZ se musi nachazet tésné za prfedmétovym
ohniskem, Vysledkem je zvétSeny, pfevraceny a neskuteény obraz.
o soustava CoCek vyrovnavajici kulovou a barevnou vadu, nejbéznéjsi tzv, Huygensovy
okulary je objekt pozorovan jako lupou
= mikroskopy s nekone¢nym optickym intervalem — Infinity Corrected Optics —maji cocku téZ v tubusu
= optické soucasti osvétlovaci soustavy
> Vysledkem je zvétSeny, pievraceny a neskutecny obraz.
¢+ osvétlovaci zafizeni :
o kondenzor - soustava spojnych ( vétSinou parabolickych) ¢ocek, s kratkym ohniskem, soustiedi
svétlo na preparat, specialni kondenzory pro preparaty v zastinu
o zdroj svétla — zarovka, jejiz svétlo je soustfedéno a pevnym zrcatkem odrazeno do kondenzoru,
specialni mikroskopy Casto vybaveny misto Zarovky Hg vybojkou se Sirokym spekirem svétla
(vEetné UV), pomoci filtrd Ize pak volit svétlo konkrétni barvy (vinové délky)

Pojmy mikroskopie|




T
///

i F — ohniska

it
N

f — ohniskové vzdalenosti
y-pfedmét
y’-skute¢ny obraz predmétu vytvoieny

F, objektivem
f1 4 r_ W 4 4
T_— y nes’kutecny obraz pozorovany
v okularu

A — opticky interval mikroskopu

o Celkové zvétdeni Z
udava, kolikrat je obraz sledovaného objektu vétsi objekt

dano soucinem zvétseni objektivu a okularu: Z = Zob . Zok = A . d [ fok . Tob
d.......konvencni zrakova vzdalenost (0,25m)
A...... opticky interval mikroskopu=vzdalenost mezi obrazovym ohniskem objektivu a pfedmétovym
ohniskem okularu
| A pfislusné ohniskové vzdalenosti

- je omezeno rozliSovaci mezi mikroskopu

O RozliSeni
- udava, jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v jeden

0 RozliSovaci mez mikroskopu - Abbého zakon
- potfebné vypodty proved! a uplatnil némecky fyzik Ernst Karl Abbe (1840 — 1905)
- kosvétleni preparatu

O0=A/n.sina
Ouevrnnn mfiZkova konstanta = vzdalenost dvou jesté rozlisitelnych bodu
Aeverinns vinové délka pouZitého svétla
N index lomu prostfedi mezi ¢elem objektivu a krycim sklickem preparatu
(VI je uhel svirany optickou osou mikroskopu a plastém kuZelu, v némz se nachézeji paprsky,
které z daného mista preparatu mohou vstoupit do objektivu a podilet se na zobrazeni

Numericka apertura objektivu (NA)
Déana soucinem Uhlu dopadu paprsku od objektu do objektivu a indexem lomu n....... n.sino

Optické vady (aberace) objektivi

O otvorova vada (kulova, sférickd) — zplsobena tim, Ze objektiv tvofi Cocky, které nejsou stejné silné
(lii se tlouStkou uprostfed a na okraji; paprsky se tak lamou uprostfed jinak nez na okraji) Paprsky
vice odchylené od optické osy jsou vice lamany. Bodovy pfedmét je zobrazovan ne jako bod, ale
jako usecka leZici v optické ose.

O barevna vada (chromatickd) — zptsobena optickou disperzi, tj. zavislosti indexu lomu na vinové
délce svétla. Bodovy pfedmét je pak zobrazovan na riizna mista optické osy, v zavislosti na vinové
délce svétla.

Vady objektivu korigujeme vhodnymi spojkami, rozptylkami z riiznych material a o rizném n.

Rozdéleni objektivi dle stupné korekce vad:
a Achromaty
o paprsky se blizi k ohnisku
o barevna vada korigovana pro dvé barvy spektra (obvykle Eervena a modrozelend)
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o otvorova vada je korigovana pro svétlo Zluté
O Semiapochromaty
o barevna vada korigovana pro dvé barvy blize k obéma koncim viditelného spektra
0 Apochromaty
o barevna vada korigovana nejméné pro tfi barvy spekira
o otvorova vada korigovana pro dvé barvy
o nejdokonalejSi objektivy pro pozorovani v bilém svétle
o Planachromaty a planapochromaty
o Cocky z plochym polem — nerozostfuji se okraje objektu(korigované zklenuti zorného pole,
které se jinak projevuje nemoznosti zaostfit rovinny objekt sou¢asné v celém zorném poli
mikroskopU)
o Tyto objektivy maji zvl.vyznam pro mikrofotografii.

Rozdéleni okulard dle Géelu mikroskopu:

Ortoskopické okulary - maji pfesné stejné zvétSeni v celém zorném poli, zejm. pro méfeni
Periplanatické okulary - odstrafiuji astigmatickou vadu siln&ji zvétSujicich objektiv(
Kompenzacni okulary - odstranuji zbytkovou vadu chromatickou

Projektivy — pouziti v mikrofotografii

loptické mikroskopy vytvarejici obraz okamzité, jako spajity celek]
» opticky mikroskop a jeho varianty
> specialni optické mikroskopy

varianty optického mikroskopu

( zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorpci viditelného svétla)

mikroskopie v temném poli — pouziva upraveného kondenzoru pro mikroskopovani pfedmétli napf, pfili§
silnych &i neprasvitnych, pro zvySeni kontrastu. Kondenzor osvétluje paprsky pfichazejicimi zespoda, av§ak
pod ur€itym Ghlem, s vylou¢enim paprsk jdoucich podél osy mikroskopu, které jsou odclonény. Pozorované
pfedméty nevidime v ,pfimém svétle“. Diky svétlu rozptylenému na pozorovanych pfedmétech se tyto jevi
jako svétlé na temném pozadi. Cotka ma uprostied zaclonénou ¢ast, dochazi k lomu paprsk,co nepadaji
do objektivu, do objektivu vstupuiji jen odrazené paprsky.

stereomikroskopie - moznost stereoskopického vidéni, dva mikroskopy se samostatnymi objektivy i okulary,
jejich optické osy spolu svirajii urcity thel.

mikroskopy pro mikrofotografovani , pro pofizovani video zéaznamu s digitalnimi kamerami, projekcni
mikroskopy, mikroskopy s mikromanipulatory

specialni optické mikroskopy
(zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorpci i v jinych oblastech vinovych délek svétla nez viditelného,
struktur vykazujicich fluorescenci, struktur se specifickou optickou aktivitou, riiznymi indexy lomu)
fazoveé kontrastni mikroskop
1953 — Nobelova cena za objev — Frits Zernike (1888 — 1966)

> zviditelnéni tzv. fazovych objektd - objektl liSicich se od okoli indexem lomu. PFi
prichodu svételné viny fazovym objektem nedochazi ku zméné jeji intenzity, ale k posunu jeji faze, a to v
zavislosti na rozdilu indexu lomu dané struktury a okoli, na délce optické drahy a na vinové délce svétla.
Méni se téZ smér dal3iho Sifeni viny diky lomu, odrazu a rozptylu.

»  Princip: V kondenzoru (jeho predni ohniskové roviné) je kruhova clona se zatemnélym
stfedem, svétlo tak prochazi jen Uzkym mezikruzim. Paprsky dale projdou vzorkem, kde na fazovych
objektech dojde k odchyleni nékterych paprski z plvodniho sméru (vlivem ohybu,rozptylu, lomu).
V objektivu (jeho zadni ohniskové roviné) se naléza tzv,. &tvrtfazova desticka, taktéz tvaru mezikruzi. Na ni
dopadaji pfedevSim paprsky , co nezménily smér pfi interakci s fazovymi objekty, ostatni paprsky (se
zménénym smérem po interakci) desticku minou, nejsou tedy fazové posunuty.
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»  Obraz: vznika interferenci fazové posunutych i neposunutych paprski. O pozitivnim
fazovém kontrastu hovofime jevi-li se objekty jako tmavs$i viéi pozadi (fazové posunuty paprsky se
zménénym Sifenim), o negativnim fazovém kontrastu jsou-li objekty oproti pozadi relativné svétlejsi (fazové
posunuty paprsky nevychylené ze svého sméru) .

»  Vyznam: moznost pozorovani zivych objektd v nativnim stavu bez barveni

interferenéni mikroskop

»  Princip: pracuje se dvéma koherentnimi (interference schopnymi) paprsky, jeden
prochazi objektem, druhy mimo objekt. Viyhodou je moznost pfimého méfeni indexu lomu mikroskopovanych
objektd.

»  Obraz: vznika interferenci obou téchto oddélenych paprskd.

»  Vyznam: moznost pozorovani zivych objektd v nativnim stavu bez barveni.
= Varianta interferenniho mikroskopu: Mikroskopy s diferenénim interferenénim kontrastem dle
Nomarského (DIC)

»  Polarizator srovnava viny, jeZ jsou v rliznych rovinach do roviny jedné; Nomarského
desticka v kondenzoru je hranol, jeZ zpracovava polarizované svétlo tak, Ze na preparat jdou dva paprsky
soubézné vedle sebe. V objektivu - analyzatoru vidime ,pseudoprostorovy“3D obraz v zavislosti na rizném n
riznych ¢asti bunky. Zvyraznénim i malych rozdild vznikne plasticky obraz povrchu buriky.

»  Princip: svazek polarizovaného svétla je po prichodu preparatem rozstépen pomoci
dalSiho polarizaéniho filtru na dva nepatrné posunuté svazky (nastava dvojlom), kmitaji v navzajem kolmych
rovinach. Na hranach objektu dochazi k nejvétSim zménam faze i polarizace viny. Takto se vytvofi i dva
nepatrn€ posunuté obrazy, navzajem kolmo polarizované”. Oblasti obrazli s fazovym posunem
(zpusobeného fazovymi objekty preparatu) se tedy vzajemné pfesné nekryji a mista, kde se pfekryvaji
plochy obrazd s riznym fazovym posunem jsou pak interferenci zviditelnéna zménou jasu i barevnym
obrysem, v zavislosti na pouZiti monochromatického ¢&i polychromatického svétla.

»  Vyhoda: citlivé i na velmi malou zménu optické drahy paprskd (optickad draha je
soucinem indexu lomu a geometrické drahy paprsku v daném prostfedi)

polarizaéni mikroskop
»  zviditenéni opticky aktivnich nebo dvojlom vykazujicich struktur
»  Princip: spojeni konvenéniho mikroskopu a polarimetru.
»  Vyznam: opticka aktivita vznika i napf. i proudénim cytoplazmy.

UV mikroskopie

»  Princip: optika mikroskopu z kfemenného skla (dobfe propousti UV). Obraz
nepozorujeme okem, ale je zviditelnén na luminiscencnim stinitku a je fotografovan. Vzhledem ke kratsi
vinové délce UV Ize ofekavat vysSi rozliSovaci schopnost, té obvykle ale dosazeno neni. Optika ma
korigovany vady pro jedinou vinovou délku — takovou, co je pfitomna ve zdroji UV zafeni

»  Vyhoda: pfimé pozorovani struktur propoustéjicich viditelné, ale pohlcujicich UV svétlo
(bilkoviny, DNA)

fluorescenéni mikroskop

»  vyuZiva schopnosti nékterych latek emitovat po ozafeni svétlem o kratsi vinové délce

viditelné svétlo (o delSi vinové délce)

Princip: vétSinou se vyuZiva dlouhovinného UV a pfilehlé oblasti viditelného spektra
emitovaného halogenovymi lampami. UV svétlu je pfizplsobena optika kondenzoru, zbytek optického
systému totozny s béznym optickym mikroskopem. Plvodni zafeni odfiltrovano. Excitaéni vinova délka musi
byt vhodna pro danou latku. Pfidany (bariérovy filtr) filtry chranici lidské oko pred zbytkovym UV.
Fluorescenci vykazuiji nékt. sloZky Zivé hmoty i bez obarveni ( latky s aromatickym jadrem ¢i heterocyklem —
napf. amk tryptofan), vétSinu preparatd vSak barvime fluorescencnimi barvivy . Ty jsou schopné specifické
interakce s rdznymi bunéénymi strukturami. Mnohdy je fluorescencni barvivo (fluorochrom, fluorescenéni
sonda) navdzano na protilatku specifickou pro ur€itou bilkovinu v cytoplazmé, tak Ize selektivné zviditelnit
slozky cytoskeletu eukaryotickych bunék, chromatin apod. Fluorescenéni barviva: fluorescin, DAPI,
calcofluor, akridinova oranz.
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loptické mikroskopy vytvarejici obraz postupné, z jednotlivych bod (pixel(l)]
> Laserovy fadkovaci ( rastrovaci, skenovaci) konfokalni mikroskop
» Barevny rfadkovaci mikroskop ,s letici stopou*
> Opticka skenovaci mikroskopie v blizkém poli (near - field optical scanning
microscopy, NFOS)

«»+ vyhoda oproti optickym mikroskop(im, co vytvarfeji obraz jako spojity celek : velka hloubka ostrosti, i
ponékud vy$§i rozliSovaci schopnosti, moznost pozorovat relativné silné preparaty

o Laserovy fadkovaci ( rastrovaci, skenovaci) konfokalni mikroskop

»  Pracuje s odraZzenym svétlem a s fluorescenénim zafenim.

»  Princip: Zdrojem svétla je laser, ktery osvétluje vzdy jen jediny bod (tj. maly kruhovy
otvor ve cloné osvétlované soustfedénym laserovym svétlem), svétlo dale prochazi polopropustnym
zrcadlem na CoCku, ktera soustfeduje paprsky do ohniska v preparatu. Paprsky odraZené z tohoto ohniska
prochazeji touz ¢ockou zpét na polopropustné zrcadlo - stejna Cocka tak slouzi jako objektiv i projektiv. Od
polopropustného zrcadla se svétlo s informaci o preparatu odrazi na bodovy otvor v dalSi cloné, ktera je
pfedsazena citlivému detektoru svétla, obvykle fotonasobici. Cely opticky systém je sefizen tak, Ze otvorem
v této cloné projdou jen paprsky, které se odrazily od bodovych struktur v zaostfené roviné. VSechny ostatni
paprsky (rozptylené v preparatu &i optickém systému mikroskopu) jsou clonou zachyceny. Pravé tyto
rozptylené paprsky u bézného optického mikroskopu zplsobuji zhorSeni kvality zobrazeni (zvy3uji jas a
snizuji kontrast v celém zomém poli). Radkovaci zafizeni je soustava otoénych zrcadel, které mohou
posunovat ohnisko po tésné vedle sebe umisténych fadcich.

svétlo z vrstev nad a pod rovinou ostrosti je odstranéno z
drahy
vedouci k detektoru zabranou s miniaturnim otvorem
vysledkem je perfektné ostry obraz
paprsek se po objektu posouva a obraz jednotlivych bodi se
sklada v
pocitaci
posunem paprsku do jiné hloubky Ize vytvofit optické fezy,
které Ize
sloZit do 3D obrazu
diky vysoké citlivosti je moZno pouZit pouze malé mnoZstvi
barviv a
pozorovat zivé bunky

»  Vyznam: moznost pozorovani i relativné silnych preparatd, véetné nativnich.

»  Konfokalni mikroskop |ze upravit i pro fluorescenéni mikroskopii (osvétleni preparatum
laserovym svétlem o kratSi vinové délce, snima se fluorescencni zafeni o vinové délce delsi, detektor je
odstinén pred kratkovinym budicim svétlem vhodnym barevnym filtrem, podobné chranén i zdroj pred
dopadem fluorescencniho zareni)

o Radkovaci mikroskop pracujici s prochazejicim bilym svétlem ,COSMIC Flying Spot* (Colour Scanning
MICroscope, barevny fadkovaci mikroskop ,,s letici stopou®) :

»  Princip: misto mechanického fadkovaciho systému pouziva jasnou bilou svételnou
stopu, ktera pfebiha po fadcich na obrazovce osciloskopu. Obraz probihajici stopy je promitan na preparét,
kterym svétlo prochazi na kolektorovou ¢ocku. Pak je svételny svazek rozlozen na tfech odrazovych filtrech
do tfi barev (Gervena, modra a zelena), barvy jsou samostatné digitalizovany a pouzity pro konstrukci obrazu
ma monitoru PC.

»  Vyhody: vyborné rozliSeni, vysoky kontrast (Upravou jasu zdrojové svételné stopy
v zavislosti na absorbanci preparéatu).

0 Opticka skenovaci mikroskopie v blizkém poli (near - field optical scanning microscopy, NFOS)

»  Princip: velmi Uzky svételny paprsek prochazi po fadcich velmi tenkym preparatem a
jsou méfeny zmény jeho intenzity.
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»  Vyhody: rozliSeni 10 —100x vy3Si nez u klasického svételného mikroskopu. Vyhodou
oproti elektronové mikroskopii ( viz dale) je, Ze vzorek nemusi byt umistén ve vakuu ale Ize jej pozorovat
napf. ve vodném prostfedi.

Tabulka 7.1 Rizné typy svételné mikroskopie: srovnani

Typ mikroskopie Mikrofotografie licnich epitelidlnich Typ mikroskopu
bunék u élovéka

Jasné pole (neobarveny

Fazovy kontrast
vzorek). venvich bt

Jasné pole (obarveny vzorek).

Diferencialné - interferenéni
Obarveni riznymi barvivy zvysuje bné

kontrast (Nomarski

Fluorescence. llkazuje umisteni
specifickych mole

50 um yuzivan pro fluorescenéné

Prevzato z Campbell N.A. a kol. (2006): Biologie, Computer press, Brno

‘Elektronové mikroskopie (EM)\

+» Klasické" elektronové mikroskopy vyuZzivaji pro zobrazeni pfedmétl urychlenych elektronovych svazku.
Elektrontm Ize pfisoudit vinovou délku (Casticové vinovy dualismus), a to tzv. de Broglieovych hmotnostnich
vin. Lze vypocitat, Ze elektron o energii 1,5 eV méa vinovou délku 1 nm. Vychazime z nasledujicich vztaha :
» A=h/m*v
> e*U=1/2"m*2
kde A je de Broglieova vinové délka, h je Planckova konstanta, m je relativisticka hmotnost elektronu,
v rychlost elektronu, e je naboj elektronu, U urychlovaci napéti mezi anodou a katodou zdroje elektron( .
o Poznamka: Podobné jako u svételného mikroskopu, maji-li zobrazované pfedméty velikost srovnatelnou
s vinovou délkou, zane misto odrazu a lomu dochazet k ohybovym jevim, které zobrazeni znemozZni.

++ Vysokym urychlenim Ize doséhnout Fadové stotisickrat kratSich vinovych délek. Ve vzorci pro rozliSovaci
schopnost mikroskopu (6= A /n*sina) tak bude velmi mala hodnota vinové délky. Soucasné je vlivem velkych
optickych vad pouZitych CoCek pomérné mala i numericka apertura — fadové setiny.

Déleni EM dle zpUsobu zobrazovani
= fransmisni
= emisni
= odrazové (v praxi malo pouzivané)
» fadkovaci (skenovaci Ci rastrovaci)
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Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

YV VY

Y V VY

Obraz vznika transmisi — priichodem fokusovaného elektrovaného svazku objektem

v biologické praxi se pouziva zvétSeni 5 000 - 100 000x, rozliSeni desetiny nm (v&tSi molekuly)
preparaty jsou ultratenké fezy (30-60 nm)

svételné paprsky jsou nahrazeny svazkem urychlenych elektrond. Elektronovy paprsek se ziskava
termoemisi z elektronové trysky, elektronového déla (zhavené kovové viakno). U svételného mikroskopu
se svétlo pohybuje dobfe vzduchem, pro prostup elektron( je v tubusu EM vytvofeno vysoké vakuum.
Coctky jsou zde vytvareny obvykle rotatné symetrickym elektromagnetickym polem.

Kone¢ny obraz pozorujeme nepfimo, projekci na fluorescencni stinitko

Princip: TEM se sklada z osvétlovaci optické soustavy (elektronova tryska, kondenzorové ¢ocky), drzaku
preparatu a objektivové Cocky a projektivové ¢ocky. Zrychleny, usmérnény proud elektroni emitovany
zdrojem je veden vakuem a probiha tenkym mikroskopovanym vzorkem. Cast elektron(i se odrazi od
atomu a molekul tvoficich hmotu vzorku. Jejich opétovnym soustfedénim pomoci magnetové ¢ocky se
vytvafi ,stinovy obraz* mikroskopovaného vzorku. Cemobily. K jeho zviditelnéni se u zdokonalenych
typl elektronovych mikroskopl vyuziva stejného principu, na jehoz zakladé vznika obraz na monitoru
pocitace.

Vyhody: vysoké rozliseni

Nevyhody a zvla$tnosti TEM: specialni postupy pro fixaci a barveni vzork(, pouziti vakua, nativni vzorky
mozno pozorovat jen v tzv, environmentalnich EM, kde se preparat nachazi v prostfedi o relativné
vysokém tlaku. Biologické objekty pokoveny — efekt stinovani (atomy kovu pfilétaji pod uritym Ghlem)
Pro zvySeni rozptylu elektron( v preparatech se pouZzivaji jako ,barviva“ soli ¢i oxidy téZkych kov(
(osmium, wolfram, uran). Problém rozliSeni artefakt vzniklych zpracovanim preparétu.

Rastrovaci elektronova mikroskopie (skenovaci, fadkovaci, Scanning Electron Microscope - SEM)
> Princip: velmi Uzky paprsek elektron( je vychylovacim systémem nucen pfejizdét po povrchu preparatu

po fadcich. Dopadajici elektrony se rozptyluji do okoli, pfipadné vyréZeji jiné elektrony z povrchu
preparatu. Mnozstvi uvolnénych elektronli je zavislych i na Uhlu dopadu. V blizkosti preparatu se
nachazi detektor elektrond, jehoZ signal umozniuje rekonstrukci obrazu na monitoru. Zpracovany signal
nese informaci o sklonu povrchu misté dopadu elektronového svazku — vysledkem je dojem 3D
,Stinovaného* obrazu s velkou hloubkou ostrosti.

RozliSovaci schopnost SEM o 1-2 fady mensi nez TEM, moznost pozorovani objektt s komplikovanou
3d strukturou vSak nedostatek pIné vyvaZuje

Nevyhody a zvlastnosti: pokovovani povrchu preparatu, slozita fixace. Problém rozliSeni artefaktd
vzniklych zpracovanim preparéatu.

Pfi ozafovani vzorku elektronovymi svazky vznika i charakteristické RTG zafeni, to Ize vyuzit pro
chemickou analyzu vzorku( RTG spektrometrie).

Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie (scanning tuneling electron microscopy, STM)

>

>
>

Princip: nad povrchem preparatu se pohybuje velmi tenky kovovy hrot, ke kterému ,tuneluji“ elektrony
z povrchu preparatu (tunelovy efekt — jev v kvantové mechanice, kdy ¢astice mohou proniknout pres
oblast, na pfekonani niz by dle zakonu klasické mechaniky neméli dostatek energie)

Zobrazuije se elektronova hustota na povrchu preparatu s rozliSenim na Grovni rozmérG atomg.

Viyhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu, ale napf. i ve vodném prostfedi.

Pfibuzna technika:
AFM (atomic force microscopy)

>

Princip: struktura preparéatu je zjistovana pomoci jehly, co mechanicky kopiruje povrch preparatu.
RozliSeni na molekularni drovni.

IAkusticka mikroskopie|
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+ K zobrazeni se pouZivaji akustické kmity o extremné vysoké frekvenci (gigahertz a vice). Vinova délka
ultrazvuklu (hyoperzvuku) o frekvenci tfebas 1,55 GHz pfi rychlosti Sifeni biologickym prostfedim 1550
m/s ¢ini 1um.

% Radkovaci mikroskopy.

Priichodovéa metoda:

» Princip: ultrazvuk o vysoké frekvenci je po vyslani z piezoelekirického ménice fokusovan na tenky fez
preparatu pomoci safirové ¢ocky. Po prichodu preparatem jej druha ¢ocka zaméfi na piezoelektricky
snimag. Dle elasticity a hustity prostiedi je ultrazvukovy svazek vice/méné utlumovan. Radkovaci pohyb
vykonava membrana nesouci preparat

Odrazova metoda (analogie B ultrazvukového zobrazeni)

» Princip: ultrazvuk je po vyslani ze zdroje fokusovan na preparat ¢okou a po odrazu prochazi stejnou
¢ockou zpét do zdroje, ktery ted pracuje jako detektor.
» Vyhoda proti priichodové metodé: uréeni polohy (hloubky) odrazejicich struktur.

+»+» Vyhody a mozZnosti: Hyperzvuk pronika v kapalinach i pevném prostiedi do hloubky jednotek az desitek
mikrometr(. Pozorovani preparatl neprostupnych pro elektrony a viditelné svétlo. Informace o
mechanickych vlastnostech prostedi.

Preparaty

Nativni
Fixace

Barveni - typy

Obrazova dokumentace a zpracovani obrazu

a

vV O

Rozdéleni obrazu
» Makrofoto (z binokularni lupy, napf. kolonie) do Z = 30:1
» Mikrofoto ( z mikroskopu) Z nad 30:1

Zafizeni
konvencni a digitalni kamery a fotoaparaty
o konvenéni - snimany prvek je poli¢ko filmu, princip chemické reakce
o digitalni - snimany prvek je CCD ¢ip, CMOS, princip el. vyboj
Jednotka rozliSeni je pixel (bod vysledného obréazku; kvalitni fotoaparat 3 — 6MP)
= Kamery RGB (red, green, blue) — nejCastéji tfi¢ipova kamera, alternativa binokulami lupy
» Doplrkové zafizeni - stativ, osvétleni, pocitaC

Komprimace (komprese) dat — sniZuje datovy objem

Formaty obrazkt — BMP -bezkompresni, TIFF-bezztatova komprese, JPG - Ize volit miru
komprese

Ukladani obrazovych dat —digitalni fotoaparat smart media karty, kamery — obraz pfimo,ale pocita¢
musi mit digitalizacni kameru — grabbor
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o Program LUCIA G - viz 2 pfednaska
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