FAKULTA TEXTILNI TUL \\|//
e N2
= S—
ZBT, 2024 71N
% /'|\\\\

Cviceni 2: Opticka mikroskopie

Cilem praktického cvi€eni je seznameni se s optickym mikroskopem a jeho ¢astmi. Poté bude
provedeno pozorovani kultivované bunééné kultury a bunék z bukalni sliznice pfi rdznych
zvétSenich pomoci optického mikroskopu, zakresleni bunék a jejich organel a pozorovani
zmeény morfologie bunék po pouziti toxické latky.

Opticky mikroskop

Mikroskop, ktery je na Obrazku 1 se sklada z optické soustavy, osvétlovaci soustavy a
mechanického zafizeni.

Opticka soustava je slozena ze tfi hlavnich soucasti:

Obijektiv vytvari zvétSeny, skuteCny a prevraceny obraz prfedmétu, ktery se klade za jeho
predmétové ohnisko ve vzdalenosti optické délky-D od obrazového ohniska.

Okular umozriuje pozorovani obrazu pouhym okem. Pfedmétem pro okular se stava obraz
vytvoreny objektivem. Okular tento obraz méni na zvétSeny, pfevraceny a zdanlivy.

Tubus nastavuje vzajemné polohy objektivu a okularu (veliCina D opticka délka /interval
mikroskopu). Opticka délka tubusu lezi obvykle v rozmezi hodnot 150 az 200 mm. Konstrukce
optickych soustav také zavisi na zplsobu vyuZiti mikroskopu:

e Pro pozorovani jednim okem — monokularni mikroskopy

e Pro pozorovani obéma o€ima — binokularni mikroskopy — jsou vyhodnéjsi, protoze pfi
pozorovani dochazi k mensi unavé.

Osvétlovaci soustava - zajiStuje osvétleni pozorovaného predmétu:

Mikroskopem mulzeme pozorovat predméty prihledné i neprihledné. V prvnim pfipadé se
predmét osvétluje prochazejicim svétlem a v druhém pfipadé svétlem odrazenym.

Konstrukce osvétlovaci soustavy zavisi zifejmé na tom, k jakému druhu pozorovani bude
mikroskop pouzit. Pfedevsim zalezi na tom, pujde-li o pozorovani v prochazejicim nebo v
odrazeném svétle. Kromé toho je v obou pfipadech mozné konstruovat osvétlovaci soustavu
pro praci vtmavém nebo ve svétlém poli. Velmi Casto jsou mikroskopy zafizeny pro praci
v polarizovaném svétle (svételné viny kmitaji obvykle ve vS8ech smérech kolmych na jejich
smér Sifeni), v takovém pfipadé byvaji osvétlovaci soustavy vybaveny polarizatorem (snizuje
oslnéni vyvolané rozptylenym nebo odrazenym svétlem). Pro naro¢néjsSi ucely se k osvétleni
preparatu vyuziva predevsim umélych zdroju, které byvaji vétSinou malych rozméra.
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Obrazek ¢. 1: jednotlivé casti optického mikroskopu

Pro pozorovani bunéénych preparatd se hojné vyuziva inverzniho mikroskopu. Jedna se o
typ optického mikroskopu, ktery se od klasického typu lidi tim, Ze ma optickou
soustavu obracené, tj. objektivy jsou pod pozorovanym objektem a zdroj svétla s kondenzorem
nad nim. UmoZAuji pozorovani v prochazejicim svétle ve svételném poli a vyuzZivaji metodu
fazového kontrastu.

Pozorovani bunécéné linie 3T3

Jedna se o bunécénou linii mySich fibroblastu (fibroblast = zakladni burika vazivové tkané
produkujici extracelularni matrix napf. kolagen), jejiz nazev je odvijen od zpusobu kultivace,
tzv. 3T3 protokolu. Kazdy tfeti den byly buriky pasazovany a bylo pfenaseno (z angl. ,transfer)
3x10° bunék do nové kultiva¢ni lahvicky. Tato bun&éna linie miZe rdst v podminkach in vitro
neomezeng, prestoze se nejedna o nadorovou linii. MySi 3T3 fibroblasty patfi k adherentnim
bunkam. Mikroskopicky |ze pozorovat bunécné jadro s jadérky a Cetné vybézky cytoplazmy.

Pripravte bunéénou suspenzi 3T3 mysSich fibroblastl do patfi¢né laboratorni nadoby a nadobu
vlozte na pracovni stal mikroskopu. Pozorujte rizna mista preparatu pfi zvétSeni 10x a 20x a
zakreslete alespon dvé odliSné buriky, popiste jejich organely a vSimejte si jejich morfologie.
Zkuste najit i délici se buriky. Poté k preparatu pfidejte patficny objem etanolu a pozorujte
zmeénu morfologie bunék, tu také zakreslete a porovnejte s plvodnim nakresem.

Stér z bukalni sliznice

Pfed odebranim bukalni sliznice (sliznice tvare) si dikladné vodou vyplachnéte usta, aby byly
odstranény bakterie a zbytky jidla. Potom jednim koncem vatové tyCinky nékolikrat
seSkrabnete povrch bukalni sliznice a ziskany material rychle rozetfete v tenkeé vrstvé na Cisté
podlozni sklo. Tento nativni preparat pozorujete v normalnim svétlém poli. Zakreslete burfiky s
pozorovanymi detaily, uvedte zvétSeni mikroskopu a odhad velikosti buriky.
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Obrazek ¢. 2: velikosti zorného pole pfi daném zvétSeni

Vypracovani protokolu

1) Formalni stranka (Uprava, hlavi¢ka, uvod, popis praktické ¢asti, zavér)
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2) Fakticka stranka (nakres a popis 3T3 linie, pfed a po pusobeni ethanolu, nakres a

popis bunék z bukalni sliznice)

3) Uvod — zadani cvigeni, prakticka &ast — popis cviéeni a jednotlivych krokd, zavér —

shrnuti cvi€eni, komentar a odpovéd na pfipadné otazky
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