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1 Uvod

Pomoci mikroskopu byli lidé schopni poprvé pozorovat bunku, bakterie a jiné
mikroorganismy. S nastupem elektronového mikroskopu bylo poprvé mozné
pozorovat vir a detaily bunéCnych organel. Dnes jsou nedilnou soucasti vétSiny
klinickych i vyzkumnych laboratofi. Diky mikroskopum je mozné diagnostikovat
nepifeberné mnozstvi nemoci. S jejich vyuzitim mdZzeme pozorovat slozZité procesy
v bunkach a studovat mechanismus chorobnych procesu pfi patologickych stavech.
Existuje mnoho druhl mikroskoptl, kazdy z nich pouziva k zobrazeni vzorku jiny
princip. Jednotlivé typy nam poskytnou ruzné informace o vzorku a kazdy druh
mikroskopu je vhodny pro zkoumani odliSnych vlastnosti preparatu.

V této reSersni praci se zaméfim na svételny mikroskop, elektronovy mikroskop
a mikroskopii atomarnich sil. PopiSu jednotlivé C€asti mikroskopu a princip funkce
jednotlivych mikroskopu i jejich typu a uvedu pfiklady jejich vyuziti. Budu se vénovat
jejich vlastnostem a zminim se také o limitacich €i vadach jednotlivych mikroskopu.

Svételny mikroskop vyuziva k zobrazeni vzorku soustavu sklenénych Cocek
a svétlo. Svételné mikroskopy se déli podle vlastnosti pouZitého svétla nebo typu
osvétleni. V této praci se zminim o mikroskopii ve svétlém i temném poli, mikroskopii
fazového kontrastu, fluorescencni mikroskopii, polarizacni mikroskopii, ultrafialové
mikroskopii a konfokalni mikroskopii. Elektronovy mikroskop pouziva k zobrazeni
vzorku svazek elektronl a elektronové Cocky. Oproti svételnému mikroskopu ma vétsi
zvétSeni, ale neumoznuje pozorovani nativnich preparatl. Popsala jsem dva typy
elektronového mikroskopu, a to transmisni elektronovy mikroskop a rastrovaci
elektronovy mikroskop, ty se od sebe li§i maximalnim moznym zvétSenim
a mechanismem tvofeni obrazu. Mikroskopie atomarnich sil pouziva ke studovani
povrchu vzorku maly hrot upevnény na nosniku. Na hrot pusobi atomarni sily, ty jsou
odpudivé a pritazlivé. Mikroskopie atomarnich sil mize povrch vzorku skenovat
v dotykovém, bezdotykovém nebo v poklepovém rezimu.



2 Svételny mikroskop

Svételny mikroskop je nejstarSim a nejjednodussim typem mikroskopu. Zdravé
lidské oko dokaze od sebe rozlisit dva body vzdalené 0,2 mm, pro pozorovani mensich
struktur je zapotrebi vyuzit mikroskop. NejbéznéjSim typem mikroskopu je svételny
mikroskop, ten vyuziva ke zvétSeni pozorovaného objektu soustavu cocek a viditelné
svétlo. Pozorovany objekt se nam jevi jako zvétSeny, pfevraceny a zdanlivy. (1)

2.1 Stavba svételného mikroskopu

Svételny mikroskop se sklada z mechanické ¢asti, optické Casti a svételné Casti.
Mechanickou ¢ast tvofi noha stativu, ta byva tézka, masivni a zajiStuje svételnému
mikroskopu stabilitu. Na samotny stativ je napojena opticka a svételna ¢ast. Soucasti
stativu je stolek pro umisténi pozorovaného preparatu. Uprostfed stolku je otvor,
kterym prochazi svétlo, a to prosvicuje preparat. Preparat Ize po stolku v horizontalni
roviné posouvat pomoci posuvnych Sroubu. Stolek mizeme posouvat i ve vertikalnim
sméru pomoci makro-Sroubu a mikro-Sroubu. Timto pohybem muzeme zaostfit na
ruzné struktury v preparatu. Tubus je trubicova Cast, ktera spojuje objektiv a okular.
Na konci tubusu se nachazi revolverovy méni¢ objektivii obvykle se tfemi az Etyfmi
objektivy o rizném zvétSeni. Na obr.1 je schéma svételného mikroskopu. (2; 3)
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Obr. 1: Schéma svételného mikroskopu (4)



2.1.1 Opticka cast svételného mikroskopu

Optickou ¢ast tvofi objektiv, okular a kondenzor. Objektiv je z hlediska optickych
fazenych Cocek, ty dohromady funguji jako spojna ¢ocCka. Vzdalenost mezi ¢ockou
a ohniskem se oznacCuje jako ohniskova vzdalenost, ta se u objektivu pohybuje mezi
1,5 az 20 mm. Na obr. 2 je schéma ohniskové vzdalenosti. ZvétSeni objektivu mize
byt az 150, od zvétSeni 90 se pro mikroskopii musi pouzivat imerzni olej. (2; 3; 5)
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Obr. 2: Ohniskova vzdalenost (6)

Preparat musi byt umistén do vzdalenosti vétsi, nez je ohniskova vzdalenost
objektivu (fop), ale mensi, nez je dvojnasobek této ohniskové vzdalenosti. Obraz
vytvofeny objektivem je zvétSeny, prevraceny a skutecny. (5)

Okular je tvoren soustavou ¢oCek. Pomoci okularu pozorujeme vznikly obraz
z objektivu jako lupou. Takto vznikly obraz je zvétSeny, pfevraceny a neskutecny.
Ohniskova vzdalenost okularu se pohybuje od 10 do 50 mm. ZvétSeni okularu je 5 az
25. Okulary délime do dvou hlavnich skupin. Pozitivni okular neboli Ramsdenuv ma
ohniskovou rovinu a clonu zorného pole pfed okularem. Ohniskova rovina a clona
zorného pole u negativnich okulard (Huygensav okular) se nachazi mezi co¢kami. (5)

Kondenzor se nachazi za zdrojem svétla a slouZi k soustfedéni svételnych
paprskld na preparat. Kondenzor je tvoren spojnou ¢ockou, ta nema vliv na vysledné
zvétSeni mikroskopu. (5)

2.1.2 Svételna cast svételného mikroskopu

Svételna &ast je tvofena zdrojem svétla, irisovou clonou, zrcatky, pfipadné filtry.
Zdrojem svétla jsou nejCastéji halogenové zarovky ¢i LED lampy. Pomoci irisové clony
Ize regulovat Sifi paprskli dopadajicich na kondenzor. Zrcatka slouzi ke sméfovani
paprsku svétla ze svételného zdroje do kondenzoru. Mikroskopy se zabudovanym
zdrojem svétla maiji zrcatka vestavéna v podstavci. RozliSujeme dva zakladni zpisoby



osvétleni preparatu na osvétleni v prochazejicim svétle a osvétleni v dopadajicim
svétle. (3; 7)

Osvétleni v prochazejicim svétle se pouziva pro osvétleni prahlednych a tenkych
preparatu. Tento typ osvétleni je nejbé€znéjsi a pouziva se hojné v medicinskych
a biologickych oborech. Zdroj svétla se nachazi pod stolkem s preparatem, svételny
paprsek ze zdroje svétla prochazi kondenzorem, ten soustfeduje paprsky svétla
zespoda na preparat, paprsky prochazi preparatem do objektivu a nasledné do
okularu. (8; 9)

Pro zobrazeni neprihlednych a tlustych preparatd je vhodné osvétleni
v dopadajicim svétle. Svétlo ze zdroje prochazi kondenzorem a clonou a dopada na
polopropustné zrcadlo. Dale paprsky prochazi objektivem a dopadaji na povrch
preparatu. Svétlo odrazené od preparatu znovu vstupuje do objektivu, prochazi
polopropustnym zrcadlem a je smérovano do okularu. Mikroskopy s osvétlenim
v dopadajicim svétle se vyuzivaji ve strojirenském a elektrotechnickém pramysiu,
vhodné jsou i pro studium nerostua. (10)

2.2 Vlastnosti svételného mikroskopu

Coc&ky pouzité v objektivu a okularu maiji uréité zvétSeni. Okular ma nejéastéji
zvétSeni 10. Mikroskopy maji nejCastéji 3-4 objektivy, kazdy objektiv ma jiné zvétSeni.
Diky revolverové hlavici si mizeme vybrat, jaky objektiv pouzijeme. Celkové zvétsSeni
mikroskopu lze vypocitat podle rovnice (1)

Z =27, Zok (1)

kde Zje celkové zvétSeni, Zop je zvétdeni objektivu a Zok je zvétSeni pouzitého
okularu. (1; 2; 7)

Celkové zvétSeni Ize také vypocitat pomoci optického intervalu A, coz je
vzdalenost mezi ohniskem objektivu a ohniskem okularu. K vypoctu je tfeba znat
i ohniskovou vzdalenost objektivu a ohniskovou vzdalenost okularu. Vztah pro vypocet
vyjadfuje rovnice (2).

A.d 2)

Z= fok-fob

kde Z je celkové zvétSeni, A je opticky interval, d je konvencni zrakova vzdalenost
oka, ta je u zdravého oka 250 mm, fo» je ohniskova vzdalenost objektivu a fox je
ohniskova vzdalenost okularu. (1; 2; 7; 9)

Teoreticky bychom mohli mit svételny mikroskop s neomezenym zvétSenim,
kdybychom kombinovali okulary a objektivy s velkym zvétSenim. V praxi tomu tak neni
a maximalni uziteCné zvétSeni svételného mikroskopu je 1500 az 2000. Pfi vétSim
zvétSeni dochazi k tzv. prazdnému zvétSeni, které nam uz neumozni rozliSit dalSi
detaily pozorovaného objektu. Pfi pouziti prazdného zvétSeni dochazi k tvorbé
artefaktd, které jsou zpuUsobeny optickymi vadami. Maximalni zvétSeni mikroskopu
neni jedinym parametrem, ktery nam udava kvalitu obrazu. (1; 2; 7)



2.2.1 RozliSovaci schopnost a rozliSovaci mez

Dulezitym parametrem je rozliSovaci schopnost mikroskopu. RozliSovaci
schopnost nam udava miru rozliSeni v obraze, respektive pocet rozlisitelnych bodu na
jednotku délky. Obecné plati, ze ¢im vétsi je rozliSovaci schopnost pfistroje, tim
detailngjsi je pozorovany obraz. Minimalni vzdalenost dvou bodu, které jsme od sebe
schopny odlisit se nazyva rozliSovaci mez. (1) Nasledujici rovnice (3) vyjadfuje vztah
mezi rozliSovaci schopnosti a rozliSovaci mezi.

1 3)

dmin

R =

kde R je rozliSovaci schopnost a dmin je rozliSovaci mez. Némecky fyzik Ernst Karl
Abbe zformuloval nasledujici vztah (4) pro vypocet rozliSovaci meze mikroskopu

06122 4)
 n.sina

min

kde A je vinova délka pouzitého svétla, dmin je rozliSovaci mez, n je index lomu
mezi objektivem a preparatem a a je uhel odklonu paprskil od optické osy, které
vstupuji do objektivu. Ernst Karl Abbe zavedl pojem numericka apertura, tento
parametr je uveden na objektivu a jeho hodnota souvisi s rozliSovaci mezi. Cim vétsi
je numericka apertura, tim mensi je rozliSovaci mez a kvalitnéjSi obraz. Vztah pro
vypocet numerické apertury vyjadfuje rovnice (5).

NA =n.sina (5)

kde NA je numerickda apertura, n je index lomu mezi objektivem a preparatem
a a je uhel odklonu paprsku od optické osy, které vstupuji do objektivu. (1; 9)

Pokud bychom chtéli zmensit dmin museli bychom zmensit vinovou délku pouzitého
svétla, coz pfi pouziti svételného mikroskopu je omezené. Svétla o kratSi vinové délce
vyuziva ultrafialova mikroskopie. Nej¢astéjSim zplsobem pro zmenseni dmin je
olej, ten ma index lomu 1,52. Index lomu cedrového oleje je pfiblizné stejny jako index
lomu skla, proto téméf nedochazi k lomu svétla od kolmice. Bez pouziti imerze se mezi
preparatem a objektivem nachazi vzduch s indexem lomu 1, protoze sklo ma index
lomu okolo 1,55 dochazi k lomu svétla smérem od kolmice, tim padem do objektivu
dopada méné paprsku, které se na tvorbé obrazu podili a vznikly obraz ma méné
detaild. (7) Na obr.3 je schéma vlivu imerzniho oleje na lom svételnych paprsku.
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Obr. 3: Imerzni olej a lom paprsku (4)

U svételného mikroskopu bez pouziti imerze mize byt dmin az 0,2 um. Toto
omezeni je dano vinovou délkou viditelného svétla, ktera se pohybuje v rozmezi od
390 nm do 790 nm. Neni mozné rozliSit dva body, které jsou od sebe vzdalené méné,
nez je polovina vinoveé délky pouzitého svétla. (1)

2.2.2 Hloubka ostrosti

Hloubka ostrosti nam udava tloustku vrstvy objektu, ktera je zaostfena. Cast
preparatu mimo tuto vrstvu je nezaostfena, rozmazana, nebo ve vysledném obraze
neni vidét. S rostouci NA se hloubka ostrosti zuzuje. (3; 5)

2.3 Optické vady ¢ocek

Optické vady se zaCinaji vyskytovat se vzrustajicim zvétSenim. NejvyznamnéjSimi
vadami je sféricka vada a chromaticka vada. Aby nam tyto vady nekazily kvalitu
obrazu, je potifeba provést jejich korekci. (9)

2.3.1 Sféricka vada

Sféricka vada neboli také otvorova ¢&i kulova, vznika, kdyz paprsky rovnobézné
s optickou osou dopadaji na CoCku, ale na druhé strané CocCky se tyto paprsky nesetkaji
ve stejném bodé. Paprsky, které jsou vice vzdalené od optické osy se protinaji blize
k ¢oCce, zatim co paprsky blizSi k optické ose se protnou ve vétsi vzdalenosti od CocCky.

Prachod paprskl ¢ockou se sférickou vadou je znazornén na obr.4.



Obr. 4: Sféricka vada (11)

Kvuli této vadé se pozorovany bod na optické ose nejevi jako bod, ale jako
rozmazany kruh. U €ocCek s vétsi numerickou aperturou je sféricka vada vyraznéjsi.
Vadu Ize korigovat kombinaci vhodnych spojek a rozptylek nebo pouZzitim clony. (9)

2.3.2 Chromaticka (barevna) vada

Vznika pfi pouziti bilého svétla, které se po priuchodu ¢ockou rozlozi. Index lomu
je zavisly na vinové délce svétla. Paprsky o riznych vinovych délkach se lamou pod
jinym uhlem a nesbihaji se v jednom ohnisku, ale vytvafri vice ohnisek na optické ose.
Napfiklad fialové svétlo, které ma nejmensi vinovou délku, se lame pod vét§im uhlem
nez Cervené svétlo. Ohnisko fialového svétla se nachazi blizko ¢o¢ky, naopak cervené

v s

svétlo ma své ohnisko vzdalenéjsi, jak je znazornéno na nasledujicim obr.5.

Obr. 5: Chromaticka vada ¢ocCky (12)

Vlivem chromatické vady vznika barevné lemovani okolo pfechodd mezi svétlem
a stinem. Chromatickou vadu Ize korigovat pomoci achromatd nebo apochromatu.
Achromaty jsou objektivy, které koriguji chromatickou vadu pro modrou a Cervenou
barvu. Apochromaty koriguji chromatickou vadu pro tfi barvy, a to modrou, ¢ervenou
a zelenou. (3)



3 Zobrazovaci metody ve svételné mikroskopii

Mikroskopem muzeme pozorovat nepfeberné mnozstvi preparatll s ruznou
strukturou, konzistenci, svételnymi vlastnostmi, tvary bunék a jejich pohyb. Pro tyto
riznorodé pozadavky je mozné vyuzit rizné metody svételné mikroskopie a typy
svételnych mikroskopu. (3; 5)

3.1 Mikroskopie ve svétlém poli

Patfi mezi nejjednodussi a nejzakladnéjSi zobrazovaci metodu. Pfi mikroskopii ve
svétlém poli prochazi paprsky kondenzorem a prochazeji preparatem a okolo néj.
Pouzity preparat musi byt prasvitny a tenky. Pfi pouziti pfili§ tlustého preparatu neni
mozné pozorovat detaily na jeho povrchu. Pozorovany preparat je tmavsi nez pozadi.
To je dano tim, ze se nékteré paprsky od preparatu odrazi nebo jsou pohiceny a
neprojdou objektivem. Pozadi vzniklého obrazu je svétlé, tvofi ho paprsky, které
neprochazi preparatem a vstupuji pfimo do objektivu. Mikroskopie ve svételném poli
je nejpouzivanéjsi mikroskopickou technikou. Vyuziva se k pozorovani barvenych
nebo pfirozené pigmentovanych preparata. (3; 5; 9)

3.2 Mikroskopie v temném poli

Pfi pouziti této metody se nam pozorovany objekt jevi jako svétly na tmavém
pozadi. Obraz vznika tak, ze paprsky, které by pfimo vstupovaly z kondenzoru do
objektivu jsou zablokovany pomoci clony a pfi zobrazovani preparatu se neuplatiuiji.
Pouze Sikmé paprsky svétla, které nejsou clonou zablokovany, osvétluji preparat ze
stran. Tyto Sikmé paprsky se o preparat lamou a odrazeji. Do objektivu tak vstupuiji jen
paprsky, které se od preparatu odrazily nebo se lomily a podili se tak na tvorbé obrazu.

()

Mikroskopie v temném poli se vyuziva k pozorovani nativnich biologickych vzorka.
Touto metodou muzeme pozorovat neobarvené preparaty, které by pfi mikroskopii ve
svételném poli splyvaly se svétlym pozadim. Mizeme tak pozorovat napfiklad pohyb
nebo tvar bakterii, kvasinek nebo prvoku, které by barveni zahubilo. Proto se tato
metoda vyuZiva v bakteriologii a parazitologii. Metoda neni vodna k pozorovani
vnitfnich struktur buriek. (3)

3.3 Mikroskopie fazového kontrastu

Mikroskopie fazového kontrastu nam umozZnuje zviditelnit struktury, které
neabsorbuji svétlo, ale od svého okoli se liSi svym indexem lomu, jsou tedy fazovymi
objekty. Pokud svétlo projde fazovym objektem, dojde ke zméné faze svételné viny,
oproti svétlu, které fazovym objektem neproslo. (5; 9)

Lidské oko neni schopno fazové posuny rozeznat. Proto se pro zviditelnéni
fazového posunu pouzivaji fazové desticky, ty méni fazi o + /2 nebo - m/2. DestiCky
pfevedou pro nas neviditelny fazovy posun na zménu amplitudy, takovou zménu nase
oko dokaze zaznamenat jako zménu intenzity svétla. Soucasti fazového mikroskopu
jsou tedy jak fazové desticky, tak aperturni krouzek, oba obsahuiji prstencité clony, ty
se sefadi tak, aby se v zorném poli prekryvaly. Jejich uspofadani v mikroskopu je
znazornéno na obr.6. Pro mikroskopii fazového kontrastu se pouziva
monochromatické Zlutozelené svétlo, protoze velikost fazového posunu je zavisla na
vinové délce svétla. (3)
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Obr. 6: Schéma optiky u fazového kontrastu (13)

3.3.1 Vyuziti mikroskopie fazového kontrastu

Tato metoda se vyuziva pfi pozorovani struktur nativnich preparatd. Nativni
preparaty jsou nebarvené, nefixované a obsahuji zivé bunky. V bunkach tak mizeme
pozorovat jadro, jadérko, déleni bufky nebo €innost vakuol. Své uplatnéni nachazi
v histologii, kde se vyuZziva k rozliSeni jednotlivych struktur, které by se pfi barveni
obarvily podobné. Také se vyuzZiva v mikrobiologii pro odliSeni pohyblivych
a nepohyblivych bakterii. (3; 14)

3.4 Fluorescencni mikroskopie

Fluorescenéni mikroskopie vyuziva schopnosti nékterych latek po ozarfeni
ultrafialovym (UV) svétlem emitovat svétlo o delSi vinové délce, které je uz viditelné.
Pro fluorescenéni mikroskopii je zapotfebi pouzit fluorescenéni mikroskop, ktery pro
ozafeni preparatu pouziva UV svétlo. Jako zdroj zafeni se nejCastéji pouzivaji
xenonové nebo rtutové vybojky. Okular je kryt UV filtrem, ten pohlti veSkeré zbylé UV
svétlo, aby nedoSlo k posSkozeni zraku pozorovatele. VeSkera optika musi byt
z kiemenného skla, aby nedochazelo k pohlceni UV zafeni. (8; 9)

Pfirozené ma schopnost fluorescence napfiklad aminokyselina tryptofan, hem,
chlorofylem, vitamin A, kolagen nebo kofaktor NADH (nikotinamidadenindinukleotid).
Castgji se ve fluorescenéni mikroskopii vyuziva fluorescenéni barvivo tzv. fluorofor
s navazanou protilatkou, ta se navaze na prislusné struktury a zviditelni je. Fluorofory
s protilatkou maji vysokou specifitu. (3; 5; 7)

Po ozafeni fluoroforu UV zafenim dojde k absorpci €asti energie zafeni, emitované
svétlo ma mensi energii a tim padem vétsi vinovou délku, zafeni o vétsi vinové délce
vnima lidské oko jako barevné. V okularu vidime barevné struktury na ¢erném pozadi.
Podle pouzitého fluoroforu muze byt emitované svétlo rizné barevné nejCastéji zelené,
Zluté, modré Ci Cervené. (3)

3.4.1 Vyuziti fluorescenéni mikroskopie

Tato metoda ma vyznamné vyuziti pfi pozorovani riznych bunéénych struktur,
napriklad jader, chromozomu, mikrotubull, cytoskeletu, proteinli, bunécnych stén,
organel, bunégnych antigentl a receptort. V jenom preparatu Ize pouzit vice typu



fluoroford, které emituji svétlo o rizné vinové délce, Ize tak zvyraznit a barevné odlisit
razné bunécné struktury. Muzeme pozorovat jak fixované buriky, tak buriky Zivé. Touto
metodou Ize rychle orientacné prokazat pfitomnost patogenu v likvoru, sputu ¢i moci.
Siroké vyuziti ma i v imunohistochemii, imunocytologii kde se pouzivaji protilatky
znacené fluoroforem, ty se navazi na pozadovany antigen a po ozareni ho zviditelni.
Dale slouzi ke studovani lokalizace konkrétnich proteina a jejich interakce s ostatnimi
strukturami v bunce. (3; 8)

Pomoci fluorescencniho mikroskopu se vyhodnocuji vzorky, které jsou pfipravené
metodou FISH (fluorescence in situ hybridization). Tato metoda vyuziva usek DNA
znacCeny fluoroforem, ktery je komplementarni k hledanému useku DNA. Tym
N. Adamové pouzil tuto metodu k oznaceni telomer chromozomu v rizné starych
bunkach lidského fibroblastu béhem metafaze. U chromozom byly pozorovany zmény
intenzity fluorescence telomer, napfiklad ztrata fluorescence jen jedné sesterské
telomery nebo obou telomer, jejich zdvojeni, zeslabeni, zesileni nebo uplné vymizeni.
Na obr.7 mizeme vidét zdvojeni telomery (A), zeslabeni telomery (B) a vymizeni
fluorescence na jednom konci obou sesterskych chromatid (C).

Obr. 7: Zmény fluorescence telomer (15)

Tyto zmény byly zaznamenany u vSech bunék, u mladSich bunék se ale
vyskytovaly méné nez u starSich bunék. Nevyhodou této metody je, Ze nelze odlisit,
jestli vymizeni fluorescence je zplusobeno nepfitomnosti telomery nebo zménou
sekvence nukleotidl v telomefe, protoze pouzité DNA znacené fluoroforem se vaze
pouze na urcitou sekvenci nukleotidu. (15)

Fluorescenéni mikroskopie najde své uplatnéni i v histopatologii. Histologické
preparaty se bézné barvi hematoxylin-eosinem a pozoruji se pod svételnym
mikroskopem. Bunky spinocelularniho karcinomu dutiny ustni mize byt v nékterych
pfipadech slozité odliSit od okolni pojivové tkané. Tkan karcinomu obarvena
hematoxylin-eosinem byla tymem A. Rossiho pozorovana fluorescenénim
mikroskopem se zelenym excitacnim filtrem, eosin totiz emituje svétlo o vinové délce
550 nm, coz odpovida zelené barvé. Bylo zjisténo, Ze se barvivo Iépe uchyti na
mistech, kde se nachazi spinocelularni karcinom, tato mista jsou na snimku jasné
zelena. Pojivova tkan se obarvi méné, proto je méné vyrazna. Takto Ize odliSit bunky
pojivové tkané od bunék spinocelularniho karcinomu. Na obr.8 muizeme vidét
obarvenou tkan zobrazenou pomoci svételného mikroskopu (A) a fluorescencniho
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mikroskopu (B). Bilé Sipky ukazuji na pojivovou tkan a cCerné Sipky na tkan
spinocelularniho karcinomu. (16) Stejna metoda byla vyuzZita ke studovani jater,
sleziny, elastickych vlaken, zubu a jejich zavésného aparatu. (17)
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Obr.8: Spinocelularni karcinom (16)

3.5 Polariza¢ni mikroskopie

PolarizaCni mikroskopie kombinuje svételnou mikroskopii a polarimetrii. Stejné
jako v polarimetrii tak i v polarizaCni mikroskopii se pouziva polarizované svétlo, tedy
svétlo, které kmita jen v jedné roviné. Svétlo polarizované prvnim polarizacnim filtrem
dopada na preparat, pokud je preparat anizotropni dochazi k dvojlomu. Paprsky
vzniklé dvojlomem kmitaji oproti pdvodnimu svétlu v jiné roviné a prochazi druhym
polarizacnim filtrem, ktery propousti pouze svétlo kmitajici kolmo na prvni polariza¢ni
filtr. Polarizované svétlo, které neproslo preparatem je druhym polarizaénim filtrem
pohlceno. Druhym polarizaénim filtrem prochazi jen svétlo, jehoz rovina kmitani byla
zménéna interakci s preparatem a je zaznamenano detektorem. (3; 5; 7)

3.5.1 Vyuziti polarizaéni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskopii Ize vyuzit ke studovani anizotropnich systému, jako je
napfiklad cytoplazma, krystaly, bunééna sténa, Skrobové zrno, kolagenové vlakno,
zuby nebo pfi¢né pruhovany sval. (3; 5; 7)

Pomoci polarizacni mikroskopie lze pozorovat v synovialni tekutiné uratové
krystaly, ty se vni ukladaji v dusledkl dny. Na zakladé odliSnych polarizacnich
vlastnosti je mozné odlisit uratové krystaly od krystald kalciumpyrofosfatu, které
zpusobuji pseudodnu. Polariza¢ni mikroskopie slouzi také k diagnostice amyloidozy
a k prikazu oxidu kfemicitého ve tkani u silikdzy. (18) Tym B. Yanga pouzil polarizacni
mikroskopie k zkoumani kolagenu papily zrakového nervu ovce. Kolagenni vliakna se
stejnou orientaci jsou polarizaénim mikroskopem zobrazena stejnou barvou. Zkoumal
vzajemnou orientace jednotlivych kolagenovych vldken. Vlakna vzdalena od stfedu
papily se sbihaji do svazkil a maiji stejnou orientaci. Na snimku 9 je znazornéna
orientace vlaken kolagenu papily zrakového nervu. Nervova tkan témeér nemeéni
polarizaci svétla, proto je na snimku nevyrazna. (19)
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Obr. 9: Orientace kolagenu (19)

3.6 Ultrafialova mikroskopie

V ultrafialové mikroskopii se jako zdroj svétla pouziva UV zafeni, veSkera optika
musi byt z kiemenného skla, aby UV zafeni nebylo pohlcovano. Diky mensSi vinovée
délce ma UV mikroskopie lepSi rozliSovaci schopnost nez svételna mikroskopie. Na
UV zafeni ale neni lidské oko citlivé, proto UV zafeni musi snimat kamera, ta pfevede
UV zafeni na viditelné svétlo. Pro zachyceni obrazu Ize také pouzit fotograficky papir.

(5)
3.6.1 Vyuziti ultrafialové mikroskopie

Tym A. Ojaghiho pouzil ultrafialovou mikroskopii k zobrazeni krevnich element
v natéru periferni krve i kostni dfené. Pro zobrazeni krevnich elementd v natéru se
rutinné preparaty barvi Pappenheimovym barvenim a pozoruji se pod svételnym
mikroskopem. Barveni zabere zhruba 30 minut, pokud neni provedeno spravné, muze
preparat obsahovat rizné artefakty, které znesnadni jeho hodnoceni. Pfi hodnoceni
preparatu ultrafialovou mikroskopii se preparat nemusi barvit, stati pouze zhotovit
natér a ten nechat zaschnout. Ultrafialova mikroskopie k zobrazeni postupné pouzije
svétlo o rliznych vinovych délkach. Svétlo o vinové délce 260 nm je nejvice pohlcovano
nukleovymi kyselinami v jadfe bunky, bunééné proteiny pohlcuji nejvice svétlo o vinové
délce 280 nm, svétlo o vinové délce 300 nm neni vyrazné pohlcovano Zadnou
endogenni molekulou, slouzi tedy k upravé kontrastu. Snimky o téchto vinovych
délkach vyhodnocuje pocita€ a na zakladé vinové délky a absorbance pfifadi krevnim
elementim barvu, tento proces se oznacuje jako pseudobarveni. Barvy jsou volené
tak, aby vysledny obraz co nejvice pfipominal Pappenheimovo barveni. Vznikly obraz
nam umoznuje rozlisit jednotlivé typy leukocytu a jejich vyvojové fady. U erytrocytl
muzeme hodnotit jejich vyvojova stadia, morfologii a obsah hemoglobinu. Trombocyty
jsou snadno odlisitelné od riznych necistot, které se v natéru mohou vyskytovat.
Krevni natér tedy neni tfeba barvit, coz usetfi ¢as i reagencie, proto je tato metoda
vhodna pro statimové vzorky. Bunky jsou ultrafialovému zafeni vystaveny jen kratce,
a tak nedochazi k jejich vyraznému poskozeni. V levém sloupci obr.10 jsou krevni
elementy zobrazeny pomoci UV mikroskopie a dobarveny pseudobarvenim, v pravém
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sloupci jsou krevni elementy, které byly obarveny Pappenheimovym barvenim a
pozorovany pod svételnym mikroskopem. (20)

Obr. 10: Krevni elementy (20)

3.7 Konfokalni mikroskopie

Konfokalni mikroskop je druhem svételného mikroskopu, ktery se vyznacuje
vySSim kontrastem a s rozliSenim az 0,1 um predCi ostatni svételné mikroskopy.
Konfokalni mikroskop zobrazuje pouze &ast vzorku, na kterou je zrovna zaostien.
Vysledny obraz tak neni rozmazan Castmi vzorku, které se nachazeji mimo rovinu
zaostieni. Jako zdroj fotonu je pouzit laser. Konfokalni mikroskop se pfevazné vyuziva
k pozorovani preparatli obarvenych fluoroforem. V klasické fluorescencni mikroskopii
dochazi k excitaci fluorofort v celém vzorku a nasledné emisi svétla. Fluorescence
z mist, na ktera neni klasicky fluorescenéni mikroskop zaostien, vytvari ve vysledném
obraze rusSivé pozadi a tim snizuje i kone¢né rozliSeni. Konfokalni mikroskopie tomuto
problému CasteCné predchazi tim, Ze dochazi k excitaci pouze urcité ¢asti vzorku, na
kterou je mikroskop zrovna zaostfen. Tim se omezi nasledna emise svétla v mistech
mimo rovinu zaostfeni. Zaroven je svétlo vznikajici mimo rovinu zaostfeni pohlceno
bodovou clonou. Existuji dva typy konfokalnich mikroskopl laserovy rastrovaci
konfokalni mikroskop a konfokalni mikroskop s rotujicim diskem. (8; 21; 22)

3.7.1 Laserovy rastrovaci (skenovaci) konfokalni mikroskop (LSCM)

Anglicky se tento typ mikroskopu nazyva Laser Scanning Confocal Microscopy
(LSCM). Preparat je postupné skenovan laserem bod po bodu, dokud se neoskenuje
cely. Pfi skenovani kazdého bodu se do pocitaCe dostava i informace o jeho poloze.
Na zakladé téchto udaju pocita¢ sestroji z mnoha naskenovanych bodu vysledny
obraz. Preparat se mlze skenovat tfemi zpusoby. Bud' se pfi¢né posouva vzorek pred
objektivem, nebo se pohybuje objektiv nad vzorkem, také mizeme preparat skenovat
rozmitanim laserového paprsku. Mikroskop Ize postupné zaostfit na vice rovin
pozorovaného vzorku, vysledkem jsou pak snimky, které pfipominaji fezy. Po
poskladani téchto snimkl na zakladé informaci o jejich polohach ziskame trojrozmérny
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obraz pozorovaného objektu. Na obr.11 je znazornén mechanismus skenovani vzorku
pomoci LSCM.
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Obr. 11: Skenovani LSCM (23)
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Skenovani probiha tak, Ze laserovy paprsek je soustfedovan na bodovou clonu,
tento paprsek dale prochazi skrz objektiv a dopada na pozorovany objekt. Primér
laserového paprsku dopadajiciho na objekt je stejny jako rozliSovaci schopnost
konfokalniho mikroskopu neboli difrakéni mez. Paprsky, které se od objektu odrazi,
rozptyli nebo vznikaji fluorescenci, prochazi zpatky objektivem na druhou bodovou
clonu. Clona umozni priichod pouze paprskim, které se nachazeji v roving, na kterou
je mikroskop pravé zaostfen. Paprsky, které se nachazi mimo tuto rovinu, jsou clonou
pohlceny a nedochazi tak k rozmazani vysledného obrazu té€mito paprsky, jako tomu
je u klasické fluorescencéni mikroskopie. Paprsky, které proSly clonou, dopadaji na
fotonasobi€, kde jsou zaznamenany a jejich signal je zesilen. Rychlost skenovani
LSCM je oproti konfokalni mikroskopii s rotujicim diskem pomalejsi, a proto neni
vhodny pro pozorovani dynamickych déju napfiklad v zivych burikach. (8; 21; 22)

3.7.2 Konfokalni mikroskop s rotujicim diskem (SDCM)

Anglicky se tento typ mikroskopu nazyva Spinning Disc Confocal Microscopy
(SDCM). Tento typ konfokalniho mikroskopu obsahuje tzv. Nipkowovilv disk, ve
kterém se nachazi stovky clonek. Disk se otaci velkou rychlosti a tim umoznuje
zobrazit vice bodl vzorku najednou, coz urychluje skenovani. Clonky na disku jsou
usporadany tak, aby pfi otaCeni disku doSlo k oskenovani celého vzorku. Zareni
dopadajici na vzorek ma mensi intenzitu nez u LSCM, tim se snizuje poskozeni vzorku
zpusobené fotobé&lenim. Diky své rychlosti skenovani je SDCM vhodny pro zobrazeni
dynamickych procesul v Zivych burikach. (8; 21; 22)

3.7.3 Vyuziti konfokalni mikroskopie

VétSina modernich konfokalnich mikroskopt nam umoznuje vytvofit trojrozmérny
obraz bunék a jejich vnitfnich struktur. Této vlastnosti bylo napfiklad vyuZito pfi
zkoumani organizace a struktury nervové tkané. Téla neurond, jejich dendrity a gliové
buriky byly obarveny fluoroforem. Ze vzniklych snimkd byl vytvofen trojrozmérny
obraz, ktery zobrazoval uspofadani neuronu v prostoru, jejich vzajemné spojeni
pomoci synapsi, vztahy s gliovymi bufikami a vétveni dendritll a axonu. Pomoci této
metody byl zobrazen cely mySi mozek. V riznych &astech mozku se vyskytovaly
neurony s odliSnou morfologii a rizny pocet gliovych bunék. (24)
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V trojrozmérném zobrazeni |ze pozorovat pomoci SDCM dynamické déje. Tento
typ zobrazeni byl vyuzit pro pozorovani cév v izolovanych a neporusenych mysSich
plicich, cévami plic protékala tekutina s fluoroforem, ktery se navaze na endotel cév.
Pomoci konfokalni mikroskopie je mozné sledovat dynamiku proudéni krve v plicich,
rozvétveni cév a zmeény v prutoku krve za rliznych experimentalnich podminek. Na
obr.12 jsou cévy plic zvyraznéné fluoroforem. (24)

Obr. 12: Cévy zvyraznéné fluoroforem (24)
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4 Elektronovy mikroskop

Elektronovy mikroskop se vyuziva k pozorovani objektd mensSich nez 0,2 um
a jeho maximalni rozliSeni dosahuje az 0,1 nm. Pro zobrazeni takto malych struktur se
pouzivaji urychlené elektrony ve vakuu, ty maji vyrazné menSi vinovou délku nez
viditelné svétlo. Francouzsky fyzik Louis de Broglie vyjadfil vinovou délku elektronu
pomoci nasledujici rovnice (6),

h
\ (6)
m.v

kde A je vinova délka elektronu, m je hmotnost elektronu, h je Planckova konstanta

a v je rychlost elektronu.

Elektronovy mikroskop se sklada z elektronového zdroje, ze kterého proudi
svazek elektronu. Svazek elektronu je tfeba urychlit pomoci anody, ta se nachazi za
elektronovym zdrojem. Nasledné je elektronovy svazek upraven elektronovymi
c¢oCkami, aby se sbihal do jednoho bodu. (25; 26)

Sklenéna optika, pouzivana ve svételné mikroskopii, je u elektronového
mikroskopu nahrazena systémem elektromagnetickych C¢ocCek. Elektrony jsou
soustfedény na vzorek, se kterym interaguji. Nasledné jsou elektrony detekovany
pomoci detektoru, signaly z detektoru vyhodnocuje pocita€ a sestroji obraz. Veskeré
vnitFni  ¢asti elektronového mikroskopu, kterymi prochazeji elektrony, obsahuji
vakuum. Za pfitomnosti vzduchu by elektrony interagovali s molekulami vzduchu misto
se vzorkem. Vzorky pro elektronovy mikroskop vyzZaduji obvykle slozitéjSi upravu nez
vzorky pro svételny mikroskop. Elektronové mikroskopy délime na transmisni
elektronové mikroskopy a rastrovaci elektronové mikroskopy. (27)

4.1 Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Transmisni elektronovy mikroskop z anglického Transmission Elecron Microscope
nebo také prozarovaci elektronovy mikroskop slouzi k pfimému pozorovani obrazu.
Jeho rozliSovaci mez se pohybuje v fadech 0,1 nm, vyznacuje se i velkou hloubkou
ostrosti, prakticky je zaostfen cely vzorek. (9) K zobrazeni objektu vyuziva svazek
elektrond ve vakuu. Zdrojem svazku primarnich elektronu je elektronovy zdroj.
Elektronovy svazek je pomoci kondenzorové CocCky soustiedén na pozorovany
preparat. Elektrony interaguji se vzorkem a prochazi jim. Proslé elektrony dale putuji
k objektivové Cocce, ktera upravuje jejich drahu tak, aby vétSina elektron dopadla na
detektor, ktery je zaznamenava a vytvari obraz. Na obr.13 je schéma TEM, dnes se
fluorescenéni stinitka vyuzivaji jen zfidka, misto nich se pro tvorbu obrazu vyuZivaji
CCD (Charge-coupled device) kamery nebo detektory. Vzorky pro TEM musi byt
nakrajeny na nékolik desitek nm tenké platky, aby elektrony mohly vzorkem projit. (9;
25; 27; 28; 29)
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Obr. 13 : Schéma TEM (30)

4.2 Rastrovaci elektronovy mikroskop (SEM)

Tento typ elektronového mikroskopu se také nazyva skenovaci z anglického
Scanning Electron Microscope (SEM). Obraz neni pozorovan pfimo, jako tomu je
u transmisniho elektronového mikroskopu. Obraz se vytvafri pomoci uzkého svazku
elektron o priméru 1-10 nm, ten se vypousti na objekt postupné po fadcich, dokud
se takto neoskenuje cely vzorek. (7) Elektrony se pfi dopadu na vzorek bud rozptyli,
nebo ze vzorku vyrazi sekundarni elektron. Oba typy téchto elektront jsou zachyceny
detektorem. Detektor se nenachazi pod vzorkem, jako tomu bylo u TEM, ale je umistén
nad vzorkem. (28) Schéma SEM je zobrazeno na nasledujicim obrazku ¢.14.

Na zakladé energie detektorem zachycenych elektrond se sklada obraz.
Rastrovaci mikroskop nam umozrniuje vytvofit trojrozmérny obraz pozorovaného
predmétu, ale rozliSeni tohoto obrazu je o az dva fady menSi nez u transmisniho
mikroskopu. ProtoZe elektrony nemusi projit vzorkem, aby byly zaznamenany
detektorem, nemusi byt vzorek nakrajen na ultratenké fezy. (7; 9; 27)
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4.3 Elektronové zdroje

Ukolem elektronového zdroje je poskytnout stabilni paprsek elektronti s vysokym
jasem. Jas je urCeny proudem elektronu vztazenym na plochu zdroje a na prostorovy
Uhel, pod kterym jsou elektrony vyzarovany. Cim je jas elektronového zdroje vétsi, tim
ma vznikly obraz lepSi rozliSeni. Nékteré elektronoveé zdroje tvofi elektrony se SirSim
bod, coz snizuje kvalitu obrazu. Elektronové zdroje rozliSujeme na tepelné
a autoemisni. Mezi tepelné elektronové zdroje patfi wolframova katoda a katody
z hexaboritovych krystalt, mezi které patii CeBes a LaBs. Mezi autoemisni pak fadime
studenou autoemisni trysku a trysku Schottkyho typu. Tepelné elektronové zdroje
produkuji elektrony, pouze pokud jsou zahfaty na vysokou teplotu. Studena autoemisni
tryska produkuje elektrony za pfitomnosti silného elektrického pole. Tryska Schottkyho
typu je kombinaci tepelného a autoemisniho zdroje. (26; 28)

4.3.1 Wolframova katoda

Katoda je tvofena z tenkého wolframového viakna ohnutého do tvaru pismene V.
Tento typ katody nevyzaduje tak Cisté vakuum a je nejlevnéjSi. Katoda se musi pred
pouzitim rozzhavit na zhruba 2 500°C, to je jeden z divodu, pro¢ ma wolframova
katoda nejkratSi Zivotnost ze v8ech uvedenych elektronovych zdroji. V porovnanim
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s ostatnimi elektronovymi zdroji, ma wolframova elektroda nejnizsi jas a nejSirsi rozptyl
energie elektronu. (26)

4.3.2 Katody z hexaboritych krystalu

Katoda je tvofena zasSpiatélym monokrystalem z LaBes nebo z CaBs. Tyto katody
vyZaduiji pro svoji funkci mensSi teplotu nez wolframova katoda. Katoda z LaBs vyZaduje
pro svoji funkci teplotu okolo 1 600°C, katodé z CaBs staci pro svoji funkci teploty okolo
1 400°C. Diky nizSi provozni teploté maji katody z hexaboritych krystald 10x delSi
Zivotnost nez wolframova katoda. DalSi vyhodou oproti wolframové katodé je jas, ktery
je asi 10x vétsi, vysledny obraz ma tak kvalitnéjSi rozliSeni. Katoda z hexaboritovych
krystall vyZaduje CistéjSi vakuum nez wolframova katoda a je proto drazsi. Krystal,
ktery katody obsahuji, musi byt zahfivam postupné&, pfi rychlém zahfati by mohl
prasknout. (26; 28)

4.3.3 Studena autoemisni tryska

Studena autoemisni elektroda je tvofena monokrystalem wolframu, ktery ma tvar
hrotu o priméru kolem 100 nm. Naproti wolframovému hrotu je umisténa elektroda
s vysokym napétim. Kolem hrotu vznika elektrické pole s vysokou intenzitou, které
vytrhava elektrony z wolframového hrotu. Studena autoemisni tryska musi byt
umisténa v ultra vysokém vakuu, coz z ni déla nejdrazsi elektronovy zdroj. Tryska je
schopna vytvaret elektrony i za pokojové teploty a jeji zZivotnost je nékolik let. Tato
tryska se vyznacuje vysokym jasem a rozptylem energie elektronl niz§im nez 1 eV.
(25)

4.3.4 Tryska Schottkyho typu

Oznacuje se také jako termoautoemisni tryska. Na emisi elektronu se z ¢asti podili
elektrické pole a teplota. Wolframovy hrot je pokryty oxidem zirkonicitym, hrot musi byt
rozzhaven na teplotu 1 500 °C. Jas této trysky je menSi nez u studené autoemisni
trysky, ale nepotfebuje ultra vysoké vakuum a vyznaCuje se stabilnim paprskem
elektrond. (25)

4.4 Elektronové ¢ocky

Ukolem elektronovych &oéek je soustfedit svazek elektrond do co nejuz$iho
paprsku. Elektronové CoCky délime na elektrostatické a elektromagnetické.
Elektrostatické CocCky jsou slozené z nékolika elektrod, na které je vkladan rtzny
potencial. Nachazi se za elektronovym zdrojem a slouzi k formovani elektronového
svazku. (27)

Elektromagnetické Cocky jsou usporadané do soustavy ¢oCek. U TEM je nejCastéji
tvofena kondenzorovou coCkou a objektivovou coCkou. Kondenzorova c¢ocCka
soustfeduje svazek elektront na vzorek. Objektivova CoCka soustfeduje elektrony
pro8lé vzorkem na detektor. U SEM se za vzorkem Zadna CoCka nenachazi. (27)

Elektromagneticka ¢ocka je tvofena civkou, kdyz civkou prochazi proud, vytvafi
nehomogenni magnetické pole. Magnetické pole ovliviuje trajektorii elektronl. Civka
byva obalena vrstvou meékkého Zeleza, tim se zvySi jeji ucinnost. Soucasti
elektromagnetické CoCky byva i clona, ta blokuje elektrony, které nejsou soucasti
elektronového svazku. (27)
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Stejné jako sklenéné Cocky, tak i elektronové trpi riznymi vadami, mezi ty
nejCastéjSi vady patfi sféricka, chromaticka nebo osovy astigmatismus. (27)

4.4.1 Sféricka vada elektronové ¢ocky

Tato vada elektronové CoCky vznika stejné jako sféricka vada u sklenéné Cocky.
Elektrony, které prochazi stfedem Cocky, se sbihaji ve vzdalenéjSim bodé nez
elektrony, které dopadaji na okraj Cocky. Dlasledkem této vady je, Ze zvétSeni ve stfedu
je jiné nez na okrajich preparatu. Pouzitim clony, ktera bude okrajovym elektronim
zabrafovat prachodu €oCkou, Ize sférickou vadu zmirnit. Sférickou vadu Ize potlacit
pouzitim hexapodlové nebo oktupdlové ¢ocCky. Ty se skladaji z Sesti nebo osmi civek,
které jsou usporadany do kruhu, jehoz stfedem prochazi svazek elektronli. Sousedni
civky maji vzdy odliSny pol. Magnetické pole, které je civkami tvofeno, |Ize upravovat
tak, aby se sféricka vada co nejvice potlacila. (25; 27)

4.4.2 Chromaticka vada elektronové ¢ocky

Tato vada elektronové ¢ocky ma stejny princip, jako chromaticka vada u sklenéné
¢ocCky. Draha elektronu o rizné energii, respektive vinové délce je odlisna. Elektrony
o ruzné vinové délce jsou elektronovou ¢ockou ohybany pod jinym uhlem a nemohou
tak byt soustfedény do uzkého bodu. Chromaticka vada zpUsobuje, Ze je pozorovany
bod zobrazen jako neostry disk. Vlivy chromatické vady mGzeme zmirnit snizenim
energetického rozptylu elektrond, snizenim vinové délky elektronu a stabilizaci napéti
na anodé. Pro snizeni energetického rozptylu elektront lze pouzit jako zdroje
elektronli studenou autoemisni trysku nebo trysku Schottkyho typu, oba tyto
elektronové zdroje produkuji svazek elektrond s nizkym energetickym rozptylem.
VIinova délka elektronu se sniZuje se zvysSujici se rychlosti elektronu. Rychlost
elektronu lze zvysSit tim, ze zvySime napéti na anodé. Elektrony s pfili§ vysokou
rychlosti mohou poskodit vzorek. Nestabilni urychlovaci napéti na anodé zpUsobuje
zmény v rychlostech elektron(, coz chromatickou vadu zhorSuje. (25; 27)

4.4.3 Astigmaticka vada elektronové ¢ocky

Astigmatismus je zplsoben nesymetrii magnetického pole elektronové Cocky.
Elektronovy svazek se nesbiha do kruhového bodu, ale do ovalu. Obraz je tak
v jednom sméru nezaostfeny. Astigmatismus byva zpusoben nevodivymi necistotami,
které se usazuji v tubusu mikroskopu, na necistotach se tvofi naboj, ktery svym
elektrickym polem ovlivhuje drahu elektronu. Vadu Ize odstranit pouzitim stigmatoru,
ten je nejCastéji tvofren magnetickym kvadrupdlem, ktery se sklada ze Ctyr civek,
protilehlé civky maji stejny pdl. Civky tvofi magnetické pole tak, aby kompenzovali
nesymetrii magnetického pole elektronové €ocky. (27)

4.5 Vakuum

Vakuum vypliiuje cely vnitini prostor mikroskopu od elektronového zdroje po
detektor. Pfitomnost vakua je nezbytna, v pFitomnosti vzduchu by elektrony
interagovaly s molekulami vzduchu, misto se vzorkem. (25) Také by mohlo dojit
k znecisténi vzorku. Vakuum také omezuje oxidaci elektronového zdroje a prodluzuje
tak jeho Zivotnost. Vakuum zajistuje nékolik automatizovanych pump. Cistota vakua je
Casto volena podle pozadavkl elektronového zdroje. Pro wolframovou katodu staci
vakuum o hodnoté 10-3Pa, kdezto studena autoemisni tryska vyZaduje vakuum
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10-°Pa. Aby béhem kaZzdé vymény vzorku nedochézelo k zavzdu$néni celého
mikroskopu, je cela pro vzorek oddélena od ostatnich ¢asti pomoci vzduchotésnych
prepazek. (27)

4.6 Interakce elektron( se vzorkem
Elektrony interaguji se vzorkem mnoha zpusoby, nékteré elektrony vzorkem
projdou beze zmény, jiné jsou vzorkem absorbovany, také muaze dojit k elastickému
i neelastickému rozptylu elektrond. Rizné interakce elektronl se vzorkem, nam davaji
odlisné informace o povrchu vzorku, vnitfnich strukturach, chemickém slozeni nebo
o jeho krystalografickém usporadani. Tyto elektrony je tfeba i odliSné detekovat.
U TEM jsou detekovany elektrony, které prosSly vzorkem. Patfi mezi né hlavné
elektrony, které vzniky elastickym i neelastickym rozptylem, také lze detekovat
sekundarni elektrony, nebo rentgenové zareni, pfipadné Augerovy elektrony. SEM
detekuje elektrony odrazené od vzorku, hlavné elektrony vzniklé elastickym rozptylem,
dulezité jsou také sekundarni elektrony. (29; 30; 31; 32) Na obrazku 15 jsou zobrazeny
typy interakci elektront se vzorkem.
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Obr. 15: Interakce elektront se vzorkem (29)

4.6.1 Elasticky rozptylené elektrony

Elasticky rozptylené elektrony vznikaji po interakci primarniho elektronu s jadrem
atomu vzorku, pficemz se méni jejich smér, ale jejich energie zustava témér
nezménéna. K elastickému rozptylu u jednoho elektronu muze dojit vicekrat a elektron
poté muze opustit vzorek, pak se oznacuje jako elektron zpétné odrazeny. Mnozstvi
zpétné odrazenych elektront zavisi na Uhlu dopadu elektrond na vzorek a na
protonovém &isle prvku. Cim vétsi je protonové &islo prvku, tim vétsi je podet zpétné
odrazenych elektronl. Oblasti vzorku s t€z8imi prvky poskytuji vice signalu a jsou na
obraze svétlejSi. U SEM jsou zpétné orazené elektrony detekovany a na zakladé jejich
Cetnosti Ize sestavit obraz s rozlozenim prvkd ve vzorku. U TEM jsou elasticky
rozptylené elektrony, které prosSly vzorkem zobrazovany v difrakcnim modu. Pomoci
tohoto mdédu Ize od sebe odliSit amorfni a krystalické latky nebo odhalit defekty
v krystalech. (28; 30)
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4.6.2 Neelasticky rozptylené elektrony

Neelasticky rozptylené elektrony maji mensSi energii nez primarni elektrony.
Vznikaji, kdyz primarni elektron interaguje s elektronem atomu vzorku, pficemz
primarni elektron predava Cast své energie elektronu atomu vzorku a z primarniho
elektronu se stava neelasticky rozptyleny elektron. Elektron atomu vzorku, ktery ziskal
energii od primarniho elektronu, pfechazi do excitovaného stavu nebo se z atomu
uvolni v zavislosti na jeho energii. (32)

4.6.3 Sekundarni elektrony

Sekundarni elektrony vznikaji po interakci primarniho elektronu s elektronem
atomu vzorku, kdy dojde k pfedani energie elektronu atomu vzorku, ktery se
nasledovné uvolni z elektronového obalu atomu vzorku a vznika z néj sekundarni
elektron. Ten ma relativné malou energii a pouze sekundarni elektrony, které vznikly
v hloubce nékolika desitek nm se dostanou do detektoru. Sekundarni elektrony jsou
detekovany Everhart-Thornleyho detektorem. U SEM jsou sekundarni elektrony
detekovany pod urcitym uhlem vUci povrchu vzorku, v kone€ném obraze nam tak
vznikaji svétla a tmava mista, ta vytvari trojrozmérny efekt. Detektor sekundarnich
elektron0 ma vysoké rozliSeni a dava nam informaci o povrchu preparatu, ale
neposkytuje Zadné informace o chemickém slozeni vzorku. (29; 31; 33)

4.6.4 Rentgenové zareni

Na misto, ze kterého se uvolnil sekundarni elektron, muze prejit elektron z vyssi
energetické hladiny. Ten svou prebyteCnou energii vyzafri nejCastéji v podobé
rentgenoveho zareni, které je pro dany atom charakteristické. Pomoci rentgenoveho
zareni mizeme ziskat informace o prvcich ve vzorku. (27; 32)

Pro detekci rentgenového zareni Ize pouzit detektor EDS (energiové disperzni
spektrometrie) nebo detektor WDS (vinové disperzivni spektrometrie). Detektor EDS
analyzuje celé vyzarené spektrum najednou, detekce je rychla a trva nékolik minut.
Nevyhodou tohoto detektoru je menSi citlivost, ta se pohybuje v fadech desetin procent
hmotnostniho obsahu daného prvku ve vzorku. Detektor WDS analyzuje zvoleny prvek
na zakladé charakteristické vinové délky rentgenového zareni. Detektor WDS ma
desetkrat vétsi citlivost nez detektor EDS, ale analyza probiha pomaleji. (29; 31)

4.6.5 Augerovy elektrony

PfebyteCna energie elektronu atomu vzorku nemusi byt vzdy vyzafena v podobé
rentgenového zareni, ale maze byt pfedana elektronu na vySSi energetické hladiné,
tento elektron se nasledné uvolni z atomového obalu a vznika z néj Augerav elektron.
Augerovy elektrony jsou ¢asto vzorkem absorbovany. Pouze Augerovy elektrony, které
vznikly na povrchu vzorku, nejsou absorbovany svym okolim a mohou byt detekovany.
Augerovy elektrony se Castéji uvolfiuji z prvkdl 0 mensim atomové hmotnosti. Energie
Augerovych elektront je pro kazdy atom specificka a slouzi tedy k identifikaci prvk( na
povrchu vzorku. (29; 31; 32; 33)

4.6.6 Katodoluminiscence

Ke katodoluminiscenci dochazi podobnym zplsobem jako k uvolnéni
rentgenového zareni, s tim rozdilem, Zze excitovany elektron vyzafi svou prebyte¢nou
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energii v podobé zareni, jehoz vinova délka se pohybuje v oblasti od ultrafialového po
infraCervené zareni. (29; 33)

4.7 Upravy preparatu

Vzorky pro elektronovou mikroskopii musi byt sloZité upraveny. Biologické
preparaty se musi fixovat, aby nedoSlo k jejich degradaci. Biologické preparaty Ize
fixovat chemicky nebo fyzikalné. Dullezité je, aby fixaci nedoSlo ke zméné tvaru
nebo poskozeni urcitych struktur. Pro chemickou fixaci se ¢asto pouZziva oxid osmicely,

v

Fyzikalni fixace se provadi mrazem. P¥i fixaci mrazem je nejdfiv nutné omezit
tvorbu krystalkd ledu ve vzorku, vzniklé krystalky by poSkodily bunééné membrany.
Aby se predeslo tvorbé krystall ledu pfi zmrazeni, musi se voda ve vzorku nahradit
kryoprotektivem. Kryoprotektiva délime na intracelularni a extracelularni. Intracelularni
kryoprotektiva pronikaji skrz buné&nou membranu do bunék a jejich kompartmenta,
fadi se mezi né ethylenglykol, glycerol nebo dimethylsulfoxid. Extracelularni
kryoprotektivum pfes bunééné membrany neprochazi a nachazi se pouze mimo
bunky, pro tento ucel se pouziva sachardéza nebo polyvinylpyrrolidon. Dulezité je
vzorek rychle zamrazit, to se nejCastéji provadi tekutym dusikem, aby se omezila
tvorba krystalu. Fixace mrazem je SetrnéjSi nez chemicka fixace, protoZe nezplsobuje
denaturaci bilkovin a deformaci nékterych struktur. Nevyhodou této metody je jeji
narocnost na technické vybaveni a nakladné uchovavani zmrazenych vzork(. (34)

Po chemické fixaci je nutné vzorky odvodnit, voda by se v pfitomnosti vakua ihned
odpafila a doSlo by k posSkozeni preparatu. Odvodriovani se provadi nejCastéji
ethanolem nebo acetonem, tato dehydratacni Cinidla se poté vysusSi. Preparat musi byt
vodivy, nevodive preparaty se musi pokryt vrstvickou kovu. Preparaty se pokovuiji, aby
se z jejich povrchu odvedly hromadici se elektrické naboje a prfebytecné teplo, tim se
docili lepSiho kontrastu a omezi se poskozeni vzorku. K pokovovani se nejCastéji
pouziva zlato, platina nebo chrom. (34)

U TEM je nutné vzorek nakrijet na fezy tenké nékolik desitek nm, aby se omezila
absorpce elektronu preparatem. Aby bylo vzorek na tenké fezy mozné nakrajet, musi
se nejdrive zalit do pryskyficového bloCku. Zality vzorek se na ultramikrotomu nakraji
na maximalné 100 nm tlusté fezy. (9; 25; 34)

4.8 Vyuziti elektronové mikroskopie

Diky vysokému zvétSeni a rozliSeni nachazi elektronova mikroskopie své
uplatnéni predevSim ve vyzkumu. Slouzi ke studovani virt, bakterii, bunéénych
organel, fyziologickych a patologickych tkani. V klinické praxi se vyuziva oprofi
svételné mikroskopii jen zfidka. Lze ji vyuZit pro diagnostiku nékterych malignit, kde
se pozoruji drobné zmeény v jadre Ci jadérku nebo v organelach, tyto zmény je velmi
obtizné i dokonce nemozné pozorovat pomoci svételného mikroskopu. Nékteré typy
rakovinnych buné&k maji oproti zdravym bunkam zmnozené nékteré organely,
napriklad lysozomy. Malo diferencované karcinomy se vyznacuji malym
a nedovyvinutym Golgiho aparatem. Mitochondrie rakovinnych bunék jsou oproti
zdravym burnikdm nafouklé a maji rizné velikosti. (35)
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Pomoci transmisni elektronové mikroskopie Akhouri A. Sinha zkoumal rozdily
mezi jadry bunék benigni hyperplazie prostaty, jadry invazivnich bunék a jadry
metastatickych bunék rakoviny prostaty. Pro studium pouzil benigni i maligni biopsie
prostaty, pacienti prfed biopsii nebyli Ié€eni. Benigni bunky prostaty maji stejnotvara
jadra, ktera jsou jasné ohraniCena jadernym obalem. Jadra metastatickych bunék maji
rizné velikosti a jsou nepravidelného tvaru. Metastatické buriky rakoviny prostaty maji
ztenCeny jaderny obal, ktery v nékterych pfripadech neni témérf patrny. DalSim znakem
metastatické bunky rakoviny prostaty je pfFitomnost hustych shluk( jaderného
chromatinu. U invazivnich bunék rakoviny prostaty se v jadie nevyskytuji husté shluky
chromatinu, jejich jadro ma nepravidelny tvar a maji vice zfetelny jaderny obal nez
metastatické buriky. (36)

Elektronova mikroskopie také slouzi k urCeni plvodce virového onemocnéni
v pfipadech, kdy nelze vir kultivovat na bunéénych kulturach ani prokazat
imunologickou nebo molekularni metodou. Elektronovou mikroskopii |ze ur€it Celed
viru na zakladé jeho morfologie, neslouzi tedy k identifikaci konkrétniho druhu viru.
(37)

V roce 2020 publikoval tym H. Hopfera studii, ve které pouzil transmisni
elektronovou mikroskopii k pozorovani zmén u bunék plicni tkané, které byly napadeny
koronavirem SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus).
Studoval zmény bunék vyvolané koronavirem na bunéénych kulturach i na biopsiich
covid pacientu. V kultivovanych burikach i v burikach z biopsie byly pozorovany stejné
zmény. V bunkach se nachazelo vétSi mnozstvi vezikul. Vezikuly se zdvojenou
membranu byly pfitomny ve vétSim mnozstvi u kratce nakazenych bunék. Tyto
vezikuly byly casto ve shlucich. Nafouklé drsné endoplazmatické retikulum se
vyskytuje uvnitf bunék, u kterych infekce probihala uz delSi dobu. V pozdéjsi fazi
infekce Ize uvnitf bunék pozorovat velké kruhové vezikuly pfipominajici vakuoly, které
obsahuji viriony. Bila Sipka na obr.16 ukazuje na vezikulu, uvnitf které se nachazeji
viriony (A) a na vezikulu se zdvojenou membranou (B).

500 nm |8
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Obr. 16: Buriky napadené SARS-CoV-2 (38)

VSechny tyto zmény byly pozorovany i u bunék napadenych koronavirem
MERS- CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus). (38)
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5 Mikroskopie atomarnich sil

Anglicky se nazyva atomic force microscopy (AFM) a patfi mezi rastrovaci
sondové mikroskopie (scanning probe microscopy— SPM). Pomoci mikroskopie
atomarnich sil muUZeme pozorovat jak nevodivé, tak vodivé vzorky, a to
v nanometrovém rozliSeni. Vzorek mizeme studovat za pfitomnosti vzduchu, vodniho
prostfedi nebo vakua. Mikroskopie atomarnich sil nevyuziva pro zobrazeni obrazu
zareni ani proud elektrond, jako mikroskopie svételna nebo elektronova, ale pouziva
hrot vyrobeny z kiemiku nebo z nitridu kfemiku. (39) Nosnik s hrotem se ohyba podle
rozlozeni atomarnich sil na povrchu vzorku. Pfi pfiblizeni hrotu k povrchu vzorku
pusobi na hrot odpudivé nebo pfitazlivé sily a dojde k ohybu nosniku, na kterém je hrot
pfipevnén. Ohyb nosniku je zaznamenavan citlivou laserovou diodou
a fotodetektorem. Signal z fotodetektoru jde do pocitaCe, kde se zpracovava a vytvari
trojrozmérny obraz. Hrot se po povrchu preparatu pohybuje v fadcich a postupné
skenuje povrch celého preparatu. Muze se také pohybovat preparat, pfiCemz hrot
zustava na misté. Na hrot pfiblizeny k preparatu pusobi hlavné kratkodosahové
elektrostatické odpudivé sily plynouci z Pauliho principu a dlouhodosahové pfitazlivé
van der Waalsovy sily. Podle vzdalenosti hrotu od preparatu muze byt vysledna sila
pusobici na hrot pfitazliva nebo odpudiva. Na hrot mizou také pusobit sily tfeci,
deformacni, kapilarni, vazebné nebo adhezni. Podle vzdalenosti hrotu od vzorku
rozliSujeme dva rezimy, dotykovy rezim a bezdotykovy rezim. Kombinaci téchto rezimu
ziskame poklepovy rezim. (37; 39; 40)

5.1 Casti AFM

Hroty se vyrabi v riznych tvarech a velikostech. NejpouzivanéjSim typem hrotu je
pyramidovy hrot vyrobeny z nitridu kfemiku. Pramér Spicky hrotu se pohybuje okolo
10 nm. Spicka hrotu musi byt ostra, neopotfebovana, jinak dochazi ke tvorbé artefakt
a rtznych nerovnosti. Pfi pouziti ostrého hrotu se zvySuje kvalita obrazu, ale muze
dojit k poSkozeni mékkych struktur zejména membrany bunék. (41)

Nosnik byva 80 um az 320 ym dlouhy a 0,3 pm az 2 ym tlusty. Jednotlivé nosniky
byvaji rGzné ohebné. Ohebnéjsi nosniky se vyuzivaji pro pozorovani mékkych struktur
organického plavodu, aby nedoslo k deformaci povrchu pozorovanych struktur. Naopak
nosniky pro studium pevnych latek, jako jsou napfiklad krystaly, zuby nebo kosti
nemusi byt tolik flexibilni. (39)

Jednou z hlavnich ¢asti mikroskopu atomarnich sil je skener, coz je polohovaci
zarizeni, které zajisStuje pfesnou pozici hrotu nad povrchem pozorovaného pfedmétu.
Na detektor dopada svétlo laseru, které se odrazilo od nosniku. NejpouZivanéjSim
typem je kvadrantni fotodetektor, ten je rozdélen na Ctyfi stejné Casti a detekuje zkruty
nosniku i jeho posun ve vertikalnim sméru. Informaci o poloze nosniku zpracovava
pocita€. (41) Na obrazku €.17 jsou zobrazeny ¢asti AFM.
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Obr. 17 Césti AFM (42)

5.2 Dotykovy rezim

Dotykovy rezim je nejstarSi rezim pro mikroskopii atomarnich sil. Pfi dotykovém
rezimu se hrot dotyka vzorku po celou dobu skenovani. Na hrot zde nejvice pusobi
odpudivé sily vyplyvajici z Pauliho principu. V mensi mife se uplatiuiji i pfitazlivé van
der Waalsovy sily a kapilarni sily. Vysledna sila pasobici na hrot je odpudiva. Dulezité
je, aby tuhost nosniku byla mensi, nez je tuhost vzorku, jinak by doslo k poSkozeni
vzorku hrotem. Mezi vyhody dotykového rezimu patfi jeho rychlost. U dotykového
rezimu rozeznavame dva mody, a to dotykovy rezim s konstantni silou a dotykovy
rezim s konstantni vySkou. (43; 44)

5.2.1 Dotykovy méd s konstantni silou

V tomto mdédu se udrzuje konstantni ohnuti nosniku. Raménko, na kterém je
nosnik pfipojeny, se pohybuje ve vertikalnim sméru tak, aby vyrovnalo silu, ktera
pusobi na nosnik s hrotem a nedoslo tak k jeho ohnuti. Vyhodou médu s konstantni
silou je, Ze nedochazi k ohnuti nosniku vlivem kapilarnich sil, které Casto zkresluji
vysledny signal. Nevyhodou tohoto mddu je pak jeho rychlost. Dotykovy mod
s konstantni silou je pouzivané&jsi nez dotykovy mod s konstantni vySkou. (43; 44)

5.2.2 Dotykovy méd s konstantni vySkou

V tomto mddu se hrot pohybuje po povrchu v konstantni vySce. V rliznych mistech
vzorku na hrot pusobi riizné velké sily a dochazi tak k ohnuti nosniku, jehoz pohyb je
zaznamenavan citlivou laserovou diodou a fotodetektorem a vysledni signal se dale
zpracovava. Vyhodou tohoto moédu je jeho rychlost, nevyhodou je pak sniZzena
pfesnost méfeni. Dotykovy mod s konstantni vySkou je vhodny pro pozorovani
relativné plochych povrcha v realném Case. (43; 44)

5.3 Bezdotykovy rezim
Pfi bezdotykovém rezimu se hrot nedotyka vzorku, je od né&j vzdalen 1-10 nm. P¥i
této vzdalenosti na hrot odpudivé sily skoro nepusobi. Nejvice se pfi bezdotykovém
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rezimu uplatnuji pfitazlivé van der Waalsovy sily, ty jsou v porovnanim s odpudivymi
silami v dotykovém rezimu slabé a dochazi k Sumu. Proto se pfi bezdotykovém rezimu
nosnik rozkmita s ur€itou amplitudou. (43; 44)

Nosniky jsou také tuzsi oproti dotykovém rezimu, aby doSlo k jeho menSimu
vychyleni pfi kontaktu s pfipadnou kapkou vody na povrchu vzorku. Protoze
mikroskopie €asto neprobiha ve vakuu, miaze dochazet ke kondenzaci vlhkosti na
povrchu vzorku a vytvareji se tak kapky vody. Vyhodou bezdotykového rezimu je, Ze
nedochazi k poSkozeni vzorku hrotem a také nedochazi ke kontaminaci hrotu
vzorkem. Problémem bezdotykovému rezimu déla pfitomnost kapky vody na povrchu
vzorku, i pfi pouZiti tuhého nosniku dochazi ke zkresleni vysledného obrazu. (43; 44)

5.4 Poklepovy rezim

Poklepovy rezim vychazi z kombinace dotykového a bezdotykového rezimu.
Nosnik s hrotem kmita s urCitou amplitudou, hrot je tak v kontaktu se vzorkem jen po
kratky Cas. K posunuti hrotu dochazi jen, kdyz je nejvice vzdalen od vzorku. Tak
nedojde k poSkozeni vzorku jako u dotykového rezimu, nicméné ke kontaminaci dojit
muaze. Tomuto rezimu nedéla problém kapka na povrchu vzorku, kmitajici nosnik ma
dostatecnou silu, aby pronikl kapkou, dostal se k povrchu vzorku a nasledné se
z kapky i uvolnil. Nevyhodou poklepového rezimu je rychlejsi opotifebovani hrotu oproti
pfedchozim rezimim. (43; 44)

5.5 Vyuziti mikroskopie atomarnich sil

Hlavni vyhodou AFM je moznost studovat zivé buriky ve vodném prostredi, coz
u elektronové mikroskopie neni mozné, kvuli pfitomnosti vakua musi byt vzorek
odvodnén. AFM ma Siroké vyuZiti ve studiu zivociSnych i rostlinnych bunék, bakterii,
virl, membran a membranovych struktur organel. (40) Diky vysokému rozliSeni
a nizkym pozadavkim na pfipravu vzorku se AFM vyuziva pro studium biologickych
materiald. Umoznuje také presnéji méfit velikosti pozorovanych struktur. Lze tak
napfiklad méfit zménu velikosti a tvaru rakovinné bunky po vystaveni
chemoterapeutiku. AFM také umoznuje méfit pruznost membrany u patologickych
bunék, nebo u bunék, které byly vystaveny farmaku nebo toxické latce. (39; 45)

Tym vedeny Demchenkovem studoval pomoci AFM zmény pruznosti a tvaru
buné&né membrany u erytrocytu, které byly vystaveny riznym koncentracim chloridu
kademnatého. Pro tento vyzkum byly pouzity krysi erytrocyty, ty byly vystaveny
chloridu kademnatému o koncentraci 1 pg/l, 10 ug/l, 100 ug/l a 1000 ug/l, pro porovnani
byly pouzity erytrocyty, které chloridu kademnatému nebyly vystaveny. V zavislosti na
koncentraci chloridu kademnatého doSlo ke zménam membrany. Tyto zmény byly
pozorovany pomoci AFM v poklepovém rezimu. Erytrocyty, které byly vystavené
koncentraci 1 ug/l, mély oproti zdravym erytrocytim méné vyrazné zuzeni v jejich
stfedu. Koncentrace 10 ug/l zpusobila tvorbu membranovych vystupkl ve stfedu
erytrocytu. Vlevé c¢asti obrazku 18 je erytrocyt, ktery byl vystaven chloridu
kademnatému o koncentraci 1 pg/l, vpravo je erytrocyt, ktery byl vystaven koncentraci
10 ug/l.
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Obr. 18: Erytrocyty vystavené koncentraci 1 ug/l a 10 ug/l (46)

Chlorid kademnaty o koncentraci 100 pg/l zménil tvar erytrocytu na cylindricky
a zpusobil charakteristické vyrustky na periferii. PFfi koncentraci 1000 pg/l ziskal
erytrocyt sféricky tvar s Cetnymi vyristky na povrchu. V levé &asti obrazku 19 je
erytrocyt, ktery byl vystaven chloridu kademnatému o koncentraci 100 pg/l, v pravé
Casti je erytrocyt, ktery byl vystaven koncentraci 1000 pg/I.

Obr. 19: Erytrocyty vystavené koncentraci 100 ug/l a 1000 ug/l (46)

Pomoci svételného mikroskopu byly u kazdé skupiny spocitano procento
abnormalnich bunék. U erytrocytd, které nebyly vystaveny chloridu kademnatému,
mélo abnormalni tvar 8 % z nich. U erytrocytl vystavenych koncentraci 1 ug/l to bylo
67 %, pfi koncentraci 10 ug/l 80 % erytrocytd meélo zménény tvar, pfi koncentraci 100
Mg/l to bylo 95 % erytrocytl a pfi koncentraci 1000 pg/l meélo 98 % erytrocytd zménény
tvar. Pomoci AFM byly zaznamenany zmény pruznosti membrany erytrocytl
v zavislosti na koncentraci chloridu kademnatého. Se zvySujici se koncentraci chloridu
kademnatého klesala pruznost membrany. Tyto zmény jsou zpusobeny oxida&nim
stresem, ktery chlorid kademnaty zplUsobuje. Pusobenim oxida¢niho stresu dochazi
k sitovani proteini a oxidaci lipidd. To vede ke zménam ve struktufe membrany
a cytoskeletu a nasledné vede ke zméné tvaru erytrocytu a ke zméné pruznosti
membrany. (46)

5.6 Studovani zivych bunék

Za pouziti skeneru pfizplsobeného pro kapalné prostfedi Ize pomoci AFM
studovat membrany Zivych bunék, jejich receptory, proteiny a povrchové molekuly.
Umoznuje nam také vrealném cCase pozorovat bunécné déleni, exocytozu,
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endocytozu, exkreci, fuzi membran a zmény membranovych receptorl. Velkou
vyhodou AFM, je tedy mozZnost studovat Zivé, nefixované, neupravené bunky
ve fyziologickém prostfedi pfi nanometrovém rozliSeni. Diky tomu napfiklad nedojde
k poruseni nékterych struktur upravou a fixaci preparatu, jako tomu bylo u elektronové
mikroskopie. MUzeme tak pfimo pozorovat napfiklad zmény na membrané buriky po
vystaveni nékterym farmakdm nebo toxinim. (39)

Na Spi¢ku hrotu Ize pfes spojovaci molekulu kovalentné navazat protilatku, ligand,
substrat ¢i celou nebo jen ¢ast buriky. MUzZzeme tak zkoumat interakci mezi studovanou
molekulou na bufice a molekulou navazanou na hrotu. Lze tak méfit napfiklad silu, se
kterou se vaze ligand na receptor nebo protilatka na antigen. Po navazani ligandu na
receptor se méfi sila, ktera je potfebna k pferuseni vazby mezi ligandem a receptorem.
Napfiklad nékteré rakovinné bunky mohou mit urcity receptor zménény a vysledna sila
mezi receptorem a ligandem, maze byt odliSna od zdravé bunky. (40; 47) Této metody
vyuzil tym vedeny V. S. Rajanem, ktery zkoumal silu adheze mezi burikami rakoviny
mocového meéchyfe a bunkami endotelu. ZvySena schopnost adheze rakovinnych
bunék na endotel pfispiva k tvorbé metastazi. Na hrot byla navazana rakovinna burika,
ta ma na svém povrchu molekuly CD43 (Cluster of Differentiation 43) a MUC1 (Mucin
1, cell surface associated), které se vyskytuji ve zvySeném mnozstvi na povrchu
rakovinnych bunék moCového méchyie. Ligandem této molekuly je molekula CD54
(Cluster of Differentiation 54), ktera se vyskytuje na povrchu bunék endotelu. Na
obr.20 je znazornén pribéh experimentu.

Approach Contact Separation

Obr. 20: Adheze rakovinnych bunék k endotelu (48)

Sila adheze mezi rakovinou burfikou mocového méchyfe a burikou endotelu byla
0 55 az 75 % vétsi, nez mezi normalni burikou mo¢ového méchyfe a burikou endotelu.
Po navazani protilatek na CD43 a MUC1 se jim znemozZnila vazba na CD54, tim se
adheze mezi rakovinnou burikou mo¢ového méchyfe a bufikou endotelu snizila o 44
az 49 %. Na adhezi se tedy vyrazné podili CD43 a MUC1, ale podili se na ni i jiné
adhezivni molekuly. (48)

Pokud na hrot navazeme substrat, mizeme tak prokazat pfitomnost
a enzymatickou aktivitu konkrétniho enzymu. Kdyz se substrat navazany na hrotu
dostane do kontaktu s enzymem, dojde k odstépeni substratu z hrotu, tim se hmotnost
hrotu snizi a zvysi se frekvence kmitani nosniku. Podle mnozZstvi odstépeného
substratu a nasledného snizeni hmotnosti nosniku Ize urCit enzymatickou aktivitu
enzymu. Tuto metodu pouzil tym T. Kwona pfi ur€ovani enzymatické aktivity enzymu
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matrixové metaloproteinazy na povrchu rakovinnych bunék plic. Tento enzym je
schopen degradovat extracelularni matrix a tim potencuje tvorbu metastazi. Pomoci
AFM v poklepovém rezimu, kdy je na hrotu navazan substrat, lze stanovit
enzymatickou aktivitu enzymu. Podle mnoZzstvi odStépeného substratu a nasledného
snizeni hmotnosti nosniku bylo mozné urcit enzymatickou aktivitu enzymu, ktera
korelovala se schopnosti rakovinnych bunék tvofit metastaze a s rychlosti jejich tvorby.
(45)

Pomoci AFM mulzZeme také méfit pruznost bunééné membrany a sledovat jeji
zmény po vystaveni bunky urcCité farmakologickeé latce. Pruznost membrany se také
méni v zavislosti na bunécném cyklu. (47) Nékteré rakovinné bunky vykazuji zmény
v pruznosti membrany oproti zdravym bunkam. Tym T. Kwona studoval i rozdil
v tuhosti mezi membranou benignich a metastazujicich rakovinnych bunék prsu. Zjistil
Ze metastatické rakovinné bunky, ziskané z télnich tekutin onkologickych pacientd,
jsou v priméru o 70 % tuzsi nez benigni buriky. U rakoviny prsu je tuhost bunék
zmeény v cytoskeletu Ize urcit, zda se jedna o buriku benigni, neinvazivni maligni nebo
invazivni maligni. (45)

5.6.1 Dotykovy rezim a studovani zivych bunék

Dotykovy rezim se vyuziva hlavné pro studium tvrdych biologickych materiald jako
jsou napriklad kosti nebo zuby, u téchto materiala totiz nehrozi jejich posSkozeni.
Dotykovy rezim lze vyuzit i pro studovani zZivych bunék, ma ale urcité nevyhody.
Bunécna membrana je elasticka a pfi kontaktu s hrotem dochazi k jejimu prohnuti,
muze tak dojit k odchylkam ve tvaru a velikosti buniky. Coz nastésti neni prekazkou
pro studovani membranovych struktur a receptor(. DalSi prekazkou pfi sledovani
zivych bunék dotykovym rezimem je schopnost bunéénych proteinii navazat se na
povrch hrotu a tim dochazi ke snizeni rozliSeni, tvorbé artefaktl a maze dojit i ke
kontaminaci. Také muze dojit k jiz zminénému poskozeni bunécné membrany a jejich
struktur, pfi velkém posSkozeni membrany muaze dojit i ke smrti buriky. (39)

5.7 Srovnavaci mikroskopie

Srovnavaci nebo také korelativni mikroskopie je metoda, pfi které se pro zobrazeni
téZe oblasti vzorku pouziva vice druhl mikroskopl nebo mikroskopickych metod.
Casto se kombinuji metody tak, abychom ziskali co nejvice informaci o vzorku.
Ziskané informace ze snimkl se mezi sebou srovnavaji a vyhodnocuji. Lze napfiklad
kombinovat TEM s infraCervenou nanospektroskopii (AFM-IR). AFM-IR kombinuje
mikroskopii atomarnich sil s infratervenou spektroskopii. Infratervena spektroskopie
nam poskytne informace o chemickém slozeni, povaze chemickych vazeb
a usporadani atomU v molekule vzorku. Kombinaci snimkd s TEM a AFM-IR ziskame
informace o tvaru, velikosti a povrchu vzorku. TEM ma lepSsi rozliSeni v ose x a y nez
AFM-IR, ta se zase vyznacuje lepSim rozliSenim v ose z. Tato korelativni mikroskopie
byla vyuzita k popisu struktury a proteinové stavby amyloidovych fibril na témér
molekulové urovni. Nevyhodou této korelativni mikroskopie jsou odlisné pozadavky na
pfipravu vzorku pro TEM a pro AFM-IR. Vzorky pro TEM musi byt odvodnény,
pokoveny a nakrajeny na tenké fezy. Vzorek pro AFM-IR nemuze byt pokoven, kov na
povrchu by zkreslil vysledky z infraCervené spektroskopie. Proto je nutné k zobrazeni
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vzorku pouzit nejdiive AFM-IR, nasledovné vzorek upravit pro TEM a poté ho pomoci
TEM zobrazit. BEhem upravy vzorku muze dojit ke zméné nebo poskozeni jeho
struktury. (49)
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6 Zaveér

V prvni kapitole jsem popsala stavbu svételného mikroskopu. Vysvétlila jsem
pojem ohniskova vzdalenost, hloubka ostrosti, celkové zvétSeni, rozliSovaci
schopnost, rozliSovaci mez a numericka apertura. Také jsem vysvétlila, proC je

u svételného mikroskopu omezena maximalni rozliSovaci mez. Uvedla jsem typy
svételnych mikroskopu, jejich princip fungovani a uvedla jsem pfiklady jejich vyuZiti.

V nasledujici kapitole jsem se =zabyvala transmisnim a rastrovacim
elektronovym mikroskopem. Popsala jsem odliSnosti v jejich stavbé a v mechanismu
pofizovani snimku. Vzorky pro elektronovy mikroskop se musi slozité upravovat, proto
jsem nastinila nékteré metody jejich upravy. Také jsem popsala, jak elektrony
interaguji se vzorkem a jaké informace nam o ném mohou poskytnout. V zavéru
kapitoly jsem uvedla mozZnosti vyuZiti elektronové mikroskopie.

Posledni kapitola byla vénovana mikroskopii atomarnich sil, ktera pro zobrazeni
vzorku pouziva kontaktni, bezkontakini nebo poklepovy rezim. Mikroskopie
atomarnich sil umoznuje studovat vodivé i nevodivé vzorky, a to za pfitomnosti
vzduchu, vodniho prostfedi nebo vakua. Je tak mozné pozorovat Zivé burky za
fyziologickych i experimentalnich podminek. Jedna se o Setrnou metodu, vzorky neni
treba slozité upravovat a tim se predejde tvorbé artefaktll béhem uprav. Mikroskopie
atomarnich sil nam umoznuje méfit pruznost bunécné membrany a velikost bunék
i jejich struktur. Na SpiCku hrotu je mozné navazat antigen, ligand, substrat i buriku.
Takto upravenym hrotem lze zkoumat pfitomnost urCitého enzymu, je taky mozné
zkoumat silu mezi navazanym ligandem a bunéénym receptorem.
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