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Tematicky celek Rostlinna burika, mikroskopovani, aplikovana genetika

Cil laboratorni prace

Cilem je seznamit studenty s novymi metodami v mikroskopovani, s principem fluorescence. Studenti si vyzkousi praci

na fluorescen¢nim mikroskopu. Ovéii si schopnost nékterych latek posouvat vinovou délku zareni. Neékteré z téchto latek patii
mezi autofluorochromy. Plnime o¢ekavané vystupy SVP oblasti Clovék a piiroda: Zaci pochopi stavbu, funkci a Zivotni
projevy eukaryotnich bunck, vysvétli vyznam diferenciace a specializace bun¢k pro mnohobunécné organismy, analyzuji
moznosti vyuziti znalosti z oblasti genetiky v bézném zivoté. V tomto laboratornim cvic¢eni miizeme uplatnit mezipfedmétové
vztahy s fyzikou v tématu Optika.

Konkrétni ukoly

1. Pfipravte a pozorujte vhodné preparaty (viz pomticky a postup) v mikroskopu bez fluorescence
Pripravte a pozorujte tyto preparaty s autofluoreskujicimi objekty v mikroskopu s fluorescenci
Vyberte jeden z preparatd, zakreslete oba obrazy a srovnejte viditelnost struktur
Pfipravte preparat s bukalnim stérem barveny akridinovou oranzi
Pokud jsou k dispozici, pozorujte ptipravené fluorescenéni preparaty

A

Casova narocnost:
90 minut, je nutno domluvit zapijceni fluorescen¢niho mikroskopu na Pif UK Praha na adrese http://www.prirodovedci.cz ,
zakim pfipravit material, zaci vypracuji zapis z laboratorni prace (do PL)

Potifebné pomdcky:
® mikroskop, fluorescen¢ni mikroskop, mikroskopovaci pomicky
®  listy Ci stonky, pyl rostlin, zelené fasy, fototrofni krasnoocka, vlasy, chlupy, hmyz
®  paratka na bukalni stér, lih, akridinova oranz, stiicka s vodou

® fluorescencné oznacené preparaty
Pfiprava a postup

Ptipravte si dopiedu, s dostatecnym ¢asovym predstihem, Skoleni nutné pro moznost zaptijceni fluorescencniho mikroskopu na
Pfirodovédeckeé fakulté v Praze. Po té je mozno domluvit si na skolu tydenni zaptijceni fluorescencniho mikroskopu.
Mikroskop je transmisni typ fluorescencniho mikroskopu, je jednodussi, nez v soucasnosti vice oblibeny, epifluorescencni typ,
kde prochazi svétlo opakované objektivem. Fluorescencni mikroskop je druhem optického mikroskopu, ktery vyuziva posunu
vilnové délky mezi dopadajicim svétlem a emitovanym svétlem. U mikroskopu excitacni svétlo dopada na preparat a emisni
svétlo se odrazi do objektivu.

Excitacni filtr propousti z barevného spektra pouze Cast potiebnou pro excitaci fluorescence, v nasem piipadé modrou.
Bariérovy filtr propousti pouze emisni ¢ast spektra a zabranuje prichodu excitacnimu svétlu, které by jinak vse presvétlilo.
Latky se schopnosti posunout vinovou délku zateni nazivame fluorochromy. Mezi autofluorochromy, tedy latky s pfirozenou
fluorescenci patii napi. chlorofyl, chitin nebo kreatin. Nékteré fluorochromy se pouzivaji ke znaceni struktur, se kterymi se
vézi napt. akridinova oranz barvi DNA zelen& a RNA Gervené. Casto se pouziva preneseny gen meduzy poharovky, GFP
znackujici rizné struktury, na zaklade€ pteneseni genu do plazmidu bakterie, kterd je napf. rezistentni na urcité antibiotikum,
exprese genu pro rezistenci a soucasné genu odpovidajiciho za bilkovinu se schopnosti typické zative zelené fluorescence,
umozni identifikaci bunék s rezistenci na dané antibiotikum. Jinym vyuzitim mize byt navazani GFP (green fluorescence
protein)

na protilatky, které se specificky vazi na povrchové struktury bunék, na antigeny napt. na MHC II, takto 1ze sledovat
makrofagy ¢i jiné imunitni bky nebo rakovinné bky (napi. HeLa bky, linie odvozena z bun¢k karcinomu délozniho ¢ipku).
Upozornime zaky na spravny postup tvorby vodnich i suchych preparatl, aby neméli ptili§ mohutny kus, aby jej opatrné
rozvolnili ¢i udélali, co nejtenéi fezy. Zopakujeme spravnou praci s mikroskopem, pozorovani nejprve nejmensim zvétSenim


http://www.prirodovedci.cz/
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atd. Pozorované organismy zéci nezakresli vSechny, pouze vybrané preparaty pro srovnani mezi béznym mikroskopem a
fluorescenci, piipadné dle moznosti miizete vytvofit i fotografie.

Nejenze studenty seznamite s novou metodou, ale miizete jim piedvést, ze ,,Véda je krasna®, jak byla neddvno pojmenovana i
vystava fotografii pofadana Universitou Karlovou v Karolinu. A proto pfikladam ilustra¢né n€kolik fotografii, mnoho dalSich

najdete na internetu.

Trichomy hloSiny uzkolisté (vlastni zdroj)

Lisejnik: houbova vlakna, jasné¢ zafici fasa (vlastni zdroj)
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