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Osnova predmetu

+ Uvod do mikroskopie - vlastnosti svétla, zakladni principy mikroskopie, typy mikroskopt
* Kontrastni mikroskopie - temné pole, fazovy kontrast, HMC, polarizacni mikroskopie, DIC
* Fluorescencni mikroskopie - fluorochromy, epifluorescence, konfokalni mikroskopie

* Pfiprava vzorkl a histologické zpracovani - odbér, fixace, barveni, IHC

* Elektronova mikroskopie - SEM, TEM, 3D, zpracovani vzork(

* Holografickd mikroskopie

* Mikroskopie v embryologii - exkurze Reprofit

* Pokrocilé zobrazovaci metody - dvoufotonova, superrozliSeni, korelacni mikroskopie

e Zpracovani obrazu, analyza dat

* Laborator - barveni, mikroskopie

Zavérem predmétu bude pisemny test.



Svétlo, viny

* Do 19. stoleti se bralo svétlo jako elektromagnetické vinéni

* A. Einstein objevil a popsal také jeho ¢asticovou povahu
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ViIna svétla charakterizovana
(zejména pro optiku)

- Amplituda
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h - Planckova konstanta
6,6 x 1034 J.s

f - frekvence

c - rychlost svétla

A —vinova délka

Jako Castice je charakterizovana
(zejména pro kvantové jevy)

energii, hmotnosti, elektrickym
nabojem, spinem, ...

Znazornéni fotonu
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Energie svétla zavisi na nejen poctu
fotonu, ale také na jeho vinové délce
(frekvenci vinéni)

Jako pfiklady ¢asticovych projevi
elektromagnetického zareni lze uvést
fotoelektricky jev interakce dopadajicich
fotonu s volnymi elektrony uvnitf
materialu (polovodicu) — Za objasnéni
dostal A.Einstein Nobelovu cenu.



Refrakce

kolmice (hel dopadu kolmice

e Lom sveéetla

da
b
|
vysledny ahel
index lonm

vzduch 1.0003 . —\ )
voda 1,333 : — N ik
kifemenné sklo 1,520 . / \ -
olownaté sklo 1.656 - —N -
diamant 24217 i —\ .
mmerzni olej 1.515 . ) -

glycerol 1,473



zobrazeni spojnou cockou

ohnisko predmétoveho prostoru
ohnisko obrazoveho prostoru
ohniskova vzdalenost pfedmeétového prostoru od hlavni roviny
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Historie mikroskopie

e 1. cocka — kapka vody

2 / b

e /,’.

‘ ..- Jﬁ'ﬂ g g
/mun.nrpy g |
"w’l a0 -
“"h 5::?: o

Mala kapka vody ma stejnou funkci jako sférickeé
cocky a umoznuje dosahnout velkého zvétseni
pozorovaného objektu
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Starovék (3. stol. pr. n. |.)

Pocatky optiky — zrcadla z médi a bronzu
Prvni teorie o puvodu svétla a vidéni

recti filozofové-Pythagoras, Démokritos, Platon; studium lomu svétla
(Eukleidos, Ptolemaios)

Rekové: sklen&né koule naplnéné vodou

Plinius — sklenéné cocky




1590 Hans a Zacharias Janssenovi

* Holandsky vyrobce bryli Hans Janssen se svym
synem jsou uvadeni jako prvni vyrobce
mikroskopu slozeného z vice cocek objektiv

Byl tvoren ze dvou tubusu, které pri zasunuti
poskytovaly zvétseni 3x a po roztazeni 9x




1580 Galileo Galilei

Predmétova cocka
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Galileo konstruuje mikroskop z ¢ocky a rozptylky \ )
a nazyva jej occhiolino — musi oko konvexni

Slovo mikroskop zaved| dle teleskopu Giovanni
Faber z Bambergu (1574-1629)

Predmétova cocka

Obrazova ¢ocka
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Antony van Leeuwenhoek z Leydenu (1632-1723)

Jednoduchy mikroskop - 1 cocka

e obchodnik se suknem

» Zpocatku amatérsky brusic¢ cocek

e Za Zivot pry vyrobil 500 mikroskopt s 1 silné zvétsSujici
cockou

* RozliSovaci schopnost jeho ¢ocek byla lepsi nez tehdejsi
slozené mikroskopy

e Jako prvni vidél jednobunécné organismy

* objevitelem mikroorganismu, krevnich bunék, spermii,
svalovych vldken a dalSich mikroskopickych utvaru a je
nazyvan , otcem mikrobiologie”. ZvétSeni 270x % 2

Bakterie v déstové vodé a slinach )
nazyval ,,Animalcules” i



Bacteria

LEEUWENHOEK
MICROSCOPE



Robert Hooke 1670

Slozeny mikroskop — 2 a vice cocek —

1665 sepsal traktat Micrographia

(0o mikroskopickém pozorovani rostlinnych tkani
a struktury mineralu)

Pozorovanim tenkych rezu korku definoval pojem
cell - bunka

olejova lampa |
-~ , Sevcovskakoule

,Cell” - ,Bunka”



Mikroskopy 20. stoleti

The Olympus
Provis AX-70
Zelss ) (circa 1998)
Nikon's First Laboratory
Microscope Microscope Nikon Diaphot .

(circa 1930) Inverted Tissue
Culture Microscope
(circa 1986)

(circa early 1900s)



Konverze chytreho telefonu na mikroskop

3 More Images

https://www.instructables.com/10-Smartphone-to-digital-microscope-conversion/



Vyvoj dalSich typu mikroskopu

Ultramikroskop

» (astice mensi nez vin. délka svétla (1903 - Richard Zsigmondy)

Fazovy kontrast
* bezbarvy a prihledny materidl (1930 - Frits Zernike)

Elektronovy mikroskop
e 10 mil x (1934 Ernst Rask)

Skenovaci tunelovy mikroskop
e Atomy... (1981 Binnig& Rohrer)

Super-rezolucni mikroskopy
2010

Chemiskopy
.« 2017



Srovnani velikosti
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Light microscope

Eseciron microscope




RozliSovaci schopnost lidskeho oka
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Oko je ) - ¥ ( - Pfi vzdaleni objektd se snii
schopno . . & uhel ©, rozliSovaci schopnost.
rozlisit 2 //—{; = \\Q / t \©
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objekty — ) (a) ?h__/' b) \H_._dﬁ’\ Oko tedy neni schopné rozlisit
,mravence _ 2 objekty.
=1
Lidske oko 0,2 mm
Svételny mikroskop 0,2um
Skenovaci elektronovy mikroskop 2,5nm
Transmisnielektronovy mikroskop 1nm

V praxi jedna uhlova minuta © znamena, ze budeme-li za idealnich svételnych podminek
sledovat predmet z bézné Cteci vzdalenosti (20 cm), budou nam splyvat vSechny body blizSi nez
cca 1/6 mm, tedy 0,166667mm.



Mikroskop musi poskytnout

Rozliseni
Schopnost prenést informaci o jemnych
detailech ze vzorku do obrazu

Kontrast
Rozdily v obrazu mezi hlavnim prvkem a
pozadim

Zvetseni
Vytvorit obraz dostatecné velikosti, aby byly
okem rozeznatelné podrobnosti.




Binokularni mikroskop vs stereomikroskop

Binokularni mikroskop Stereomikroskop
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Stereomikroskop ma dvé samostatné optické drahy
* Pozorovani obéma ocima je mené Unavne — pro pravé a levé oko zvlast. Toto usporadani
» KaZdé oko pozoruje svym okuldrem meziobraz objektu poskytuje prostorove videni, trojrozmerny pohled a

pfimy obraz. Cim je vétdi thel ¢ tim je vyrazné&;jsi

* Tedy binokularni mikroskop neni stereomikroskop stereovjem



Casti mikroskopu

CAST OPTICKA:
» objektivy, okulary

CAST OSVETLOVACI:

« zdroj svétla, polni clona
» kondenzor, aperturni clona

CAST MECHANICKA:
* ram, tubus,
* revolverovy
ménic objektivd,
« stolek, makroSroub, mikroSroub,
« vypinac, ovladani intenzity
svétla

Okulary Hranoly -

délice papry Tubus
i - Tubusova

} (- ¢ocka

. Ram
I
Drzak 6;3_.. 2
preparatu
KFizow -— Vypinaé
ovy .
stolek : Ovladani
intenzity
osvétleni
Ostrici

mechanismus

Zarovka



* Clona polni— v blizkosti zdroje svétla (zarovky)
Polni clonou se reguluje osvétlena oblast v zorném poli. Pfi uzavrené polni cloné je osvétlena jen
mala ¢ast zorného pole okolo stfedu, vzdy je nutné polni clonu otevrit tak, aby bylo osvétleno celé
zorné pole.

* Clona aperturni soucast kondenzoru
Aperturni clonou se reguluje velikost prostorového uhlu kuzele svétla, které osvétluje pozorovany preparat,
coz ovlivnuje vlastnosti mikroskopického obrazu, které urcuji jeho kvalitu: kontrast, hloubku ostrosti a
rozliSeni podrobnosti. Idedlni je takové nastaveni aperturni clony, kdy aktualni numerickd apertura odpovida
aperture objektivu.

* Je nezbytné nastavit spravné otevreni clon pro tzv. Kohlerovo osvétleni



Postup pro nastaveni mikroskopu
Kohlerovo osvetleni

otevrit polni a aperturni clonu
vlozit preparat a zaostfit ho pri zvétseni 10x a vice

zavrit polni clonu

Vycentrovat polni clonu horizontalnim pohybem kondenzoru

1.
2.
3.
4. zaostfit polni clonu pohybem kondenzoru (nahoru/dol(l) tak, aby byly jeji hrany ostré zaroven s preparatem
5.
6. otevrit polni clonu, aby praveé zmizela za obzorem zorného pole

7.

nastavit aperturni clonu tak, aby odpovidala max. hodnoté numerické apertury (NA) objektivu a nastaveni respektovalo
charakter preparatu. Postupnym uzaviranim aperturni clony se zvysuje hloubka ostrosti a zvySuje kontrast, postupné vsak
vystupuji i rizné necistoty nebo nezddouci vrstvy bunék. Obvykle byva dosaZzeno nejlepsich vysledkl pri hodnoté nastaveni
aperturni clony na 70 az 80 % numerické apertury pouzitého objektivu.

- zaostfeny preparat s piivienou polni clonou. .. - polni clona po zaostieni. .. - .. a vycentrovani







Mikroskop primy a inverzni

Velky inverzni mikroskop
NIKON ECLIPSE TE 2000
V CasteChém fezu je zakreslen
chod paprsku
a) do binokularniho tubusu
b) do fotografickeho télesa
(Celni vstup)
c) do CCD kamery
(bocCni vstup vpravo)

(a)

(0)




Primy mikroskop
g

Svétlo prochazi vzorkem odspodu nahoru
Jednodussi konstrukce mikroskopu

Pouziva se pro fixované vzorky, sklicka

) e e

Objektiv
. Zaostrena
5 rovina
Vzorek
Svételny

zdroj



Invertovany mikroskop

Svételny
zdroj
Vzorek
5 ; Zaostrena
7 rovina
Objektiv

Pozorovani vzorku zespodu

Pouziva se pro Zivé vzorky —
bunky kultivované na Petriho
misce v laboratofi

e



Svetelna mikroskopie

* Prochazejici svétlo —tenky rez tkané se jevi jako transparentni - nutno barveni vzorku, nebo kontrasty

* Fluorescence — epifluorescencni, konfokalni, superrezoluce

(b)
Nizky kontrast ZV}’/rvaz’néné okraje, Struktura povrchu Oboji — vnitfni struktura i povrch
Barveni vzork( vnitrni struktura, Plasticita Sklo i plastic
organely Optické fezy IVF oblibené
Ne povrch Z4dny halo effekt

. y Sklo, ne plastic
Skrze mikroskop se nedivate na vzorek..

Pozorujete obraz vzorku!




