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KI' Antony van Leeuwenhoeka
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Pfednaska ¢. 9

: Mikroskopické techniky

» 1 he role of the infinitely small in nature 1s infinitely large"
Louis Pasteur

Di

"Objekt, ktery ma
rean€ 1 milimetr,

| by m¢l pfi zvétSeni
| timto mikroskopem
700 metrt,"

i

Ustav molekularni genetiky AV CR
' | v souCasnosti nejdokonalejsi biologicky prozatovaci
elektronovy mikroskop, prodany v CR - Tecnai T20
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Bunka
minimalni jednotka strukturni, funk¢ni a reproduk¢ni
i W —c | — — L s —

| VYVOJ bunééné teorie

o

rozvo] mikroskopie (17. stoleti az soucasnost)
Jan Evangelista Purkyn€ (1787 -1869) mezi prvnimi na  § i
®A svet€ piisoudil bunkam jejich st€zeni vyznam pro zivot | |
arkyné Matthias.J. Schleiden (1804-81) a Theodor Schwann (1810-82) BR&&=
1839 buné¢na teorie: Vyvoj zivé piirody se opira o rust a
tvofeni bun€k, bunky rostlin a zivo¢ichu se shoduji tvarem a
funkci. Bunka je zakladni, stavebni a funkéni jednotkou Zivych
organismdu.
Rudolf Virchow (1821-1902)

,hové bunky vznikaji jen délenim z j1Z existujicich®
( L. Pasteur (1829-85)
\B‘s%{eur fermentace, popfel teorit spontinniho tvofeni bun¢k ™ F 0 '_
|r OZVOj biochemie 1.pol.20.stol 1958 struktura DNA (Watson, Crick,Franklinova) A

H_ e 2 -l -
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e 71vy, otevireny systém schopny regulace a autoreprodukce
jadro neoddéleno od CPL membranou, véts. kruhova ( linearni) DNA
haploidni buiiky (1 alela) mnozici se nepohlavné

translace zaCina N-formylmethioninem

geny pro RNA bez intront

Zvlastmosti prokaryotické burky

bez bunéénych organel, jedind membrana je cytoplasmaticka

specifické struktury a vlastnosti bakt. bunky:

anaerobiosa, schopnost viazat N
tvorba kyseliny PHB (zasob.l.)
pokud fotosyntéza - anoxigenni

peptidoglykan (az na mykoplasmata) "y i’1+ i

steroly v membranach zcela vijpmecné £ o

ribosomy se 1isi od ribosoml eukaryotnich bun€k - mensi, voln& v CPL
vyjma Archea:

5S, 168 a 23S rRNA
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Velikost

a tvary bakterialni bunky

velky pomér povrchu k objemu - velka plocha kontaktu buriky s prostifedim

F —

=]~ FiEE Y TN TEM H1 L
e Velikost bakt b. v um | * Tvary bakt. buiiky
I | Koky - sférické, oplostélé, lancetovité
Chlamvdia 0.3 x 0.3 - diplokoky, streptokoky, tetrady, sarciny,
4 o ’ ’ stafylokoky
1 Bdellovibrio 0,8 x 0,3 Ty€inky - rovné, zakiivené, vétvici se,
Rickettsia 1 x0,3 pahséfly pleomorini
S. aureus 0,8-1 x 0,8-1 g?kobacﬂv
E coli  2-8x0,4-0,6 Sl
- Prostéky
B. subulis 1,8-4,8 x 0,9-1,1 +| Spirily
Streptomyces vlakno x 0,7-1,6 | | Hvézdice
Chromatium 25 x 10 Mycelia
| Spirochety 500

P T ] e

H‘ 750 um - nejvétsi znama prokaryotni butika, objevena r.1999: Thiomargarita namibiensis

Nejmensi (nap¥F. nékteFi prislusnici rodu Mycoplasma) méri pruimémé 100 az 200 nm

h_
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— Bacterial Morphology
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1. Gram-positive cocci in grapelike
clusters (staphylococci)

2. Gram-positive cocci in chains
[streptococci)

3. Gram-positive cocci with capsules
(pneumococd)

4, Gram-positive, clubshaped,
pleomorphic rods (conynebacteria)

5. Gram-negative rods with pointed
ends (fusobacteria)

6. Gram-negative curved rods
(here commashaped vibrios)

7. Gram-negative diplococci, adjacent
sides flattened (neisseria)

8. Gram-negative straight rods with
rounded ends (coli bacteria)

9. Spiral rods (spirilla) and Gram-negative
curved rods (Helicobacter)

10. Peritrichous flagellation
1. Lophotrichous flagellation
12. Monotrichous flagellation
13. Formation of endospores
[sporulation) in cells of the
genera Bacillus and
Opstridium (spore stain)
a) Central spore, vegetative
cell shows no swelling
b} Terminal spore, vegetative
cell shows no swelling
¢} Terminal spore (*tennis
racquet™)
d) Central spore, vegetative
cell shows swelling
e) Terminal spore
(“drumstick™)
14. Free spores (spore stain)




Magnification and Orientation I

Why doesn’t a simple magnifying
lens produce aninverted mirror
image?

With the object closerto the lens than the focal
point, the light rays diverge, giving the viewer

the illusion that he/she is seeing a largerobject,
farther away, in the same orientation.




Morfologie kolonii e S
] . T —Cmesl

Velikost (pramér; mm) FORM  %%e O

%\}

I Var Functiform Circular Filarnentous  Irregular Rhizoid Spindle (lens
Profil ELEYATION [ - A S
Flat Raized Comves Pulwvinate Umbonate

Okraje

Povrch MARGIN O O %; gj:? {:} @

Entire Undulate Filarnentous Lobate Erosze Curled

Transparence - pruhlednd, prisvitna, (even) s (obed __Cereetzd)

T

neprusvitna kolonie
e Barva - kolonie bezbarva, pigment:

nasedla, bélava, zluta ...

Dalsi znaky

Ving, zapach

- po jasminu, Zluklém masle, ovocny ...

Tvorba mycelia

4  Zmény media - dvorec zbarveni, hemolyzy,
! .« .,
|L precipitatu
\ KonZiStence - Zjlgt,UjC SC t)al(terlélrli kliékou :‘ugicgrll:)r:y“mutants derived from SIN96 strain. Strains
. . , , , ., o , were grown on |.5% agar medium for 50 hours at 25°C. The
(visk6zni, mazlava, drobiva, zartsta do agaru) colony in the center is SIN96, with wild type morphotype
|| and mutants at the periphery: 1) SINett, 2) CAD, 3) CIC, 4-
6) cotton-like colonies.
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Mikroskopie é
| Y o

Lidské oko ma rozlisovaci schopnost 0,07 mm.
r I Y| | -

Pro mikroskopii lze vyuzit jakékol vinéni

s vlnovou délkou kratsi nez jsou rozméry objektu.

 Pojmy a schémata mikroskopie

« _A) Opticka = zobrazeni struktur lisicich se vzajemné absorbci viditeIného svétla

4
1

-

Variantv ontickéhg-itiikroskopu

W’ .

2)-Specialni optické mikroskopy

zobrazeni struktur liSicich se vzajemné
napr. absorbci UV.ilR-sveétla

B) Elektronova
C) Akusticka
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Historie mikroskopie |
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Tubularni mikroskop qu-mft 3 nmmclmlel-;lwn.
v 2 vl ald B wirgn el g ot

Bratfi Janssenové, 1595 dath fid E : ASYRCRE QM. At —
o L r i kom EE ¢ il:-glu.!?:t'h afid
. Robert Hook 1665 hee aan -'E' 1 Bny onbeken Krystaly vinného octa,
T Jiz olejova lampa £} Antony van Leeuwenhoek
e .--i':"'-"
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Mikroskop typ I, 1670
Antony van
Leeuwenhoek

John Yarwell
Compound
Monocular

Nejstarsi nakres

sloZeného Jednoduché, llorossope
1= mikroskopu, i zaostrovaci Sroub,
— E -y : . g v 7
F Isaac Beeckman, dekkinge nicr minncuns s €0;2o0 doct § drzak.

Bez svétel.

Middelburg , 1625 | |Daystiant, zeo ik onderrig

= _
\ 1595 - Zacharias a Jan Janssenovi - 1. mikroskop
. —

=
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Galileo-Style

Compound
Microscope "
(circa 1801-1876) Oberhauser's}
John Marshall G Drum
Compound icroscope
1 Early Ross A
i English i (circa 1850)
Cuff's Microscopej L Compound Microscope
X Microscope {circa 1831)

(circa mid 1700s)

(circa 1720)

Spencer

Compound o
Binocular
Microscope

(circa 1932)

Carl Zeiss 188
SloZeny monokularni mikroskop
Van Leeuwenhoekovy ,,Listy*
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;@ Opticka (svételnd) mlkroskogle
=1 AL BT ) =
Max. zvét8eni 1500 X, max. rozli§eni 200 nm e /L ;l d
Stavba svételného mikroskopu N 9"
|« - mechanické sougasti - stativ, noha, tubus, revolverovy ménic objektiv(,
stolek, makro- a mikroSroub

:1 - optika mikroskopu (objektiv a okular) — kombinace ¢ocek, korekce vad

* - osvetlovaci zafizeni - svétlo prochazi objektem

- i - zdroj svétla: lampa v noze s kolektorovou CoCkou
- {'l' kondenzor — ze 2-3 spojenych ¢odek

4 ;sﬁ%ﬁ%ﬂa - soustfeduje svetelné paprsky na objekt
Zakladem mikroskopu jsou dvé soustavy CocCek:

1) Objektiv — vytvari skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz pozorovany okularem jako
lupou.

T I::)V\'/sledkem je neskutecny, zvétSeny a prevraceny obraz.<::l
- Cim kratSi ohniskova vzdalenost objektivu, tim vétsi je zvétSeni

2) Okular — zvétsuje obraz vytvoreny objektivem, zvétSeni je prazdné. Koriguje zbytek vad.

a) jeden — mikroskopy monokularni
b) dva — binokularni (Carl Zeiss 1933), svételny svazek rozdélen hranolem na dva

h_



Transmissi '
ssion Reflection Absorption Fluorescence

Fig.2-3 Reflection, Absorption

T ]
&iﬁ Na ziklad¢€ vlastnosti svétla v prostfedi vznika obraz

S T o N N = e *

Sne—




It ﬂ—=_'{' - : \
}, arend |l | a '
I PO]IIIV mlkr OSkODlC '\:" = - '._ e | “Empty” Magnification

IR Lo N o ogntcton Q Q
Celkové zvétseni Z i’ &
- kolikrat je obraz sledovaného objektu vetsi nez objekt
- je dano souCiem zvétSeni objektivu a okularu A maicun

Il - omezeno rozliSovaci mezi W erscops
Rozliseni - jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v jeden

fed [~ I = ]

¥ = ¥ BioEd Online
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RozhiSovaci mez - teorie vypoctu vychazi z interference proslych paprskt (E.K. Abbe)
Numericka
apertura

A e vlnova délka pouzitého svétla - ¢im vyssi, tim vyssi rozhiseni
1 5 IO index lomu prostfedi mezi Celem objektivu a skliCkem
k ......... thel mez optickou osou mikroskopu a kuZelem paprski vstupujich z
preparatu do objektivu

B & g
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(NA)

n.sina

= sou¢in uhlu dopadu paprskl

od objektu do objektivu a indexu Objective
lomu
Working distance 8/ 0/
Slide with e \/
specimen

- ¢im je vyssi, tim vyssi je

Figure 2.5 Numerical Aperture in Microscopy. The angular
aperture 0 is % the angle of the cone of light that enters a lens from a
specimen, and the numerical aperture is 2 sin 0. In the right-hand
illustration the lens has larger angular and numerical apertures; its
resolution is greater and its working distance smaller.

rozlisovaci schopnost objektivu,
ale n1Zsi hloubkova ostrost

i s T
(e _— iy

WSy W

* Pracovni vzdalenost

- od povrchu €oCky objektivu po kryci sklo
» Kontrast

- rozdil ve vizualizaci objekt / pozadi
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Suchy objektiv:
Paprsek vystupujici

se na rozhrani mezi
krycim skliCkem a
vzduchem lame od
kolmice a nemuize se jnz
podilet na tvorbé
obrazu.

mensi index lomu
mensi numericka
apertura
vysSSi rozliSovaci mez

n=1

NA =max 1
Pro zlutozelené svétlo:
A =550 nm
NA = 0,95

Rozlisovaci mez = 0,6 p m

Imerzni objektiv:

y Pl Paprsek prechazejici ze skla do

T
LS 1 5
-
'm

imerzniho prostiedi svllj smér
I neméni a muze se podilet na
| tvorb¢ obrazu.

: Imerzni prostfedi - kapalma o
& ste;ném n jako kryci sklicko.

Casto cedrovy olej (n = 1,592).

] Imerze umoziuje  korigovat

_; nékteré opt. vady mikroskopu.

vétsi index lomu
vyssi uhel a
vyéé i numericka apertura
nizsi rozliSovaci mez

Kapalina zvySuje i€inek
svétla

R. Hook - po 1.olejova lampa

I NA =1,2-1,4

£ Robert O'Brien

_—

Ly ey |
Uim

Pro zlutozelené svétlo:
Rozlisovaci mez 0,4 pm
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Optlcke VadV (abera.ce) objektivii:
B: da (ch -II ;E"I -
o arevna vada (chromaticka

Je zptisobena optickou disperzi (zavislost
indexu lomu na vinové délce svétla).

;..'a- : .
e Otvorova vada (kulovj, sfencka)

Codky objektiva nejsou tenké:
rizny lom paprskii od optické osy

;o v ) L Bodovy predmét zobrazovan na riizna
{ | Bodovy pfedmét zobrazen jako tsecCka : mista optické osy v zavislosti na vlnové
= KS '& \I délce svétla.
; B L c | _ :
. | —
ge | . Spektrum tzv. bilého svétla . IR

L 1 i ] 1 J i, 1 i 1 1 ]

350 4D0 450 : 500 550 600 650 :foo 750 800 850 nm ai.a.h

J T HENTNNN WY WY T ’ﬂ
Korekce vad

| Kombinacemi vhodnych spojnych Ci rozptylnych ¢o€ek z riznych materiald o rzném n.

Rozliseni objektiva dle stupné korekce vad:

Achromaty — barevna vada korigovana pro 2 barvy svétla (Cervené a modrozelené), otvorova pro Zluté

Semiapochromaty — barevna vada korigovana pro 2 barvy blize obéma koncum viditelného svétla

Apochromaty — barevna: nejméné pro 3 barvy, otvorova pro 2. Nejdokonaleji objektivy pro bilé svétlo

Planachromaty a planapochromaty — korigované i zklenuti zorného pole. Vyznam pro mikrofotografii.
= — = -

|

h_ -
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Okulary typy dle uCelu mikroskopie |}

. 2 | L ri[
OB e

Huygenstiv

Ortoskopické - nezkresluji zorné pole, pfesn€ stejné zvétseni v
celém zorném poli. Zejména k méficim acelum.

Kompenzacni - kompenzuji zbytkové chromatické vady.
Periplanatické - odstranuji astigmatickou vadu silnép zvétsujicich
objektivi.

Brillovy - dioptrické

Sirokotihlé - primér zorného pole aZ 2,5 cm

Projektivy - mikrofotografie

h_
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Varnanty optického mikroskopu
— L z | ——— :
1) Mikroskopie v temném poli - pro zvySeni kontrastu

- preparat silny pro priuchod paprskl
- pozorovani v odraZenych paprscich
- upraveny kondenzor osvétluje preparat zespodu

(CoCka uprostied zaclonénd) - objekt sviti

metoda na pozorovani velmi malych objektii
TS (prvoci, bakterie) a jejich struktur zaZiva

) - 2) Stereomikroskopie - 2 mikroskopy se samostatnymi
7&”9 g == objektivy a okulary - jejich optické osy sviraji urCity tihel
M‘ - plynula zména zvétSeni bez zaostieni
' (operacni mikroskopy)

o 3) Mikroskopy pro mikrofotogratovani, pro porizovani
videozaznamu s digitalnimi kamerami, projek¢ni mikroskopy,

mikroskopy s mikromanipulatory
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Specialni optické mikroskopy

| zobrazeni struktur lificich se vzdjemné absorbci napf.UV, IR svétla

/] |

fazové kontrastmi mikroskop
1953 - Nobelova cena za objev - Frits Zermke (1888 1966)

interferen¢ni mikroskop

- diferen€ni interferen€éni kontrast

dle Nomarského (DIC)

polariza¢ni mikroskop
UV mikroskopie

fluorescenéni mikroskop

o T

QX

Mimofadny

paprsgk m—

_ , — Vzorek

&

SvEtlo  mm—
e zdroje

Polarizované

Slozené paprsky
po interferenci

Qkulary .

= Analy Zi0 m—
> — Radnyj

paprsck E

Osvétleni pro
- dopadajici
svitlo

-



_ Fazovgkontrastl

e Klasicky svetelny mikroskop:

- detaily objektl nejsou rozeznany vzhledem k malému kontrastu
mez1 strukturami s podobnou propustnosti svétla

* Riizné Casti prep. - rizny index lomu a ohyb paprskil

B8 e

H3 ohjekty s wsokytn n velmi ohyhaji svétlo

moznost pozorovani zivvch objektu v nativnim stavu bez barveni

Bacillus cereus

e

tzv. ,halo“ efekt 7"

okolo bunék
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ﬁB=A+C

L > S

OD5r. 7. Prichod ﬂvﬁtlﬁ absor-
: bujicim objektem "

A - svételnd vlna dopadajici
na objekt, B - svEtelnd vina
o prucshodu zhor ; -
b - Bvéte vina po di-
frakci v objektu, (B vznikxd
interferenci A a ) : 5

V husté absorbujici ¢asti preparatu:
vidime j1 jako svétlou;
dojde k Caste¢né absorbci
vinové délky a ke zméné
amplitudy coz zachytime
jako zmé&nu intenzity svétla.

Vlna C je oprot1 plivodni viné A po
difrakc1 posunuta o 180°.

obr.“a, Prichod avétla transpa=
rentnim objektem

A - avételnd vlnae dopadajici na
objekt, B = svbtelns vina po
{;chgm%.g@mmmx;
em = gvetelni vlina po difrak-
a1 v objeXtu, (B vznikd inter-
ferenci A a C) ;

Pi1 priichodu svételné viny transparent.
objektem se vina zpozdi, neméni vsak
intenzitu ani amplitudu, ale

posune se jeji faze - ¢asto o 90°.

Mikroskop zvysi zménu ve fizi mezi
puvodni vinou A a vlnou po difrakci C

na 180° - obé€ se pak po interferenci

co nejvice rusi.

Pozn: posun fize je v zavislosti na rozdilu
mdexu lomu dané struktury a okoli, na délce

T =

B —— T

= optické drahy a na vlnové délce svétla.

g oo i.ai:-i -

e 3
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Fazovy kontrast 11

Z& | = YA

 Princip:

V kondenzoru - kruhova clona (zatemnély
stred)

Paprsky projdou vzorkem - na tizovych
objektech dojde k odchyleni nékterych
paprski z puvodniho sméru (vlivem
ohybu, rozptylu, lomu).

V objektivu - ¢tvrttazova destiCka, také tvar
mezikruzi. Na nmi dopad paprski, co
nezmenily smér pi1 interakcer s fazovymi
objekty, ty posunuty, ostatni paprsky (se
zménénym smerem) destiCku minou,
nejsou posunuty.

[ Eyepiece
Focal

:':I e p|ane of
eyepiece

’ =i —— v -
: L Rozdily ve faz1 svétla prevedeny |
' na zmény kontrastu Rt

P Diffracied
PNV light




Contrast

Three views of Paramecium caudatum (food vacuoles contain stained yeast cells)

e S1eaF

Epitelialni bunika

low contrast

optimum contrast

{left) Bacilus thuinginensis with
endospores: (A)bright field: &)
phase contrast &0y )

(rght) Pseudop odium of Chaos
(Pelomyxal carvlnensis: (C)
brght flield, (D) dark field (100x)

BioEd Online

A L k] K
1 E =T ol . HT I 7 Il |

| Obraz je vytvaren interfernci paprskii fazové posunutych 1 neposunutych

| o Poztivi Lizovy kontrast: objekty tmavsi vii€i pozadi (fazoveé posunuty paprsky
- se zméneénym Sifenim)

o Negativni lizovy kontrastjsou-li objekty oproti pozadi relativné svétlejsi (fazove

posunuty paprsky nevychvlené ze svého smeéru)
= = L e =

TR




_ Interferencm rmkroskop F”Tﬁ B

. Prlncm praCUJe se 2 koherentnlml (interference schopnymi) paprsky,

1. prochazi objektem | Obraz: vznika interferenci obou
2. vedle objektu oddélenych paprsku.

Vyhoda: moznost pﬁ'mého mereni indexu lomu objektl"J
Varlanta mterferencnﬂlo mlkroskopu

| Mikroskopy s diferenénim interferen¢nim kontrastem
‘.,. &E 1 dle Nomarského (DIC)

Hlavni soucasti:

Polarizitor srovnava viny, jeZ jsou v riznych rovinach
Nomarského desticka v kondenzoru je hranol, jezZ
zpracovava polarizované svétlo tak, Ze na preparat jdou
dva paprsky soubéZné vedle sebe. V analyzitoru vidime
3D obraz v zavislosti na rizném n rtiznych ¢asti bunky.
Zvyraznénim 1 malych rozdilii vznikne plasticky obraz
povrchu buriky.

Bacillus megaterlum

Bacillus cereus
Sporosarcma ureae

e S B Rl S R
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. . . , v . I -----j----- Image plane
* Princip: svazek polarizovaného svétlaje [ & —— = e
po pruchodu preparatem st€pen B o n
polariza¢nim filtrem na 2 nepatrné -l Cemdpe
r‘ posunuté svazky (nastava dvojlom). = fl
Specimen
Condenser |

Takto se vytvofi 1 dva nepatrné posunuté
{ obrazy, navzyjem ,kolmo polarizované®.

Awuxiliary
® Nomarski prism

Plane-polarized light

L

IT N

i | = —) Polarizer
1i

b« N\ |l|/_’ a Field diaphragm

Il

Unpolarized light

Oblast1 obrazu s fazovym posunem
(zptsobeného fazovymi objekty
preparatu) se presné nekryji a mista
prekryvu riizného faz.posunu jsou
interferenci zviditelnéna zmeénou jasu ¢1
barevnym obrysem, v zavislosti na
pouZiti monochromatického /
polychromatického svétla.

\7 i T e \..T.. '

AW AV A
Vyhoda: citlivé 1 na velmi
malou zménu optické

drihy paprskii

(opticka draha je

soucinem ndexu lomu a
geometrické drahy a
paprsku v daném

— | prostiedi)
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Polariza¢ni mikroskop
S W ) TR

e 2zviditelnéni opticky aktivnich nebo dvojlom \

F= vykazujicich struktur
“*| o Princip: spojeni konvenéniho mikroskopu a

[

polarimetru.
* Optickou aktivitou se projevuji 1 nékteré

| slozky cytoplazmy 1 proud¢ni cytoplazmy.
—

e
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UV mikroskopie

o |
R T T e MWW uwf)f
4 [ * Princip: optika mikroskopu musi byt z kfemenného skla
'l (dobfe propousti UV). Obraz nepozorujeme okem, je

zviditelnén na luminiscencnim stinitku a je totogratovan.

1

| o Kratsi vinova délka UV = wii rozlisovaci schopnost, té
obvykle ale dosaZeno neni. Optika ma korigovany vady
pro jedinou vlnovou délku - takovou, co je pfitomna ve
zdron UV zafeni.

1l o Vyhoda: pfimé pozorovani struktur propoustgjicich

& viditelné, ale pohlcujicich UV svétlo (bilkoviny, DNA).

s~ - - —— = NS *
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Mycobacterium phlei

Auramq’_n-rodamin

- .
N ) 16 W

¥
.,

Vyuziva schopnostl nekterych latek

| po ozareni svétlem o kratsi vinové délce emitovat viditelné svétlo o delsi vinové
délce.

VyuZito dlouhovinné UV a pfilehla oblast viditelného spektra emitovaného
halogenovymi lampamu.

UV svétlu je prizpisobena optika kondenzoru, zbytek optického systému
totozny s béZnym optickym mikroskopem.

Fluorescein
Piidany filtry (bariérovy) chranici hidské oko pfed zbytkovym UV. onel
Fluorescenci vwkazuii: Akridinova oranz

nekt. slozky zivé hmoty 1 bez obarveni (latky s aromatteKym jadrem i
¢1 heterocyklem - napf. amk. tryptofan), vétSinu preparati vsak barvime &
fluorescencnimi barvivy na zakl. specifické mterakee™s bunéénymi strukturamu.
‘| Mnohdy je fluorescencni barvivo (fluorochrom, fluorescenéni sonda) navazano

|| na protilitku specifickou pro ur€itou bilkovinu v cytoplazmeé, tak Ize selektivné
K zviditelnit slozky cytoskeletu eukaryotickych bun€k, chromatin, membranoveé
bilkoviny apod. y

h_ =
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Schéma a princip fluorescen¢niho mikroskopu
] o aan S :

Schéma fluorescengniho mikroskopu Olympus

Schéma principu fluorescentni mikroskopie

— alscnn

1 — vysokonap&tovy zdroj - Sostia s ey a zrc

atkem-»

ank ybojkou e
i . Rtut'ova vybojka
%3 — iluminator (osvetlovat) Excitaéni filtr

4 - objektiv

Zrcatko 3¢
5 — ototna kazeta na kostky s filtry

Objektiv

6 — okular Preparat

(= WY} B W =

7~ univerzalnt kondenzor Bariérovy filtr - Aujbo ol Foin o

Jrrpanal

Princip fluorescen¢niho mikroskopu
Otoc¢na kostka s filtry a zrcatkem.
Zrcatko rozdé€li excitaéni a emitované svétlo

Filln, ey Th et PR :

— - - e e I - Priklad s filtry:

i 'lg. =" i 2 V2 Ve 2 o * b4 d

i # | Slozené svétlo po prichodu excitaCnim filtrem

’ T i redukovano na svétlo modré, ost. pohlceno. Modré

l SRR MODRA FLUTA TLUTA W 4 )4 : 2| 4
K o= T = | | == svétlo dopada na bunky s fluoresc. barvivem, to vysila
- - paprsky o delsi viné (Zluté). Modré je pohlceno

ici i " L * 7 7 * ra7 v /4 A4
Ll bariér.filtrem. V temném poli sviti Zluté bunky.

B
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Doposud zmimované optické mikroskopy (opticky + varianty a
specialni mikroskopy) vytvareji obraz okamzité, jako sponty celek.

| — = A.. VO TS : f
’] Optické mikroskopy vytvarejici obraz - ' iR
| e

postupng, z jednothivych bodu (pixell)
|| = nesou informaci z tzkého svétel.paprsku:
r M /7 ’7 ’7 =y Ocular|ens
H| 1.laserovy radkovaci ( rastrovaci, skenovaci) .?-,
Aperture array |l

Observer or camera
konfokalni mikroskop

i
=Rusivé svétlo z vrstev nad a pod rovinou .
ostrosti odstranéno z drahy k detektoru E et |
zabranou s malym otvorem - vysledek: ' -
perfektn€ ostry obraz. Paprsek se po I
objektu posouva a obraz jednotlivych bodu
se skldd4 v PC. Posunem paprsku do jiné
hloubky lze vytvorit optické rezy a skladat je
do 3D obrazu.
| *Vyznam: moZnost pozorovani 1 relativné
\ silnych preparati, v€etné nativnich.

= Konfokalni mikroskop lze upravit 1 pro

konfokalni fluorescencni mikroskopi

CRT
display

-] —




|

4 = misto mechanického fadkovaciho systému pouziva

& ® Vvhody: vvborné rozhiseni, vysoky kontrast (ipravou jasu

== j\ -
’E:I'E‘ E:]:l| hc.l:.:':l:\ \'E-Ef: cﬁq_[.]ﬁ E | . . 5

2. barevny Fadkovaci mikroskop ..s letici stopou®

jasnou bilou svételnou stopu, ktera prebiha po rfadcich na
obrazovce osciloskopu.

zdrojové svételné stopy v zavislosti na absorbanci
preparatu)

3. optickd skenovaci mikroskopie v blizkém poli NFOS

= velmi uzky svételny paprsek prochazi po fadcich velmu
tenkym preparatem a jsou méfeny zmeény jeho intenzity.

= Vyhody: rozliseni 10 -100x vyssi nez u klasického
sveételného mikroskopu. Vyhodou oproti elektronové
mikroskopu (viz dale) je, Ze vzorek nemusi byt umistén
ve vakuu ale 1ze jej pozorovat napf. ve vodném prostiedi.

B g c I —
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Z.obrazeni pfedmétﬁ pomoci urychlenych elektronov;'fch svazkii -
elektrony maji vinovou délku de Broglieovych hmotnost.vin

e Urychlenim Ize dosahnout stotisickrat kratsich vinovych délek:
Rozhisovaci schopnost pak (6=A /n*sma): velmi mala A
e Vlivem velkych optickych vad pouzitych ¢ocek (magnetické)

pomérné mald numericka apertura

T Wit! Tm hit! Tove bt an lectron !/ - radove SeunY'

RozlisSovaci mez: desetiny nm (mlk)

Déleni EM dle zpusobu zobrazovani
transmisni

~ emisni
ﬁ 7 M 7 N s 7
odrazové (v praxi malo pouzivané)
: radkovaci (skenovaci €1 rastrovaci)
L] " g

Elektronovy mikroskop

- =5
o ——— = L _....:-.‘J:H =-mr'-"r-. - T I
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3% ¥
V biologické praXi:

Z 5000-100 000

rozliseni: desetiny nm (v&tsi molekuly)

e Struktura objektu: pruchodem el.svazku

e Elektronovy paprsek: ze Zhaveného
kovového vlakna

 Proti rozptylu elektronti: v tubusu EM
vysoké vakuum

o Cocky vytvateny obvykle rotaéné
symetrickym elmag. polem

Transmlsm elektronovy mlkroskop (T EM)

i

___ elektronové
délo

c¢ocka
kondenzoru
preparat

cotka |
objektivu

¢ocka
projektivu

stinitko

Nevyhody: specidlni postupy pro
fixac1 a barveni; vakuum;vysoky
tlak jako ,barviva®: soli a oxidy

tézkych kovill, nutno rozhsit
artefakty vzniklé zpracovanim
preparatu.

e Konecny obraz pozorujeme neprimo,
projekci na luminiscen¢ni stinitko
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1 Prochazejici elektrony se zachycuji a obraz se

zvetsi a fotografuje. Metoda umoznuje
27| pozorovat detaily bunky a virovych ¢astic.
Ke kontrastnimu znazornéni zvyraznéni
struktur se pouziva negativni barveni solemi |
téZkych kovi, které nepropusté;i elektrony

!-n';"”‘ na priklad uranyl acetat, molybdenan
E/ o __amonny. | b
| o TS o R O N 5 e il 4 y
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Rastrovaci elektronova mikroskopie

(skenovaci, fadkovaci, Scanning Electron Microscope - SEM)

(— SN R LWL

| velmi uzky paprsek elektroni je vychylovacim systémem
nucen prejizdét po povrchu preparitu po fadcich

e Rozlisovaci schopnost SEM o 1-2 fady mensi nez TEM, ale
moZznost pozorovani objekti s komplikovanou 3D
strukturou (signal totiZ nese informaci o sklonu povrchu v
misté dopadu svazku elektrontl) vysledkem je obraz s
vysokou hloubkou ostrosti 3

Nevyhody: pokovovani povrchu preparatu 51021ta ﬁxace
Problém rozliseni artefaktt vzniklych zpracovanim preparatu

o o \_:__— a_-I[_ ¥£ ;
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Rastrovaci elektronova mikroskopie znazornuje X
'\

Pe povrch objektu (bakterie, viru, leukocytu), tence

/<+| potazencho paprskem 1ontu kovu, naptiklad platiny.

‘ Protoze se pokovuje pod ostrym thlem, v mistech,
kde se kovove 1onty nedostanou vznikaji stiny. e
Vysledkem je plasticky trojrozmérny obraz. '

a B L ki | B 1
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Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie

(scanning tuneling electron microscopy. S1TM) i
P — e W i |
{|® Nad povrchem preparitu se pohybuje

velmi tenky kovovy hrot, ke kterému s
.| .tuneluji“ elektrony z  povrchu B
preparatu (tunelovy efekt - jev§
1 kvantové mechaniky, kdy Castice
pronikaji oblasti, na pfekonani niz by
dle zdkonil klasické mechaniky neméli [§
dostatek energie)

= Zobrazuje se elektronova hustota na
povrchu preparitu s rozliSenim na |
urovni rozmeéru atomil.

& » Vyhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu,

ale napft. 1 ve vodném prostiedi.
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/ Akustické mikroskopie
T

Hyperzvuk promka \ kapalach 1 pevném prostredi
do hloubky jednotek az desitek mikrometru.

# * Pozorovani preparatu neprostupnych pro elektrony a
viditelné svétlo.

e Informace o mechanickych vlastnostech prostredi.

E
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Barveni bunék 1o |

1] | e e |
| « Gramovo barveni - barveni bakterii jako
1dentilikaéni metoda

2| « Hans Christian Joachim Gram (1884)

1)Bazické barvivo — 2)voda - 3)Iugoluv |

fixaCni roztok --- 4)voda --- H)aceton, ethanol |

—- O)voda --- 7)satranin (dobarveni) f
e T 3

safranin




Gramnegativni typ
bunécné stény:
peptidoglykan 109, 2nm,
porozni vypln mezi
cytoplazmatickou membranou
| a vin€j$i membranou.
| Barvivo se v pordzni
| | vrstv€ nenavaze,

| odmyva se.

GRAM-NEGATIVE

GRAM-POSITIVE

! Grampozitivni typ

bunééné stény:

hydrofobm struktura

¢ Mezi polymerem je voda.

Do hydratované vrstvy se
dostava barvivo krystalové
violet1, Lugoluv roztok

| fixuje pfimo na strukturach.

Organické rozpoustédlo
poté dehydratuje vrstvu.
Barvivo zistava pevné
vazano, nedobarvi se dal
safraninem.

- e
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Table 221 Comparison of Various Types of Microscopes

Maximum Useful

Magnification Resolution Description
1,500 100-200 nm Extensively used for the visualization of microor-

ganisms; usually necessary to stain specimens
for viewing

1,500 100-200 nm Used for viewing live microorganisms, particularly
those with characteristic morphology: staining
not required; specimen appears bright on a dark

background
-~ Ultraviolet 2,500 100 nm Improved resolution over normal light micro-
1 scope; largely replaced by electron microscopes
Fluorescence 1,500X 100-200 nm Uses fluorescent slaining; useful in many diagnos-
b tic procedures for identifying microorganisms
'I'hasa contrast 1,500X 100—200 nm Used To examine structures of living microorgan- £
: isms; does not require staining specimens
Nomarski 1,500X 100-200 nm Used to examine structures of microorganisms;
. differential produces sharp, multicolored image with three-
- interference dimensional appearance 3
| Confocal 1,500X 100-200 nm Used to examine structures of microorganisms and

individual microorganisms within mixtures of
various types of microorganisms; uses fluores-
cence staining; produces blur-free image; used

\ to produce three-dimensional images
:‘-ﬁan_amissinn 500,000-1,000,000% 1-2 nm Used to view ultrastructure of microorganisms, in-
- electron cluding viruses; much groator resolving power
(TEM) and useful magnification than can be achieved

' with light microscopy

Emnning 10,000-1,000,000X 1-10 nm Used for showing detailed surface structures of .
~ electron - microorganisms; produces a three-dimensional _
- (SEM) image A

o = ol E— -
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Obrazova dokumentace a
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zpracovéni obrazu
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| * Komprese a formaty obrazu

* Pojmy

e Programy - analyza obrazu (LUCIA)
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* http://micro.magnet.fsu.edu/cells/bacteriacell.html

i

http://www.euronet.nl/users/warnar/leeuwenhoek.h
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