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Mikroskopické techniky

»The role of the infinitely small in nature is
infinitely large"
Louis Pasteur

Replika mikroskopu
Antony van Leeuwenhoeka
Z250-275x
17.stoleti

"Objekt, ktery ma
realné 1 milimetr,
by mél pri zvétSeni
timto mikroskopem
700 metrd,"

Ustav molekuldrni genetiky AV CR
elektronovy mikroskop Tecnai T20




Bunka
minimalni jednotka strukturni, funkcni a reprodukcni

e Vyvoj bunécné teorie
rozvoj mikroskopie (17. stoleti a7 sou¢asnost)

Jan Evangelista Purkyneé (1787 -1869) mezi prvnimina &8
sveté prisoudil bunnkam jejich stézejni vyznam pro Jivot
serione: Matthias.). Schleiden (1804-81) a Theodor Schwann (1810-82
1839 bunécna teorie: Vyvoj zivé prirody se opira o rust a
tvoreni bunék, burky rostlin a zivoCichu se shoduji tvarem a
funkci. Bunka je zakladni, stavebni a funkcni jednotkou zivych
organismu.
Rudolf Virchow (1821-1902)

,hove bunky vznikaji jen délenim z jiz existujicich”
L. Pasteur (1822-85)
fermentace, poprel teorii spontanniho tvoreni bunék™

R.Virchow

rozvoj biochemie 1.pol.20.stol 1953 struktura DNA (Watson, Crick,Franklinova)

Louis Pasteur




Pasteur’s Test of

Spontaneous Generation
O
i rﬁl ; Curved Neck
is Removed

Broth is Boiled
Broth Remains Free

of Microorganisms

Microorganisms
Grow in Broth

https://amoebamike.wordpress.com
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Mikroskopie

Lidské oko ma rozliSovaci schopnost 0,1 mm.

Pro mikroskopii lze vyuzit jakékoli vinéni
s vinovou délkou kratSi nez jsou rozmeéry objektu.

e Pojmy a schémata mikroskopie
i A) Optické = zobrazeni struktur lisicich se vzajemné absorbci viditelného svétla
1) Varianty optického mikroskopu

2) Specialni optické mikroskopy

zobrazeni struktur liSicich se vzajemné

napr. absorbci UV i IR svétla
e B) Elektronova
e () Akusticka




Tubularni mikroskop
Bratfi Janssenové, 1595

Historie mikroskopie
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Antony van Leeuwenhoek

Robert Hook 1665 hee ann den T

Jiz olejova lampa

1670 Antony van

Leeuwenhoek

LR

Sroub, drzak.

slozeného

Nejstarsi nakres

mikroskopu,
Isaac Beeckman,
Middelburg , 1625

Bez svétel.

Jednoduché, zaostrovaci
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1595 - Zacharias a Jan Janssenovi - 1. mikroskop

John Yarwell
Compound
Monocular
Microscope
(circa late 1600s)




Brass
Galileo-Style
Compound

‘Microscope ' Oberhauser’s
(circa 1801-1876) Drum

John Marshall

Compound Early Ross i Microscope
Cuff's Microscope) English Compuung Microscope i (circa 1850)
(circa mid 1700s) Microscope (circa 1831) | .

(circa 1720)

Spencer
Compound

Binocular
Microscope
(circa 1932)

Carl Zeiss 1886
SloZeny monokularni mikroskop
Van Leeuwenhoekovy ,,Listy*




Kterou mikroskopickou techniku pouzit?

e Jeji dostupnost

o Zalezi na mikroskopované strukture

e Tolerance k artefaktim

Pr: EM - ti hlavni skupinky preparatu
mesozomy, filamenta, nukleoid

- dehydratace + barveni — ovliviuji morfologii
struktur

- kryoelektronova mikroskopie — pozorovani
hydratovanych zmrazenych bunék




svetelnd) mikroskopie

Max. zvétseni 1500 X, max. rozliseni 200 nm
Stavba svételného mikroskopu

. - mechanické soucasti - stativ, noha, tubus, revolverovy méni¢ objektivi,

stolek, makro- a mikrosroub

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

. - osvétlovaci zarizeni - svétlo prochazi objektem

- zdroj svétla: lampa v noze s Kolektorovou CocCkou
kondenzor — ze 2-3 spojenych ¢ofek
- soustreduje svételné paprsky na objekt

Zakladem mikroskopu jsou cocky, které tvori objektiv a okular.
Okulary a objektivy jsou casto vyménné.

Vznika neskutecny, zvétseny a prevraceny obraz.



Srouby pro posun preparatu

stolek makrosroub
kondenzator
lampa PP mikrosroub

zdroj: www.giobio.ic.cz



Predmét umistény tésné pred ohnisko objektivu (F1) je zobrazen
objektivem do vzdalenosti, ktera je vetsi nez dvojnasobna ohniskova
vzdalenost objektivu. Tento obraz predmétu je prevraceny, skutecny
a zvetSeny. Obraz muze byt zvétSen az 150x.

Okular - nachazi se blize oku. Je to spojna soustava cocek, ktera je
nastavena tak, aby slouzila jako lupa. Obraz vytvoreny objektivem je
promitan mezi mezi okular a jeho ohnisko (F2). Soustava Cocek tento
obraz zvétSuje (az 20x). Ohniskova vzdalenost je 10-50 mm.
NezvétsSuje jiz rozliSovaci schopnost mikroskopu. Konecny obraz
predmétu je zveétseny, neskutecny a prevraceny.



'-, '— Retina
Lens of Eye

- Eyepiece

Image Formed

SEp o by Objective

(10 inches) Tube Lens

Objective
Specimen
Condenser

Vznika neskutecny, zvétseny a prevraceny obraz.



Pojmy mikroskopie
Fraimagnicaton Q Q
rd YR 4 Vd system (e.g.,
Celkové zvétseni Z dosecing 40

400x

- kolikrat je obraz sledovaného objektu vétsi nez objekt
— je dano soucinem zvétseni objektivu a okularu P maaion
- omezeno rozliSovaci mezi

light microscope

& BioEd Online

Rozliseni - jak daleko musi byt od sebe dva body, aby nesplynuly v jeden

RozliSovaci mez - teorie vypoctu vychazi z interference proslych paprskd (E.K. Abbe)

§=A “sin o Numericka
apertura

60x Plan Apochromat Objective

Nosepiece

A ........vInové délka pouZitého svétla | &t o
— &im vy33, tim vySSi rozliseni [ Bt R

L index lomu prostiedi mezi  fusetmon D ugganse]
¢elem objektivu a sklickem c;'i:i’ Lcéfﬁ:

Assembly

o IR Uhel mezi optickou osou [ “Sase™  Figure
mikroskopu a kuzelem paprski vstupujich z preparatu do objektivu




Objective

esNumericka apertura objektivu

‘ NA! orking distance 6 :
\ .-'.. .\\\ /r."{
n . Sl n a Slide with | ] [

specimen

= soucin uhlu dopadu paprsku
od objektu do objektivu a indexu
lomu

Numerical Aperture NA = n e sinio

(a)o=7" NA=0.12
(b) e = 20° NA = 0.34
{c) 0. = 60° NA = 0.87

- ¢im je vyssi, tim vyssi je B g s
v ’ . . C-:?ne “* A
rozliSovaci schopnost objektivu, @) - o

ale nizsi hloubkova ostrost

e Pracovni vzdalenost

- od povrchu €ocky objektivu po kryci sklo
e Kontrast

- rozdil ve vizualizaci objekt / pozadi




Suchy objektiv:
Paprsek vystupujici

z preparatu pod Uhlem
o se na rozhrani mezi

/‘i‘\\

/ E \\

Air o | __“_—F Oil

[NV

Imerzni objektiv:
Paprsek prechazejici ze skla do
imerzniho prostredi svuj smeér

cover nemeéni a mize se podilet na

glass

krycim sklickem a
vzduchem lame od
kolmice a nem(ze se jiz
podilet na tvorbé
obrazu.

mensi index lomu
mensi numericka apertura
vysSi rozliSovaci mez

n=1
NA =max1

Pro zlutozelené svétlo:

A =550 nm

NA = 0,95

RozliSovaci mez = 0,6 um

Rozlisovaci mez
O8=A/n.sina

Hooke's
microscope

R. Hook - po 1.olejova lampa
Kapalina zvysuje ucinek
svétla

tvorbé obrazu.

Imerzni prostredi - kapalina o
stejném n jako kryci sklicko.
Casto cedrovy olej (n = 1,52).
Imerze umoznuje korigovat
nékteré opt. vady mikroskopu.

vétsi index lomu
vyssi thel a
vysSi numericka apertura
nizsi rozliSovaci mez

NA =1,2-1,4

Pro zlutozelené svétlo:
RozliSovaci mez 0,4 um




Optické vady (aberace) objektivu:

e Barevna vada (chromaticka)

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

Bodovy pfedmét zobrazovan na rliznd
mista optické osy v zavislosti na

e Otvorova vada (kulova, sféricka)
Cocky objektivu nejsou tenké:
rizny lom paprskli od optické osy
Bodovy predmét zobrazen jako

IBREREERE

Spektrum tzv. bilého svétla

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

350 400 450 500 550 600 650 700 750 : 800 850 hm
viditelné svetl

Korekce vad
Kombinacemi vhodnych spojnych &i rozptylnych ¢ocek z rliznych materidld o rizném n.
RozliSeni objektiv( dle stupné korekce vad:
Achromaty — barevna vada korigovana pro 2 barvy svétla (¢ervené a modrozelené), otvorové pro Zluté
Semiapochromaty — barevnd vada korigovéna pro 2 barvy blize obéma konctim viditelného svétla
Apochromaty — barevna: nejméné pro 3 barvy, otvorova pro 2. Nejdokonalejsi objektivy pro bilé svétlo
Planachromaty a planapochromaty — korigované i zklenuti zorného pole. Vyznam pro mikrofotografii.




Okulary — typy dle ucelu mikroskopie

e Huygensuv

e Ortoskopické — nezkresluji zorné pole, presnée stejné zvétseni v

celém zorném poli. Zejména k méricim ucelim.

e Kompenzacni — kompenzuji zbytkové chromatické vady.

e Periplanatické — odstranuji astigmatickou vadu silnéji
zvétsSujicich objektivu.

e Brillovy — dioptrické

e Sirokouhlé — priimér zorného pole a7 2,5 cm

e Projektivy - mikrofotografie
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Varianty optického mikroskopu

e 1) Mikroskopie vtemném poli — pro zvyseni kontrastu

« Microscope

wene - preparat silny pro pruchod paprsku

Un-Scattered
Light (Not ———»
Detected)

.,:"“@f
- | yL sarecd it - n0zOrovani v odrazenych paprscich
ample Plane — t:

= «uesw - ypraveny kondenzor osvétluje preparat zespodu

(€oCka uprostred zaclonénd) — objekt sviti

T —— Light Source

¥
o 2) Stereom|kroskop|e 2 mikroskopy se samostatnymi

objektivy a okulary - jejich optické osy sviraji urcity uhel

- plynula zména zvétSeni bez zaostreni

(operacni mikroskopy)

e 3) Mikroskopv pro mikrofotografovani, pro porizovani
videozaznamu s digitalnimi kamerami, projekcni mikroskopy,

mikroskopy s mikromanipulatory







Specialni optické mikroskopy

zobrazeni struktur liSicich se vzajemné absorbci napf.UV, IR svétla

fazove kontrastni mikroskop

e interferenéni mikroskop
- diferencni interferencéni kontrast
dle Nomarského (DIC)
e UV mikroskopie

e fluorescencni mikroskop




Fazovy kontrast

e Klasicky svételny mikroskop:

- detaily objektl nejsou rozeznany vzhledem k malému
kontrastu mezi strukturami s podobnou propustnosti svetla

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

A2

H3 ohjekty s wsokytn n velmi ohyhaji svétlo

moznost pozorovani zivych objektu v nativhim stavu bez barveni

Bacillus cereus

e

REZ

tzv. ,halo” efekt "t
okolo bunék

—

Sporosarcina ureae




Bacillus megaterium

Epitelialni burika \ l.

e Pozorovani nativniho preparatu
= zivé bunky; rychle vysycha

Max 1000x — 1500x






Interferenéni mikroskop

Bacillus cereus

' Bacillus megaterium

-+~ Sporosarcina ureae



Gram Megative

Cista kultura G-

Smisena kultura G+/G-

e Pozorovani barveného preparatu
= mrtvé bunky; dlouha zivotnost

Max 1000x — 1500x sliznice a buriky bakterialni



Doposud zminované optické mikroskopy (opticky + varianty a

specialni mikroskopy) vytvareji obraz okamzité, jako spojity

celek.

Optické mikroskopy vytvarejici obraz
postupné, z jednotlivych bodu (pixeld)

= nesou informaci z uzkého sveétel.paprsku:

1.laserovy radkovaci ( rastrovaci,
skenovaci) konfokalni mikroskop

=Rusiveé svetlo z vrstev nad a pod rovinou
ostrosti odstranéno z drahy k detektoru
zabranou s malym otvorem — vysledek:
perfektné ostry obraz. Paprsek se po
objektu posouva a obraz jednotlivych

bodu se sklada v PC. Posunem paprsku do
jiné hloubky lze vytvorit optické rezy a
skladat je do 3D obrazu.

=\/yznam: moznost pozorovani i relativné
silnych preparatt, vcetné nativnich.

=Konfokalni mikroskop lze upraviti pro
konfokalni fluorescencni mikroskopii




Filamentation by Escherichia coli subverts innate defenses during urinary tract infection.
Justice 587 Hunstad DA, Seed PC, Hultgren &J.

Filamentous E. calion infected mouse bladder
cells. The bacteria were stained with a red
fluorescent nucleic acid dye (ToPro3) and
examined under a laser scanning confocal
fluorescent microscope. Scale bar: 30 pm.



2. barevny radkovaci mikroskop ,,s letici stopou”

misto mechanického radkovaciho systému pouziva
jasnou bilou svetelnou stopu, ktera prebiha po radcich
na obrazovce osciloskopu.

Vyhody: vyborné rozliSeni, vysoky kontrast (Upravou

jasu zdrojoveé svetelné stopy v zavislosti na absorbanci
preparatu)

. opticka skenovaci mikroskopie v blizkém poli NFOS

velmi uzky svételny paprsek prochazi po radcich velmi
tenkym preparatem a jsou mereny zmény jeho
intenzity.

o &4

Vyhody: rozliseni 10 =100x vyssi nez u klasického
svetelného mikroskopu. Vyhodou oproti elektronové
mikroskopii (viz dale) je, ze vzorek nemusi byt umistén
ve vakuu ale Ize jej pozorovat napr. ve vodném
prostredi.




Ernest Ruska
Nemecky vedec
nositel Nobelovy ceny (1986)

za objev elektronového
mikroskopu (1931)




Elektronova mikroskopie (EM)

Zobrazeni predmétd pomoci urychlenych elektronovych svazki —
elektrony maji vinovou délku de Broglieovych hmotnost.vin

e Urychlenim lze dosahnout stotisickrat kratSich vinovych délek:
RozliSovaci schopnost pak (o= A /n*sina): velmi mala A
e Vlivem velkych optickych vad pouzitych ¢ocek (magnetické)

pomérné mala numericka apertura
T Wit! Tm bit! Tve bt an electon !/ FédOVé Set|ny.

Rozlisovaci mez: desetiny nm (mlk)

Déleni EM dle zplUsobu zobrazovani
transmisni

emisni

odrazové (v praxi malo pouzivané)
Another casualty in the War of the Atoms radkovaci (skenovaci ¢i rastrovaci)

Elektronovy mikroskop



nanomateriily

Imm 100um 10um lum 100nm 10nm Inm 0, 1lnm
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svételny mikroskop |
| transmisni elektronovy mikroskop |

radkovaci elektronovy mikroskop
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Svetelny mikroskop

- Jasné pole o )
Svételny mikroskop (1000x) vs. Elektronovy (100 000x)
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Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

Pomoci TEM lze
studovat vznik,
vlastnosti a vzajemné
pusobeni
jednotlivych poruch
krystalove struktury
vzorku.




(1) “attach to surface”

AgNPs

(2) “interaction”

Metoda umoznuje pozorovat detaily bunky a virovych castic.

Ke kontrastnimu zndzornéni zvyraznéni struktur se pouziva negativni barveni
solemi tézkych kovu, které nepropustéji elektrony napriklad uranyl acetat,
molybdenan amonny.




Transmisni elektronovy mikroskop (TEM)

V biologické praxi:
Z 5000-100000
rozliSeni: desetiny nm (vétsi molekuly)

Struktura objektu: prichodem
el.svazku

Elektronovy paprsek: ze zhaveného
kovového viakna

Proti rozptylu elektronu: v tubusu EM
vysoké vakuum

Coclky vytvateny obvykle rotaéné
symetrickym elmag. polem

Konecny obraz pozorujeme neprimo,
projekci na luminiscencni stinitko

elektronové

1
’\ délo

c¢ocka
gl |18 —

kondenzoru

— preparat

cotka |
objektivu

¢ocka
projektivu

— stinitko

Nevyhody: specialni postupy
pro fixaci a barveni;
vakuum;vysoky tlak,jako
,barviva“: soli a oxidy tézkych
kovl, nutno rozlisit artefakty
vzniklé zpracovanim preparatu.




Prochazejici elektrony se zachycuji a obraz se
zvetsi a fotografuje.

Metoda umoznuje pozorovat
detaily bunky a virovych castic.

Ke kontrastnimu znazornéni zvyrazneéni
struktur se pouziva negativni barveni
solemi tézkych kovd,

které nepropusteji elektrony napriklad
uranyl acetat, molybdenan amonny.




Rastrovaci elektronova mikroskopie
(skenovaci, radkovaci, Scanning Electron Microscope - SEM)

Popularita SEM prameni z
moznosti ziskat obrazky
povrchu Sirokého spektra
materiall, které jsou
navic jednoduse

interpretovatelné.




Rastrovaci elektronova mikroskopie

(skenovaci, radkovaci, Scanning Electron Microscope - SEM)

e velmi uzky paprsek elektront je vychylovacim systémem
nucen prejizdét po povrchu preparatu po radcich
e RozliSovaci schopnost SEM o 1-2 rady mensi nez TEM, ale
moznost pozorovani objektlt s komplikovanou 3D
strukturou (signal totiz nese informaci o sklonu povrchu v
misté dopadu svazku elektronu) vysledkem je obraz s
vysokou hloubkou ostrosti

Nevyhody: pokovovani povrchu preparatu, slozita fixace.
Problém rozliSeni artefaktu vzniklych zpracovanim preparatu




Rastrovaci elektronova mikroskopie znazornuje
povrch objektu (bakterie, viru, leukocytu),

tence potazeného paprskem iontl kovu,
napriklad platiny.

Protoze se pokovuje pod ostrym uhlem, v mistech,
kde se kovové ionty nedostanou vznikaji stiny.
Vysledkem je plasticky trojrozmeérny obraz.




Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie

scannin ing electron microscog

Nad povrchem preparatu se pohybuje
velmi tenky kovovy hrot, ke kterému
tuneluji elektrony z povrchu o~
preparatu (tunelovy efekt — jev L
kvantové mechaniky, kdy castice

pronikaji oblasti, na pfekonani niz by | i o I

dle zakonu klasické mechaniky neméli “W'ch

dostatek energie)

= Zobrazuje se elektronova hustota na
povrchu preparatu s rozlisenim na Vynalezen v laboratofich

irovhi rozméré atom IBM v Ziirichu G. Binnigem a
- H. Rohrerem r.1980

* Vyhody: Vzorky nemusi byt ve vakuu,
ale napr. i ve vodném prostredi.




1) jehla s extémné ostrym
hrotem (pohybovat v radcich -
nanometry) 2) Na hrot je ze
zdroje 3) prilozeno elektrické
napéti vzhledem ke vzorku, jez
muze diky tunelovému efektu
odsavat elektrony.

4) VysSka hrotu nad vzorkem
nastavovana piezoelektrickym
systémem

fADKOVAC f TUNELOUVe HMIEKEROSKOP

5) Proud snimany jehlou méren citlivym méridlem 5) a je vyuzit

k tomu, aby se pomoci regulatoru 6) udrzovala vyska hrotu nad
povrchem vzorku konstantni, jak je vyznaceno na obrazku ¢arkovanou
krivkou 7) Hrot tak s extrémni presnosti mapuje vyskovy profil vzorku.
DalSi zpracovani je pak zalezitosti pocitace 8).

Systém je schopen rozeznat jednotlivé atomy na povrchu vzorku.




Skenovaci tunelova elektronova mikroskopie

scannin
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Akusticka mikroskopie
UFM — Mikroskopie ultrazvukovych sil

akusticky mikroskop — zarizeni, které vysila na vzorek
radkovacim zpusobem ultrazvukovy signal, odezvu
prevadi na elektricky signal a na monitoru prezentuje
rekonstruovany videoobraz

Hyperzvuk pronika v kapalinach i pevném prostredi
do hloubky jednotek az desitek mikrometru.

Pozorovani preparatu neprostupnych pro elektrony
a viditelné svetlo.

Informace o mechanickych vlastnostech prostredi.




e Kabinet elektronové mikroskopie —
Technické muzeum Brno

e AVCR - Ustav pristrojové techniky
Muzeum oddéleni Elektronové optiky

QUET
AVCR




Obrazova dokumentace a
Zpracovani obrazu

Rozdéleni obrazu

Zarizeni

Komprese a formaty obrazu

Programy - analyza obrazu (LUCIA,NIS)







tyrkysova

[0,1,1]
fialova
[1.0,1]
zelend
corvens [ﬂm % zeleném a modrém vrcholu. Odstinim
[1,0,0] L - Sedi odpovidaji body na diagonale krychle
r [1.1.0] spojujici cerny a bily vrchol.
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