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do 

Cvičení ze světelné a elektronové mikroskopie

(KBB/CVMIK)

Pavla Válová

Olomouc 2018
Cvičení ze světelné a elektronové mikroskopie 

kód MBB/CVMIK

MBB, I. ročník, letní semestr 2017/2018
kategorie B

rozsah:  1 hod týdně (blokováno po 2 hod, od. 28.3. – 9.5. 2018)

ukončení: zápočet 

vedoucí: RNDr. Pavla Válová
Slovo úvodem:

Na konci minulého století nastává velký pokrok v rozvoji mikroskopování. Moderní mikroskopy jsou dnes poměrně složitým zařízením, vybavené automatizací, mnohými přídatnými zařízeními včetně CCD kamer a napojené na vysoce výkonnou počítačovou techniku. Toto spojení umožnilo zavedení vysoce specializovaných metod, které odhalují nejen další podrobnosti ve stavbě buňky, ale umožňují i přímé sledování jednotlivých molekul, a tím přispívat i k pochopení jejich biologických funkcí. Je proto nutné, aby i studenti Katedry buněčné biologie a genetiky Přírodovědecké fakulty Univerzity Palackého byli vybaveni teoretickými i praktickými znalostmi o principech mikroskopování, zvládali práci na složitějším mikroskopu a své znalosti a dovednosti mohli uplatnit v praxi.

Návody na cvičení jsou určeny studentům bakalářských studijních programů oboru biologie Přírodovědecké fakulty UP v Olomouci, v první řadě oboru Molekulární a buněčná biologie, kteří v letním semestru 1. ročníku absolvují přednášky předmětu „Světelná a elektronová mikroskopie“ (KBB/MIK). Cvičení mohou využít i studenti dalších biologických oborů, především oboru Systematická biologie a ekologie, případně dvouoborových (učitelských) studijních programů zahrnujících předmět biologii. 

KBB/CVMIK 

LS školního roku 2017/2018
Rozpis jednotlivých cvičení

1. 11.30 – 13.00;     2. 13.15 – 14.45
	Týden

	Č.
cvič
	Datum
(středa)
	Obsah

	14.
	1
	28.3. 2018
	Základy bezpečné práce v mikroskopické laboratoři

Stavba kvalitního mikroskopu a jeho funkce

· Zhotovení primitivního "Leewenhookova" mikroskopu a srovnání kvality zobrazení mikroskopického preparátu s obrazem pomocí jednoduchého mikroskopu 

· Stavba fluorescenčního mikroskopu BX60 a funkce jednotlivých součástí se zaměřením na práci s kondenzorem a praktické nastavení kvalitního osvětlení dle Kőhlera
· Zadání seminární práce na téma využití světelného mikroskopu při studiu biologie; požadavky na seminární práci 

	15.
	2
	4.4. 2018

	Metody mikroskopování zvyšující kontrast: temné pole (zástin) a fázový kontrast

· Nastavení mikroskopu k pozorování: pozorování v temném poli - použití speciálního kondenzoru pro zástin; fázový kontrast - využití fázového kondenzoru a fázových objektivů, centrování fázových destiček.

· Pozorování různých nativních (včetně pozorování trichomů u rosnatky) a trvalých preparátů v zástinu a ve fázovém kontrastu 

	16.
	3
	11.4. 2018

	Fluorescence

· Demonstrace fluorescence na fluorescenčním mikroskopu BX60 – objasnění termínu fluorescence; prezentace: využití fluorescence při detekci patogenů

· Zhotovení preparátů pro fluorescenci: pylová zrna, nativní preparát z listu měříku a vranečku (chloroplasty), příčný řez listem borovice a přesličky; imunofluorescenční barvení FITC – preparáty z Mikrochemu

	17.
	4
	18.4. 2018 


	Práce s chlazenou CCD kamerou DP71 Olympus
· Program DP Controler: nastavení vhodných parametrů pro mikrofotografii (velikost snímku a nastavení citlivosti, expoziční režim a čas, nastavení zaostřování a kontrastu snímků, vyvážení bílé/černé barvy); nastavení režimu pro pozorování v procházejícím světle a pro fluorescenci; vkládání měřítka do mikrofotografie pro jednotlivé objektivy; jednoduché proměřování objektů; vlastní fotografování a možnosti ukládání a archivace snímků. 

· Program DP Manager: úprava nasnímaných snímků; funkce skládání jednoho obrazu z více snímků.  



	18.
	5
	25.4. 2018
	Přednáška: Vizualizace buněčných procesů (využití konfokálního mikroskopu při

výzkumu buňky)       

              Ing. Tomáš Takáč, Ph.D.; Centrum regionu Haná pro biotechnologický a

              zemědělský výzkum; Oddělení buněčné biologie

	19.
	6
	2.5. 2018


	Přednáška:

Prezentace: Světelná mikroskopie s vysokým rozlišením

RNDr. Tomáš Jendrulek, Ph.D.; zástupce firmy Olympus



	20.
	7
	9.5. 2018

zápočtový týden

7.-11.5. 2018

	Zápočet – zápočtový test (70 %), účast na cvičeních, odevzdaná seminární práce


Exkurze: Elektronová a atomární mikroskopie – exkurze na pracoviště RCPTM (Regionální centrum pokročilých technologií a materiálů, areál Přírodovědecké fakulty Univerzity Palackého, Olomouc – Holice) (Mgr. Klára Čépe, Ph.D. a spol.) 

(Společně s přednáškami MIK, 28.2.2018, 13.15-14.30)
Doporučená literatura:

Habrová, V. Mikroskopická technika. SPN Praha, 1990. 

Hejtmánek, M. Úvod do světelné mikroskopie. Skripta UP Olomouc, 2001.
Matis, D. a kol. Mikroskopická technika. Faunima, Bratislava, 2001. 

Knoz, J., Opravilová, V. Základy mikroskopické techniky. Skripta MU Brno, 1992. 

Kremer, Bruno P. (2013): Mikroskop zcela jednoduše. Aventium nakladatelství, s.r.o.

Paleček, J. Biologie buňky, I. Základy mikroskopické cytologie. UK, Vydavatelství Karolinum, Praha, 1996. 

Špaček, J. Svět pod mikroskopem. Grada, Praha, 2008. 
Ruzin, S. E. Plant microtechnique and microscopy. Oxford, UK.: Oxford University Press, Inc., 1999, 322 pp.
Rogerová, K. Tajemný svět pod mikroskopem. 1.vyd. Praha 3, naklad. Svojtka & Cv. 2002. 

Internetové materiály:
http://biologie.upol.cz/mikroskopie. 
http://apfyz.upol.cz/ucebnice/optmikro.html

http://www.olympusmicro.com. 
Nebesářová, J.:  Elektronová mikroskopie pro biology.      



http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html
http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/3.0.html 
Instrukční příručky a prospekty firem Olympus, Zeiss, Nikon
http://

 HYPERLINK "http://www.olympus.cz/" \t "_blank" www.olympus.cz; http://

 HYPERLINK "http://www.olympusmicro.com/" \t "_blank" www.olympusmicro.com; http://www.zeiss.de http://www.microscopyu.com/
Studijní materiály:
Návody do „Cvičení ze světelné a elektronové mikroskopie“      http://genetika.upol.cz/
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Podmínky udělení zápočtu:
1) účast na cvičeních 
2) seminární práce na vybrané téma z mikroskopie 
3) úspěšně absolvovaný zápočtový test (70 %)

Kontakt na vedoucí cvičení:  mobil: 732 429 208

Pavla Válová, soukromý mail:  valovapavla@centrum.cz
V případě problémů při předzápisu/zápisu na předměty katedry (KBB), prostřednictvím STAG, kontaktujte Mgr. Danu Šafářovou, Ph.D.;  e-mail: dana.safarova@upol.cz;    tel: 58563 4900
Materiály na internetu:

internetová adresa Katedry buněčné biologie a genetiky (KBB):  

http://genetika.upol.cz     →  výuka →  předměty → KBB/CVMIK  ...... dole "Studijní materiály" – heslo  mikro_13
Seminární práce na vybrané téma z mikroskopie:  viz na konci textu

(odevzdat do 1.5. 2018)

cca 3 strany na PC, formát A4; písmo Times New Roman 11 nebo 12, řádkování 1,15. Zarovnat do bloku. Uvést zdroje informací; použít nejméně 3 zdroje citací (alespoň jedna citace z odborného článku nebo z knihy; zdroje správně citované) a text doplnit o obrázky nebo schémata (vždy zdroj; zdroj uvádět hned pod obrázkem).

Soubor poslat (ne ve formátu PDF) na mail vedoucího (valovapavla@centrum.cz) s označením: příjmení autora, název práce (zkráceně) (bez háček a čárek) a rok vypracování. 

       Příklad:  Kacirova_Vyuziti fluorescence_2018
Pozn.: Seminární práce nesmí být okopírovaná a musí být nejen z odborného, ale i jazykového hlediska v pořádku a napsaná v souvislém textu (ne jako osnova).

Úvodní cvičení

Zásady bezpečnosti práce
 1.   Každý student je povinen znát a dodržovat základní bezpečnostní předpisy při práci s ohněm, elektrickým proudem a chemikáliemi (zvlášť nebezpečné jedy, ostatní jedy, kyseliny, zásady). Proškolení provede na počátku kurzu vedoucí cvičení.

 2.   Každé poranění hlásit vedoucímu cvičení a úrazy zapsat do "Sešitu úrazů".

 3.  Přístup do laboratoře mají pouze osoby, které tam pracují. Studenti se mohou pohybovat pouze v prostorách vyhrazených ke cvičení. Platí přísný zákaz manipulace se zařízením a přístroji, které nejsou určeny k provádění konkrétního cvičení.

 4.  Vstup do laboratoře je povolen pouze v přezůvkách a ochranném laboratorním plášti (ne z umělých tkanin).

 5.   Každý student zodpovídá za průběh své práce, za svěřené zařízení, přístroje, nářadí a materiál a za udržování pořádku a čistoty na pracovním stole.

 6.  V laboratoři platí zákaz pití, jídla a kouření. K pití nikdy neužívat laboratorní nádobí.

 7.  Vodovodní odpad se nesmí znečišťovat pevným odpadem (zápalkami, filtračním papírem, agarem apod.)  

 8.   Po ukončení cvičení je nutné vypnout přístroje a zařízení, schovat přístroje, vrátit nástroje a zapůjčené pomůcky, umýt používané sklo a nářadí a uklidit pracovní místo. 

 9.   Po ukončení nebo při přerušení práce si pořádně umýt ruce.

````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````````

Poznámky:

Práce s chemikáliemi:
· Používat ochranné pomůcky (gumové rukavice)

· Při polití kyselinou    důkladně omýt tekoucí vodou a neutralizovat 1% roztokem NaHCO3 (hydrouhličitan sodný)

· Při polití louhem       důkladně omýt tekoucí vodou a neutralizovat 1% roztokem kyseliny octové (příp. citrónovou šťávou)

· Při zasažení očí           oplachovat delší dobu pod proudem vody, vyhledat lékaře!!!
· Při požití kyseliny       vypít suspenzi oxidu hořečnatého ve studené vodě

· Zásada při zřeďování kyselin: kyselinu vlévat pomalu do vody!! 

· Nikdy nepipetovat ústy!!  (používání pipetovacích násadců)

Úrazy elektrickým proudem:
· Nemanipulovat s elektrickými šňůrami, zásuvkami, žárovkami

· Při vypínání šňůry elektrického spotřebiče přidržet zásuvku

· Znát umístění hlavního vypínače elektrického proudu pro laboratoř

Nebezpečí požáru:
· Znát umístění hasicích přístrojů na pracovišti, jejich náplň a použití

· Znát umístění únikového východu z pracoviště

· V případě vzniku požáru uhasit požár dostupnými hasebními prostředky nebo provést opatření k zamezení jeho šíření

· Vznik požáru ohlásit (nebo zabezpečit jeho ohlášení) na HZS Olomouc (telefonní číslo 150) a uvést - kde hoří (i město!, ústředna je v Brně), co hoří, kdo volá, odkud volá (tel.číslo), zraněné osoby a vyčkat na zpětný dotaz u telefonu
· Provést opatření pro záchranu ohrožených osob a majetku

· Následně vznik požáru ohlásit policii   (tel.  158, 156)

Důležitá telefonní čísla:

Rychlá záchranná služba  
- 155
Tísňové volání (Evropa)        
- 112 (především pro cizí státní příslušníky)
Lékařská služba první pomoci  
- 585 544 444






Policie - tísňové volání   
- 158 







Městská policie  

- 156






Hasiči



- 150 

Informace o telefonních číslech - 1180
Další zásady práce v laboratoři:
· opatrnost při umývání laboratorního skla

· neochutnávat chemikálie

· nepokládat zátky od chemikálií na pracovní stoly

· při práci s hořlavinami dbát na dobré odvětrávání par, které se mohou vznítit od okolního plamene nebo tepelného zdroje

· při rozlití hořlaviny zhasnout hořáky, vypnout elektrické spotřebiče v pojistné skříni, intenzivně větrat

· při práci s lihovým kahanem pozor!!! - plamen je světle modrý a nebývá zřetelný; dbáme na to, abychom delší vlasy měli sepnuté gumičkou a do blízkosti kahanu nedávali hořlavé předměty

· pozor na možné nahromadění par etanolu nad lihem v lihovém kahanu a jejich případné vznícení při zapalování knotu kahanu

· při vzplanutí malého množství lihu v kádince udusit plamen položením nehořlavé misky (Petriho miska) na kádinku, malé množství hořícího lihu nechat vyhořet (z okolí odstranit hořlavý materiál), případně k udušení plamene použít vlhký hadr 

· při práci s éterem dbát zvýšené opatrnosti (možnost vznícení či výbuchu i od horkých součástí) a intenzivně větrat

Hašení požáru na pracovišti:
· Při vzniku požáru je nutno zachovat klid, neztratit duchapřítomnost a okamžitě a účelně zasáhnout.

· Nejprve pomůžeme osobám zasaženým plamenem (uhašení oděvu), potom vypneme elektřinu a odstraníme hořlaviny z blízkosti plamene.

· Požár menšího rozsahu (např. hořící kapalina v nádobách) se snažíme zadusit přiklopením víka nebo vlhkým hadrem.

· Voda není vhodná na hašení látek, s nimiž reaguje za tvorby hořlavých plynů. Je vhodná na hašení hořícího lihu (dobře se s ním mísí). Elektrické vedení se vodou nehasí !!!
Hasicí přístroje: 
· Práškový PHP  (obsahuje univerzální hasicí prášek), dochází k poklesu energie potřebné k hoření a izoluje hořící předmět od okolního vzduchu. Je vhodný na žhnoucí pevné látky, na kapalné látky (benzín, olej, laky, dehet), na plynné látky (acetylen, metan, vodík), na zařízení pod elektrickým napětím do 1 000 V. Nevhodný na volně uložené organické látky (piliny, prachy, potraviny – mouka, volně uložený papír). Uvedení do provozu – viz návod na obalu. 

· Sněhové přístroje (obsahují kapalný CO2 ) jsou vhodné k hašení potravin a hořlavých kapalin, včetně acetylénu. Můžeme jich využít k hašení elektrického vedení pod proudem. Nesmí se hasit prach a volně uložené organické látky.
· Pěnové přístroje se používají k hašení všech minerálních olejů, benzínu, tuků, dehtu, laků a všech organických hmot. Nehodí se k hašení lihu, éteru, které chemickou pěnu rozkládají. Nesmí se používat k hašení zařízení pod elektrickým proudem!

Nelze-li požár zlikvidovat vlastními silami, je nutné volat  hasiče (tel. 150)  !!!

Cvičení 1:

	Stavba kvalitního mikroskopu a jeho funkce



● Zhotovení primitivního "Leewenhookova" mikroskopu a srovnání kvality zobrazení mikroskopického preparátu s obrazem pomocí jednoduchého mikroskopu 

● Stavba fluorescenčního mikroskopu BX60 a funkce jednotlivých součástí se zaměřením na práci s kondenzorem a praktické nastavení kvalitního osvětlení dle Kőhlera.

1. Výroba „Leeuwenhoekova“ mikroskopu

Úvod:     Osobnost Antonyho van Leeuwenhoeka
Antony van Leeuwenhoek (1632-1723) – obchodník s látkami v holandském Delftu; vědec samouk, člen Královské společnosti v Londýně

A. van Leeuwenhoek neměl vysokoškolské vzdělání ani žádnou jinou odbornou průpravu, která by mohla posloužit jako základ pro jeho mikroskopická bádání. Vyučil se u obchodníka se suknem a většinu života pracoval jako městský úředník. Jeho povolání a společenské postavení mu však poskytlo dostatečné finanční zázemí k provozování mikroskopických pozorování, která byla v té době náročným „koníčkem“. Vynalézá jednočočkový mikroskop s konvexní spojkou (upevněnou v kovovém držáku, která se zaostřovala na objekt pomocí šroubu) – viz obrázky dole.
Mikroskop, který si roku 1671 sám zkonstruoval, byl ve své podstatě jen malou čočkou, která měla krátkou ohniskovou vzdálenost (až 1 mm) a zvětšovala asi 270×. 

S tímto jednoduchým přístrojem se mu však podařilo pozorovat a ve svých pracích pak vyobrazit např. bakterie, prvoky, vířníky, červené krvinky, spermie, příčně pruhované a srdeční svalstvo, krevní kapiláry i další mikroskopické objekty. Významný je jeho spis „Arcana naturae ope exactissimorum microscopiorum detecta“ (Tajemství přírody odkrytá silou nejpřesnějších drobnohledů) publikovaný roku 1696 v Leidenu. 

Za svůj život zkonstruoval asi 500 mikroskopů, z nichž se do naší doby dochovalo jen asi 20.

Složení Leeuwenhoekova mikroskopu  
[image: image2.png]Leeuwenhoek
Microscope

Sample
Translator




[image: image56.jpg]nedifraktovant
adfent

ZADNf
OHNISKOVA
ROVINA
OBJEKTIVU

KONDENZOR

KONDENZOROVA

OBRAZOVA ROVINA

|
dirakiorant
4 rens

FAZOVA MASKA

PREDMETOVA ROVINA

MASKA






A) šroubek na regulování výšky pozorovaného objektu 

B) kovový plátek sloužící jako podklad 
C) držák na upevnění předmětu a manipulaci s ním 
D) sférická čočka 
(obr. http://www.google.cz/)
Rozměry Leeuwenhoekova mikroskopu a způsob mikroskopování
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(obr. http://www.google.cz/)              

Replika Leeuwenhoekova mikroskopu a mikrofotografie pořízené pomocí tohoto mikroskopu (bakterie Staphylocccus pyogenes a schránky rozsivky) 
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(obr. http://www.google.cz/)
PROVEDENÍ:
Výroba primitivního „Leeuwenhoekova“ mikroskopu

Pomůcky: skleněná tyčinka nebo trubička, plynový (lihový) kahan, pilník na sklo (diamant na sklo), čtverec tužšího papíru, izolepa, silná jehla (preparační), ochranné rukavice (na oddělení tyčinky s natavenou čočkou)
Postup:

1. Nad plamenem plynového (lihového) kahanu natavíme konec skleněné tyčinky, aby vznikla malá kulička skla (viz obr. níže).

2. Tyčinku s kuličkou (cca 2 cm) opatrně odřízneme.

3. Do čtverce tuhého papíru vytvoříme dírku pomocí tlusté jehly a do ní zaboříme kuličku skla na tyčince. Tyčinku připevníme na papír pomocí izolepy. 

Pomocí „Leeuwenhoekova“ mikroskopu se podíváme skrz skleněnou kuličku proti světlu na špičku jehly, kterou umístíme těsně za dírku. Vidíme docela silně zvětšený hrot, i když deformovaný, protože naše „čočka“ není vlastně čočka, ale poměrně nedokonalá koule (viz vady čoček v 1. přednášce KBB/MIK).
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(obr. www.mindspring.com/~alshinn/Leeuwenhoekplans.html)
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  Jeden z vyrobených 

                    Pozorování hrotu jehly

„Leeuwenhoekových“ mikroskopů
Doporučená literatura: 
Josef Špaček (2008): Svět pod mikroskopem. Grada, Praha.
Leeuvenhoekův mikroskop – složení a výroba: 
http://www.botany.ubc.ca/keeling/resomicr1.html www.mindspring.com/~alshinn/Leeuwenhoekplans.html
http://www.brianjford.com/Lab%20News%20Sept%20pA4-A6.pdf
http://cs.wikipedia.org/wiki/Antoni_van_Leeuwenhoek; http://www.google.cz/
http://lensonleeuwenhoek.net/microscopes.htm
http://lensonleeuwenhoek.net/index.html
Waggoner, Ben. University of California Museum of Paleontology (UCPM).UCPM Exhibit halls. Antony 
                           van Leeuwenhoek [online] [cit. 2015-05-05] Dostupné z: 
                           http://www.ucmp.berkeley.edu/history/leeuwenhoek.html
https://www.britannica.com/biography/Antonie-van-Leeuwenhoek
2. Složení fluorescenčního mikroskopu BX60 Olympus

Na cvičení si budeme demonstrovat jednotlivé části mikroskopu se zaměřením na umístění a funkci kondenzoru, clon, filtrů a přídatného zařízení na tomto mikroskopu.

Další podrobnosti viz „Návod na laboratorní mikroskop BX60 Olympus“ (http://www.iolympus.cz/mikroskopy/navody/).
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Základní části fluorescenčního mikroskopu BX60
[image: image12.jpg]



Popis základních částí laboratorního mikroskopu BX60 Olympus
[image: image13.emf]
 (obr. Návod na laboratorní mikroskop BX60 Olympus,

http://www.iolympus.cz/mikroskopy/navody/)

- zařízení potřebné k vycentrování kondenzoru a nastavení osvětlení podle Köhlera.
Základní části mikroskopu BX 51 Olympus

[image: image14.wmf]
(Obr. http://www.olympusmicro.com/primer/techniques/dic/dicintro.html)

3. Nastavení Köhlerova osvětlení  
Pro kvalitní mikroskopická pozorování je velmi důležité správné osvětlení preparátu.

Osvětlovací zdroj ani kondenzor se přímo nezúčastní tvorby obrazu, mají však na jeho vlastnosti (ostrost, jas, kontrast) podstatný vliv. Proto jim musíme věnovat dostatečnou pozornost, chceme-li využít všech možností mikroskopu. 

Základní podmínkou pro správnou funkci osvětlovací soustavy je, že musí splňovat podmínku centrovaných systémů. Středy všech optických prvků, včetně zdroje světla, musí ležet v optické ose mikroskopu. Pokud tato podmínka není splněna ve výrobě tím, že optické členy jsou pevně uloženy v optické ose, musíme toho dosáhnout „centrováním“. To znamená, že musíme nastavit polohu optického prvku tak, aby podmínka centrování byla splněna. To se týká jak světleného zdroje a jeho částí, tak kondenzoru. 

Jako první zavedl systém pro kvalitní osvětlení pozorovaného objektu August Köhler v r. 1893. Při tomto osvětlení zobrazuje kondenzor clonu zdroje světla (polní) do roviny objektu (předmětové roviny) a kondenzorová clona (aperturní, irisová) reguluje světelný tok tak, že je osvětlené pouze zorné pole mikroskopu (viz schéma níže). 
                    [image: image15.jpg]= preparit
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Umístění kondenzorových clon: polní clona (kolektorová) – blíže zdroje světla; irisová  (aperturní) clona – pod kondenzorem     (obr. Metodická příručka Olympus)
Köhlerovo osvětlení není možno vytvořit na školních mikroskopech Olympus CHK-2 v praktiku, protože nemají posuvné kondenzory ani clonu zdroje světla. U kvalitnějších mikroskopů však existuje více nastavitelných prvků, takže je nutné tento postup znát. 

PROVEDENÍ:

Postup nastavení osvětlení dle Köhlera: 

(Za předpokladu, že máme vycentrovanou žárovku, kterou osvětlujeme preparát.)

1. Otevřeme polní i aperturní (irisovou) clonu kondenzoru. 

2. Umístíme preparát na stolek mikroskopu a zaostříme s objektivem 20x.

3. Uzavřeme polní clonu světelného pole (kolektorová clona). 

4. Kondenzor zvyšujeme nebo snižujeme tak dlouho, až vidíme okraj hrany polní clony ostře ohraničený (kondenzor je většinou značně vysoko). 

5. Polní clonu pak otevřeme co nejvíc, aby se okraje jejího obrazu dotýkaly okraje zorného pole (jinak řečeno: okraje clony právě mizí za obzorem) (viz obr. níže). 

6. Pokud obraz clony neleží uprostřed světelného pole, posunujeme jej (centrovacími šrouby kondenzoru) do středu zorného pole tak dlouho, až se všemi svými vrcholy dotýká obvodu (viz obr. níže).

[image: image16.emf]
Centrování a správné nastavení otevření polní clony

(obr.: Návody na DP71 Olympus)

7. Nastavení správné aperturní clony kondenzoru: Vyjmeme z tubusu pravý okulár (odložíme jej na místo, kde jej nemůžeme shodit). V otvoru vidíme osvětlenou výstupní pupilu objektivu. Uzavíráme aperturní clonu kondenzoru, aby zůstalo osvětleno ještě 2/3 průměru výstupní pupily objektivu (1/4 zaclonění – viz obr. dole). Má-li kondenzor stupnici numerické apertury, nastavíme na ní hodnotu přibližně 70 - 80 % numerické apertury objektivu. Toto nastavení aperturní clony je variabilní podle povahy preparátu.

[image: image17.jpg]



Různé nastavení aperturní clony kondenzoru

         (obr. Metodická příručka Olympus)
Výsledkem Köhlerova nastavení je rovnoměrné a maximální osvětlení průhledného preparátu, ležícího v předmětové rovině. Současně by měla být dosažena nejlepší kombinace mezi rozlišovací schopností a kontrastem. V každém případě se doporučuje ještě vyzkoušet optimální nastavení aperturní clony kondenzoru. 

Seřízení světla podle Köhlera je důležité při použití metody temného pole (zástinu), fázového kontrastu a DIC (Nomarského diferenciální interferenční kontrast) – jinak nebudou fungovat.

· Köhlerovo nastavení je nutné provést vždy po přenášení mikroskopu. 
Pokud je mikroskop na stabilním místě, centrujeme jen občas. 

Srovnání osvětlení preparátu podle stacionálního (A) a Köhlerova (B) osvětlení
[image: image18.jpg]



  
  


A

               B
         (obr. Metodická příručka Olympus)
Schéma osvětlení preparátu podle Köhlera
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(obr. úprava podle Jaromíra Pláška)
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(obr. Metodická příručka Olympus)

Cvičení 2:

	Metody mikroskopování zvyšující kontrast – temné pole a fázový kontrast




● Pozorování různých preparátů v zástinu a ve fázovém kontrastu (nastavení mikroskopu k pozorování: pro pozorování v temném poli použití speciálního kondenzoru pro zástin; fázový kontrast - použití fázového kondenzoru a fázových objektivů, centrování fázových destiček)

Příprava  preparátů pro pozorování

Materiál: nativní preparáty: buňky bukální sliznice nebo suknice cibule Allium cepa L., kvasinková suspenze kvasinky pivní (Saccharomyces cerevisiae), krycí trichomy africké fialky (Saintpaulia ionantha Wendl), tentakule rosnatky (Drosera sp.) 

 trvalé preparáty: klíště obecné (Ixodes ricinus, Linnaeus, 1758), Drosophila melanogaster Meig., blecha kočičí (Ctenocephalides felis (Bouché, 1835), roztlakový preparát meristematických buněk Vicia faba L., preparát Celitu (rozetřené rozsivky), drobná zrnka písku, ptačí pero, vykrystalizovaná kuchyňská sůl, objektivové měřítko
Pomůcky a přístroje na zhotovení preparátů:  Fluorescenční mikroskop BX60, mikroskopické pomůcky vč. podložních a krycích skel, sterilní špejle, fyziologický roztok, destilovaná voda, nádoba na infekční materiál

Příprava nativních preparátů:

Stěr buněk lidské bukální sliznice: Po vypláchnutí úst setřete sterilní špejlí povrch vnitřní strany bukální sliznice dutiny ústní a materiál ihned naneste na suché podložní sklo a zakápněte fyziologickým roztokem;  na okraji skla označte fixkou polohu stěru. 
Buňky suknice cibule: Malý čtvereček (0,5 x 0,5 cm) vypreparované vnitřní epidermis suknice cibule dáme na suché podložní sklo a zakápneme destilovanou vodou. 

Kvasinka pivní: Malou kapku kvasinkové suspenze (v 4% roztoku sacharózy)

kápneme na podložní sklo a přiložíme krycí sklo.

Saitpaulia, Drosera – tentakule: Z povrchu listu africké fialky a rosnatky opatrně odřízněte pomocí žiletky celý chlupovitý útvar (vícebuněčný nevětvený krycí trichom). Vložte je do kapky vody na podložním skle, opatrně přikryjte krycím sklíčkem a pozorujte pod nejmenším zvětšením (40x nebo 100x). Detaily útvarů si prohlédněte při větším zvětšení (400x).

Nakreslete a popište tentakuli u rosnatky: pokožkové buňky, sekreční buňky, cévní svazek, chloroplasty.

1. Temné pole (zástin)

Úvod:

Temné pole je metoda pozorování, která slouží k zvyšování kontrastu nebarvených preparátů.

Princip: 

Primární záření ze zdroje světla (které je nedifraktované – bez ohybu) nevstupuje do objektivu. Ve speciálním kondenzoru pro zástin – kardioidu -  je umístěna clona, která vyřadí centrální paprsky a pozorovaný objekt je tak osvětlen pouze šikmo dopadajícími světelnými paprsky, které se od něj odrážejí, lámou a ohýbají se na něm (č. 7 - viz schéma níže). Podobný efekt získáme pomocí mince příslušného průměru položené na zdroj světla (ovšem pozor na poškrábání kondenzoru!). Výsledkem je, že objekt se jeví jako zářící na temném pozadí. Pro pozorování v temném poli je nutno použít silné osvětlení preparátu, čisté médium v preparátu, tenká podložní skla, vhodný objektiv (lépe o menší NA); kondenzor se spojuje s podložním sklem preparátu imerzním olejem (viz i tzv. úplný imerzní systém).
Využití: 

Možnost pozorování i velmi drobných částic nebo organismů - mitochondrie, centrioly, lyzozómy, peroxizómy, protozoa (prvoci) a bakterie.
Pomůcky a přístroje pro temné pole:  Fluorescenční mikroskop BX60, fázový kondenzor U-PCD-2 s temným polem (DF)
Postup nastavení tmavého pole na fluorescenčním mikroskopu BX60:

1. Zcentrujeme osvětlení podle Köhlerova principu (viz cvičení 1), polní clonu mikroskopu máme přivřenu. Protože potřebujeme hodně světla, vyřadíme všechny šedé filtry (vpravo dole v noze mikroskopu); na karuselu pro fluorescenční kostky zařadíme O – tj. poloha bez fluorescenčních kostek.
2. Ze zabudovaných otočných kondenzorů zařadíme kondenzor pro temné pole, označený DF (Dark Field), a můžeme s různými objektivy pozorovat vybraný preparát. Pro získání dobrého obrazu v temném poli musíme zvýšit intenzitu světla.

3. Vyzkoušejte i pozorování preparátu při různém pohybu objektivu do stran (pozor na oslnění očí!!!). Někdy tak dosáhneme lepšího bočního osvětlení, a tím i zdůraznění zajímavých detailů v preparátu.
Schéma srovnání pozorování v procházejícím světle a v zástinu

        
[image: image21]
(Schémata upravena podle: Paleček, J. (1996): Biologie buňky, I. Základy mikroskopické cytologie. Skripta UK Praha.)
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Zařazený kondenzor pro zástin (DF)

na mikroskopu BX60 – viz šipka

Pokud nemáme speciální kondenzor pro temné pole a máme pohyblivý kondenzor, můžeme preparáty pozorovat v technice zástinu posunutím kondenzoru do strany nebo zhotovením terčové clonky, která vyřadí centrální paprsky osvětlení vycházející z kondenzoru (viz obrázky níže).  

Posunutí kondenzoru do strany

[image: image23.jpg](ol N W )




                        (obr. Pazourek, 1975)

Terčová clonka vyřazující centrální paprsky osvětlení

[image: image24.jpg]



                        (obr. Pazourek, 1975)

2.  Fázový kontrast   

Úvod:

Fázový kontrast je metoda pozorování, která slouží k zvyšování kontrastu nebarvených preparátů.

Zásady fázového kontrastu zformuloval holandský fyzik Frits Zernike [cernik] (1888–1966). Poprvé jej publikoval v roce 1935. Podle jeho patentu byl v roce 1941 vyroben prototyp ve firmě Zeiss Jena. V roce 1953 získal F. Zernike za fázový kontrast Nobelovu cenu v oblasti fyziky. 

Princip:

Zbarvené preparáty pohlcují část jimi procházejícího světla (absorpční obraz), mění se amplituda vln (intenzita světla), ale fáze je nezměněna. Nezbarvené preparáty (např. živé buňky) jsou pro světlo téměř všude prostupné, ale kvůli různé optické hustotě lámou nestejně světlo; dostáváme obraz difrakční (ohybový). U tohoto typu obrazu je amplituda nezměněna, ale fáze je posunuta. Malé fázové rozdíly ale naše oko nerozezná a objekty se proto jeví jako bezstrukturní. 

Podstata fázově kontrastního zařízení: 

Převádí pro nás neviditelné fázové rozdíly na rozdíly amplitudové, které rozeznáváme (tj. optickou tloušťku převádí na jas). Na základě interference mezi difraktovaným zářením a nedifraktovaným zářením (obě procházející vzorkem) dochází ke změně amplitudy (tj. intenzity) světla.

Potřebné zařízení: 
· Fázové kondenzory - je to řada kondenzorových fázových clon na otočné desce (karuselu), kdy pro každý objektiv je zvláštní prstencovitá clona. 

· Fázové objektivy označené Ph, které mají fázovou clonu neboli masku přímo na zadní čočce objektivu v podobě prstencovité jemné mřížky.

· Žlutozelený filtr (nejčastěji interferenční) využívající monochromatického světla, protože citlivost oka je na žlutozelenou barvu největší (vlnová délka 550 nm). Vkládá se pod kondenzor. Tento filtr (zelený) není vždy nutný, většina zařízení pracuje i v bílém světle. Fázové posuny jsou však optimalizované pro vlnovou délku 546 nm. Použití zeleného filtru zlepšuje kontrast a obecně jakost fázově kontrastního obrazu.
· Pomocný mikroskop (teleskop, vizír), který se vkládá místo okuláru, je tvořen jednoduchým objektivem a posuvným Ramsdenovým okulárem. 

· Středící klíče k seřizování fázových clon v kondenzoru a objektivu („stříbrné“, umístěné vzadu na kondenzoru).
Umístění fázových clon v mikroskopu:

První clona je umístěna v přední ohniskové rovině kondenzoru. Je to clona ve tvaru úzkého mezikruží, dovolující průchod světla ze zdroje jen tímto mezikružím.

Druhá clona se dává do místa v objektivu, kde se tvoří ohybové spektrum. Je to tzv. fázová destička tvaru mezikruží, která zajišťuje posun fáze světla obrazu světelného zdroje (přímého, nedifraktovaného záření) oproti fázi světla ohybových obrazů (difraktovaného záření) o 90°, tj. o čtvrtinu délky vlny (λ/4). Vrstva na fázové destičce je nejčastěji tvořena hmotou dielektrikem (např. MgF2) zajišťujícím požadovaný fázový posuv o ¼ vlnové délky, tedy o maximální amplitudu; na dielektriku je ještě nanesena kovová vrstva (Cr nebo Al) k oslabení intenzity přímého světla. Obě clony (tj. v rovině kondenzoru a objektivu) se seřizují do zákrytu pomocí centrovacích šroubů. 

V nezbarveném preparátu jsou přítomny částice (např. kapky, zrna) vykazující různý lom světla a ty způsobí, že světelné paprsky jimi procházející se různě odchylují a fázově posunují. Při průchodu prstencem v objektivu se mění fázové rozdíly paprsků na amplitudové rozdíly, které podmiňují změnu intenzity světla v obraze těchto částic. Kombinací obou clon dosáhneme intenference paprsků a výsledkem je kontrastní obraz.

Pomocí fázového kontrastu se zvyšuje rozlišovací schopnost mikroskopu až na 100 nm.

V praxi rozlišujeme pozitivní a negativní fázový kontrast:

Pozitivní fázový kontrast – fázová maska posunuje fázi nedifraktovaného záření o ¼ vlnové délky dopředu, tlustší části objektu jsou tmavé, tenčí světlé; objekt vidíme tmavší na světlém pozadí (tmavý = „dark“)
Negativní fázový kontrast – častější - fázová maska zpožďuje fázi nedifraktovaného záření o ¼ vlnové délky; tlustší části objektu jsou světlé, tenčí tmavší; objekt se jeví světlý na tmavém pozadí (světlý = „bright“)
Využití fázového kontrastu: 

· pozorování nativních (nezbarvených) preparátů (jádro, jadérko, chromozómy, vakuoly aj.)

· pozorování nezbarvených nebo slabě zbarvených trvalých preparátů

· při studiu buněčných a tkáňových kultur (mitóza, cytoplazmatické vřeténko aj.) 

· umožnění videozáznamu buněčných pochodů

· uplatnění při rychlých diagnostických metodách v mikrobiologii a parazitologii

Nevýhoda:

Existence tzv. „halo“ efektu, což je nežádoucí artefakt, který se projevuje jako jasně zářící rozhraní mezi objektem a okolním prostředím vznikající v důsledku lomu světla na strukturách s velkým indexem lomu. Tmavé objekty jsou v pozitivním fázovém kontrastu ohraničeny světlým "stínem" a naopak jasné objekty v negativním fázovém kontrastu mají "stín" tmavý. Tento efekt je výsledkem neúplného prostorového oddělení optických drah světla pozadí a světla procházejícího objektem. Část světla po průchodu objektem sdílí optickou dráhu se světlem pozadí i během průchodu fázovou deskou objektivu a dochází tak k posunu fáze odlišnému od ostatního světla procházejícího objektem. Výsledkem je právě vznik "halo" na hranicích objektu.

Anoptrální mikroskop – u tohoto mikroskopu je fázová clona nahrazena prstencem s velmi malou propustností pro světlo (saze), kterým se odstraní „halo“ efekt, a tím je umožněno sledování vnitřních struktur buněk s velkým indexem lomu, jako např. kvasinky, spory, vajíčka (mikroskop: Apodizovaný fázový kontrast firmy Nikon s modifikací verze fázového kontrastu).

Poznámka: Různé firmy (např. Olympus, Nikon, Zeiss) mají různé principy, jak vytvořit fázový kontrast. Z toho vyplývá i různý výsledek v pozorování konkrétních objektů. Než se rozhodneme o zakoupení mikroskopu s fázovým kontrastem určeným pro konkrétní pozorování, je potřeba si fázový kontrast předem vyzkoušet.

Provedení:

Pozorování preparátu v normálním osvětlení a ve fázovém kontrastu:

Materiál a preparáty viz výše
 

Pomůcky a přístroje pro fázový kontrast:  
Fluorescenční mikroskop BX60, zařízení pro fázový kontrast na mikroskopu BX60: 
fázový kondenzor U-PCD-2, pomocný teleskop U-CT30 a fázové planachromatické objektivy:  PLC N 10xPh Planachromat C Ph1 objective 10x/0,25; w.d. 10,5 mm
 
                      PLC N 40xPh Planachromat C Ph2 objective 40x/0,65; w.d. 0,6 mm

Postup nastavení fázového kontrastu na fluorescenčním mikroskopu BX60:

1. Zcentrujeme osvětlení podle Köhlerova principu (viz cvičení 1), polní clonu mikroskopu máme přivřenu. Protože potřebujeme hodně světla, vyřadíme všechny šedé filtry (vpravo dole v noze mikroskopu, sv. modrý - LBC - necháme založený); na karuselu pro fluorescenční kostky zařadíme O – tj. poloha bez fluorescenčních kostek.

2. Ze zabudovaného otočného kondenzoru (U-PCD-2 phase contrast) zařadíme fázový kondenzor Ph1 (pro fázový objektiv PlanC N 10x) nebo Ph2 (pro fázový objektiv PlanC N 40x).

3. Zařadíme fázový objektiv s fázovou clonou (maskou) a zaostříme na preparát. 

4. Vyjmeme pravý okulár a místo něj do tubusu vložíme pomocný teleskop (U-CT30). Otočením okuláru pomocného teleskopu zaostříme na fázové prstence objektivu (hnědé kruhy) a na obraz štěrbiny clony fázového kondenzoru (světlé kruhy).

5. Pomocí centračních šroubů na kondenzoru („stříbrné“ šrouby vzadu) centrujeme clonu v kondenzoru k fázovým prstencům objektivu tak, aby došlo k úplnému zákrytu obrazu štěrbiny fázovými prstenci (viz obr. níže).
6. Pomocný teleskop nahradíme okulárem a pozorujeme obraz preparátu ve fázovém kontrastu (pod kondenzor můžeme vložit zelený filtr). 

7. Do protokolu zaznamenáme rozdíly ve vzhledu téhož preparátu pozorovaného v procházejícím světle a ve fázovém kontrastu. 

Literatura: 

přednáška „Světelná a elektronová mikroskopie“ - KBB/MIK (přednášející Pavla Válová) v letním semestru Katedry buněčné biologie a genetiky (viz – internetová adresa Katedry buněčné biologie a genetiky (KBB)  http://genetika.upol.cz  →  výuka →  předměty (KBB/MIK) ...... dole studijní materiály
Internetové adresy:

http://en.wikipedia.org/wiki/Phase_contrast_microscopy
http://www.microscopyu.com/galleries/phasecontrast/index.html
http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.html
Umístění komponent potřebných k fázovému kontrastu v mikroskopu 
[image: image25.jpg]Phase Contrast Microscope Configuration
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(Obr.: http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.html)
Schéma fázového kontrastu 

[image: image26] 
(obr. podle Jaromír Plášek: Nové metody optické mikroskopie)
Seřízení fázových clon pomocí centračních šroubů

(a – neseřízené, b – seřízené)


[image: image27]   (obr. Pazourek, 1975)

Zařízení pro fázový kontrast na mikroskopu BX60:
[image: image28.jpg]
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                          [image: image30.jpg]


   

Fázový objektiv PlanC N 40x                                  Pomocný teleskop U-CT30 

(planachromát; 40x/0,65;                                                    na místě pravého okuláru
prac. vzdálenost 0,6 mm)
[image: image31.jpg]


             [image: image32.jpg]



        Zařazený fázový kondenzor Ph1

    Centrovací šrouby u fázového kondenzoru
Cvičení 3: 
	Fluorescenční  mikroskopie



Skupina 1:  u mikroskopu  BX60 – prohlídka preparátů

Skupina 2:  nativní preparáty  +  práce na školním mikroskopu

notebook se sítí – internetové adresy vztahující se k mikroskopování
Příprava  preparátů pro pozorování FLUORESCENCE

Materiál: 

Nativní preparáty s kapkou vody: 

Autofluorescence

Kutikula + cévní svazky: 

        příčný řez stonku dřišťálu (Berberis sp.) – viz Základní řezy stonkem níže

        příčný řez listem borovice černé (Pinus nigra)

        příčný řez lodyhou přesličky rolní (Equisetum arvense)

pyl:  podle možností, např.
        sedmikrásky chudobky (Bellis perennis)

        hluchavky nachové (Lamium purpureum L.) 

        lísky obecné (Corylus avellana)

        zlatice (Forsythia sp.)

        narcisu (Narcissus sp.)



chloroplasty: lístek měříku tečkovaného (Mnium punctatum) + list vranečku 

       (Selaginella sp.) včetně srovnání stavby listu u mechorostů vs. plavuní

Dočasné preparáty (Laboratoře Mikrochem): 

Imunofluorescenční detekce některých onemocnění pomocí fluorochromu TRIC
(princip viz prezentace na cvičení)
· detekce viru EBV (Virus Epstein-Barrové)

· zjišťování anti-endomysiálních protilátek (EMA) v séru pacienta (aktivní celiakie, Dermatitis Herpetiformis; kožní projev: Duhringova nemoc)

· zjišťování anti-nDNA protilátek (nDNA) v séru pacienta (autoimunitní onemocnění: systémový lupus erythematodes)

Prezentace: Barvení fytoplazem pomocí DAPI

Pomůcky a přístroje na zhotovení preparátů:  Fluorescenční mikroskop BX60, (fluorescenční kostka WB), mikroskopické pomůcky vč. podložních a krycích skel, žiletka, destilovaná voda

Řezy:

Základní řezy stonkem

                                      příčný             radiální         tangenciální

[image: image33.png]



Excitační a emisní vlnová délka DAPI, FITC a fluorescenčních kostek 

fluorescenčního mikroskopu BX60:

	
	Excitace
[nm]

(excitační filtr)
	Emise

[nm]

(bariérový filtr)
	Barva fluorescenč-

ního signálu

	                 Fluorochromy

	DAPI (4´,6-diamidino-2-phenylindole HCl)

· sonda
	372
	456
	modrá

	FITC (Fluorescein-isothiocyanate)                  - značka
	490
	520
	zelená

	           Fluorescenční kostky

	WU – širší spektrum (Olympus)
	330-385
	od 420
	modrá

	U-MNU2 – užší spektrum (Olympus)
	360-370 
	420
	tmavě modrá

	WB kostka (Olympus)
	460-490
	od 515
	žlutozelená

	WG kostka (Olympus)
	480 - 550
	od 590
	červená


Doporučená literatura k fluorescenci:
http://www.microscopyu.com/articles/fluorescence/index.html

Sehadová Hana: Fluorescenční a konfokální mikroskopie. Biologické centrum AVČR, 

České Budějovice, 2011.

- http://www.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/Fluorescencni-a-konfokalni-mikroskopie.pdf
Cvičení 5:

	Práce s chlazenou CCD kamerou DP71 Olympus 




● Program DP Controler: nastavení vhodných parametrů pro mikrofotografii (velikost snímku a nastavení citlivosti, expoziční režim a čas, celkové nebo bodové zaostřování, nastavení zaostřování a kontrastu snímků, vyvážení bílé (černé) barvy); nastavení režimu pro pozorování v procházejícím světle a pro fluorescenci; vkládání měřítka do mikrofotografie pro jednotlivé objektivy. Vlastní fotografování a možnosti ukládání a archivace snímků. 

● Program DP Manager: úprava nasnímaných snímků; funkce skládání jednoho obrazu z více snímků. Jednoduché proměřování objektů.

1. Digitální kamera - Model DP71 Olympus

[image: image34.jpg]


          [image: image35.jpg]



Digitální kamera DP71 je vhodná pro barevnou mikrofotografii na světelném mikroskopu včetně fluorescence s nízkou úrovní signálu.

Základní parametry: 

- rozlišení 12,5 megapixelů (4080 x 3072; doba k vytvoření obrazu asi 3 sekundy) 

- CCD - čip chlazený Peltierovým článkem na teplotu 10 °C pod teplotu okolí

- vysoká přenosová rychlost pro živý obraz: 15 snímků/s při rozlišení 1360 x 1024

 

Programy k ovládání kamery:

DP Controller – slouží přímo na focení (a úpravu obrázků před focením)
DP Manager – práce s již vytvořenými obrázky
Jako první si nastavíme cestu, kam se budou pod námi zvoleným názvem automaticky ukládat zhotovené mikrofotografie.
1. Nastavení cesty pro automatické ukládání vyfocených obrázků

Otevřít  DP Manager
nahoře na liště Capture → Auto Save Settings → Browse (nastavit cestu k ukládání, nejlépe na síť Genetika Q → Pavla → Mikroskopie → nový soubor (Datum, název) → OK
[image: image36.emf]
Možnost dát sadě obrázků název (např. Meioza) + zvětšení objektivu (např. 10x)

Start Number : dát číslo 1

Nastavit formát a požadovanou kvalitu snímků: nejlépe High Quality (Low Compensation)

Obrázky vždy ukládat na disk D.

DP Controller  otevřeme buď v DP Manager - nahoře na liště z Capture → DP Controller → OK, nebo pomocí ikonky na ploše obrazovky počítače.
2. Práce v režimu DP Controller - pořizování snímků

Základní okno pro pořízení snímku:






6     8

[image: image37.emf]

Režim:  Capture

1 – Preview (náhled, živý obrázek), rozlišení 1360 x 1024, 15 snímků/s
2 – Exposure mode (expoziční režim)

3 – Manual exposition (manuální nastavení expozice)

4 – Spot (velikost oblasti pro měření jasu)

5 – Adjust (v režimu Auto - úprava expozice)
6 – Ikonka - Vyvážení bílé
7 - Exponování snímků (Focení) (focení i pomocí klávesnicové klapky F8) 

Image Size (rozlišení) - (velikost snímku) 

8 - Ikonka - Vyvážení černé
Objective – nastavení používaného objektivu
Accumulation – nastavit Average (průměr)
Count  (počet) – nastavit 1
Image size - základní nastavení 1360x1024, příp. o jednu úroveň vyšší, při detailu nastavit nejvyšší hodnotu citlivosti (Sensitivity)

Exposure mode (expoziční režim) (2):  Auto – světlé pole (automatika)






 Auto-SFL: pro fluorescenci





 Manual (3) - manuální nastavení expozičního času: doladění ruční (na obrazovce vlevo dole; pozor na úplné ztmavění obrazu, kdy není nic vidět!!!)  (při manuálním režimu Adjust (5) nefunguje)
Ikonka „klíček“: slouží k aretaci posledního času u Exposure mode

U manuálního nastavení   Exposure Time:   +  -

Spot (4) (bodové měření k nastavení optimálního času): máme tři možnosti nastavení velikosti měřeného pole:  30 %; 1 %;  0,1 %   (dole tlačítko → zpět do centra obrázku)


Pro světlé pole užíváme 30 %, pro fluorescenci 1 %.

Adjust (5) - úprava expozice (možnost podexponování nebo přeexponování snímku  při expozičním režimu Auto nebo SFL-Auto)
Iso (nastavení citlivosti) - základní nastavení 200
(pro fluorescenci nastavujeme nejnižší citlivost, prodlužujeme tím expozici; pokud nemůžeme prodloužit expozici, zvýšíme citlivost)

Preview Image Quality Mode – nastavíme High (protože máme dobrý počítač), při větším počtu snímaných obrázků snížíme kvalitu

Pro demonstraci obrázku na obrazovce nastavíme celoobrazový režim (nahoře na liště, šestá  ikonka zleva – viz str. 44), zpět se vracíme pomocí ESC

[image: image38.emf]
Režim Color balance pro vyvážení barev                                    
[image: image39.emf]
Color – změna barvy

White Balance (vyvážení bílé) při použití obrazu ve světlém poli – nastavíme on (pak můžeme pomocí táhla upravovat barevné nastavení vpravo) nebo off
Při zapnutí Off  pomocí One Touch – ukážeme „kapátkem“ na bílou na obrázku (kde není bílá na obrázku, tak na preparátu zajedeme objektivem tam, kde je čirý preparát) a klikneme

Pomocí One Pusch označíme celý obrázek.
Black Balance (vyvážení černé) – používáme při použití tmavého pole (fluorescence, zástin)
Musíme opakovat vyvážení bílé pokaždé, když změníme objektivy a chceme uložit obrázek, dokonce i tehdy, pokud se vrátíte zpět k předešlému obrázku.

Při zapnutí On můžeme upravovat zvlášť barvy obrázku (červenou, zelenou modrou).

[image: image40.emf]
Ikonky pro vyvážení bílé a černé pro základní a rychlou aplikaci jsou i nahoře na liště (zleva 11., 12. ikonka pro bílou, 13. a 14. pro černou).

Level adjust = práce s histogramy

Přidání měřítka do obrázku: vybrat Scale
[image: image41.png]|7





Adaptor lens – nastavení právě používaného objektivu (důležité pro měřítko mikrofotografie!)
User Settings – nastavení si uložit pod svým jménem

Timelapce  -  časosběrná kamera (kalibrace kamery na tmu na začátku instalace - už je provedeno)

Level - Práce s histogramy

[image: image42.jpg]



Režim: User Settings
[image: image43.emf]
User Settings – nastavení umožňuje uložení obrázku pod svým jménem
Režim Scale (měřítko)
[image: image44.emf]
[image: image45.jpg]



V kolonce Display

zatržením Show scale zobrazíme měřítko v živém obrázku   


Imprint in Image – nám dává možnost tisku měřítka v nasnímaném obrázku 

Free size – možnost plynulého pohybu měřítkem, a tím přesné proměření pozorovaného detailu 

Bar a Number Style  - máme možnost nastavení šířky, barvy a stylu úsečky včetně barvy čísla měřítka
Ikonka dole vlevo – rychlé zobrazení měřítka do různých rohů obrázku

· Možnost použít tlačítka Reset ke zrušení navolených parametrů.

Velmi důležité!

Při focení musíme dávat pozor na nastavení měřítka v souladu s právě používaným objektivem!!!

Další funkce na liště nahoře v Panelu nástrojů DP Controller k úpravě pořizovaného snímku:
[image: image46.emf]
  1     2    3    4     5    6      7     8     9   10    11  12   13  14    15   16  17  18  19   20     21  22  23   24  25   26   27   28

Ikonky a jejich funkce zleva doprava:

1 
- Capture – kliknutím pořídíme snímek (rovněž pomocí klávesnice F8)

2 
- Preview – živý obrázek
3 
- Preview Zoom - lupa

4 
- Drag region = tažná oblast
5 
- Preview full screen - živý náhled (1360x1024)  zobrazit na celé obrazovce
6
- Full Screen – focený obrázek  na celou obrazovku (zpět pomocí Esc) (i klávesnicí F11) (zpět do DP Controller pomocí Esc)
7 
- Focus Bar Display

8           - Focus Profile Display

9           - Focus Value Display

10         -  Focus Reset

11-12 
- One Touch a Push White Balance – vyvážení bílé (pozorování v procházejícím  světle)
13-14 
- One Touch a Push Black Balance – vyvážení černé (fluorescence)
15 
- Grayscale - barevný/černobílý obrázek (černobílý obrázek šetří bity)

16 
- Clip region - oříznutí snímku (možnost nastavení focené plochy)
17 
- A – vložit text do obrázku (s šipkou na detail; různý styl písma a barvy…)
18 
- Text Imprint

19
- Time Display (možnost vložení času do snímku)  

20 
- Time Imprint

21 
- 16bit/chanel

22-24 
- Sharpness - zaostření snímku (základní poloha na střed)

25-27 
- Contrast - kontrast snímku (většinou dáváme na střed)  

28 
- Help - nápověda
Základní nastavení při pořizování snímků 

v procházejícím světle a při fluorescenci:
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Čísla v kroužku 1-8  - viz str. 40;  9-10  - viz str. 46
V DP manager
3. Image capture -  Ukládání snímku
Základní okno pro ukládání snímku:

Edit/Save windows

              
        10 (ukládání obrázku)
           9 (zvětšit nebo posunout snímek)

[image: image48.emf]
[image: image49.wmf]
Horní lišta  DP Manager
[image: image50.emf]
  
Image propertities (charakter obrázku, velikost …)

Tisk 

Select region

Select all

Paste (vložit)
Paste as new image (vložit jako nový snímek)
Image composition

Zoom (zvětšení snímku)

Při zhotovování snímku 

klikneme na ikonku (v režimu Capture) nebo na stejnou ikonku nahoře na liště v Panelu nástrojů (první zleva), případně příkaz provedeme klávesou F8.
[image: image51.emf]
Skládání obrázků s DP Manager

(File → OPEN → vybrat soubor a obrázky)

[image: image52.emf]
Na plochu si otevřeme obrázky, které chceme skládat dohromady.

Pak otevřeme Image Composition (ikonka nahoře na liště) nebo Image – Image Composition.
Do polí pod Images vložíme obrázky, které chceme skládat. 

Zatrhneme snímky, které chceme složit - 2, 3 nebo více - a dáme příkaz Apply. Obrázky se složí dohromady jako nový obrázek, který pojmenujeme a uložíme.

Cvičení 5: Seminář 
Přednáška: Vizualizace buněčných procesů (využití konfokálního mikroskopu při výzkumu

               buňky).                                

 Ing. Tomáš Takáč, Ph.D.; Centrum regionu Haná pro biotechnologický a zemědělský výzkum;  Oddělení buněčné biologie
Literatura pro elektronový mikroskop:
· Nebesářová J.:  Elektronová mikroskopie pro biology.      



http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html
http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/3.0.html 
· http://biologie.upol.cz/mikroskopie
· http://www.fzu.cz/texty/brana/prozmikroskop/prozmikroskop.php
· http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.html  
(Virus Ultrastructure - Electron Micrograph Images)
· Československá mikroskopická společnost (www.microscopy.cz)

· Meckes O., Ottawaová N. (2006): Fantastický neviditelný svět. Objevy v mikrokosmu. Euromedia Group k.s. Knižní klub v edici Universum, Praha.
Použitá literatura:

obrázky:

Pazourek J. (1975): Pracujeme s mikroskopem. SNTL. Praha. 

http://www.olympusmicro.com/primer/opticalmicroscopy.html  

www.olympusmicro.com
http://micro.magnet.fsu.edu/primer/index.html
Jaromír Plášek: Nové metody optické mikroskopie.  Skriptum Fyzikálního ústavu Univerzity Karlovy. 
Internet

Plášek, J.: Nové metody optické mikroskopie. Pokroky matematiky, fyziky a astronomie 41, 1, 1996.


PŘÍLOHY
Doporučená témata seminárních prací do CVMIK   (KBB/CVMIK)

Témata:
- vybrat konkrétní problematiku z doporučených témat nebo dle vlastního výběru týkající se světelné mikroskopie (na jedno konkrétní téma se mohou hlásit maximálně 2 studenti)

- zaměřit se také na novinky v daných základních tématech

	TÉMA
	JMÉNO 1
	JMÉNO 2

	Antony van Leuuwenhoek - průkopník mikroskopie
	
	

	Čočky a superčočky v mikroskopii
	
	

	Digitální holografická mikroskopie
	
	

	Důležité osobnosti ve světě mikroskopie
	
	

	Dvoufotonová fluorescenční tomografie
	
	

	Ernst Abbe a jeho význam v mikroskopii
	
	

	Fluorescence - princip a její využití v biologii
	
	

	Fluorochromy v mikroskopii buňky
	
	

	Fluorochromy ve značení DNA
	
	

	GFP protein a jeho využití v biologii
	
	

	Historie mikroskopování
	
	

	Historie objevu mikroskopu
	
	

	Hlavní milníky v mikroskopii
	
	

	Imunofluorescence a její využití v biologii
	
	

	Interferenční mikroskopie
	
	

	Konfokální mikroskopie
	
	

	Metody mikroskopie zvyšující kontrast 
	
	

	Mikrofotografie
	
	

	Mikroskop jako mikromanipulační nástroj
	
	

	Mikroskopické metody při studiu buňky
	
	

	Mikroskopické vybavení oddělení uhlíkové nanostruktury PřF UP Olomouc
	
	

	Mikroskopie atomárních sil
	
	

	Moderní metody fluorescenční mikroskopie
	
	

	Nobelovy ceny za pokroky v mikroskopii
	
	

	Nomarski DIC – princip a využití
	
	

	Novinky v optické mikroskopii
	
	

	Oko jako optická soustava
	
	

	Optické principy mikroskopie
	
	

	Polarizační mikroskopie a její využití 
	
	

	Robert Hooke a jeho význam v mikroskopii
	
	

	STED mikroskopie
	
	

	Superrezoluční (superrozlišovací) mikroskopie
	
	

	Světelný mikroskop – složení a princip
	
	

	Systémy pro zkvalitnění mikroskopického obrazu
	
	

	Výrobci mikroskopů (firmy) na českém a světovém trhu
	
	

	Vývoj a princip mikroskopu
	
	

	Význam osvětlení v mikroskopii
	
	

	Zajímavé typy mikroskopů
	
	

	Zhotovování mikroskopického preparátu
	
	


Doporučené zdroje:

Murphy D.B., Davidson, M.W. (2013): Fundamentals of Light Microscopy and Electronic Imaging. Willey-Blackwell. Published 2013 by John Wiley & Sons, Inc. Hoboken, New Jersey.

Randy O. Wayne (2014): Light and Video Microscopy. Second Edition, Hardcover. 

Patricia Fara: A microscopic reality tale. Nature, 459/4, 2009.    (ESSAY)
Kubínek, Roman: Moderní světelná a elektronová mikroskopie. 
http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/prezentace/kubinek/SMaEM.pdf
Britská encyklopedie – Encyclopedia Britanica

http://www.search.eb.com        http://www.britannica.com/?cameFromBol=true
Olympus: http://www.olympusmicro.com
Příručka firmy Olympus: Davidson and Abramowitz: Optical Microscopy Review Article


http://www.olympusmicro.com/primer/opticalmicroscopy.html  

Nikon:  http://www.microscopyu.com
Příručka firmy Nikon:

http://www.are.cz/data/file/zakladni_metody_svetelne_mikroskopie.pdf 

Příručka firmy Zeiss: http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf
slovenská skripta: http://www.mikroskopia.sk/page8.html
Zajímavé články:     http://www.osel.cz 

http://microscopy.duke.edu/concepts.html

Postup na začátku mikroskopování:

1. Mikroskop zapojíme do zásuvky elektrického vedení a zapneme žárovku. Do optické osy mikroskopu nastavíme objektiv 4x (na některých mikroskopech 10x), stolek posuneme dolů. Aperturní (irisovou) clonu kondenzoru úplně otevřeme a nastavíme intenzitu světla pomocí regulátoru osvětlení asi na polovinu. 

Připomínka: Plné intenzity světla užíváme jen výjimečně, protože se tím zkracuje životnost žárovky a může se poškozovat zrak!

2. Upravíme si rozestup okulárů tak, abychom oběma očima viděli jen jedno zorné pole.

3. Zkontrolujeme čistotu optiky: Otáčíme okuláry a případný prach z čoček kondenzoru a okulárů odstraňujeme odmaštěným štětečkem (pomocí 96% etanolu) nebo pomocí ofukovacího balónku (v žádném případě foukáním!).

4. Zaostření a centrování objektu: Na stolek položíme preparát a pozorovaný objekt umístíme na střed kondenzoru. Stolek posuneme makrošroubem nahoru na doraz. Při pohledu v okuláru zaostřujeme na objekt pomalým posunováním stolku pomocí makrošroubu směrem dolů a doostříme mikrošroubem. 

5. Vyrovnáme světlost obrazového pole regulátorem osvětlení a kontrast obrazu pomocí aperturové (irisové) clony. 

6. Pozorovaný detail umístíme doprostřed zorného pole (centrujeme). Je-li třeba, vyměníme objektiv za silnější pomocí revolverového měniče objektivů. Při normální tloušťce krycího skla přitom nehýbáme stolkem a detail doostříme pouze mikrošroubem.

Pozor - silně zvětšující objektivy mají čelní čočku těsně u krycího skla – při neopatrné manipulaci hrozí nebezpečí poškození čoček objektivů a preparátu!

7. Vyrovnání dioptrické vady oka: Nejlépe při větším zvětšení (obj. 20x, 40x) zaostříme mikrošroubem na určitý detail objektu jen s pravým okulárem. Poté tentýž detail pozorujeme pouze levým okulárem, a pokud jej nevidíme stejně ostře, doostříme pomocí dioptrického kroužku na levém okuláru (bez použití makro- a mikrošroubu). Zapamatujeme si polohu na rysce pro příští pozorování mikroskopem.

Postup k nastavení správné apertury kondenzoru pro jednotlivé objektivy:
1.  Objektivem 4x zaostříme na preparát. Aperturní (irisovou) clonu úplně uzavřeme. 

2. Vyjmeme pravý okulár a tubusem pozorujeme osvětlenou zadní čočku objektivu. Pohybujeme páčkou kondenzorové clony a pozorujeme pohybující se okraj clony v zadní čočce objektivu.

3.  Clonu otevřeme tak, aby se její okraj kryl s okrajem zadní čočky objektivu. Tím je dosaženo stejné apertury objektivu s kondenzorem a je splněna podmínka nejlepšího rozlišení. 

4. Nasadíme zpět okulár a pozorujeme preparát při NAobj. = NAkond. Aperturní clonu nastavujeme nejčastěji na 70 – 80 % (viz obr. níže). Podle charakteru pozorovaného objektu zvolíme větší nebo menší otevření clony. Intenzitu osvětlení upravíme regulátorem osvětlení.
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Na konci mikroskopování:
1. Vypneme žárovku mikroskopu a vytáhneme šňůru ze zásuvky.

2. Vytáhneme a dle pokynů vedoucího zrušíme preparát. 

3. Pokud jsme pracovali s imersním objektivem (100x), odstraníme podle doporučených instrukcí imerzní olej.

4. Do optické dráhy mikroskopu nastavíme nejmenší objektiv a mikroskop přikryjeme obalem, případně schováme do skříňky. 

Závady při mikroskopování a jejich odstraňování

	Závada
	Příčina
	Odstranění



	Světelný elektrický zdroj nesvítí


	Špatně zasunuta průvodní šňůra!

	Překontrolovat kontakty přívodu 

elektrického proudu



	
	Spálená el. žárovka nebo výbojka
	Odpojit mikroskop od elektrického  zdroje a žárovku či výbojku vyměnit

	Obraz je neostrý a nelze

jej při použití silnějších objektivů zaostřit
	Preparát je položen na stůl

krycím sklíčkem dolů
	Položíme správně preparát

	
	Příliš silné krycí sklíčko
	Použijeme správné krycí

sklíčko (o tloušťce 0,17 mm)

	
	Vrstva zalévajícího média je

příliš silná
	Upravíme znovu preparát

	Obraz je zamlžen

nebo skvrnitý
	Je znečištěný okulár  

(poznáme při otočení okulárem)
	Okulár očistíme od prachu a jiných nečistot, otisku prstů apod.

	
	Příliš silné krycí sklíčko


	Použijeme správné krycí sklíčko

	
	Objektiv je znečištěn prachem, imerzním olejem, …
	Objektiv očistíme štětcem od prachu, opatrně odstraníme imerzní olej směsí éter-etanol

	Obraz je nedostatečně osvětlen
	Kondenzor je umístěný příliš nízko
	Posuneme kondenzor nahoru

(nastavíme osvětlení podle Kohlera – viz cvič. 1)



	Závada
	Příčina
	Odstranění



	Obraz je málo kontrastní
	Irisová clona kondenzoru je příliš otevřena
	Irisovou clonu přivřeme

(nastavíme podle použitého objektivu na 70-80 % NA objektivu – viz cvič. 1)



	Málo zbarvený objekt není vidět
	Příliš otevřená aperturní clona
	Silně přivřeme aperturní clonu

	Objekt nelze nalézt při pozorování silným objektivem
	Objekt (detail) nebyl ve středu zorného pole při pozorování slabším objektivem
	Pozorovaný detail předem nastavíme při pozorování slabším objektivem přesně do středu zorného pole



	Osvětlena je pouze část obrazu
	Revolverová hlavice s objektivy je neúplně dotočena
	Otočíme revolverem s objektivy, až zaklapne západka



	Zorná pole v pravém a levém okuláru nejsou stejně zaostřena
	Je nastavena nesprávná dioptrická korekce
	Upravíme dioptrickou korekci kroužkem levého okuláru



Transmisní křivky fluorescenčních hranolů pro BX60 Olympus:

	hranol
	excitace 
    [nm]
	emise 
  [nm]

	WU 
	330 - 385 
	>420 

	WB 
	460 - 490 
	>515 

	WG
	480 - 550 
	>590 


Fluorescenční vlastnosti některých fluorochromů:
	Fluorochrom
	Excitace
  [nm]
	Emise

  [nm]
	Hranol
	Barva
	Použití

	Buněčná biologie

	  Fluoresceindiacetát             (FDA)
	495
	520
	IB
	zelená
	životnost

	  Calcein/AM
	495
	520
	IB
	zelená
	životnost

	  DAPI (4´, 6 - diamidino - 2 –   phenylindole . HCl) /sonda
	372
	456
	U
	modrá
	A-T oblasti DNA

	  DAPI – užší spektrum      (DM 400)
	340-380
	435-485
	?
	tmavě modrá
	A-T oblasti DNA

	  DAPI – užší spektrum  (Olympus)
	360-370
	420
	U-MNU2
	tmavě

modrá
	A-T oblasti DNA

	  Acridine Orange       /sonda
	490
	530, 640
	B, IB, G
	zelená

červená
	DNA i RNA

	  Fluorescein-isothiocyanate (FITC)                    /značka
	490
	520
	IB
	zelená
	imunofluorescence

	  Tetramethylrhodamine-isothyocyanate (TRITC)
                                    /značka
	541
	572
	IG
	zelenožlutá
	imunofluorescence

	  Propidium  iodid (PI) 

                                    /sonda
	530
	615
	IB, G, IG
	červená
	životnost

	  Cy 3
	552
	565
	IG
	zelená
	aminoskupiny
imunofluorescence

	  Cy 5
	650
	667
	IY
	červená
	aminoskupiny
imunofluorescence

	  zelený flurescenční protein
  (GFP)
	395
475
	509
	
	zelená
	

	Molekulární biologie

	  Ethidium bromid (EB) *

                                     /sonda
	545
	>605
	G, IG
	růžová
	PCR – zviditelnění PCR-produktu životnost

	  GelRed
	305 n. 312
	605
	G
	růžová
	ssDNA, dsDNA

RNA

	  GoldViewTM
	290

490
	
	
	růžová
	ssDNA, dsDNA,

RNA

	  GoodViewTM
	268,294

491
	  530-DNA
	
	zelená
	DNA

RNA

	  Hoechst 33258
                                     /sonda
	365
	465
	U
	modrá
	A-T oblasti DNA

měření c DNA ve fluorometru

	  SYBR Green
	497
	520
	IB
	zelená
	QPCR – kvantitativní, real-time, PCR

	  TaqMan sondy
	
	
	
	
	

	  Molekulární majáky


	
	
	
	
	


* 2,7-diamino-10-etyl-9-fenylfenanthridium bromid


Sedm barev duhy a jejich vlnové délky 

Traduje se, že prvním experimentátorem, který rozložil bílé světlo na  barevné složky, byl známý anglický fyzik Isaac Newton (1643-1727). Není to tak docela pravda, neboť tento rozklad bílého světla pozoroval už v 17. století český přírodovědec Jan Marek Marci (1595-1667) - renesanční lékař, fyzik a matematik, jeden z posledních českých polyhistorů; studoval na Univerzitě Palackého v Olomouci. Je považován za zakladatele spektroskopie. Již před I. Newtonem se zabýval otázkami lomu a rozkladu světla a popsal jej v díle "De arcu coelesti" v roce 1668, tedy 18 let před vydáním Newtonova díla "Optika". Ale Newton kromě rozkladu světla popsal jako první znovusloučení barevných složek světla v bílé světlo.
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390 - 425 nm 


400-430   fialová








340-400   UV neviditelné

(1 nm = 10-9 m)
*6 nebo 7 barev duhy? (nejednotnost). Indigová barva byla pojmenována I. Newtonem, aby počet barev spektra byla magická sedmička.
Pozn.: Vymezení světelného intervalu (390 nm – 760 nm) i barev podle vlnové délky je jen přibližné, protože je ovlivněno individuálními vlastnostmi zraku různých lidí.
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Legenda:





1 - světelný zdroj


2 – čočka kondenzoru


3 - podložní sklo


4 - preparát


5 – čelní čočka objektivu


6 - centrální neprůhledná


      clona pod kondenzorem


7 - difraktované záření














7 -difraktované záření 
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Stavový řádek
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