Svetlosna mikroskopija.
Priprema materijala za SM

Ksenija Velickovic



Schleiden i Schwann
(1838)

[ CELIJSKA TEORIJA ]

1. Svi organizmi se sastoje od jedne ili viSe Celija

2. Celija je osnovna jedinica strukture, funkcije i organizacije

3. Sve Celije nastaju od vec¢ postojecih Celija

1 Robert Hook Antonie van
Marcello Malpighi Robert Hoo Leeuwenhoek

1660 1665 1670

I could exceedingly plainly perceive it to be all
perforated and porous, much like a Honey-
comb... ... these pores, or cells

\
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Tema predavanja:

* Delovi SM mikroskopa
* Tipovi SM mikroskopa

» Talasna priroda svetlosti - artefakti
* Princip uveliCanja i rezolucija

* Priprema tkiva za posmatranje na nivou SM

J
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: - Dakle, da bismo videli neku sliku
Liudsko oko detektuie Takode, ljudsko oko je u mora biti prezentovana Culu vida u
J L J stanju da percepira bojama vidljivog dela spektra i/ili
svetlost u vidljivom delu razlike u osvetljenosti i varirajuceg stepena intenziteta
EM spektra intenzitetu svetlosti
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Svetlosni zraci prolaze kroz socivo,
prelamaju se i fokusiraju na mreznjacu
(kao obrnuta slika) - Zuta mrlja

Kada se pogled usmeri na neki predmet,
oCni miSi¢i se pokrenu tako da zraci
svetlosti koji dolaze sa tog predmeta
padaju na centralni deo Zute mrlje..

kupaste
Celije
(Cepici)

(Stapici)

Cepiéi su zaduZeni za razlikovanje boja (razlike u
talasnoj duzini) i oStrinu vida.

Ove Celije poseduju pigmente osetljive na crvenu,
zelenu i plavu svetlost.

Stapiéi su zaduZeni za razlike u kontrastu (razlike
intezitetu svetlosti)




Akomodacija oka — fokusiranje slike
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Ligament
\

(a)

Suspensory
Object Ligament

Sociva manjeg dijametra (poravnato)  Soéjva veéeg dijametra (ispupéeno)

Distant
Object

50 Meters

Cornea - |

25 Centimeters

Retina ",‘,ﬁﬁ:’;‘f

Zbog ogranicene sposobnosti soCiva oka da
menjaju oblik, objekti koji su jako blizu oku se
ne mogu dovesti u fokus na retini.
Konvencionalno, minimalna posmatracka
distanca je 25cm. Objekti u ekstremnoj blizini
oka ne mogu da imaju svoje slike u fokusu na
mrezZnjacii sve bliZze od 10 centimetara stvara
jako mali ugao gledanja, zbog Cega su mnogi
detalji neprepoznatljivi. Sli¢na situacija se javlja
kada pokuSamo da posmatramo objekat na
velikoj udaljenosti.




Sta je svetlost?

400 nm 700 nm
Visible light
Infra- Micro- Radio waves and 8
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polarizovana svetlost
Trotgh ‘ - vertikalno nepolarizovana

Increasing resolving power

' - horizontalno svetlost
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Elektomagnetni talas odredene
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SVETLOST MANJE ENERGIJE IMA MANJU
UCESTALOST | VECU TALASNU DUZINU




Sta je to $to nam omoguéava da vidimo objekte koji sami po sebi nisu izvor svetlosti?

medium 1

Prenos energije EM talasa na
atome/molekule medijuma
Molekuli koji prolazno i
privremeno apsorbuju
svetlost a potom reemituju
svetlost vece talasne duzine:
fosforescentni/fluorescentni
Selektivna absorpcija bele
svetlosti dovodi do stvaranja
boje

medium 2

Transmisija

Transmisija mozZe biti
redukovana ili
zaustavljena

Snop svetla moZe biti
savijen pri prolasku kroz
transparentne objekte
(REFRAKCIJA)

Snop svetla moZe da se
savija uniformno na
ivicama nepropusnih
objekata ili rasipa od
strane malih struktura

Refleksija

Svetlost se reflektuje -
ukoliko je glatka povrsSina
(ogledalo) svetlost se
reflektuje pod istim
uglom pod kojim je usla
Ukoliko je povrsina
neravna - u razli¢itim
pravcima

Difrakcija

Snop svetla moZze da se
rasipa od strane malih
struktura.

Svetlosni talasi se Sire oko
ivica otvora; ukoliko je
otvor vedi - difrakcija je
manja.




,savijanje“ svetlosti
pri nailasku na
prepreku, posledica je
talasne prirode svetla
Difrakcija je

najizrazenija na
otvorima i obrnuto je
proporcionalna
velicini otvora

Efekat optlcke dlfrakcue

-v
- — 4“‘-‘

»difrakcioni patern”

Serija tamnih i svetlih traka/prstenova
SrediSte sadrZi najveci deo svetlosne
energije

Sirina tog centra zavisi od veli¢ine
aperture - manja apertura, Siri centralni
prsten (veca difrakcija)

Centralni prsten -Airy disc - najmanja
tacka koja moze biti fokusirana na
detektor - determinanta rezolucije
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Airy Disc



Efekat opticke difrakcije — formiranje slike
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* Ukolilo su dva svetlosna zraka precizno u fazi,
oni ¢e dovesti do pojacanja jasnoce

* Ukoliko svetlosni zraci nisu u fazi, njihova
interferencija ¢e dovesti do medusobnog
delimi¢nog ili potpunog ponisStavanja
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Svetlost putuje ,pravom” putanjom, ali putanja se moZe izmeniti iz viSe razloga.

 Prvo, priroda svetla - Cinjenica da se ono sastoji od talasa koji vibriraju u
smeru putanje (broj vibracija po sekundi).
Ljubicasta svetlost ima vecu frekvenciju i kracu talasnu duzinu, crvena
svetlost obrnuto.

* Nevidljivi za ljudsko oko, delovi spektra koji se koriste u mikroskopiji su UV
i infra-red.

Incident

* Drugo, svetlost putuje razlicitom brzinom kroz razli¢ite medijume .
Svetlosni zraci se savijaju tj. menjaju putanju kada prolaze kroz vazduh i
ulaze u konveksna sociva, kada napustaju sociva i ulaze u vazduh, kada
prolaze iz vazduha u imerziono ulje....

Index of refraction for different media at 546 nm
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JEDNOSTAVNI SVETLOSNI MIKROSKOP

Retina

Focus
Knob

Simple
Magnifying -
Lens

Lens

Figure 5

Hoder

Figure 6 Sample

Translator

Virtual -

Image Anton van Leeuwenhoek

1632-1723.

Jedno, konveksno socivo

— Povecava vizuelni ugao retine - omogucava fokusiranje i uveli¢avanje sitnih objekata

— “virtuelne slike” - mogu se detektovati samo okom, ne mogu se snimiti




SLOZENI SVETLOSNI (OPTICKI) MIKROSKOP

2 (seta) sociva:

. - Retina - Sotivo OBJEKTIVA
Lens of Eye - So&ivo OKULARA
Janssen & Janssen, 1590.
- Eyepiece G
\ Image Formed Dvostepeno uvelicanje
. by Objective -
(1%53\312‘3) Tube Lens UVELICANJE = Uvelicanje objektiva X uvelicanje okulara
1

Ocular lens

Objective lens
Specimen
Condenser lens

Light source

Specimen

Objektiv formira realnu, uveli¢anu i invertovanu sliku koja moZe biti projektovana.

Okulari su veoma blizu realne slike - previSe blizu da bi formirali realnu sliku. Zraci koji stiZu do oka
formiraju uveliCanu virtuelnu sliku (realne slike) koja je udaljena.

Virtuelna slika nije invertovana u odnosu na realnu, pa je rezultat invertovana slika.




POJAM REZOLUCUE

MOGUCNOST UOCAVANJA DVE TACKE U VIDU ODVOJENIH ENITTETA
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SVI OPTICKI SISTEMI SLIKU TACKE
,PRETVARAJU“ U DISK OKRUZEN
SVETLIM | TAMINIM PRSTENOVIMA

talasna
duzina




« REZOLUCIJA (razdvojna mo¢) SM
- Najmanje rastojanje izmedu dve tacke na kojem se one vide razdvojeno.

Zavisi od:

1. Talasne duzine svetlosti

2. Karakteristika sociva (angularna apertura)

3. Karakteristika medijuma u kojem se nalazi uzorak - refraktivni indeks
medijuma (vazduh, voda, imerziono ulje)

eeeh

NA =0.95

NA =0.65 NA=0.35 NA=0.05

Objective— l '
Front Lens
\%— 0US4)  —

Specimen

/

0.28 = 1.0 sin 16.4°

NA = Numerical Aperture

n = Refractive Index
= 1.00 (Air)
8 = Angular Aperture

NA =0.28

Numerical Aperture

Approximate
Magnification

Objective—

Front Lens

\

Specimen

/

NA = n sin(8)
0.35 = 1.0 sin 20.5°

NA = Numerical Aperture
n = Refractive Index
=1.00 (Air)
8 = Angular Aperture

— e (20.50) NA =0.35

Numerical Aperture

Approximate
Magnification

NA = n sin(6)
0.86 = 1.0 sin 59.9°
Objective —
NA = Numerical Aperture
n = Refractive Index
= 1.00 (Air)
Front Lens oy g (50.9°) = Angular Aperture

4 NA = 0.86
Specimen

Numerical Aperture

Approximate
Magnification




« REZOLUCIJA (razdvojna mo¢) SM

- Najmanje rastojanje izmedu dve tacke na kojem se one vide razdvojeno.
Zavisi od:

1. Talasne duzine svetlosti

2. Karakteristika sociva (angularna apertura)

3. Karakteristika medijuma u kojem se nalazi uzorak - refraktivni indeks
medijuma (vazduh, voda, imerziono ulje)

| Alr Like |
Water 1.3333
Iﬂ Cytoplasm 1.38
f;l’?ﬁ&“’tfiﬂ;‘\-w_f y 2 Glycerol 1.46
Glass cover slip | Glass 1.52 ]
= | Immersion0il  1.515 |

Specin\éﬁ Light source Light source
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talasna duzina
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- REZOLUCIJA (razdvojna mo¢) SM

- Najmanje rastojanje izmedu dve tacke na kojem se one
vide razdvojeno.

Zavisi od:
1. Talasne duzine svetlosti
2. Karakteristika socCiva (angularna apertura)

3. Karakteristika medijuma u kojem se nalazi uzorak -
refraktivni indeks medijuma (vazduh, voda, imerziono
ulje)

Abbe-ov zakon

Pri najboljim uslovima - pri ljubicastoj svetlosti
A =0.4pm i numerickoj aperturi od 1.4
Maksimalna rezolucija SM:
300nm — vazduh,
200nm - imerzija

RAZDVOJNA MOC MIKROSKOPA je najve¢im delom definisana talasnom duZinom svetla;
nikakvo usavrsavanje soCiva ne moZze da prevazide ovo ogranicenje




SOCIVA - PRINCIP FORMIRANJA SLIKE

Varijacije u pogledu oblika i veli¢ine

Povrsina sociva najcesce je konkavna, konveksna ili ravna
Konvergirajuca (sabirna, pozitivna) sociva; deblja u sredini - uveliavaju
Divergirajuca (rasipna, negativna) sociva; tanja u sredini - umanjuju

Snop svetla - refrakcija - promena putanje - priroda sociva
Slucaj - konvergencija u zajednicku tacku

FOKALNA TACKA - tacka u kojoj se zraci ukrstaju nakon prolaska kroz so¢ivo
FOKALNA DUZINA - distanca od centra so¢iva do fokalne tacke

Fokalna duZzina zavisi od tipa sociva - zakrivljenost (kurvatura)

Svako socCivo ima dve fokalne taCke - jednu ispred i jednu iza

STA DEFINISE DA LI CE VELICINA SLIKE BITI MANJA ILI VECA
OD OBJEKTA? — FOKALNA DUZINA

Positive Lenses

Plano
Convex

Double Convex
Convex Meniscus

1)

Optical
Axis_

Negative Lenses

_ F(Focal point)

F (Focal point)

(Focal length)

Double
Concave

Plano Concave

C ve

11




Socivo ima dve fokalne tacke

Mesto ukrstanja paralelnih upadnih zraka

ZADNJA FOKALNA RAVAN

:PREDNJA FOKALNA RAVAN

Mesto ukrstanja upadnih zraka
koji nakon izlaska iz soCiva
postaju paralelni




W

F
—t—
Con vergiag (possve} lens,

Lrxrvergine (nepative) Lens.

Konvergirajuca socCiva imaju ,pozitivnu“ fokalnu duzinu, dovode do uveli¢anja
Divergirajuca sociva imaju ,negativnu“ fokalnu duZinu, dovode do umanjenja
SAMO AKO JE UDALJENOST OBJEKTA OD SOCIVA VECA OD FOKALNE DUZINE FORMIRACE SE

REALNA SLIKA.

Image —

Plane

Optical
Axis

Sta je to slika objekta?

To je region u kojem se svetlosni zraci (ili njihove ekstenzije) koji poti¢u sa objekta ukrstaju (konvergiraju) usled refrakcije

sociva ili refleksije ogledala.

- Ukoliko se svetlosni zraci seku i fizicki udruzuju — REALNA SLIKA
- Ukoliko zraci divergiraju ali njihove imaginarne ekstenzije konvergiraju — VIRTUELNA SLIKA. Ravan virtuelne slike
ne moze se detektovati drugacije sem okom (ne moze se projektovati na filmu ili ekranu).




3 osnovna pravila u vezi prolaska svetlosnih
zraka kroz socivo:

1.  Upadni zrak koji (pod bilo kojim uglom) prode
kroz centar sociva, ne menja smer kretanja.

' Rear Focal 2. Upadni zrak koji putuje paralelno sa optickom
osom, refraktuje se kroz socivo i prolazi kroz

'\ zadnju fokalnu tacku.

-+

'\ Optical Axis 3.  Upadni zrak koji prolazi kroz prednju fokalnu
taCku refraktovace se tako da izlazi paralelno sa
optickom osom.

m
-+

llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

. Na mestu ukrstanja bilo koja dva od navedena tri tipa
| - zraka, formiraée se slika — RAVAN SLIKE.

Object




U zavisnosti od polozaja objekta u odnosu na fokalnu
tacku sociva:

5. Objekat na udaljenosti manjoj od jedne fokalne

e Object
a<F F — F
Virtual | ' = v
Magnified 'mage duzine:
Image - zraci divergiraju, nema realne slike
- virtuelna uveli¢ana slika
- soCivo lupe i okulara
a=F 4. Objekat na udaljenosti od jedne fokalne duZine:
Image - zraci se pruzaju paralelno
Distance oo - nema slike
- soCivo objektiva kod beskonacno-
korigovanih optickih sistema
2F>a>F 3. Objekat na udaljenosti vecoj od jedne a manjoj od
Real dve fokalne duZine:
Mfgniﬁed - realna uveli¢ana, invertovana slika
mage v . Y
- soCivo objektiva kod konacno-
korigovanih optickih sistema
a=2F F oF 2. Objekat na udaljenosti od dve fokalne duzine:
Real t o - realna slika u realnoj velicini
Image = 1x 2 fot fite 11
2 o - fotografije 1:
Object 1. Objekat na udaljenosti veéoj od dve fokalne duzine:
a>2F 2F £ oF - realna umanjena slika
Real f 1 — - fotografije
(Demagnified) F
a Image




SOCIVO OKULARA

Realna intermedijerna (primarna) slika

2. Socivo okulara sakuplja svetlost sa primarne slike
koja se nalazi na udaljenosti manjoj od jedne
fokalne duzine zbog cega ne daje realnu vec
virtuelnu sliku

25cm

1. Socivo objektiva sakuplja svetlost koja prolazi
kroz uzorak koji je na rastojanjuizmedu 1i 2
fokalne duzine od objektiva i zato formira realnu
primarnu sliku ispred socCiva okulara

4

Virtuelna slika




Fig. 1 Finite Optics
Objective Lens

Eyepiece lens

150mm

Fig. 2 Infinity Optics znd objective lens
{tube lens)
15t objective lens

Eyepiece lens

Fiksna fokalna duzina — 150 mm
Nedostaci:

IWYIVI RUS)
MPlanApo
4x/0,16

l 00,17

2 sociva objektiva:

- 1. soCivo — daje beskonacan
paralelan snop (ne daje sliku)

- 2.socivo — socCivo tubusa — daje
realnu intermedijarnu sliku

Prednosti:

- Moguénost menjanja duzine
tubusa Sto je vazno kod dodavanja
elemenata vaznih za FM, PC,
polarizacionu
mikroskopiju...(lampe,
polarajzeri...)




~ sociva - aberacije

Axial Rays

Peripheral
Rays

A
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[ 4 I I
sferi¢ne : :
— ' :
- |
‘ , Unct)errnzcted I :
' i |
f Monochromatic f 2 Y :\\ 11 I :
g eracije! |
1 1
- = —Red Focus I i
I different types :
_ Green Focus : of glass I
Viglet-Biue homats ke> : S :
..... _ I |
' I
- |
Objective
a 1 :
(a) i 1
White Light \ N Achromatic Lens /’




KoristecCi mikroskop, ne vidite posmatrani objekat vec sliku objekta!!!

Kvalitetan mikroskop mora da obezbedi:

 Dobru rezoluciju — razdvojnu mo¢
* Dobru kontrastnost
 (Odgovarajuce uvelicanje




%

TRINOKULAR

MONOKULAR  BINOKULAR

Okulari
Bright-field svetlosni
mikroskopi daju sliku
objekta na svetloj
pozadini.

Revolver 2-D prikaz.
NajcesSce je potrebno

Objektivi prethodno obojiti
uzorak koji se

- posmatra.

StoCi¢

Kondenzor

Potenciometar

Mikrometarski zavrtan

Postolje mikroskopa (sa iluminatorom)




Fokusiranje slike

— dovodenje primarne realne slike u odgovarajucu ravan

Upright mikroskop

- Fiksan revolver
- Pokretan stalak

Invertni mikroskop

- Fiksan stalak
- Pokretan revolver




OBJEKTIVI

Osnovna funkcija jeste prikupljanje svetlosti koja polazi sa uzorka i projekcija primarne,
realne i invertne slike uzorka. Pored toga, sluze za smestanje delova koji su neophodni za
rad specijalnih tipova SM kao sto je fazno-kontrastni i darkfield SM

10x Achromat 10x Fluorite 10x Apochromat Correction for Chromatic Aberration
B+R B+R
w
& G
(b) (c) (d)
w w w
60x Plan Apochromat C')bjective
Objective Numerical Aperture versus Optical Correction
. Nosepiece
Magnification Plan Achromat  Plan Fluorite  Plan Apochromat Manufacturer Mounting
(NA) (NA) (NA) Thread
05x 0.025 na na Flat-Field &
1 Correction Nikon Aberration
X 0.04 na na Plan Apo Correction
% 0.06 008 040 Lateral P
o 010 013 020 Magnification === 60X/ 0.95 rﬁ:mﬁﬂcal
10x 025 030 045 Spgc{?llzled 7 DIC ""M) o wperk:l re
ptica 01102 orking
20x 040 0.50 0.75 Properties Distance
40x 0.65 075 095 VA ' Magnification
: Tube Length” £ '
40x (oil nia 1.30 140 o i 7 3\ Color Code
63 075 0.85 0.95 Cover Glass Correction
§3x (oil nla 130 140 Thickness & Collar
100x (oil) 1.25 1.30 1.40 Range Front
Cover Glass Lens Element
Adjustment Assembly
uage Figure 1




OKULARI

Osnovna funkcija jeste uvelicanje primarne slike koja je uvecana i fokusirana
objektivima,; smestanje delova za merenje (mrezne skale)

Aberration-Free 10x Eyepiece With Diopter Adjustment

Diopter
Adjustment — 288

Eyetube
Fastening-g
Screw Doublet

Eyetube’
Mounting E nes':ze

Flange Housing

PRAVILO: uvek se koriste objektivi veceg uvecanja sa okularima manjeg uvecanja.
Ukoliko zelite finalno uvecanje 200x koriste se objektivi uvecanja 20x i okulari 10x; za
uvecanje 400x koriste se objektivi uvecanja 40x i okulari 10x.




KONDENZORI

Osnovna funkcija - prikuplljanje i koncentrisanje svetla koje polazi sa izvora na

uzorak pre nego ude u objektive; dodatak za FK, DIC,DF

Figure 2

Specimen 5.5 Immersion
< Oil
c°2‘r’:n“t”' Immersion
Lens o

Condenser
Aperture
Diaphragm

Source lllumination

T
’

Effect of Condenser Diaphragm Opening Size on Image Contrast and Resolution

Abbe Condenser (Numerical Aperture = 1.26)

Condenser
Information

a
Numerical

Aperture
u‘i‘m:mm Diap;hragm
Control Figure 2

Numerical
Aperture
Indicator

Aplanatic Condenser (Numerical Aperture = 1.40)

Condenser
Information Condenser

Top Lens

Internal

Diaphragm Aperture  Mountin
Con NA"meﬂcr:I Dlappenragm FIangeg

Indicator Figure 4

Kondenser Spherical Chromatic
Type Aberration Aberration
Abbe - -

Aplanatic + -
Achromatic - +
Aplanatic- N .
Achromatic




OSVETLJENJE MIKROSKOPA

EPI-ILUMINACLIA
(episkopska iluminacija)

TRANS-ILUMINAELA SRS :
(dijaSkopSka ilum1ﬁ5djb, llllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll




»Slika izvora svetlosti se projektuje u aperturu
kondenzora - KOHLER-OVA ILUMINACIJA

: UJEDNACENA OSVETLJENOST UZORKA I
I- Svaka tacka objekta prima svetlost iz mnogih tacaka [
| filamenta lampe I
./ I - Svaka tacka filamenta osvetljava viSe tacaka objekta i

<dap» | socivo oKULARA

S/ 50 1V0 OBJEKTIVA
m KONDENZORSKO SOCIVO
' APERTURNA DIJAFRAGMA
\
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Slika izvora svetlosti se projektuje u zadnju fokalnu ravan
objektiva.

Kondenzorsko soclivo projektuje paralelne svetlosne
zrake kroz posmatrani objekat.

Kolektorsko socivo projektuje sliku izvora svetlosti u
aperturnu dijafragmu kondenzora (prednja fokalna ravan
kondenzorskog sociva).



Tipovi svetlosnog mikroskopa

Mikroskop sa svetlim F, e R | Fazno-kontrastni mikroskop
poljem (brightfield) — - \& ' Pojacava kontrast neobojenih
neobojen uzorak Celija putem izmena

Svetlo prolazi direktno kroz refraktivnog indeksa, vazan u
uzorak. istrazivanju Zivih, neobojenih

- Celija

~ Mikroskop sa
diferencijalnim
interferentnim kontrastom
Takode putem optiCkih
modifikacija pojaava razlike
u refraktivnom indeksu.

Mikroskop sa svetlim
poljem (brightfield) -
obojen uzorak
Bojenjem se pojacava
kontrast

Epifluorescentni
mikroskop

Fluorescentne supstance u
uzorku apsorbuju svetlost
odredene tal.duzine i
emituju svetlost vidljive
talasne duZine.

Konfokalni mikroskop

Ima mogucnost pravljenja
,LoptiCkih preseka“ uz pomo¢
lasera i specijalne optike —
fokusira snop svetla na samo
jednu ravan unutar uzorka

FLUORESCENTNI SM



EliminiSe se direktna,
nedifraktovana svetlost
vecC se sakuplja samo

difraktovana svetlost koja

potiCe sa posmatranog
objekta

Diffracted
Light from
Specimen

Darkfield

)
Condenser—# J
vy

Darkfield
Annulus

Illumination from Source

PRIMENA
-sitni uzorci koji mogu da vrse
difrakciju svetlosti:

» diatomejske alge

* bakterije i njihove flagele

* izolovane organele i polimeri
(cilije, flagele, citoskelet)

* Cestice zlata i srebra



FAZNO-KONTRASTNI (PC)
MIKROSKOP

.. . : /, Reduced
Obojeni uzorci j /y Amplitude
. Retarded
Trans!oarentl Phsss
uzorci

FAZNI POMERAJ kg

= PC mikroskop prevodi razliku u fazi difraktovanih talasa u razliku - e § §—modegms

out-of-phase
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NOMARSKI (DJC) MIKROSKOP

- Differential interference contrast microscope-

Opt’i,crﬁrxxis
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Wollaston Waveforms

Conjugate Q—‘
Interference 4
Planes
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i Wollaston |

Polarizer

Polarizer

Danas se sva 4 prikaza Celije mogu dobiti na istom mikroskopu prostim menjanjem
optickih elemenata. Jedna od velikih prednosti fazno-kontrasnog, DIC i mikroskopa sa

tamnim poljem je Sto omogucavaju posmatranje pokreta u Celiji prilikom procesa kao Sto
su Celijska deoba ili migracija.




Stereo mikroskop
(disekcioni mikroskop, binokular)

EYEPIECE

DIOPTER

STEREO
HEAD

ROTATING
OBJECTIVES

LIGHTING

CONTROLS
TOP/BOTTOM

LIGHTING

STAGE PLATE

STAGE CLIPS

- Umesto transmitovane svetlosti koristi svetlost koja se reflektuje o povrSinu uzorka
- 2 opticka puta — dva objektiva i dva okulara — 3D vizuelizacija
- Niza uvelicanja



S Mikroskop sa svetlim poljem

.| Fazno-kontrastni mikroskop

Mikroskop sa diferencijalnim interferentnim
4| kontrastom (DIC)

Mikroskop sa tamnim poljem (darkfield)
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Inverted Microscope
with
Dust Cover

ODRZAVANJE MIKROSKOPA

(b)

Cleaning
Center-to-Rim

Cleaning
Rim-to-Center

(d)

y

Zig-Zag Pattern

Spiral Pattern

Commercial Products for Cleaning Microscope Optical Systems

Lens
Cleaning Residual
Solution ~0il Remover

. Lens

TCIeaner




PRIPREMA TKIVA ZA SVETLOSNU
MIKROSKOPIJU

Fg 2
mammoTh.,




MIKROSKOP

® Sta je dostupno?
® Sta Zelite da vidite?

Zivi uzorci, povrsina uzorka, lokalizacija
odredenih molekula, celija u 3D.....




VRSTE PREPARATA ZA SM (1)

e Suvi preparati - trajni
- Najjednostavnija tehnika pripreme za mikroskopiranje
— Dlake, perje, Cestice polena, ekstremiteti i antene insekata, biljni materij

e Vlazni preparati - privremeni

graseing Ieﬂ, 40x
— Suspenzije uzoraka u nekoj tecnosti (voda, slani rastvor, glicerin, imerzi
ulje)

— Akvaticni uzorci, Zivi organizmi (protozoe...)




VRSTE PREPARATA ZA SM (2)

Squash preparati

— Meki uzorci koji se gnjece pritiskanjem pokrovne plocCice sa vlaznim

preparatom, najcesce neki biljni uzorci (npr. meristemske celije kore
dlacCica luka)

e Razmazi

— Krv, telesne izluCevine, mikroorganizmi, Celije

LIQUID CULTURE OR STERILE WATER
I I

e
i FLACE THE LIQUID ON THE SLIDE

o\
e, s
N___ s — =l

el
7
ADD THE MICROBES TO THE
‘K\',\%_ LIQUID AND SPREAD OVER
A1 CMAREA

Razmaz cehJa

AIR DRY OR HEAT GENTLY. WHEN DRY

BRIEFLY HEAT FIX THE CELLSTOTHE
SLIDE

Razmaz bakterija

* Seceni preparati tkiva ili celih organizama
- HISTOLOSKI PREPARATI



MIKROSKOPSKA
PLOCICA

| POKROVNO STAKALCE

-Omogucava

| nepomicnost uzorka

| -Stiti uzorak od kretanja
| i kontaminacije

| -Stiti mikroskop od

| uzorka

-Debljina: 0.13-0.17 mm

(predmetno stakalce)
- Ravna (najéesce)
- Sa udubljenjima




Sta ¢emo i kako videti na mikroskopu zavisi od:

Tipa mikroskopa
Tipa uzorka
Pripreme uzorka
Bojenja tkiva




PRIPREMA TKIVA

UZORAK - Sto sveziji
FIKSACIJA- Cuva (fiksira)
strukturnu organizaciju
DEHIDRATACIJA -
zamena vode u tkivu
alkoholom

Drugo
(npr . razmazi)

Bolji su za oCuvanje
hemijske
komponente

(npr. enzimi)

PROSVETLJAVANJE -
zamena alkohola ksilolom

KALUPLJENJE -
prozimanje
medijumom za
kalupljenje

SECENJE I BOJENJE

Ciljevi preparacije:

v' Odrzati uzorak u stanju koje je sto pribliZnije nativnom
v" Ocuvati Sto viSe karakteristika uzorka.

v' Izbedi artefakte.




PRIPREMA EKSPERIMENTA




PRIPREMA TKIVA

£ -
£ 58-80°C
&
A -
Fiksacija Dehidracija Prosvetljivanje Infiltracija Kalupljenje
Hemijska fiksacija: N .
Etanol ili aceton Ksilol Parafin
- Formaldehid —_—
_ - Serija rastvora rastuce
- Paraformaldehid koncentracije: 50%, 70%,
- Metanol 95%, 100%

- Buenov fiksativ...

= 4

SeCenje



FIKSACIJA TKIVA - FUNKCIJA

- odrZavanje odgovarajuceg odnosa izmedu ¢elija; Celija i komponenata VCM
- povecanje kontrasta izmedu tkivnih konstituenata

- sprecavanje autolize



FIKSACIJA TKIVA - FAKTORI KOJI UTICU NA FIKSACIJU

Komadié tkiva treba da bude mali (do 1 cm)
Fiksaciju treba zapoceti odmah posle biopsije
Fiksativa treba da bude 15-20 puta viSe nego tkiva

Tkivo treba sa svih strana da bude okruzeno fiksativom

© ® ©@ ©®© ©

Brzina fiksacije se poveéava na visSim temperaturama, ali i autoliticki procesi (preporucuje se polagana
fiksacija na niskoj temperaturi)

®

Tkivo ne treba fiksirati duze nego je potrebno

@® Visoka koncentracija rastvora fiksativa dovodi do stvaranja kore na povrsini tkiva (nema prodora fiksativa
u unutrasnjost)

Strogo paziti da fiksativ bude optimalnog pH i osmolarnosti

Tkivo se uzima tako da se ne povredi

Vaino je dobro poznavati tkivo (organg=

Fiksacija 10% nBF jetre (25 mm).
Na kraju svakog perioda kocka tkiva je presecena kako bi se uocio izgled tkiva. Posle 1h penetracija izn
0.8 mm, nakon 2h priblizno 1.2 mm nakon 4h i nakon 8h priblizno 2.2 mm. Zapaziti da je posle 8h fi
centralni deo tkiva ostao nefiksiran.



VaZnost orjentacije tkiva pri secenju

Vazna orijentacija tkiva (organa) u
fiksativu (zbog seCenja uzoraka i kasnije
analize )

primeri:

za posmatranje uzduznog preseka zlezdi
Zeluca ceo zid Zeluca se isecCe u trake i
rasiri na parcetu filter papira sa mukozom
na gore i tako potapa u fiksativ;

crevo se sece poprecno (predhodno se
oCisti od detritusa)

Da li svi organi
moraju biti
orijentisani u
fiksativu?




FIKSACIJA TKIVA - METODI

Toplota ]

Perfuzija

Mikrotalasi

Zamrzavanje Potapanje u fiksativ

N R O N NS

NRLUSN2RR

PODELA HEMIJSKIH FIKSATIVA

Koagulativni, slozeni
w fiksativi
fiksativi -

: formiranje poprecni
proteinska struktura veza: lior?ver;‘zija _
vidu retikuluma ’ Glikogen

citoplazme u gel alkoholi
ETANOL, METANOL, stanje Eormalinl




FORMALDEHID

* Neutralni puferisani formalin

« Bezbojan plin CH,0
Kupuje se kao 37% (40%) formalin i razreduje sa vodom (1:9) = 10% nF (4%)

PROTEIN —HCHOH

(A) |PROTEIN {H + HCHO —»

- PROTEIN

PROTEINA—HCHOH + H—

(B)

- PROTEIN| + H,O0

—» | PROTEIN —C —

ethylene glycol
=formaldehyde + water)

=0

Peptide
linkage

Methviene
bridge I

—_— HC — (CH3)4—H—CH2—T
+ Hy0




PRIPREMA TKIVA

Y

58-60°C

Fiksacija Dehidracija Prosvetljivanje | ... A Kalupljenje Setenje
Hemijska fiksacija: -
] Etanol ili aceton , )
-Formaldehid Ksilol Parafin

- Serija rastvora rastuce
koncentracije: 50%, 70%,
“Wetanol 95%, 100%

-Buenov fiksativ...

-Paraformaldehid



KALUPLJENJE TKIVA

@ Dovodenje tkiva u dovoljno ¢vrsto stanje kako bi moglo da se sece -
kalupljenjem u parafin ili plasticne smole.

Nakon fiksacije tkivo se ispira vodom

Uklanjanje vode iz tkiva (dehidracija) - kroz seriju alkohola rastuce
koncentracije

Prosvetljivanje tkiva - potapanjem u rastvarac za sredstvo za
kalupljenje (ksilol)

Impregnacija parafinom
Kalupljenje u rastopljen parafin (58°C).




SECEN]JE TKIVA

@ Mikrotom - za ukalupljene uzorke
® Kriotom (kriostat) - za zamrznute uzorke

@ Vibratom - za svez, nezamrznut materijal (ukalupljen u
agarozu)




BOJENJE TKIVA | DRUGI METODI




