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Olomouc 2018
Úvodem:

Na konci minulého a na začátku 21. století nastává velký pokrok v rozvoji mikroskopování. Moderní mikroskopy – světelné i elektronové - 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 znalostmi o stavbě a funkci moderních mikroskopů a nejrůznějších mikroskopických metod.

Přednáška „Světelná a elektronová mikroskopie“ je určena studentům bakalářských studijních programů oboru biologie Přírodovědecké fakulty UP v Olomouci, v první řadě oboru Molekulární a buněčná biologie, ale může být přínosem i pro studenty dalších biologických oborů, především oboru Systematická biologie a ekologie, případně dvouoborových (učitelských) studijních programů zahrnujících předmět biologii. 
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KBB/MIK 
LS školního roku 2017/2018
Rozpis jednotlivých přednášek

	Týden


	
	Datum

středa

13.15-14.45
	Téma přednášky

	7.
	1
	14.2. 2018
	Historie mikroskopování. Optické principy světelné mikroskopie. 

Konstrukce obrazu složeným mikroskopem, rozlišovací schopnost

mikroskopu. 


	8.
	2
	21.2. 2018
	Základní součásti světelného mikroskopu – objektivy, okuláry a osvětlení



	9.
	3
	28.2. 2018
	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., Ing. Ondřej Tomanec, Ing. Petra Bazgerová)

	10.
	4
	7.3. 2018
	Speciální mikroskopické metody (temné pole, fázový kontrast, polarizace, interference).  Fluorescenční mikroskopie; základní fluorescenční metody.


	11.
	5
	14.3. 2018

	Princip konfokálního mikroskopu; metody konfokální mikroskopie; systémy pro zkvalitnění mikroskopického obrazu. Typy mikroskopů (stereolupa, inverzní mikroskop, 3D mikroskopie, STM, ASM); mikroskop jako mikromanipulační nástroj. Superrezoluční mikroskopie.


	12.
	6
	21.3. 2018

	Přednáška:

Prezentace: Nové směry ve světelné mikroskopii, mikroskopie s vysokým rozlišením
Ing. Pavel Krist, Ph.D.; Carl Zeiss s.r.o., Praha



	
	7
	28.3. 2018

	
Kolokvium – test



Doporučená literatura:

· Hejtmánek, M. (2001):  Úvod do světelné mikroskopie. Skripta UP Olomouc.

· Knoz, J., Opravilová, V. (1992): Základy mikroskopické techniky. Skripta MU Brno.

· Kúš, P. a kol. (2008): Moderná mikroskopia a digitálne zpracovanie obrazu. Skripta, Bratislava. ISBN: 978-80-89186-37-2. 

           http://www.mikroskopia.sk/materials/skripta_mikroskopia.pdf
· Matis, D. a kol. (2001): Mikroskopická technika. Faunima, Bratislava. 

· 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.

· Paleček, J. (1996): Biologie buňky, I. Základy mikroskopické cytologie. Skripta UK Karolinum Praha, 120 s.
· Přednášky – PřF UP Olomouc, Katedra experimentální fyziky: 
Kubínek, Roman: Moderní světelná a elektronová mikroskopie. 
http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/prezentace/kubinek/SMaEM.pdf
Kubínek R., Vůjtek M., Mašláň M.: Mikroskopie skenující sondou. http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/prezentace/kubinek/SPM.pdf
· Randy O., Wayne, R.O. (2014): Light and Video Microscopy. Second Edition, Hardcover. 

· Ruzin, S.E. (1999): Plant microtechnique and microscopy. Oxford, UK.: Oxford University Press, Inc., 322 pp.
· www.olympusmicro.com
· http://www.paru.cas.cz/lem/book/Podkap/3.0.html
· http://biologie.upol.cz/mikroskopie 
Doplňující literatura:
· Habrová, V. (1990): Mikroskopická technika. SPN, Praha.

· Josef Špaček (2008): Svět pod mikroskopem. Grada, Praha.

· Jurčák, J. (1998): Základní praktikum z botanické mikrotechniky a rostlinné anatomie. Skripta UP Olomouc.

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

· Němec, B. a kol. (1962): Botanická mikrotechnika. Nakladatelství ČSAV, Praha.

· Pazourek J. (1975): Pracujeme s mikroskopem. SNTL. Praha. (výborná příručka pro začátečníky)
· Pazourková Z. (1986): Botanická mikrotechnika. Praha 1986, skripta UK Praha.

· Pazourková, Z, Pazourek, J. (1960): Rychlé metody botanické mikrotechniky. ČAZV, SZN Praha.

Instrukční příručky a prospekty firem Olympus, Zeiss, Nikon, Opton aj.

Internet: 

· Učební texty Katedry Optiky UP Olomouc: Roman Kubínek: Světelná mikroskopie. http://apfyz.upol.cz/ucebnice/optmikro.html http://fyzika.upol.cz/cs/system/files/download/vujtek/prezentace/kubinek/SMaEM.pdf
· http://apfyz.upol.cz/ucebnice/down/optmikro.pdf
· Lékařská fakulta UP Olomouc:  http://biologie.upol.cz/mikroskopie/ 

· Nebesářová J.:  Elektronová mikroskopie pro biology.      


http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html
· Fluorescenční a konfokální mikroskopie; Hana Sehadová, Biologické centrum AVČR, České Budějovice, 2011 - http://www.bc.cas.cz/doc/ekotech/study/Fluorescencni-a-konfokalni-mikroskopie.pdf
Internetové adresy o mikroskopech různých firem:

http://

 HYPERLINK "http://www.olympus.cz/" \t "_blank" www.olympus.cz;      http://www.olympusmicro.com
Olympus (2011) -   http://www.mujolympus.cz/data/20110209095419/body.htm

Kniha o světelné mikroskopii na www: 


Davidson and Abramowitz: Optical Microscopy Review Article


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

Příručka firmy Zeiss: http://www.usask.ca/biology/scopes/MicroscopyBasics.pdf
File/Microscopy_from_the_very_beginning.pdf
Nikon: http://www.microscopyu.com
Příručka firmy Nikon: http://www.are.cz/data/file/zakladni_metody_svetelne_mikroskopie.pdf 

Kurzy mikroskopie na   http://microscopy.duke.edu/
http://microscopy.duke.edu/concepts.html 

Virtuální obrázky:



http://www.olympusmicro.com/primer/java/ 

http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/tutorials/index.html
skripta: http://www.mikroskopia.sk/page8.html  (slovensky)

Časopis Vesmír:   http://casopis.vesmir.cz/
· Plášek, J.: Konfokální mikroskop. Vesmír 74, 508, 1995/8. 
· Mikroskopy, věda, průmysl ... Vesmír 76, 576, 1997/10.
· Mikroskopie dnes. Příloha časopisu Vesmír 2004/3 
· Plášek, J.: Proměny světelné mikroskopie ve 20. století. Vesmír 83: 146, 2004.
· Plášek, J.: Víc než pouhý mikroskop. Vesmír 83: 586-588, 2004.
· Bednář, J., Staněk, D., Malínský, J., Koberna, K., Raška, I.: Dnešní mikroskopie v biomedicíně. Vesmír 83, 581-585, 2004.

· Vaněk, S.: Za limity optické mikroskopie. Vesmír 87: 308-309, 2008.

· Černý, J.: Zelený fluorescenční protein. Vesmír 88: 228-231, 2009. 

· Jelínek, P., Hapala, P., Cháb, V.: Rastrovací tunelová mikroskopie. Jitro a poledne kouzelníků. Vesmír 89, 290-294, 2010.  
· Plášek, J.: Mikroskopy se superčočkami. Vesmír 91: 531, 2012.

· Rous, Z.: Cesta optické mikroskopie k superrozlišení. Vesmír 94, 168, 2015/3.

· Vrtiška, O.: Nobelova cena za překonání limitů optického mikroskopu. Vesmír 2014/10. http://vesmir.cz/2014/10/08/nobelova-cena-prekonani-limitu-optickeho-mikroskopu/
· Sehadová, H., Nebesářová, J., Kaňa, R.: Mikroskopy v rukou biologů. Vesmír 94, 348, 2015/6.

· Bulantová, J., Macháček, T.: Dobrodružství mikroskopie – cesta ke třetí dimenzi. Živa 6/2017,  294-296.
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Obrázky k textu viz jednotlivé přednášky na webu Katedry buněčné biologie:   http://genetika.upol.cz → výuka → předměty → KBB/MIK...... dole "Studijní materiály". Jednotlivé přednášky, heslo:   mikro_2015, text k přednáškám, heslo:    mikro_13
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Kontakty: 
RNDr. Pavla Válová, soukromý mail:  valovapavla@centrum.cz


Mgr. Eva Jiskrová, Ph.D., mail: eva.jiskrova@upol.cz
H i s t o r i e   o b j e v u   m i k r o s k o p u

Název mikroskop:  z řec. mikros = malý, skopein -  pozorovat

1625 – papežský lékař Giovani Faber z Bambergu používá poprvé slovo mikroskop odvezené od slova teleskop
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Nejstarší záznamy o optických vlastnostech skla: 

Aristofanes Aténský (425-380? př.n.l), řecký autor mnoha komedií – v díle "Mraky" popisuje zranění způsobené skleněnou koulí naplněné vodou

Římská doba:

Seneca (3-65 n.l.) – zvětšení malých objektů (písmo) skrz pozorování skleněnou koulí naplněnou vodou


Klaudius Ptolemaios (cca 85-165 n.l.; Alexandrie) – poznatky o lomu paprsků skrze sklo

11. stol. – arabští učenci pozorovali a popsali lom světla skrz vodu a sklo

Ibn al Haitham („Alhazen“; 965-1039) – arabský fyzik a matematik (neplést s Avicenou – Abu Ali al-Hasam) v díle „Pojednání o optice“ (Opticae Thesavrvs) popsal zvětšení obrazu pomocí koule naplněné vodou a zabýval se vlastnostmi světla (lom a odraz), čočkami a zrcadly, principy vidění, atmosférickým tlakem a řešením kubických rovnicí

13. stol. Roger Bacon (1215-1294) – anglický středověký mnich; v díle „Opus Majus“ popisuje zvětšení písmen
            polovinou skleněné koule nebo krystalem (tj. vlastně hrubé plankonvexní čočky)
14 stol. – zvládnutí techniky broušení čoček do brýlí (italští mniši) (název brýle od nerostu berylu → 
             Brille → brýle)

16. stol.
Giovanni Battista della Porta (1535-1615) – dílo „Magia Naturalis“, 1589 – použití dvou čoček k zvýšení zvětšení, předvádění camery obskury
Vynález mikroskopu kolem roku 1590 (neexistuje přímý důkaz, pouze záznam z pozdější doby v dílech spisovatelů).
– holandští brusiči čoček a výrobce brýlí otec a syn Hans (1534-1592) a Zacharias (1588-1632) Janssenovi  - konstrukce prvního použitelného mikroskopu; zvětšení 60x, složený z více čoček (čočky vypouklé i vyduté)
17. stol.
Galileo Galilei (1564-1642) – italský astronom a matematik

1604-1609 zkonstruoval dalekohled, jímž pozoroval nebe (objev Jupiterových měsíců)
 – použití mikroskopu k vědeckým účelům (mravenčí oko), r. 1612 své „occhiolino“ (jak jej nazýval) předvádí polskému králi Zikmundovi III.

Ovšem kolem vynálezu mikroskopu panují mnohé nejasnosti – z dobových zpráv často nevyplývá, zda se jedná o mikroskop, jehož okulárem je spojka, nebo o dalekohled s rozptylkou (u Galileova dalekohledu).

Otcové mikroskopie: Leeuwenhoek a Hook
Anthony van Leeuwenhoek (1632-1723) – obchodník s látkami v holandském Delftu; vědec samouk, člen Královské společnosti v Londýně

Vynalézá jednočočkový mikroskop s konvexní čočkou (upevněnou v kovovém držáku, která se zaostřovala na objekt pomocí šroubu) (1671). Leeuwenhoek uměl vybrousit čočku tak, že měla silný zvětšovací efekt (až 270x) a pomocí svého primitivního mikroskopu zkoumal nejprve strukturu látek, později listy, květiny, drobné organismy, např. blechy a vši, lidskou krev, kůži, vlasy. Byl první, kdo viděl a popsal krevní buňky a lidské spermie (spis „Arcana naturae ope exactissimorum microscopiorum detecta“ (Tajemství přírody odkrytá silou nejpřesnějších drobnohledů) publikovaný roku 1696 v Leidenu. Za svůj život vyrobil přes 200 mikroskopů.

Složení Leeuwenhoekova mikroskopu (obr. www.google):
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Robert Hook (1635-1703) [húk] – anglický fyzik, chemik, geolog, astronom … (renesanční člověk)
Používal složený mikroskop s více čočkami (tzv. kompaudní) a byl jeden z prvních, kdo použil mikroskop pro vědecká pozorování. Roku 1692 si povzdechl, že: „… kromě pana Leeuwenhoeka neví o nikom, kdo by používal mikroskop jinak než pro zábavu a kratochvíli.“

U zakoupeného mikroskopu vylepšil osvětlování a irisovou clonu. Pomocí mikroskopu, který zvětšoval nejvíce 150x, zkoumal slabé plátky korku z korkovníku a objevil, že živé látky jsou tvořeny buňkami. Jeho kniha vydaná r. 1665 - „Micrographia“, vytištěná z 38 měděných destiček s rytinami vytvořených podle nakreslených předloh o mikroskopickém pozorování rostlinných pletiv, drobných živočichů (blecha) a struktury minerálů, byla ve své době velmi populární (tehdejší „bestseller“).

Henry Power (1626–1668) – Angličan, jako první publikoval pozorování mikroskopem – 1663
Marcello Malphighi (1628-1694), italský lékař (profesor v Bologni), zakladatel mikroskopické anatomie. Použil mikroskop ke studiu orgánů a tkání rostlin a živočichů (objev krevních kapilár savců (1661), „malphigických“ trubic hmyzu).

18. stol. -  mikroskopy v tomto období přežily pouze jako "hračka" pro zábavu anglických gentlemanů zajímajících se o tajemství přírody (často umělecké kousky ze zlata a stříbra).

19. stol.
1826 – J. J. Lister (+ další – Amici, Dollond) vynález achromatického objektivu – do té doby používání jednočočkového mikroskopu, protože dvoučočkový silně zkresloval obraz v důsledku různých vad čoček.

O další vývoj mikroskopů se zasloužili hlavně:

Carl Zeiss (1816-1888) - zavedl průmyslovou výrobu mikroskopů (r. 1847)

Ernst Karl Abbe (1840-1905) – vypracoval teoretická studia optických principů; 1966 – vypočetl a sestrojil první apochromatický objektiv; 1880 – první olejový imerzní objektiv
Otto Schott (1851-1935) - má podíl na výzkumu optického skla a přispěl k značnému zlepšení optických vlastností čoček

August Köhler (1866-1948) – zavedl systém pro kvalitní osvětlení pozorovaného objektu (1893)

Významní vědci, kteří v 19. stol. ve své práci využili mikroskopu:
Robert Brown (1773-1858); 1831 – objev jádra
Luis Pasteur (1822-1895) – francouzský mikrobiolog – objev kvasinek

Robert Koch (1843-1910) - německý lékař a mikrobiolog  - objev původců tuberkulózy a cholery

Jan Evangelista Purkyně (1787-1869); český fyziolog; spoluzakladatel cytologie; od r. 1832 používá ke své práci kvalitní mikroskop

20. stol. – významná data z hlediska pokroku v mikroskopii:
1847 - Zahájení výroby mikroskopů firmou Carl Zeiss v Jeně
1903 - Ultramikroskop (Richard Zsigmondy, Nobelova cena (NC) 1925)
1911 - Fluorescenční mikroskop (Carl Reichert)

1935 - Fázový kontrast (Frits Zernike, NC 1953)

1955 - Diferenciální interferenční kontrast (DIC – Nomarski) 

1957 - Konfokální  mikroskop (Laser Scanning Confocal Microscope)


zaostřené optické řezy (pomocí laserového paprsku) silným preparátem

1968 - Rastrovací tandemový konfokální mikroskop (TSCM)

1978 - Laserový konfokální rastrovací mikroskop

1994 - Princip STED mikroskopie (redukce fluorescence stimulovanou emisí) (S. W. Hell)

po roce 2000 – další rozvoj superrozlišovacích metod v mikroskopii

2006 - Super-resoluční fluorescenční mikroskop (Eric Betzig, Stefan W. Hell a William E. Moerner; NC za chemii 2014)
Využití jiného záření k zviditelnění drobných objektů:
30. léta 20. století – hranice vývoje optického (paprskového) mikroskopu je dáno možnostmi rozlišení světelného mikroskopu díky velikosti délky světla, a to 0,2 µm. Další zvětšování pozorovaných objektů bylo nutno založit na jiném principu – místo světelného paprsku se používá elektronový paprsek (tok rychlých elektronů) s asi 100 000x menší vlnovou délkou než λ světelného paprsku (λ elektronu = 0,004 nm = 0,04 Å), místo skleněné čočky se využívá magnetické pole.

1931 – Max Knoll a Ernst Ruska - první elektronový mikroskop, tzv. prozařovací (TEM – Transmission Electron Microscope), orig. zvětšení 1 000 – 250 000x

1942 – skenovací elektronový mikroskop (SEM – Scanning Electron Microscope) – postupné
bombardování vzorku elektrony – zvětšení 30 000x a v kombinaci s optickým mikroskopem až 100 000x
Neoptické mikroskopy:

1981 – Řádkovací (skenovací) tunelový mikroskop (STM – Scanning Tunnelling Microscope)

- mapování povrchu pomocí pohybu vodivého hrotu nad vodivým povrchem sledovaného materiálu

1986 - Mikroskop atomárních sil (AMF – Atomic Force Miroscope)

- skenování povrchu materiálu pomocí hrotu zavěšeném na pružném výkyvném raménku, který je přitahován elektrostatickými a Van der Walsovými silami


Rozlišení: řády pikometrů (10-12 m) → rozeznání struktur jednotlivých atomů
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O p t i c k é   p r i n c i p y 

Fokuzaci světelného paprsku, kterou potřebujeme k zviditelnění a zvětšení zkoumaného objektu mikroskopických rozměrů, umožňují některé základní optické principy.
Na prvním místě je to odraz a lom světelných paprsků v prostředích různé hustoty.
Důležitou charakteristikou prostředí je index lomu (n) (= optická hustota prostředí)

(absolutní n = podíl rychlosti světla ve vakuu a rychlosti světla ve zkoumané látce).
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n  =                

            v 
 

Index lomu  (n)  některých látek:
vzduch (vakuum)…..
1,00            (vzduch: 1,0002718)
voda …………….. …
1,33            (led: 1,31)

plexisklo …………....
1,40 – 1,52

křemenné sklo ……..
1,45            (první čočka z křemene – sumerské město Ninive, 7.stol. př.n.l.)

běžné sklo ……….....
1,51

cedrový olej………....
1,51

imerzní olej Olympus …1,516       (imerzní olej pro fluorescenci 1,404) 

kanadský balzám…....
1,50

krystal NaCl ………..
1,54 

korunové sklo ……...
1,45 – 1,56  (bezolovnaté sodno-draselné sklo, nižší index lomu, menší disperse)

flintové sklo ………..
1,62 – 1,80  (olovnaté sklo, vyšší index lomu, vysoká disperse)

diamant ………….…
2,42 

Index lomu je vždy větší než 1,00.

S v ě t l o 

= část rozsáhlé oblasti elektromagnetického záření, kterou vnímáme zrakem 

Délka různých elektromagnetických vln:
Rozhlasové a rádiové vlny 

 250 km – 1 mm
(výzkum vesmíru, temná hmota)
Infračervené záření 


 0,5 mm – 0,8 μm
(i při pozorování v mikroskopu)
Světlo (viditelné záření) 

 0,8 μm - 0,4 μm

Ultrafialové záření 


 0,4 µm – 0,1 µm
(v mikroskopii ke vzbuzení fluorescence)
Röntgenovo záření (X-paprsky) 
 15 nm – 0,005 nm

γ-záření 



 pod 0,0001 nm

Světlo má dualistickou povahu: vlnění i proud částic (fotonů)

Vlnový model světla:

Světlo je vlnění elektromagnetického pole, které je možné znázornit sinusoidou. 

Základními charakteristikami světla jsou: 

Rychlost (c) – ve vakuu je to 3.108 m.s-1 . V látkovém prostředí je vždy nižší. 

Frekvence (f) – počet kmitů za jednotku času, nezávisí na prostředí a udává barvu světla. S rostoucí frekvencí roste energie světla.

Vlnová délka (λ) – vzdálenost mezi odpovídajícími si body sinusoidy. Mezi frekvencí, vlnovou délkou a rychlostí platí vztah  λ = c/f
Amplituda (A) – udává největší odchylku sinusoidy od nulové hodnoty. Na amplitudě závisí intenzita světla.

Fáze (φ) – udává, v jaké části vlny (sinusoidy) se vlnění nachází v daném časovém okamžiku.

Z hlediska vlnové povahy světla:

= příčné vlnění (postupné kmitání jednotlivých vedle sebe ležících bodů)

(vlna elektrická a magnetická, pro účinky světla v mikroskopu je důležitá vlna elektrická)

Sinusoida je určena dvěma veličinami:

λ - vlnová délka (v oblasti světelného záření v rozmezí od 390 do 760 nm) – určuje barvu světla;
a – amplituda - nejvyšší hodnota určuje intenzitu světla 

Z hlediska zastoupení různých vlnových délek rozeznáváme polychromatické a monochromatické světlo (monochromatické světlo selektujeme pomocí barevných filtrů (jednotná vlnová délka); světlo zelené, červené …, využívané pro speciální mikroskopická pozorování, např. fázový kontrast – využití zeleného světla k lepšímu rozlišení, fluorescence - různé vlnové délky k vzbuzení fluorescence v různých strukturách preparátu; nově různé lasery). Naše oko je nejcitlivější na žlutozelenou barvu (cca 500 nm).
Vlastnosti světla:

- rovnoměrné šíření světla ze zářícího bodu na všechny strany (v prostoru šíření podle tzv. Huygensova principu, který říká, že každý bod se sám stává zdrojem záření), vzniká tak vlnová plocha tvaru koule

- paprsek (podle geometrického modelu) – směr, kterým se vlnění šíří a který je kolmý na vlnoplochu

- paprsek nepolarizovaný – kmitá v každém místě a v průběhu času ve všech možných směrech kolmých na směr šíření paprsku

- paprsek polarizovaný – kmitá v jedné rovině, přičemž rovina kmitů (vlnění) jednoho z nich je kolmá k rovině kmitů druhého

V opticky homogenním prostředí se paprsky šíří přímočaře a nezávisle.

V nehomogenním prostředí dochází k odrazu (reflexi), lomu (refrakci), rozkladu (disperzi), ohybu (difrakci) a skládání vln (interferenci), příp. k absorpci světla.
Odraz světla  (= reflexe) rovným zrcadlem
Zákony: 
1. Paprsek dopadající, kolmice dopadu a paprsek odražený leží v jedné rovině



2. Úhel odrazu se rovná úhlu dopadu

Při odrazu nedochází k disperzi (rozkladu) světla. Nerovná a nepropustná plocha způsobí, že se paprsky odrazí do prostoru pod různými úhly → rozptýlené světlo.
Lom světla (= refrakce)   (Holanďan Willebrord Snellius (1580-1626) – Snellův zákon)
- nastává při přechodu paprsku do prostředí s jiným indexem lomu

Zákony:


1. Paprsek dopadající, kolmice lomu a paprsek lomený leží v téže rovině.

2. Při přechodu z prostředí opticky řidšího do prostředí opticky hustšího se paprsek láme ke kolmici a naopak. 

Při tzv. mezním úhlu dopadu paprsku v případě lomu od kolmice nastává úplný odraz (viz např. světlovodné vlákno nebo fluorescenční metoda TIRFM)

Pozn.: V případě průchodu světelných paprsků planparalelní destičkou (např. podložní a krycí sklo) pod určitým úhlem, nastává zde v důsledku lomu pouze rovnoběžný posun paprsků.

Rozklad (= disperze) světla 
= závislost hodnot indexu lomu optického prostředí na vlnové délce světla

- světlo různých barev, tj. různé vlnové délky, se láme různě – viz rozklad světla hranolem 

- rozklad původně bílého světla → spojité spektrum (viz duha na kapičkách vody) 


(červená – nejmenší n (1,330), oranžová, žlutá, zelená, modrá (n = 1,337), fialová) 

- paprsky o delší λ (červené) se lámou nejméně, kratší (fialové) nejvíce

Sedm barev duhy a jejich vlnové délky – viz Dotatky na konci textu (str. 62).
Pozn.: Lidské oko nedovede samo světlo rozkládat - vnímá jen odkud přichází, jednotlivé barvy a jejich rozložení před vstupem do oka. Ve vakuu k disperzi nedochází.
Ohyb (= difrakce) světla

K ohybu dochází na překážkách, jejichž velikost je řádově srovnatelná s vlnovou délkou světla (vlas, velmi úzká štěrbina, hrot jehly, optická mřížka). Průchodem překážkou dochází k ohybu světla a za překážkou k interferenci ohnutých paprsků. Vzniká tak ohybový (difrakční) obrazec v podobě interferenčních maxim a minim, jejichž tvar závisí na tvaru překážky. Ohyb vlnění lze vysvětlit pomocí Huygensova principu (tj. každý bod osvětleného objektu se stává zdrojem sekundárních sférických vln).

Skládání světla (= interference) 
(Thomas Young [jang], anglický lékař a fyzik, 1773-1829)

1801 – experiment se dvěma štěrbinami → průkaz vlnové povahy světla)


· pokud se světlo určitého zdroje vhodně rozdělí buď odrazem pomocí zrcadel, nebo lomem    pomocí hranolů, a v určité vzdálenosti obdobným způsobem znovu spojí, nastává jev interference
· předpoklad interference: světelné paprsky musí být koherentní, tj. 


- paprsky musí mít stejnou frekvenci

- paprsky musí být navzájem rovnoběžné

- paprsky musí mít na sobě nezávislý dráhový rozdíl

Paprsky, které mají stejný způsob vlnění, tj. stejnou fázi, spolu interferují za vzniku vyšší amplitudy  (= konstruktivní interference); paprsky s asynchronním vlněním, které mají vzájemně posunutou fázi (např. vrchol jednoho paprsku je posunut o ¼ vlnové délky oproti vlně druhého paprsku) - po interferenci je jejich amplituda snížena (= destruktivní interference); někdy dochází až k úplnému zrušení světla.

Vlny o stejném kmitočtu, posunuté ve fázi o celistvý počet vlnové délky – tj. o sudé násobky λ/2, se maximálně zesilují (vznik interferenčních maxim), vlny fázově posunuté o lichý počet poloviny vlnové délky se maximálně zeslabují (interferenční minima).
Pozn.: Normální světlo je inkoherentní, nepolarizované.

Čočky – základní součástí mikroskopu
= průhledná (nejčastěji skleněná) tělesa, omezená vypuklými nebo vydutými kulovitými plochami, lišící se od svého okolí odlišným indexem lomu.

Základní typy čoček: 
spojky (vypuklé, konvexní) – zvětšují pozorovaný objekt


   

rozptylky (vyduté, konkávní) - zmenšují

Základní charakteristiky čočky:

Optická osa – prochází středem čočky (o)

Ohnisko – bod, do kterého se soustřeďují paprsky probíhající rovnoběžně s optickou osou

- 2 ohniska - obrazové ohnisko (F), předmětové ohnisko (F´) 
- ohnisková vzdálenost (f) – vzdálenost ohniska od hlavní roviny, proložené středem čočky

- dvojnásobná ohnisková vzdálenost (P - obrazová, P´ - předmětová)

Obrazový prostor - prostor, v němž obraz vzniká

Předmětový prostor – prostor, ze kterého světlo vstupuje do čočky 

Vznik obrazu

Podstatou tvorby ostrého obrazu čočkou je skutečnost, že světelné paprsky šířící se z určitého bodu předmětu různými směry a dopadající na čočku se v obrazové rovině sbíhají opět do jednoho bodu a skládají tak ostrý obraz předmětu. 

Pokud vzniká obraz vzhledem k pozorovateli za soustavou → obraz  skutečný. Obraz vzniklý před optickou soustavou je obraz neskutečný (viz obraz v objektivu pozorovaný okulárem).  
Skutečný obraz je možné zachytit na stínítko nebo na fotografickou desku, neskutečný není možno zachytit. U rozptylky při všech hodnotách vzdálenosti předmětu vzniká obraz přímý, zmenšený a neskutečný.



Geometrie zobrazování spojnou čočkou:  
(předpoklad: tenká čočka; schémata viz Přednáška 1)
(Paprsková optika: vlnovou délku světla můžeme vzhledem k rozměrům optické soustavy zanedbat.) 

Paprsky důležité při konstrukci obrazů vytvořených čočkou: 

a) paprsek rovnoběžný s optickou osou se láme do obrazového ohniska

b) paprsek procházející středem čočky (hlavní) se neláme

c) paprsek procházející předmětovým ohniskem se láme rovnoběžně s optickou osou

Konstrukce obrazů při různých polohách objektu: 

(Vzhled obrazu u konvexních čoček závisí na vzdálenosti předmětu od čočky.)
1) Je-li předmět za dvojnásobnou ohniskovou vzdáleností → obraz mezi ohniskem a dvojnásobnou ohniskovou vzdáleností, a to skutečný, zmenšený a převrácený; 

2) leží-li předmět mezi dvojnásobnou ohniskovou vzdáleností (P´) a f´ → skutečný, zvětšený a převrácený za dvojnásobnou ohniskovou vzdáleností; 

3) předmět ležící blíže než f´ → obraz neskutečný (zdánlivý, virtuální), zvětšený a přímý. 


Konstrukce obrazu vytvořeného složeným mikroskopem:

Složený mikroskop se skládá ze dvou optických částí funkčně i stavebně odlišných: z objektivu a okuláru. V mikroskopu pak pozorujeme „obraz obrazu“.
Při konstrukci obrazu vycházíme ze zákonů geometrické optiky:

- při ostření nastavujeme objekt mezi dvojnásobnou ohniskovou vzdálenost a ohnisko;
- objektivem vzniká obraz skutečný, zvětšený a převrácený za dvojnásobnou ohniskovou vzdáleností;
- tento obraz pozorujeme okulárem jako lupou (obraz musí být mezi čočkou okuláru a jejím 
ohniskem) → obraz neskutečný (zdánlivý, virtuální), zvětšený, přímý. 

Konečný obraz pozorovaný v mikroskopu je vzhledem k předmětu převrácený (obraz vytvořený objektivem je převrácený a okulárem jej nepřevracíme).
Vznik obrazu v mikroskopu – viz obr. níže
Objektiv je soustava čoček s velmi krátkou ohniskovou vzdáleností, která vytváří skutečný převrácený obraz objektu (viz O1), jež se promítá mezi ohnisko okuláru a okulár. Okulárem tento obraz pozorujeme jako pod lupou a vidíme neskutečný zvětšený obraz (O2). Vzdálenost mezi obrazovým ohniskem objektivu (F) a předním ohniskem okuláru (F1) je označována jako optický interval mikroskopu (D nebo Δ).

[image: image2]
                                        Konstrukce a vznik obrazu v mikroskopu.

F a F´- ohniska objektivu   (F - zadní ohnisková rovina objektivu)
F1 a F´1 – ohniska okuláru

P´- dvojnásobná ohnisková vzdálenost v předmětové rovině

O1 – obraz vytvořený objektivem v obrazové rovině objektivu
O2 – neskutečný obraz vytvořený okulárem (modrá šipka)
Optický interval mikroskopu – vzdálenost zadního ohniska objektivu (F) od předního ohniska okuláru (F1)

Vysvětlení fyzikální podstaty vzniku obrazu v optickém mikroskopu podal Ernst Abbe (1873). Základní myšlenka se opět opírá o Huygensův princip, tj. každý bod osvětleného objektu se stává zdrojem sekundárních sférických vln. Zaostřená rovina preparátu je takovým objektem. Podle optických vlastností jednotlivých bodů objektu se dopadající světlo v každém z bodů transformuje (ohýbá se, láme, mění se jeho amplituda, fáze) a vznikají sekundární vlny. Ty spolu interferují, jako po průchodu světla štěrbinou nebo optickou mřížkou. Výsledné vlnění, které obsahuje informaci o vzhledu objektu, vstupuje do objektivu. V jednotlivých bodech zadní ohniskové roviny objektivu (F) se setkávají sekundární vlny, které opustily rovinu předmětu rovnoběžně. Dochází k jejich interferenci a v souladu s Huygensovým principem se stávají zdrojem nových vln, které v obrazové rovině objektivu skládají zvětšený a převrácený obraz (O1).     


Hlavní vady čoček  (Schémata viz Přednáška 1)
S čočkami v mikroskopu souvisejí různé optické vady, které hlavně na úplném počátku mikroskopování způsobovaly vznik nekvalitního obrazu pozorovaných objektů. Vhledem k mnohonásobně většímu zvětšení objektivu jsou výraznější a tedy významnější právě u něj.
Přehled hlavních vad čočky:

· Vady chromatické: barevná vada polohy, barevná vada velikosti, barevné variace monochromatických vad

· Vady monochromatické: otvorová (kulová) vada, astigmatická vada,  asymetrická vada (koma), vyklenutí zorného pole, zkreslení (distorze)  
Vada barevná (chromatická) – pokud má sklo čočky různý index lomu pro různé vlnové délky, pak 

čočka promítá každý paprsek v závislosti na jeho barvě (vlnové délce) pod jiným úhlem a výsledkem je pak pozorovaný bod, obklopený body barevného spektra. Koriguje se nahrazením čočky dvojicí či trojicí rozdílně tvarovaných čoček, u nichž pak ke chromatické vadě nedochází. Při barevné vadě polohy – obraz pro každou barvu se vytváří v jiném místě (k vyrovnání slouží monochromáty), při barevné vadě velikosti (zvětšení) – obrazy předmětu jsou pro různé barvy různě veliké (pro modré jsou menší než pro červené paprsky; k vyrovnání slouží kompenzační okuláry).
Vada kulová (sférická, otvorová) – paprsky rovnoběžné s osou se lámou různě do ohniska podle jejich vzdálenosti od středu čočky – obrazem bodů pak nejsou body, ale překrývající se kruhy (rozmazané plošky); obraz je mdlý, s nízkou obrysovou ostrostí (v praxi to nastává, pokud užijeme krycí skla jiné než předepsané tloušťky; potom je výhodné mít objektiv s korekčním kroužkem). Korekce sférické aberace se provádí zúžením svazku paprsků, což má však za následek ztrátu světlosti, nebo přidáním takových dalších čoček do soustavy (přední a meniskoidní čočka objektivu), které mají periferní oblast minimální.

Vada astigmatická – při této vadě dochází k jinému zobrazení, pokud paprsek na čočku dopadá kolmo nebo pod úhlem. Paprsky dopadající na čočku ze strany (z bodu ležícího mimo optickou osu) se neprotnou v jednom místě, ale zobrazí se jako dvě linie na sebe kolmé (viz brýle astigmatiků). Astigmatismus se projevuje více pod velkým zorným úhlem. Koriguje se anastigmatem – kombinací čoček zvolených tak, aby byla vada minimalizována.
Koma (asymetrická vada) – vada podobná astigmatismu. Jde o komplexní vadu, která způsobuje, že body, ležící mimo optickou osu, jsou zobrazeny asymetricky jako skvrny, připomínající komety (odtud „koma“). Vadě lze předejít správnou konstrukcí mikroskopu, jelikož se vyskytuje zejména u čoček s mohutnou sférickou vadou.

Vyklenutí zorného pole – paprsky dopadající na čočku šikmo mají jiné ohnisko, než rovnoměrné paprsky přímé, nelze pak zaostřit na celý předmět. K vyrovnání slouží planobjektivy. Odstranění této vady je důležité hlavně při mikrofotografii, kdy je potřeba mít rovné celé zorné pole.

Distorze (zkreslení) – k tomuto geometrickému zkreslení dochází, když se přímky mimo optickou osu zobrazují jako prohnuté čáry - dostáváme tzv. poduškovitý nebo soudečkovitý tvar. Tuto vadu je možné odstranit přidáním vhodných dalších čoček do soustavy. Obraz bez této vady se nazývá ortoskopický. 

Možnost korekce vad čoček vhodnými kombinacemi různých typů čoček (spojky, rozptylky, plankonkávní, plankonvexní…) a materiálů (tj. různé typy skel – korunové, flintové apod.).


Zobrazení detailů v mikroskopu a rozlišovací schopnost mikroskopu

Důležitým parametrem, kromě zvětšení mikroskopu, je i schopnost rozlišovat podrobnosti 
v preparátu. 
Jak vzniká obraz v mikroskopu, vysvětluje paprsková (geometrická) optika, kde se uplatňuje lom světla. Pro tvorbu obrazu v mikroskopu je nutné vycházet i z teorie o elektromagnetickém vlnění, protože na vzniku obrazu se podílí i ohyb a interference světla. Pozorování objektu v mikroskopu se děje na základě jeho interakce s elektromagnetickým zářením (viditelným světlem, UV světlem, elektrony). 

Preparát se skládá z množství detailů (bodů), které se liší svými optickými vlastnostmi od svého okolí, můžeme jej proto přirovnat k mřížce. Otvor v neprůhledné destičce je zdrojem nového světelného vlnění. Skládání (interference) vln z více otvorů dává vznik světlým a tmavým zónám (maxim a minim). 

Tzv. nulté maximum – prochází přímo, projde vždy preparátem, ale nepodílí se na vzniku obrazu. Na vzniku obrazu se podílejí až maxima alespoň prvního řádu. Obraz každého jednotlivého bodu vzniká složením paprsků z různých ohybových maxim, tzn., čím více maxim vnikne do objektivu, tím více jich objektiv zužitkuje, a tím kvalitnější bude obraz.

Otvor, kterým do objektivu při zaostření vnikají paprsky (otvorový úhel), musí být dostatečně široký, aby zachytil kužel paprsků obsahující kromě nultého maxima i nejméně maxima 1. řádu. Otvorový úhel je úhel, který svírají dva protilehlé krajní paprsky, jež vstupují do objektivu a vycházejí z bodu ležícího na optické ose v zaostřeném objektu. Čím je tento úhel větší, tím větší je rozlišovací schopnost objektivu, a tím i rozlišovací schopnost mikroskopu.

Rozlišovací schopnost světelného mikroskopu je v praxi definována jako nejmenší vzdálenost, kdy lze od sebe odlišit dva objekty (body). Závisí na vlnové délce elektromagnetického záření užitého k osvětlení objektu a numerické apertuře objektivu. 
Pokud je vlnová délka dlouhá a objekt velmi malý, nebudou vlny rušeny a objekt zůstane neviditelný. Při použití kratší vlnové délky bude teoretická rozlišovací schopnost mikroskopu lepší. Tato veličina přibližně odpovídá jedné polovině vlnové délky světla užitého k osvětlení objektu. 
V případě numerické apertury - objektiv o stejném zvětšení (např. 40x), ale s různou numerickou aperturou, může mít různý stupeň rozlišení. Objektivy o menší numerické apertuře mají menší rozlišovací schopnost.

Rozlišovací schopnost mikroskopu ( d ) vypočítal již v 19. stol. Ernst Abbe.


λ  = vlnová délka světla užitá k osvětlení

λ 

NA = n . sin α/2     (NA = numerická apertura)
Podle Abbeho:      
d =  


n .... index lomu
                                        2 . NA            
      α .... otvorový úhel
  







Výpočet této veličiny byl později upřesněn na základě tzv. Rayleighova kritéria*, kdy     
 λ



d  = 0,61 . 



           

          NA obj
d
= vzdálenost mezi body

0,61
= konstanta (Rayleighovo kritérium)

λ 
= vlnová délka použitého světla

NAobj 
= číselná apertura objektivu

*Rayleighovo kritérium (1879) udává, že lidský zrak zaznamenává pozvolný předěl mezi dvěma difrakčními kroužky** teprve tehdy, poklesne-li intenzita mezi nimi alespoň o 20 % oproti přilehlým maximům (tj. dva body jsou rozlišené, pokud centrální (nulté) maximum prvního kroužku právě splývá s prvním minimem kroužku druhého).

Příklad: Pokud máme objektiv o numerické apertuře - NA = 1,4 - tak:

· při použití červeného světla (λ = 780 nm) ……………………………..
d = 0,340 µm

· při použití modrého světla (380 nm) …………………………………..
d = 0,170 µm

· při použití bílého světla používaného k mikroskopování (550 nm) ….
d = 0,240 µm

Pokud chceme v pozorovaném preparátu rozlišit i tvar, pak vzdálenost mezi body musí být 5 d až 10 d.

**Pozn.: Ke vzniku obrazu přispívají i difrakční (ohybové) jevy způsobující, že ideální bod se nezobrazí jako bod, ale jako poněkud rozmazaná malá ploška, tzv. Airyho kroužek (A. disk) (viz obr. na přednášce). Airyho kroužek tvoří obal okolo předmětového bodu, jehož světelnost k okrajům klesá; je to výsledek ohybu a interference světelných paprsků zobrazujících se na čočkách objektivu. Jsou-li body tak blízko sebe, že se jejich rozptylové kroužky zčásti překrývají, nebudou rozlišeny a budou zobrazeny v jeden bod.
Na závěr přednášky:

K dobrému mikroskopickému pozorování potřebujeme kvalitní mikroskop s kvalitní optikou, ale mějme na paměti, že:

· Mikroskopem pozorujeme obraz, který vytvořila určitá optická soustava a který je zpracován smyslovým receptorem a mozkem ve vjem.

· Informace o objektu (druh a množství podrobností) závisí jak na vlastnostech použité optické soustavy, tak na individuálních schopnostech pozorovatele.


S t a v b a   s l o ž e n é h o   s v ě t e l n é h o   m i k r o s k o p u
Optické části mikroskopu

Osvětlovací zařízení

Mechanické části mikroskopu

Optické části mikroskopu:

objektiv

okulár

optické filtry

hranoly

Optické části mikroskopu:

Mikroskop zobrazuje dvoustupňově:

1. Objektiv tvoří obraz předmětu v horní ohniskové rovině objektivu

(Obraz předmětu zvětšený, převrácený a skutečný, umístěný před ohniskovou rovinou objektivu, obraz vzniká za P´)

2. Obraz předmětu vytvořený objektivem zvětšujeme okulárem

V rámci konstrukce mikroskopu rozlišujeme optický interval mikroskopu a mechanickou délku tubusu. Optický interval mikroskopu (= optická délka tubusu): vzdálenost zadního ohniska objektivu od předního ohniska okuláru, zatímco mechanická délka tubusu: vzdálenost od dosedací plochy objektivu k dosedací ploše okuláru, u firmy Olympus a Nikon 160 mm; metalurgické mikroskopy 210 mm, anglické 250 mm. Mikroskop s nekonečnou optikou (s optikou korigovanou na nekonečno) má delší optickou osu, aby bylo možno do dráhy paprsků vkládat různá přídavná zařízení (např. fluorescenční hranoly, DIC hranoly...).

Obraz vytvořený objektivem se musí vytvořit v určité pevné vzdálenosti pod dosedací plochou okulárů, předmět leží ve stejné vzdálenosti od dolního okraje tubusu, tj. od dosedací plochy objektivu.

O b j e k t i v

je nejdůležitější součást optické soustavy, a tím i mikroskopu.

Je to čočka (soustava čoček), která je nejblíže k pozorovanému objektu (zcela nejblíže je čelní čočka). Soustavy čoček zajišťují korekce vad: sestava se skládá ze spojek (konvexní čočky) z korunového skla o nižším n a rozptylek (konkávní čočky) z flintového skla o vyšším n – olovnaté sklo).
Charakteristiky objektivu:

ohnisková vzdálenost (f)

vlastní zvětšení objektivu (M nebo Z)


volná pracovní vzdálenost (WD – working distance)


světelnost objektivu 


numerická (číselná) apertura (NA nebo A nebo N.A.)


rozlišovací schopnost objektivu (d)

hloubková ostrost

 Ohnisková vzdálenost ( f )  


- nad 20 mm – velmi slabé objektivy

- 6 – 15 mm – střední

- pod 5 mm – silné (čočka je silně vyklenutá)

Vlastní zvětšení objektivu ( M; někdy Z )


M = 250 / f  

- 250 = normální zraková vzdálenost (viz oko jako optická soustava v dodatcích)
- f = ohnisková vzdálenost; čím kratší ohnisková vzdálenost, tím větší zvětšení - platí ovšem že užitečné zvětšení objektivu (podrobněji viz později) je nejvýše 1 000 x NA

Prázdné zvětšení – nad mez užitečného zvětšení – nezobrazí se více detailů v preparátu.
Volná pracovní vzdálenost ( WD )

- vzdálenost krycího sklíčka od čelní čočky objektivu

Čím silnější objektiv, tím menší pracovní vzdálenost.

Světelnost objektivu

- nejvyšší schopnost zachytit co možná největší množství světla, které se účastní tvorby reálného obrazu

- důležitá je velikost otvorového úhlu (angulární apertura), který svírají dva krajní paprsky ohraničující světelný kužel paprsků a které přicházejí z určitého bodu do objektivu

- přímo úměrná NA2  (tj. jinak řečeno - jas roste s kvadraturou NA)

Pro fluorescenci jsou vhodné objektivy s velkou světelností.

Numerická (číselná) apertura (NA; N.A.; A)  (apertura = lat. otvor)
Nejdůležitější parametr, který rozlišuje objektivy se stejným zvětšením, ale s rozdílnými vlastnostmi

= vztah mezi otvorovým úhlem (α) a indexem lomu prostředí (n)

NA = n . sin α/2
α = vstupní úhel paprsků do objektivu (otvorový úhel)





n  = index lomu prostředí mezi objektivem a preparátem

Platí, že:

· α je vždy menší než 180°

· α/2 je menší než 90°

· čím vyšší NA, tím vyšší rozlišovací schopnost a větší zvětšení objektivu

Podle prostředí mezi krycím sklíčkem a čelní čočkou objektivu objektivy dělíme na:

- suché objektivy - NA < 1 (nejlepší 0,85 - 0,94)

- imerzní objektivy (homogenní olejové imerze) (časté označení HI nebo O1.imerse)

NA > 1

vodní n = 1,25; olejová imerze 1,40; bromnaftalénová 1,60; glycerolová – výhodná u křemenné optiky - 1,4 

Shrnutí: Numerická apertura má velký praktický význam:

1. určuje rozlišovací schopnost a hranice užitečného zvětšení mikroskopu

2. ovlivňuje světelnost mikroskopického obrazu

3. ovlivňuje hloubku ostrosti (čím vyšší NA, tím menší hloubka ostrosti)

Rozlišovací schopnost objektivu

= schopnost rozlišit dva vedle sebe ležící body ještě jako body samostatné

(nejmenší velikost předmětu, který ještě můžeme okem rozlišit, je 0,1 – 0,15 mm; u unaveného oka 0,3 mm i více!) 

- závisí na NA (objektivu i kondenzoru) a na vlnové délce, nezáleží na zvětšení objektivu
Co se týká numerické apertury, tak při stejném zvětšení objektivu a použití stejné vlnové délky světla, při 
NA = 0,2  je nejmenší vzdálenost mezi dvěma body 2,8 µm 



NA = 0,4:  1,4 µm



NA = 1,4:  0,39 µm (= 390 nm)

Nejvýhodnější z hlediska rozlišovací schopnosti je používání UV a modrého světla o kratší λ.

K zapamatování:

Obecně platí:  Nejmenší rozlišitelná vzdálenost dvou bodů v mikroskopu je o něco menší než polovina vlnové délky použitého světla.
Hloubková ostrost  (penetrační schopnost)

= vzdálenost mezi nejbližším a nejvzdálenějším místem preparátu, který je zobrazen ostře (jinak řečeno: schopnost současně zobrazit větší nebo menší počet rovinných vrstev předmětů)

- v obráceném poměru k NA (slabší objektivy mají větší hloubku ostrosti než silnější)

Přicloněním se hloubka ostrosti zvětšuje (sníží se NA kondenzoru)

Hloubková ostrost hraje důležitou úlohu při mikrofotografii.

Pro plynulé zvětšování objektu jednotlivými objektivy na revolverovém nosiči je důležitá tzv.  parfokální vzdálenost – je to vzdálenost od zaostřeného objektu k nosiči objektivů (dosedající ploše) a u firmy Olympus a Nikon je to 45 mm. Slouží k minimalizaci doostřování; pokud změníme zvětšení (tj. zařadíme silnější objektiv), doostřujeme pouze mikrošroubem a s makrošroubem již nehýbáme. 

Objektivy = soustavy čoček – čelní (frontální) plankonvexní, další čočky odstraňují různé optické vady (bývají ze skla korunového, flintového i kazivce (= fluoritu); nyní většinou speciální pryskyřice).

Dělení objektivů podle různých hledisek 

· suché a imerzní (ponorné)

· objektivy korekční pro přizpůsobení se různé tloušťce krycího skla (s kroužkem)

· objektivy s odpruženou přední částí - většinou u 63x, 100x (kvůli možnosti nárazu objektivu na krycí sklo)

· z hlediska korekce vad – viz níže
Základní typy objektivů z hlediska korekce vad (viz Tabulka níže):
Rozeznáváme:

- achromáty - korekce barevné chromatické vady pro světlo červené a modré, kombinují se s Huygensovými okuláry (označení H) - jeden až několik párů rozptylek ze skla flintového (vyšší n) a spojek ze skla korunového s nižším n
- planachromáty - dtto (tj. to samé) + odstranění sférické vady – vhodné pro mikrofotografii

- apochromáty – korekce pro světlo modré, červené i zelené, zorné pole vyklenutější – nevhodné pro černobílé mikrofoto, ale vhodné pro barevnou mikrofotografii a pro infračervené světlo

- semiapochromáty (některé čočky z fluoritu) – další zmenšení barevné vady

- planapochromáty – odstranění barevné vady + sférické vady + koma (vhodné pro mikrofoto) - jedny z nejkvalitnějších objektivů a také z nejdražších
Pozn.: Rozdíl mezi kvalitou achromatického objektivu a apochromatického je velký (i v ceně).

Snižování vad zobrazení: 

1. pomocí různě zakřivených čoček ze stejného nebo odlišného optického skla + volba jejich
    tlouštěk a vzájemných vzdáleností

2. použitím účelně dimenzovaných a uspořádaných clon

Úplné odstranění vad není možné.

 Základní typy objektivů s hlediska korekce vad:
	Typ objektivu:
	Korekce na:

	
	chromatickou vadu
	sférickou vadu
	astigmatismus

	achromát
	2 barvy
	1 barva
	ne

	apochromát
	3 barvy
	2 barvy
	ne

	planachromát
	zhoršení
	dokonale
	ne

	planapochromát
	ano
	ano
	ano


Další typy objektivů:

- monochromáty – pro použití světla o určité λ vhodné pro fluorescenční mikroskopy (fluorescenční objektivy jsou zhotoveny z křemenných čoček)

- reflexní objektivy (zrcadlové) - zobrazení je založeno na odrazu světelného paprsku 

– vhodné pro UV pozorování (výhody: velká pracovní vzdálenost, nevyskytuje se  chromatická vada, nejsou omezeny λ světla)


(soustava kulových a parabolických zrcadel, někdy kombinovaných s čočkami)

- CF-objektivy (chromatical aberration free; rovněž CVD objektivy – z něm. frei von chromatischer Vergrosserungsdifferenz) – zobrazují bez barevné vady zvětšení; patří mezi nejkvalitnější optické systémy

- širokoúhlé objektivy - označení W nebo WE (wide z angl.) nebo GF (Grossfeld z němčiny) – jsou to
            achromáty, planachromáty nebo planapochromáty

- HD – (Hell-Dunkelfeld z němč.) – pozorování ve světlém i temném poli

- UIS – firmy Olympus, objektivy s korekcí na nekonečno (umístění ohniskové roviny, kde se tvoří
            obraz z objektivu tak, aby se do chodu paprsků mohlo umístit přídatné zařízení)


Vlastnosti objektivů UIS2*: 

Vyšší NA → vyšší rozlišení



Korekce optických vad – Plan – všechny jsou PlanAchromat



UPlanSuperApochromat – nejkvalitnější objektivy

Mimořádně vysoká spektrální propustnost ve velmi širokém spektrálním pásmu  - od UV (od 340 nm) po IR → vynikající obraz



Podstatně snížená autofluorescence → pozorování i slabé fluorescence


- speciální objektivy – např. pro metodu TIRFM o vysoké NA (např. Olympus APO100XOHR, 
            NA 1,65) – viz str. 38
*Bezolovnatá skla nového typu (UIS2 - speciální umělé pryskyřice; fluorit už se od 70. let nepoužívá, protože se kazí; křemenná optika – používá se umělý křemen; pro laser se používají safírové čočky – drahé!, diamantové se nepoužívají). Použití UIS2 umožňuje snížení počtu hranolů pro DIC (Nomarski).

Přehled a charakteristiky objektivů u školního mikroskopu Olympus CHK2:
	
	Označení objektivu

	
	E A4
	E A10
	E A20
	E A40
	E A100

	NA
	0,10
	0,25
	0,40
	0,65
	1,25 oil

	délka tubusu/

použití krycího skla
	160/ -
	160/ -
	160/ 0,17
	160/ 0,17
	160/ -

	barevný kroužek

(pro rychlou orientaci zvětšení objektivu)
	červený
	žlutý
	zelený
	modrý
	bílý

	rozlišovací vzdálenost
	3,4 µm
	1,3 µm
	0,82 µm
	0,52 µm
	0,26 µm


Vysvětlivky značek na objektivu:

E  
= enlarge (z angl., = zvětšení)
A   
= typ odstraněné vady, v tomto případě achromát

4  
= zvětšení objektivu

0,10  
= NA objektivu

160   
= mechanická délka tubusu 160 mm

   
= mechanická délka tubusu neomezena (optika s korekcí na nekonečno)
   / -      
= preparát možno použít s krycím i bez krycího skla

   / 0 
= preparát bez krycího skla (hlavně metalurgické objektivy)

  / 0,17 = preparát nejlépe s krycím sklem o předepsané tloušťce 0,17 mm (jak bylo

                   předpokládáno při výpočtech korekcí optických vad objektivu)
Barevné označení pro použití určitého imerzního média - kroužek zcela dole u čelní čočky. U firmy Olympus:  černý = olejová imerze; bílý = vodní imerze (pozn.: poměrně drahý objektiv, označení "w" nebo "W"); oranžový = glycerinová imerze; žlutý = methylen jodidová imerze, červený = multi imerze (olej, voda, glycerin).
Další označení objektivů u firmy Olympus:

UIS = objektivy s korekcí na nekonečno

PC  = fázový kontrast

NC = No Cover – pro preparáty bez krycího skla

pol  = polarizační objektiv


O k u l á r     (z lat. oculus = oko; používaná zkratka pro tento text - OK)

= optická soustava, která zvětšuje obraz vytvořený objektivem

Hlavní části okuláru:

- 2 základní čočky: čočka očnicová (frontální) – blíže k oku, čočka sběrná (kolektivní) – blíže k objektu +  kruhová clona mezi čočkami, v jejíž rovině se tvoří obraz

- číslo zorného pole okuláru – umožňuje zjistit velikost (tj. průměr) předmětového pole (P), jehož obraz pozorujeme určitým okulárem (Olympus: CWHK 10x-T/18 L, kde číslo 18 je číslo zorného pole okuláru) 
Průměr předmětového pole (P) vypočítáme ze vztahu:


P = číslo zorného pole okuláru / Mobj . kt   [mm]

P = průměr předmětového pole 

číslo zorného pole okuláru - údaj na okuláru (viz výše, tj. 18)

Mobj  = zvětšení použitého objektivu

kt  = zvětšovací faktor tubusu (u Olympusu = 1)

Oko se při mikroskopování nachází v horním ohnisku okuláru.

Zvětšení okuláru je tzv. prázdné; zvětšuje jen obrázek zhotovený pomocí objektivu.
Typy okulárů:

- kompenzační okuláry - konstrukce okulárů tak, aby korigovaly vady objektivů 

- periskopické (periplanatické, orthoskopické) – zorné pole téměř rovné

- další speciální polarizační, spektroskopické, projekční …

- pankratický okulárový systém – plynulé zvětšování objektivního obrazu

- ukazovací okulár (označení U)

- měřicí okulár (M) – měřítko mezi sběrnou a oční čočkou 

Kroužek dioptrické korekce (většinou u levého okuláru; nutno upravit před mikroskopováním!!!)

Označení okulárů:

 A


= obecný okulár bez barevné vady velikosti

AK
= obecný okulár s kompenzačním účinkem (má opačnou barevnou vadu   
velikosti než objektiv, takže ji vyrovnává)

P
= planokulár bez barevné vady velikosti, širokoúhlý

Pk
= planokulár s kompenzačním účinkem

MF-projektiv
= projektiv určený pro mikrofotografii, nevhodný pro vizuální 
pozorování

MF-projektiv K
=  dtto s kompenzačním účinkem

GF* nebo W* nebo WE  = širokoúhlý okulár (můžeme vidět větší část preparátu)

H
= tzv. vysoký oční bod (High eypoint) – výhodné pro lidi s brýlemi, které mohou, ale nemusí používat

O 
= ortoskopický (odstraněno zkreslení pole - distorze)

K
= kompenzační okulár

P
= periplanatický okulár u dřívějších výrobcích firmy Meopta, užívaný v                                                                                     polarizační mikroskopii

* GF = gross field; W = wide field 

Nejčastěji se používá tzv. Huygensův okulár [hajchenzův] – obecný typ, nekoriguje zvětšení, obrazové pole má zklenuté, vhodný pro práci se středně silnými achromáty při vizuálním pozorování (viz školní mikroskop CHK-2), nevhodný pro mikrofotografii. 

Kvalitní okuláry mají obrazovou rovinu uvnitř okuláru.

POZOR! 

Objektivy a okuláry u určitého mikroskopu se navzájem doplňují, aby vady zobrazení 
u čoček byly co nejmenší. Nekombinujeme je tedy od různých výrobců.


Celkové zvětšení mikroskopu ( M ) vypočítáme z následujícího vztahu:

          

D . 250

M = -------------------



 f1  .  f2
D 
= optická délka tubusu (tj. vzdálenost zadního ohniska objektivu (F´) od předního ohniska okuláru, tzv. optický interval) (časté značení Δ)
250  
=  normální zraková délka nebo také konvenkční (250 mm)

f1   
= ohnisková vzdálenost objektivu (v mm)

f2 
= ohnisková vzdálenost okuláru (v mm)

V praxi:    Celkové zvětšení mikroskopu je rovno součinu zvětšení okuláru a objektivu.

Užitečné zvětšení mikroskopu
U každého objektivu můžeme stupňovat celkové zvětšení mikroskopu použitím silných okulárů jen po určitou mez. Toto užitečné zvětšení (Z), souvisí s rozlišovací schopností lidského oka (tj. 0,15 mm) a odvozuje se od hodnoty numerické apertury objektivu. Výpočet provedl již Ernst Abbe.

Hodnotu užitečného zvětšení si odvodíme ze vztahu:

                                                0,15 mm                                                 λ

Z =                   ,        přičemž     d = 0,61.                           
λ bílého světla = 0,00055 mm

                                                       d                                                   NA obj                     d = rozlišitelnost objektivu

Pro užitečné zvětšení mikroskopu tedy platí:        Z = 500 . NA  až  NA . 1 000

(např. u objektivu 100x (imerze) na školním mikroskopu CHK2  s NA = 1,25 ….. Z =  625 až 1 250x)

Celkové potřebné zvětšení M se přibližně rovná 500 x NA objektivu – platí pro objekty se středním kontrastem; u vysoce kontrastních objektů může být M rovno až 1 000 x NAobj . 

Největší užitečné zvětšení je tedy při použití největších objektivů s vysokou NA (imerzní objektivy):  1 200 – 1 500x.

Prázdné zvětšení, při použití okulárů 20x nebo 30x, tj. 2 000 – 3 000x, neumožňuje rozlišení dalších podrobností, jen se zvětší stávající detaily (viz dodatečné zvětšení fotografie), nepřináší o objektu žádné další informace a obraz objektu je méně ostrý.


O p t i c k é   f i l t r y

Základní jsou matné skleněné filtry různé hustoty, které slouží k vytvoření rovnoměrně osvětleného zorného pole o vhodné světelnosti.

Rozlišujeme dvě skupiny filtrů:

absorpční – filtry z barevného skla – vyrábí se přidáním pigmentu do skla; jsou propustné pro část světla díky absorpci světla. Např. fialový filtr absorbuje zelené složky a selektivně propouští modré a červené světlo, a tak vytváří fialovou barvu skla.

interferenční – vyrábí se pomocí vakuového napařování; k filtraci různých vlnových délek využívají interferenci světla na rozhraní vrstev s různými indexy lomu; tyto filtry odrazem a vícenásobnou interferencí potlačují nežádoucí vlnovou délku
Dále existují:

polarizační filtry - speciální filtry z dvou vrstev plastických materiálů, mezi nimiž jsou krystaly mikroskopických rozměrů látky, v praxi např. molekuly herapatitu (perjodid síranu chininového) (Pozn.: polarizační filtr ve fotografii se používá k focení např. vodní plochy)

světle modrý filtr – mění žárovkové světlo v denní, které je pro oko příjemnější (žárovky totiž vyzařují i červené světlo, které je pro oko nevhodné)

žlutozelený interferenční filtr se používá ve spojení s achromáty - propouští jen světlo těch (tj. červené a modré), pro které jsou objektivy korigovány

filtry pro fluorescenci – excitační a bariérové, dichroické – propouští jen určité vlnové délky 

Filtry jsou důležité i pro použití v mikrofotografii: zlepšení kvality zejména černobílých snímků

H r a n o l y

- doplňky optických systémů, většinou tvar rovnostranného trojúhelníka. Jejich hlavní funkcí je změna chodu paprsků pod různými úhly nebo rozdvojení paprsků.
Hranoly využívají při své funkci úplného odrazu, jevu, který nastává při průchodu světla z prostředí opticky hustšího (tedy hranolu) do prostředí opticky řidšího (tedy okolního vzduchu). Světlo se láme od kolmice a podle Zákona odrazu vlnění (Snellův zákon) s rostoucím úhlem dopadu světla roste i úhel jeho odrazu. Při mezním úhlu dopadu dosáhne úhel odrazu takové velikosti, kdy lomený paprsek splývá s rozhraním mezi prostředími. Při úhlech dopadu větších než mezní úhel pak světlo do druhého prostředí vůbec neproniká, od rozhraní se odrazí a zůstává v prostředí opticky hustším.

Mezi hranoly patří i nikol (= hranol z islandského vápence sloužící k polarizaci světla) nebo dichroické zrcadlo používané ve fluorescenční mikroskopii, či Wollastonovův hranol u metody DIC (diferenciální interferenční kontrast).
S v ě t l o v o d n á   v l á k n a

- vedou světlo po své trajektorii díky úplnému odrazu paprsků uvnitř vlákna. Uvnitř skleněného vlákna je opticky hustší prostředí a na okrajích opticky řidší; kvůli ztrátám světla při vedení světla je třeba použít dostatečně silný světelný zdroj.
Využití: osvětlení objektu při preparační mikroskopii pomocí tzv. husích krků, endoskopy v lékařství, optické kabely vedoucí informaci, světlovody (zařízení k osvětlení místností bez slunečního světla) …

Osvětlovací zařízení u mikroskopu:

zdroj světla

kondenzor
clony

zrcadlící systémy (vedou světlo do optické osy mikroskopu)

Z d r o j    s v ě t l a   pro mikroskopii

denní světlo (nestálá barva a intenzita) (POZOR! - u přímého slunečního světla pozor na poškození očí; denní světlo – jeho červená složka je nevhodná pro oči, škodlivé jsou ultrafialové a modrofialové paprsky)

60 – 100 W žárovky z mléčného skla (používání namodralého kobaltového filtru – změna spektra žárovky na denní)

halogenové žárovky a lampy (větší výkonnost - světelný výkon 4x větší než klasická žárovka)

LED diodové osvětlení (životnost až 50 000 hod)

vysokotlaké rtuťové výbojky - pro UV  (zvláštní napájení ze samostatného zdroje)

vláknová optika

lasery (viz např. laserová konfokální mikroskopie, superrozlišovací metody)

Halogenová žárovka

      V mikroskopu se používá jako zdroj světla halogenová žárovka, která má větší světelný výkon a větší teplotu barvy než běžná wolframová žárovka. Světelný výkon halogenové žárovky je asi čtyřikrát větší. Při konstantním napětí je světelný výkon a teplota barvy stabilní po celou dobu životnosti žárovky. Tento zdroj světla je obzvlášť vhodný pro mikrofotografování. 

Upozornění 

1. U osvětlení mikroskopů nepoužívat příliš nízké napětí; použít napětí 6 V a více. 

2. Při výměně žárovky se nedotýkat povrchu baňky holýma rukama. Pokud je baňka žárovky znečištěna otisky prstů nebo jinou nečistotou, vyčistit ji pomocí alkoholu. 

Led světlo vzniká v oblasti p-n přechodu polovodičového materiálu (často krystaly galium arsenidu). Atomy se vybudí průchodem elektrického proudu přes p-n přechod. Název ledka vznikl počeštěním zkratky slov Light Emitting Diode. V současnosti nahrazuje tradiční osvětlení žárovkami nebo halogenovými zdroji. Při krátkodobém přerušení práce s mikroskopem se led žárovka nemusí vypínat.
Lasery tvoří aktivní prostředí (u polovodičových ledky, u plynových výbojky, u eximerových chemické reakce) a dále optický rezonátor vyvolávající stimulovanou emisi fotonů. U všech výše uvedených zdrojů jde o spontánní (náhodnou) emisi fotonů. Název laser je zkratka slov Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation. Laserové osvětlení se v mikroskopii využívá u speciálních fluorescenčních metod (konfokální mikroskopie, …)

K o n d e n z o r

= soustava čoček (o krátké ohniskové vzdálenosti), která soustřeďuje paprsky tak, aby bylo dokonale osvětleno celé zorné pole. Kondenzor je zasazen do objímky pod stolkem mikroskopu.
Obvykle má 3 čočky: 1. a 2. - v podstatě obrácený objektiv s plankonvexní čočkou nahoru (průměr čoček větší s krátkým ohniskem, barevná a kulová vada neodstraněna), 3. čočka slouží k soustředění světla na objekt. Kondenzor je opatřen irisovou clonou (kondenzorová clona), kterou můžeme měnit jeho numerickou aperturu. Numerická apertura kondenzoru má být shodná s aperturou objektivu (NA kondenzoru je úhel, pod kterým vidíme aperturu objektivu).
U pankratického kondenzoru můžeme aperturu plynule měnit od 0,16 do 1,4 posuvem čoček ve shodě s použitým objektivem. 

Pro speciální metody zvyšující kontrast, jako např. fázový kontrast, fluorescence, zástin, polarizace, používáme speciální kondenzory k tomu určené. Při použití různých typů kondenzorů často využíváme jejich umístění na revolverovém úchytu.

C l o n y
- důležitá součást osvětlovací soustavy - regulují množství světla přicházejícího do mikroskopu. Těsně za zdrojem světla bývá umístěna kolektorová čočka, která soustřeďuje paprsky z něj vycházející do jednoho svazku. Polní clona, nacházející se hned za zdrojem světla, přímo ovlivňuje šíři světelného svazku a tedy i to, jak velká část preparátu je osvícena a viditelná. Druhá clona - irisová (aperturní, kondenzorová) clona - je umístěna ve spodní části kondenzoru. Slouží k úpravě úhlu, který svírají paprsky při vrcholu světelného kužele. Při otevřené cloně, tedy velkém úhlu paprsků, dosáhneme lepšího rozlišení a světelnosti, ale dochází k poklesu kontrastu a snižuje se hloubka ostrosti. Naopak přivřením clony vzroste hloubka ostrosti a kontrast, ale obraz je méně zřetelný. Ideální otevření irisové clony je tak, aby světlo proudilo do asi 2/3 zorného pole objektivu.

Cloněním tedy ovlivňujeme: 

kontrast 

hloubku ostrosti 

rozlišení podrobností

a jas

Tyto parametry však nelze nastavit samostatně - viz tabulka níže.
   Parametry mikroskopického obrazu v závislosti na otevření aperturní clony:

	Aperturní clona kondenzoru
	Kontrast
	Hloubka ostrosti
	Rozlišení
	Jas

	zcela otevřená
	malý
	malá
	velké
	velký

	zcela zacloněná
	velký
	velká
	malé
	malý


Optimální nastavení aperturní clony kondenzoru je 70 - 80 % numerické apertury objektivu. Světelnost (jas) neregulujeme pomocí aperturní clony, ale pomocí matných filtrů nebo snížením proudu v žárovce (regulátorem osvětlení).

Kőhlerovo osvětlení (více viz CVMIK – cv. 1.) – při tomto osvětlení zobrazuje kondenzor clonu zdroje světla (polní clonu) do předmětové roviny objektivu a irisová  clona (kondenzorová) reguluje světelný tok tak, že je osvětleno pouze zorné pole mikroskopu (u mikroskopů s osvětlovacím zařízením v noze stativu, jako je školní mikroskop CHK2, je tento princip již uplatněn). Správné nastavení K. osvětlení je nutné dodržet při metodě DIC (Nomarski), jinak tato metoda nefunguje.

Pamatovat:  

Nejlepší rozlišení u mikroskopu nastává, pokud NAobj = NAkond .
(pokud NA kondenzoru je nižší, tak zúžíme kužel světla vrhaného kondenzorem na objekt pomocí irisové clony kondenzoru)
Pomocí clonění ovlivňujeme výsledný kontrast obrazu pozorovaného objektu:

Při nadměrném přiclonění vznikají kolem struktur světlé lemy (výsledek ohybu světla) a jsou

zobrazeny nečistoty v různých výškách média (hloubka ostrosti je větší). Nedostatečné přiclonění

má za následek přesvětlení objektu a zmenšení kontrastu a hloubky ostrosti. Při přesvětlení se

pozorovaný (málo kontrastní) objekt stává neviditelný!
Platí zásada, že pro každý objektiv upravujeme aperturu (irisovou clonu) kondenzoru zvlášť !!!

Mějme dále na paměti:

Špatné osvětlení preparátu → častá příčina nekvalitního obrazu!!!


Mechanické části mikroskopu

stativ

tubus

zaostřovací zařízení

stolek 

Stativ 

podstavec (stabilní) se zabudovaným osvětlením

nosič tubusu

ovládací šrouby posunů

možnost zabudování různých filtrů do nohy stativu

Tubus

trubice spojující objektiv a okulár

normalizovaná mechanická délka je 160 /Olympus, Nikon) nebo 170 mm (u anglických mikroskopů 250)

délku tubusu je třeba dodržovat (u fototubusu: pozor na jeho dodatečný zvětšovací faktor)

revolverové zařízení k rychlé výměně objektivů

u některých mikroskopů - sáňkové měniče objektivů – pro speciální účely a na mikrofotografii

monokulární (přímý anebo šikmý)

binokulární (rozděluje svazek paprsků, stavitelný oční rozestup, dioptrické doostřování jedné okulárové hlavice)

Zaostřovací zařízení

šroub pro hrubý posun (makrošroub)

šroub pro jemný posun (mikrometrický; mikrošroub) – je zde i měřítko s údaji o velikosti posunu, které slouží k měření tloušťky preparátů

Stolek mikroskopu

křížový stolek + vodič preparátů (sáňkové zařízení pro posun dvěma směry, tzv. koaxiální posun)

kruhový stolek – otočný (např. u polarizačních mikroskopů)

často po stranách stolku jsou umístěny měřítka k určení souřadnic horizontální polohy sledovaného detailu v preparátu


P O Z O R O V A C Í   M E T O D Y   Z V Y Š U J Í C Í   K O N T R A S T 

(schémata, nákresy a obrázky viz přednáška)

Základní mikroskopickou technikou je pozorování ve světlém poli.

Světlo z kondenzoru prochází vzorkem a vstupuje do objektivu. Objekty pak vidíme díky tomu, že jsou schopny zeslabovat intenzitu procházejícího záření. Tato metoda je vhodná pro objekty buď zcela nepropustné, nebo alespoň barevné.

Buněčné struktury za živa bez barvení jsou velmi špatně pozorovatelné, protože mají malý kontrast* v důsledku obsahu více než 70 % vody. Dobře sledovatelné jsou pouze kontrastní metabolity, příp. některé složky organel – pigmenty, chlorofyl.

Zvýšení kontrastu barvením – vyžaduje usmrcení (fixace) objektu → možnost vzniku artefaktů.

* kontrast = poměr rozdílu mezi jasem objektu a jasem pozadí k jasu tohoto pozadí
Pozorovací metody a techniky zvyšující kontrast umožňují pozorování buněčných struktur a pochodů v nich "in vivo". Jsou to především:

temné pole neboli zástin (využití ohybu světelných paprsků)

fázový kontrast (zvýšení kontrastu pomocí fázových destiček)

polarizační mikroskopie (polarizace světla hranolem n. polarizačním filtrem)

kombinace různých fyzikálních principů (Hoffmanův modulační kontrast, Nomarského diferenciální interferenční kontrast)

holografická mikroskopie (záznam vlnového pole modulovaného vyšetřovaným předmětem)

využití různých zdrojů vlnové délky (mikroskop infračervený, fluorescenční, rentgenový,

 laserový)
konfokální mikroskop 

Všechny typy pozorování zobrazují celý objekt najednou, veškeré jeho body zároveň – na rozdíl od konfokálního mikroskopu, který vytváří obraz bod po bodu (podobně jako rastrovací elektronový mikroskop) a celkový obraz skládá počítač. Specifický v tomto směru je i holografický mikroskop – pozorovaný objekt je možno posléze rekonstruovat na základě pořízeného záznamu vlnového pole.
T e m n é   p o l e   ( z á s t i n )

Princip: 

Primární záření (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 osvětlen pouze šikmo dopadajícími světelnými paprsky, které se od něj odrážejí, lámou a ohýbají se na něm. Pokud nemáme kardioid, tak podobný efekt získáme pomocí mince příslušného průměru položené na zdroj světla (kondenzor).

Výsledek: objekt se jeví jako zářící na temném pozadí.

Nutno je použít silný světelný tok, čisté médium v preparátu, tenká podložní skla, vhodný objektiv (lépe o menší NA). Pro toto pozorování je výhodné, pokud se kondenzor spojí s podložním sklem preparátu imerzním olejem.

Využití: 

- možnost pozorování i velmi drobných částic nebo organismů (mitochondrie, centrioly, lyzozómy, peroxizómy, protozoa (prvoci) a bakterie).

F á z o v ý   k o n t r a s t   

Slouží k zvyšování kontrastu nebarvených preparátů.

Objev: 1935 holandský fyzik Frits Zernike (cernik; Nobelova cena 1953 za fyziku)

Zbarvené preparáty pohlcují část jimi procházejícího světla, získáme tzv. absorpční obraz. Mění se amplituda vln (intenzita světla), zatímco fáze zůstává nezměněna

Nezbarvené preparáty (např. živé buňky) jsou pro světlo téměř všude prostupné. Kvůli různé optické hustotě ale lámou nestejně světlo - v tomto případě získáme obraz refrakční. Jeho amplituda je nezměněna, ale fáze naopak posunuta. Ovšem malé fázové rozdíly naše oko nerozezná, a objekty se proto v mikroskopu jeví jako bezstrukturní.

Podstatou fázově kontrastního zařízení je, že převádí pro nás neviditelné fázové rozdíly na rozdíly amplitudové, které rozeznáváme (tj. optickou tloušťku mění na jas). Ke změně amplitudy (tj. intenzity) světla dochází i na základě interference mezi difraktovaným (ohybovým) zářením a nedifraktovaným zářením, která procházejí vzorkem.

Zařízení fázového kontrastu v mikroskopu: 
speciální fázové kondenzory 
- řada kondenzorových fázových clon na otočné desce

                               

- pro každý objektiv zvláštní prstencovitá clona v kondenzoru 

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

pomocný mikroskop (teleskop, vizír) vkládaný na místo pravého okuláru

středící klíče pod kondenzorem k seřizování fázových clon v kondenzoru a objektivu

žlutozelený filtr k využívání monochromatického světla, protože oko je nejcitlivější na žlutozelenou barvu – vlnová délka 550 nm); umisťuje se pod kondenzor; nejčastěji interferenční filtr

Umístění fázových clon v mikroskopu:

První clona se dává do přední ohniskové roviny kondenzoru - je to clona ve tvaru úzkého mezikruží, (dovolující průchod světla ze zdroje jen tímto mezikružím).

Druhá je umístěna v objektivu v místě, kde se tvoří ohybové spektrum - tzv. fázová destička* (má tvar mezikruží), která zajistí posun fáze světla obrazu světelného zdroje (tj. 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, zajišťujícím požadovaný fázový posuv o ¼ vlnové délky, tedy o maximální amplitudu; na dielektriku je nanesena  i  kovová  vrstva 
k dosažení potřebné amplitudové propustnosti.

Obě clony (tj. v rovině kondenzoru a objektivu) se seřizují do zákrytu pomocí středicích klíčů. 

V nezbarveném preparátu jsou přítomny částice (kapky, zrna ...) vykazující různý lom světla, a ten způsobí, že se procházející světelné paprsky 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 je dosaženo intenference paprsků, a tím získáme kontrastní obraz.

Rozlišovací schopnost při použití fázového kontrastu je vyšší než u normálního světelného mikroskopu; dosáhneme rozlišovací schopnosti až 100 nm.

Podle způsobu zobrazení objektu rozlišujeme různé typy fázového kontrastu:
Pozitivní (označení jako tmavý neboli dark fázový kontrast) a negativní fázový kontrast (světlý, bright fázový kontrast)

	Pozitivní fázový kontrast

	Negativní fázový kontrast

	fázová maska posunuje fázi nedifraktovaného záření o ¼ vlnové délky dopředu
	fázová maska zpožďuje fázi nedifraktovaného záření o ¼ vlnové délky

	tlustší části objektu jsou tmavé, tenčí světlé
	tlustší části objektivu jsou světlé, tenčí tmavé

	objekt vidíme tmavší na světlém pozadí
	objekt se jeví světlý na tmavém pozadí


Využití: 

- 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 …) 

- videozáznam (filmový záznam) buněčných pochodů

- rychlé diagnostické metody v mikrobiologii a parazitologii

Nevýhoda:

Existence "halo" efektu, tj. artefakt (= jasně zářící rozhraní mezi objektem a okolním prostředím vznikající v důsledku lomu světla na strukturách s velkým indexem lomu; je způsoben posunem obrazu kondenzorové clony mimo fázovou masku objektu). 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.
K odstranění tohoto halo efektu byl vyvinut tzv. anoptrální mikroskop, u něhož je fázová clona nahrazena prstencem s velmi malou propustností pro světlo (saze) a kterým můžeme sledovat i vnitřní struktury buněk s velkým indexem lomu (kvasinky, spory, vajíčka; mikroskop: Apodizovaný fázový kontrast firmy Nikon – modifikace verze fázového kontrastu).

Různé firmy (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.

P o l a r i z a č n í   m i k r o s k o p i e

Polarizační mikroskopie je pozorovací metoda kombinující světelný mikroskop a polarimetr, která se používá k pozorování vzorků s opticky aktivními oblastmi (tj. anizotropní).

Princip: Polarizace světla hranoly nebo polarizačními filtry. Světelný paprsek kmitá rovnoměrně na všechny strany ve směru kolmém na osu šíření (A, C), kdežto polarizované světlo kmitá jen v jedné rovině (B, D1 , D2), přičemž roviny vlnění jsou na sebe kolmé (viz schéma níže). 
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(obr. Pazourek, 1975)
Efektu polarizace v polarizačním mikroskopu je dosaženo pomocí dvou polarizátorů, které jsou vloženy do toku světelných paprsků. Před kondenzorem je první polarizátor (nejčastěji Nikolův hranol*), za objektivem (pod okulárem) analyzátor (nejčastěji polarizační filtr**). Jsou-li roviny polarizace obou filtrů k sobě rovnoběžné, světlo jimi normálně prochází a zorné pole mikroskopu je světlé, jsou-li na sebe kolmé (zkřížené – tj. v základní poloze), světlo analyzátorem neprojde a zorné pole je tmavé. Vzájemným mechanickým natáčením polarizátorů vzniká efekt polarizace světla. 
*  nikol = zvlášť upravený krystal islandského vápence (krystalový polarizátor)
** polarizační filtr (polaroid) = speciální filtr z dvou vrstev plastických materiálů, mezi nimiž jsou mikroskopické krystalky anizotropní látky, obvykle perjodidu síranu chininového, tzv. herapatitu, se strukturou dlouhých vláken orientovaných jedním směrem; vykazují dvojlom a dochází v nich k různé absorpci různě polarizovaných paprsků. Pokud krystalky prochází světlo, jehož vektor E je orientován shodně s dlouhými osami molekul, pak světlo projde. Pokud je vektor E procházejícího světla orientován jinak, pak je toto světlo plně pohlceno.
U pozorovaných struktur záleží, jaký mají index lomu: izotropní (jednolomné) zůstávají při zkřížených filtrech tmavé, anizotropní (dvojlomné) jsou světlé, protože stáčí rovinu polarizovaného světla. Paprsek, procházející takovýmto vzorkem, se totiž rozdělí na dva (řádný a mimořádný), jejichž roviny kmitání jsou na sebe kolmé. Zkřížením analyzátoru s prvním polarizátorem lze odstínit původní světlo z osvětlovací soustavy a pozorovat pouze mimořádné paprsky. Při zkřížených polarizátorech (kdy je trvale temné pole) při otáčení preparátem s dvojlomnou strukturou o 360° preparát při určitém úhlu 4x zasvítí a 4x pohasne (stejný efekt nastane i při otáčení pomocí polarizátoru). Jednolomná struktura zůstane při jakékoliv poloze polarizátorů temná.

Pro pozorování je nutná temná místnost a silný zdroj světla, protože do oka pozorovatele se dostává jen ¼ světla ze zdroje.

Využití principu polarizace: 

Metoda se využívá pro pozorování určitých buněčných struktur vykazujících jednolom nebo dvojlom (jedná se především o lineárně uspořádané buněčné a krystalické struktury) - např. buněčná stěna rostlinných buněk, jaderná membrána, dělicí vřeténko, škrobová zrna, fibrilární struktury kolagenu a elastinu, uspořádání kontraktilních myofibril žíhané svaloviny, tonofibril, krystalické inkluze. 

Pomocí polarizace získáme představu o orientaci základních strukturálních složek buněčné cytoplazmy.

Hlavní využití polarizace je v metalografii a v krystalografii (geologii).

I n t e r f e r e n č n í   m i k r o s k o p i e

Princip: 

Rozklad a znovuspojení světelných paprsků procházejících objektem a nezávisle na objektu.

Při tomto způsobu pozorování se využívá polarizovaného světla, jehož každý paprsek se dělí na dva koherentní paprsky – jeden prochází objektem, kde se mění jeho fáze, druhý prochází beze změny mimo objekt. Po průchodu preparátem a objektivem se oba svazky opět spojí do jediného. Projdou-li paprsky preparátem (fázovým objektem), vznikne mezi oběma svazky rozdíl fáze, způsobený strukturou fázového objektu. Následkem toho nastane ve spojeném svazku interference světelných vln, která obecně způsobí změny v amplitudě vlnění. Tak vzniknou kontrasty optické hustoty, což se projeví zviditelněním fázového objektu (který byl původně průhledný). Vlnový rozdíl (změna fáze) vzniká tím, že paprsky procházející opticky hustším prostředím (např. buněčnou stěnou) se opožďují za paprsky procházejícími prostředím s menší optickou hustotou (např. cytoplazmou, vodou). 

Při použití monochromatického světla pozorujeme světlé a tmavé interferenční pruhy; v případě celého spektra (bílé světlo) vznikají pruhy různě barevné vlivem interference různých vlnových délek.

Využití:  

- získáme kontrastní barevné až plastické pozorování živých tkání 

- použití i ke kvantitativnímu měření (tzv. mikrointerferometrie) – např. stanovení obsahu vody ve tkáni, měření tloušťky mikroskopických objektů a indexu lomu buněčných složek.
Výhodou oproti fázovému kontrastu je, že zde není „aureola“ (halo efekt).

N o m a r s k é h o   d i f e r e n c i á l n í   
i n t e r f e r e n č n í   k o n t r a s t        (Nomarski D I C)
1955 - George Nomarski (narozen v Polsku, působící ve Francii)

Tato metoda zvýrazní velmi malé výškové rozdíly na povrchu vzorku, které nejsou viditelné v procházejícím světle. Rozdíly se projeví jako 3rozměrné. Při tomto typu mikroskopického pozorování se využívá polarizace světla ve dvou polarizačních hranolech (polarizátor a analyzátor) a fázový posun vznikající ve dvou dvojlomných hranolových děličích tzv. Wollastonova typu.
Chod paprsků:

Před vstupem do kondenzoru je světlo lineárně polarizováno prvním hranolem (polarizátorem - viz P ve schématu na přednáškách) a prochází prvním hranolovým děličem Wollastonova typu (1.), dále přes kondenzor do preparátu a následně do objektivu. První Wollastonovův hranol dělí původně lineárně polarizované světlo na dvě vzájemně kolmo polarizované složky (paprsek řádný a mimořádný) vystupující z něj různým směrem. Obě složky pak procházejí preparátem trochu jiným místem, a tedy je každé z nich i jinak pohlcováno nebo lámáno. V zadní ohniskové rovině objektivu vznikne pak zvětšený rozdvojený obraz předmětu, protože při průchodu obou paprsků došlo k velmi malému posunu obrazu (řádově jen desetiny µm, méně než rozlišovací mez). Tento posun však může být v důsledku různé tloušťky částmi preparátu různý, což je způsobeno různými fázovými rozdíly mezi řádnými a mimořádnými paprsky. Těsně za zadní ohniskovou rovinou objektivu je umístěn  druhý W. hranol (tzv. kompenzační,  2.), jehož úkolem je učinit fázový rozdíl řádného a mimořádného paprsku stejný v celé ploše hranolu. Tento rozdíl lze měnit posouváním hranolů vůči sobě. Druhý polarizátor (analyzátor; A) vytvoří podmínky pro vzájemnou interferenci vzájemně posunutých obrazů. Projeví se tak (ve formě různé intenzity světla) případné fázové posuny, vznikající průchodem různě hustého prostředí v pozorovaném objektu (buňce).
Nevýhody: Některé výrazně odlišné prostorové reliéfy objektů se mohou projevit prakticky shodnými reliéfy. U biologických preparátů se však optický reliéf zpravidla dostatečně shoduje s reálným prostorovým reliéfem. Pro DIC je typická velmi malá hloubka ostrosti (0,25 mm), což se přičítá efektu interference, pro niž se podmínky prudce mění při přeostření o zlomky vlnové délky. 

Nomarského metodu nelze využít pro pozorování objektů v plastových nádobkách, protože plasty depolarizují světlo.

Výhody: Velkou předností DIC je, že obrazy zkoumaných objektů jsou bez rušivého „halo“, typického pro fázový kontrast. DIC umožňuje lepší kontrast zobrazení jemných fázových struktur objektu než fázový či Hoffmanův kontrast (viz níže). 

Nomarského metodu lze také realizovat při horním osvětlení nebo při fluorescenčních měřeních. V kombinaci s infračerveným osvětlením ji lze použít i pro vizualizaci těl a výběžků neuronů v živých mozkových řezech. 

Je to vhodná metoda i pro pozorování silných, nebarvených preparátů (tlustších než 5 µm).

POZOR! Objekty v režimu DIC se nemohou proměřovat, protože v podstatě nedostáváme reálné hodnoty velikosti objektu.

H o f f m a n ů v   m o d u l a č n í   k o n t r a s t  ( H M C )
Princip:

Toto pozorování je vlastně zdokonalená verze šikmého osvětlení preparátu.
V přední ohniskové rovině kondenzoru je mimo optickou osu mikroskopu umístěna štěrbinová apertura. V místě jejího obrazu v zadní ohniskové rovině objektivu se pak nachází maska (modulační destička, modulátor, objektivová maska) blokující volný průchod světla objektivem a skládající se ze tří zón o různé propustnosti. Vrstva ležící v místě obrazu kondenzorové štěrbiny má 15% propustnost světla, na jedné straně od ní je absorbující plocha, která nepropouští světlo vůbec, a na druhé straně je plocha pro světlo zcela propustná (viz obr. na přednáškách). 

Záření ze štěrbiny zdroje, které prochází oblastí vzorku s gradientem optické tloušťky, se odchýlí od původního směru a obraz, který vytvoří v objektivu, bude posunutý vzhledem k zóně masky s 15% absorbancí, takže dopadne na zcela absorbující nebo zcela propustnou plochu. Tak dojde ke ztemnění nebo zjasnění příslušného místa v mikroskopickém obraze. Vzhled obrazu závisí na orientaci gradientu optické tloušťky objektu vzhledem ke štěrbině. Rovnoběžné gradienty se neprojeví.

Výsledek pozorování budí dojem šikmo osvětleného reliéfu a je velmi podobný Nomarského DIC. Potřebné komponenty jsou levnější (mezi biology se mu říká "chudák Nomarski"), a protože nevyžaduje polarizované světlo, lze jím pozorovat i objekty na dvojlomných podložkách (plastikové misky). Mezi biology nemá však jeho používání takovou tradici jako DIC.

I n f r a č e r v e n é   s v ě t l o  ( IČ, angl. IR )

Princip: 

Použití světla o delší vlnové délce (λ ( 750 - 1 100 nm) než je světlo viditelné, které snadněji proniká hmotou. Oko na tuto vlnovou délku není citlivé.

Předpoklady: 

zdroj světla: wolframová žárovka (běžné žárovky, halogenky)

optika mikroskopu: běžná skleněná, často zrcadlová

registrace obrazu: speciální detektory (dříve senzibilizovaná fotografická vrstva (fotomateriál senzibilizovaný pro IR - např. kryptocyanin) 

Využití: 

- k pozorování málo průhledných objektů (studium chitinových blan hmyzu, schránek korálů, rostlinných zdřevnatělých pletiv, vyvíjejících se vajíček, stříbrem impregnovaných nervových tkání aj.)

- aplikace na objekty přirozeně červeně zbarvené

- k pozorování objektů barvených barvivy zachycující IČ paprsky (kryptocyanin, neocyanin)

Infračervené světlo se dá využít i pro kvantitativní měření.


Využití ultrafialového spektra

Dřívější využití světelných mikroskopů v biologii spočívalo hlavně v pozorování a popisu buněk nebo jejich výrazných struktur. Rozvoj fluorescenční mikroskopie umožnil lokalizovat v biologických systémech i jednotlivé makromolekuly. Zkracováním vlnové délky použitého světla se zvyšuje i rozlišovací schopnost oka. (Pozn.: pod 400 nm lidské oko není citlivé, pod 350 nm sklo už nepropouští)

F l u o r e s c e n č n í   m i k r o s k o p i e

Historie objevu fluorescence: 

1910 - August Kőhler - pozorování fluorescence pomocí ultrafialového spektra u mnoha preparátů
1911 - Carl Reichert - název “fluorescence” od fluoritu (= kazivec)

1913 - první mikroskop s UV excitací
1932 - Edward Singer – současná konstrukce fluorescenčních mikroskopů
Princip fluorescence:

= atomy nebo molekuly určitých látek absorbují kvanta vyšší energie (UV záření) a tuto energii opět vydávají v podobě světelného záření o větší vlnové délce; říkáme, že látky fluoreskují. Záření je vysíláno ihned po vybuzení (excitaci) atomů nebo molekul a odeznívá během asi 10-8 sekundy. 

Stokesovo pozorování, Jablonského diagram.

(1) Světlo (foton) nese energii, kterou jsou schopny absorbovat elektrony v orbitalech
            kolem jádra atomu.

(2) Absorbce energie vede k vyšší pohyblivosti elektronu, který se tzv. přesune do vyšší
            energetické hladiny (dál od jádra), vznikne tzv. excitovaný stav.

(3) Tento stav je ale nestabilní, obsahuje nadbytek volné energie, která se opět uvolní 
             v podobě vyzářeného fotonu; elektron se přitom vrací do nižší energetické hladiny.

Při transformacích energie dochází ke ztrátám v podobě tepelných pohybů, takže vyzářený (emitovaný) foton nese méně energie než absorbovaný (excitující) foton. Vyzářené světlo má proto delší vlnovou délku.

Fluorescence x fosforescence (luminiscence)

Luminiscencí se nazývá emise světla látkou, která je způsobená světlem, teplem nebo chemicky, při které se neuvolňuje teplo (luminiscence je též nazývána „studené světlo“). Tento jev nastává, když pomocí stimulace elektronů v látce, přejdou tyto elektrony do vyšších energetických stavů (excitované stavy). Po této excitaci dojde při přechodu elektronů na základní úroveň k uvolnění světelné energie. Excitace může být vyvolána radioaktivním zářením, rentgenovým zářením, třením, zvukem atd. Luminiscence vzniklá působením světla se nazývá fotoluminiscence. Ta se dále dělí na fluorescenci a fosforescenci podle způsobu emitace světla. Rozdíl mezi fluorescencí a fosforescencí je především v tom, co se děje po přerušení excitačního světla. Zatímco fluorescence okamžitě končí, fosforescence ještě nějakou dobu pokračuje - viz tabulka níže.

	Rozdíly mezi fluorescencí a fosforescencí

	
	Fluorescence
	Fosforescence

	Organické látky
	Emise světla vzniká při přechodu z nejnižšího singletního stavu do základního stavu
	Emise světla vzniká při přechodu z nejnižšího tripletního stavu do základního stavu


Schéma zářivých (F, P) a nezářivých přechodů (IC, ISC) mezi elektronově vibračními stavy složité molekuly (forma Jabłonského diagramu).
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Vlastnosti fluorescence: 

Fluorescence má některé typické vlastnosti, z nichž některé jsou zvlášť důležité pro fluorescenční mikroskopii. 

1. Aby látka emitovala fluorescenční světlo, musí světlo absorbovat. 

2. Vlnová délka fluorescenčního světla λ je obvykle větší, než vlnová délka excitačního světla (Stokesův zákon). Delší vlnová délka odpovídá menší energii světla. To znamená, že energie fluorescence je menší, než energie absorbovaného světla. 

3. Intenzita fluorescence je obecně mnohem menší, než intenzita excitačního světla. 

4. Fluorescenční světlo je emitováno všemi směry nezávisle na směru excitačního světla. 

5. Fluorescence postupně mizí (tzv. vysvicování fluorescence, fotobleaching). 

6. Intenzita fluorescence je úměrná intenzitě excitačního světla I0, hustotě vzorku c a efektivnosti fluorescence (kvantová výtěžnost kappa).

7. Každá látka má své charakteristické fluorescenční spektrum. 

8. Absorpční a fluorescenční spektra tvoří zrcadlové obrazy. 


9. Fluorescenční světlo má různý stupeň polarizace. 

Fluorescenční barviva

Okem viditelnou fluorescenci lze vybudit prakticky jen v případě, že dojde ke koordinovanému pohlcení energie větším množstvím elektronů a k hromadnému vyzařování této energie. Tento požadavek nejlépe splňují sloučeniny, ve kterých sdílí větší množství elektronů stejný orbital, nejlépe splývající nejen pro určitý atom, ale pro celou molekulu, jako je tomu u aromatických sloučenin s tzv. konjugovanými elektrony. Uspořádání elektronů v konjugovaném orbitalu pak vede k tomu, že určitá sloučenina specificky absorbuje jen světlo v určitém rozmezí vlnových délek. 

Přirozeně mohou fluoreskovat proteiny obsahující větší množství aromatických aminokyselin, příp. jiné specifické sloučeniny. Pro fluorescenční mikroskopii se používají fluorescenční barviva, která se specificky vážou na určitou strukturu v preparátu, kde pak po ozáření excitačním světlem září, případně specifické protilátky spojené s určitým fluorescenčním barvivem.

Základní rozlišení fluorescence:

Z hlediska zdroje fluorescence rozlišujeme:

Primární fluorescenci (= autofluorescence, přirozená fluorescence) - pokud jsou v buňkách přirozeně přítomny některé látky, které po ozáření ultrafialovým spektrem fluoreskují (např. vitamin A, chlorofyl*, porfyrin, alkaloidy, tuky, celulóza, některé pigmenty, keratin, kutin a další); přirozená autofluorescence je však často velmi slabá a prakticky bez užitku pro detekci;

a sekundární fluorescenci (indukovanou) - kdy se využívá speciální adsorpce nebo vazby uměle dodaných fluoreskujících barviv, tzv. fluorochromů (tj. látky izolované z jiného biologického materiálu nebo uměle vyrobené; v bílém světle neviditelné), na určité struktury buněk, jako jsou např. polysacharidy nebo proteiny, jádro (DNA), chromozómy, mikrofilamenta, buněčné povrchy – antigeny aj.

*Chlorofyl po ozáření UV světlem červeně fluoreskuje; excitace: 430 – 450 nm (do 550 nm), 
emise – červená 685 nm)
Výhoda fluorescenčních metod:

- velký kontrast zobrazení – část vzorku, která neobsahuje fluorochromy, zůstává temná

- specifičnost různých fluorochromů (velké množství fluorescenčních sond a značek (viz www.probes.com) na absorpci a emisi světla o určité vlnové délce, a proto je možné je výběrově excitovat a detekovat určité struktury i v prostředí obsahujícím velké množství jiných látek

- citlivost - zachycení přítomnosti pouhých 50 molekul v 1µm3 (= 1 nl, 10-9 l) → možnost použití nízkých koncentrací barviv, které tak neovlivňují buněčné funkce

Složení fluorescenčního mikroskopu:

Je konstruován tak, aby z preparátu ozářeného UV světlem zachytil jen světlo viditelné, emitované fluorochromy;  všechny struktury obsahující fluorochromy září v obraze fluorescenčního mikroskopu v různých barvách na temném pozadí.

Základní části fluorescenčního mikroskopu:
- zdroj UV záření (vysokotlaká rtuťová výbojka, 50 – 200 W), největší intenzita Hg lampy je blízká UV (313, 334, 365 nm, 406, 435, 546 a 578 nm) (pozor na možný výbuch lampy); nověji lasery
- excitační (budící) filtry - ze světelného zdroje selektivně vymezují záření o určité vlnové délce vhodné ke vzbuzení fluorescence;

- ochranné (uzavírající, bariérové, zábranné) filtry - zadržují excitační světlo vnikající do okuláru, a odstraňují tak záření škodlivé pro oko a zároveň odfiltrovávají excitační záření.

U fluorescenčního mikroskopu je důležitá i vhodná optika, která propouští UV světlo (křemenná nebo zrcadlová) a - protože pozorujeme imitované světlo o slabé intenzitě - používání objektivů s co největší světelností (tj. největší numerickou aperturou). Nedílnou součást tvoří i dichroické zrcadlo, což je specifický optický filtr, který při dopadu paprsků pod úhlem 45° odráží excitované světlo o kratší vlnové délce a naopak propouští emitované světlo o delší vlnové délce, a umožní tak jejich oddělení.

Účinnost odrazu excitačního světla je více než 90 % a účinnost průchodu fluorescenčního světla je také větší než 90 %. 

Při rutinním použití se využívá epifluorescence (odražená neboli dopadající fluorescence), kdy objektiv funguje jako kondenzor, na rozdíl od dříve používaného procházejícího světla (transmitovaná fluorescence), kdy dochází k větším ztrátám excitačního světla.

Obraz z fluorescenčního mikroskopu je registrován pomocí CCD kamery či digitálního fotopararátu. Pro fluorescenční mikroskopii jsou nejvhodnější vysoce rozlišující chlazené černobílé CCD kamery.
Aplikace fluorescenčních technik při studiu buňky:

- kontrastování buněčných struktur v živých i fixovaných buňkách (NK, jádra, jadérka, chromozómy, organely, cytoskelet, buněčná stěna aj.)

- průkaz bakterií aj. patogenů (kvasinek, plísní, fytoplazem) v pletivech nebo tkáních, sputu, moči a likvoru 

- rozlišení živých a mrtvých buněk - testy životaschopnosti buněk (fluorochrom fluorescein diacetát) 

- fluorescenční indikace pH a měření koncentrace intracelulárních iontů, monitorování mebránového potenciálu

- imunofluorescenční techniky (viz dále) – lékařská diagnostika, imunologie, hematologie, genetika

Fluorescenci využívá i konfokální mikroskopie, dvoufotonová mikroskopie i tzv. superrozlišovací metody.

Imunofluorescence:

Princip: 

Molekuly protilátky označené navázaným fluorochromem, se váží s molekulami specifických buněčných antigenů za vzniků komplexů (antigen + protilátka + fluorochrom), které v excitačním záření vhodné vlnové délky díky navázanému fluorochromu fluoreskují.

Pro zvýraznění určitých struktur se používá přímá (jednovrstevná) i nepřímá (vícevrstevná) imunofluorescence.

Využití:

- detekce buněčných antigenů pomocí specifických protilátek 

- detekce specifických antigenů spojených s určitými chorobami (např. ve virologii: průkaz některých herpetických virů (CMV) pomocí fluorochromu FITC)

- HLA typizace 

- vizualizace buněčných struktur (např. cytoskeletu)

- detekce nádorově změněných buněk


Využití počítačem podpořené fluorescenční mikroskopie 
(analýza obrazu)

Počítačová analýza obrazu významně zvyšuje využití fluorescenčního mikroskopu a v některých parametrech ho přibližuje mikroskopu konfokálnímu. Většina analyzátorů je připravena tak, že umožňuje oddělené snímání ve třech a více oddělených kanálech. Výsledný obraz je potom složen počítačem. I když klasický fluorescenční mikroskop neumožňuje vytvoření tenké optické roviny, zvyšuje analýza obrazu využití fluorescenčního mikroskopu ke studiu kolokalizace molekul. Jsou-li například na stejné struktuře zelený a červený signál, je výsledný obraz žlutý. Tento nález je možno podpořit měřením fluorescenční intenzity studovaného objektu v jednotlivých barevných kanálech. Souhlasná pozice maxim je potom důležitým podpůrným argumentem pro kolokalizaci signálu. Většina analyzátorů umožňuje standardizaci měření a semikvantitativní srovnání měřených objektů. Navíc lze počítačový analyzátor obrazu využít k morfometrii, jako je měření délek, ploch, úhlů, počtu částic a dalších parametrů.

G F P – zelený fluorescenční protein
Rozvoj fluorescenční (a konfokální) mikroskopie v posledních letech umožňuje lokalizaci i jednotlivých makromolekul v biologických systémech a pomáhá odhalovat i interakce jednotlivých molekul, především proteinů, přímo v buňkách, a tím přispívá k pochopení jejich biologických funkcí. 
Příkladem může být použití fluorescenční značky, např. Green Fluorescent Protein (GFP), zelený fluorescenční protein, získaný z medúzy (Aequorea victoria), a jeho barevné varianty (YFP – žlutá, CFP – modrozelená, v současné době celá škála barev), která znamenala posun ve fluorescenční mikroskopii živých buněk. Původní GFP po osvícení modrým světlem zeleně fluoreskuje 
(excitace: 400 nm;    emise: 505 nm). Molekula má soudkovitý tvar (terciální struktura); uvnitř je skupina tří aminokyselin (SYG – serin, tyrosin, glycin). Sekvenci DNA, která kóduje intenzivně fluoreskující protein, lze pomocí rekombinantní DNA spojit s geny libovolných proteinů, o něž se zajímáme a jejichž umístění sledujeme po ozáření modrým světlem. Pomocí GFP tak můžeme „značkovat“ buňky, molekuly i různé struktury.
Za objev zelené fluoreskující bílkoviny (GFP) byla udělena Nobelova cena za chemii za rok 2008; Osamu Shimomura - objev svítící bílkoviny z medúzy (1962), Martin Chalfie - sledování proteinů v organismech pomocí GFP, Roger Y. Tsien – cílenou mutagenezí rozšířil barevnou škálu.
Pozorování tohoto navázaného GFP (případně jiné barevné varianty) lze sledovat různými přístupy.

Přehled nových fluorescenčních metod: (schémata viz prezentace na přednáškách)
FRAP – Fluorescence Recovery After Photobleaching - opětovný nárůst fluorescence ve „vyběleném“ objemu 

FLIP (Fluorescence Loss Induced by Photobleaching) - úbytek fluorescence mimo ozářený objem

Fotoaktivace fluorescence - příkladem je fotoaktivovatelná varianta GFP  - PA-GFP

FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) - nezářivý přenos excitační energie

FLIM (Fluorescence Lifetime Imagine) - metoda dohasínání fluorescence – intenzitu fluorescence měříme jako odezvu na změny interakcí sondy s jejím okolím

Totální odraz excitačního záření na povrchu podložního skla 

(= T I R F M - Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy)

Molecular beacons (= signální ohně) -  principem této metody je konstrukce speciálního typu sond, které jsou v původním stavu neaktivní. 

Podrobněji některé z nich:
Vybělení fluorescence (fotodegradace) - dříve termín „vysvícení“, dnes se běžně užívá i „fotobleaching“ [fotoblíčing] – pokud se na vzorek, který je označen GFP, dlouho svítí (intenzivní laserový pulz o vhodné vlnové délce odpovídající excitační délce GFP), světélkování zhasne. Molekuly, které se nacházely mimo osvícenou oblast, schopnost fluorescence neztratily a postupně pronikají zpět do sledované oblasti. Pak intenzitu a rychlost těchto pohybů pozorujeme buď jako opětovný nárůst fluorescence ve „vyběleném“ objemu (= F R A P – Fluorescence Recovery After Photobleaching) nebo jako úbytek fluorescence mimo ozářený objem (= F L I P – Fluorescence Loss Induced by Photobleaching). 

F R A P (Fluorescence Recovery After Photobleaching) – slouží k měření difúzní kinetiky membránových komponent (lipidů a proteinů). Krátkým intenzivním pulzem laseru zaostřeného na povrch buňky způsobíme fotodegradaci fluorochromů. Pak sledujeme difúzi nevysvícených molekul z okolí projevující se obnovenou fluorescencí v místě pulzu. Difúzní kinetika se stanoví z časového průběhu nárůstu intenzity této fluorescence.

F o t o a k t i v a c e   f l u o r e s c e n c e

Fotoaktivovatelná varianta GFP  - PA-GFP - je v buňkách syntetizována ve stavu, ve kterém nevykazuje žádnou fluorescenci v oblasti viditelného světla. Jestliže ji však osvítíme intenzivním zářením o krátké vlnové délce (400 – 420 nm), struktura molekuly PA-GFP se změní, a tím se aktivuje fluorescence v oblasti zeleného světla, obdobná jako u klasického GFP. 

Tato metoda tak umožňuje „označit“ molekuly, které se během fotoaktivace nacházejí ve vybrané oblasti, a je tak velmi vhodná pro pozorování pohybu molekul mezi buňkami v tkáních či mezi jednotlivými strukturami v rámci jedné buňky. Tímto způsobem se dá zjistit i doba přepisu genu nebo za jakou dobu po skončení reakce je daný enzym znovu použit.

F R E T
Další technika, umožňující sledovat prostorové rozložení membránových receptorů nebo interakce mezi sledovanými proteiny přímo v buňce, je založena na nezářivém přenosu excitační energie 

(= FRET – Fluorescence Resonance Energy Transfer), který popsal T. Förster v polovině 20. století. V principu jde o přenos energie mezi dvěma vhodnými fluorochromy nacházejícími se v příhodné orientaci a malé vzdálenosti. Pokud se molekuly fluorochromů CFP a YFP k sobě dostatečně přiblíží (typická vzdálenost pro FRET je 5 nm) a vhodně se vůči sobě natočí, je pravděpodobné, že po excitaci molekuly CFP tato molekula (donor) získanou energii nezářivě předá blízké molekule YFP (akceptor), takže místo modrozelené fluorescence pozorujeme fluorescenci žlutou. 

Máme-li tedy buňku, která produkuje rekombinantní formy dvou zvolených proteinů kombinovaných s CFP, resp. YFP, a tyto proteiny spolu v buňce interagují, může se stát, že budou obě základní podmínky pro nezářivý přenos excitační energie během interakce splněny a k měřitelnému přenosu energie z donoru na akceptor dojde. 

Přenos excitační energie představuje vhodný nástroj k detekci mezimolekulárních interakcí v buňkách. Lze tak například zjistit, kde se v buňce vytvářejí makromolekulární komplexy, které právě studujeme.

B R E T  = Bioluminiscence Resonance Energy Transfer
Slouží ke sledování interakcí molekul v živých organismech podobně jako u FRET, ale aspoň jeden z fluorochromů se v daném organismu vyskytuje přirozeně. 

T I R F M 

Totální odraz excitačního záření  (Total Internal Reflection Fluorescence Microscopy)

Princip: 

Na rozhraní dvou optických prostředí s různými indexy lomu dochází k totálnímu odrazu světla pro úhel odrazu rovný nebo větší než je kritický úhel c = sin-1 (n2/n1), kde n1 > n2. Nepatrná část světla proniká rozhraním do vzdálenosti několika set nanometrů (100 - 200 nm). Toto světlo se může použít pro excitaci fluorescence na molekulách v tenké povrchové vrstvě. Neexcitují se molekuly dále od povrchu, a proto obraz vykazuje velmi vysoký kontrast s minimálním šumem způsobeným fluorescencí pozadí (mnohem jasnější obraz, než při použití standardní fluorescence). 

Nutný předpokladem této metody je speciální objektiv o vysoké NA (např. Olympus APO100XOHR, NA 1,65), který přivádí laserový svazek ze speciálního osvětlovače na pozorované rozhraní pod úhlem mírně větším, než je kritický úhel. 

Využití: Pozorování fluorescence jednotlivých molekul v povrchové vrstvě na rozhraní dvou prostředí.

M o l e c u l a r  b e a c o n s  (= signální ohně, i molekulární majáky)
Jinou fluorescenční metodou, která si zasluhuje pozornost, je metoda použití tzv. molecular beacons

(= signální ohně).  Principem této metody je konstrukce speciálního typu sond, které jsou v původním stavu neaktivní a které mají na svých koncích navázané molekuly emitoru a zhášeče. Ty se po jejich navázání na cílovou molekulu nukleové kyseliny od sebe oddálí a výsledkem je potom emise záření. 

Vícenásobné barvení ve fluorescenční mikroskopii: 

V jednom experimentu se mohou označit různé receptory pomocí rozdílných fluorescenčních barviv. Výsledný obrázek získáme složením obrázků vytvořených postupně s různým pozorováním pomocí různých fluorescenčních hranolů a dodáním barvy pomocí počítačového programu. Pro použité fluorochomy většinou volíme barvu pozorovaného emisního záření.
Některé z dalších specializovaných fluorescenčních metod:

Polarizovaná fluorescenční mikroskopie za použití difenylhexatrienu a dalších lipofilních sond zabudovaných do buněčných membrán – slouží k sledování místních rozdílů v uspořádání membránových lipidů

Metoda dohasínání fluorescence (= F L I M - Fluorescence Lifetime Imagine) – intenzitu fluorescence měříme jako odezvu na změny interakcí sondy s jejím okolím.

Metoda využívá toho, že každý fluorochrom je kromě emisního spektra charakterizován i životností fluorescence (τ), která je definována jako průměrný čas, během kterého se intenzita fluorescence rozkládá na 1/e původní intenzity (I0) okamžitě po excitaci (tj. 37 % I0). Metoda je nezávislá na koncentraci fluorochromu, intenzitě excitace a dalších faktorech, které limitují měření založená na intenzitě ustáleného stavu. Využívá se ke studiu prostorově rozlišených signálů (např. topologie vzorku), nebo na získání dodatkových informací, např. rozpoznání molekul, heterogenity prostředí, vazeb molekul. 

(Metoda umožní zjistit rozdíl mezi fluorochromy s různou životností fluorescence, i když tyto fluorochromy mají emisi se stejnou vlnovou délkou). 
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Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM): Haridas Pudavar, PhD, Application and Technology Support, Leica Microsystems Inc. 10/25/09.

C y t o s p e k t r o f o t o m e t r i e  

neboli   m i k r o s p e k t r o f o t o m e t r i e

Princip:

Analytické metody založené na specifické absorpci světla určité vlnové délky zkoumanou látkou.

Jedná se vlastně o kombinaci mikroskopu a jednopaprskového absorpčního spetrofotometru  (proměřuje se kvantitativně absorpce světla o různých vlnových délkách v různých místech preparátu).
Vztah mezi absorpcí a koncentrací látky vyjadřuje zákon Lambert-Beerův:

A = log Io / I  =  k . c . d






A = absorbance

Io = intenzita světla prošlého stejnou vrstvou neabsorbujícího prostředí






I  = intenzita světla prošlého vrstvou absorbujícího prostředí






k = extinkční koeficient






c = koncentrace zkoumané látky






d = tloušťka vrstvy v cm

Složení cytospektrofotometru:

- osvětlovací zařízení (rtuťová výbojka)

- monochromát nebo filtr k selekci určité oblasti krátkovlnného záření

- vlastní mikroskop

- zařízení na registraci intenzity světla prošlého preparátem

- fotonásobič (nasazený na tubus mikroskopu)

- zdroj vysokého napětí (napájí fotonásobič)

- galvanometr (napojený na fotonásobič) 

K práci nutná temná komora.

Využití:

- absorpce světla buňkami nebo jejich částmi přímo v mikroskopickém preparátu

- měření ve viditelné oblasti spektra (plastidy, melanofory)

- měření v UV oblasti (NK a bílkoviny – NK při 260 nm, bílkoviny při 280 nm)

- zkoumání histochemických řezů

Příklady: 

Měření obsahu DNA v buněčných jádrech během buněčného cyklu nebo měření stupně ploidie buněk po Feulgenové reakci nebo v UV světle.

Flowcytometrie = průtoková cytometrie

Měření ploidie jader a třídění buněk nebo chromozómů (viz ÚEB Olomouc)

Princip: 

Buňky v suspenzi protékají za sebou kapilárou a v jednotlivých buňkách lze cytospektrofotometricky stanovit sledovanou hodnotu (např. obsah DNA v jádře).

Na základě naměřených hodnot je třídící systém regulován tak, aby odlišné buňky byly nasměrovány do příslušných nádobek.

Flowcytometr na  Katedře botaniky UP Olomouc  
(Partec PAS, Germany)

Laserový cytometr

Slučuje výhody automatické fluorescenční mikroskopie, průtokové cytometrie a analýzy obrazu. 

Možnost analyzovat buňky v suspenzi, na sklíčku nebo v přirozeném prostředí v P. miskách, kultivačních nádobách…)

Možnost i reanalýzy již jednou použitých buněk.

Komponenty: 


laser – excitace všech možných fluorochromů (diodový 400 nm/30 mW; argonový 488 nm/20 mW; He-Ne 633 nm/5 mW)

motorizovaný stolek – umožní rychlé proskenování celého preparátu v rovině X-Y a záznam souřadnic všech analyzovaných objektů

kvalitní mikroskop  - BX61 (nebo invertované mikroskopy řady IX), který umožní získat klasické fluorescenční obrázky, i podobné DIC, světlé pole, green a red fluorescence ...

počítač – obrazová analýza


Literatura k fluorescenci: 

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.

Šmarda J. et al. (2005): Metody molekulární biologie. 1. vydání. Brno: Masarykova univerzita. 

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/fluorhome.html
Fišar: http://www1.lf1.cuni.cz/%7Ezfisar/fluorescence/soubory/fluorofory.htm
http://www.zeiss.de/C12567BE0045ACF1/?Open
http://natur.cuni.cz/parasitology/parpages/mikroskopickatechnika/
Bednář, J., Staněk D., Malínský J., Koberna K., Raška I.: Dnešní mikroskopie v biomedicíně. Vesmír 83, 581-585, 2004.

Černý, J.: Zelený fluorescenční protein. Vesmír 88: 228-231, 2009.


P o u ž i t í   X - p a p r s k ů 

- rentgenová mikroskopie

- historadiografie

- difrakce X-paprsků (fyzikání chemie, cytologie) 


Rozmach optické mikroskopie v posledních letech

(konec 20. a začátek 21. století)
- vysoká kvalita nových objektivů navrhovaných počítači

- spojení mikroskopů s vyspělou videotechnikou

- technologické pokroky ve vývoji laserů, polovodičových detektorů světla (CCD kamer) a počítačů

- automatizace mikroskopu 

(zahrnuje motorizaci: revolverové hlavy, kondenzoru, osvětlení, fluorescenčního osvětlovače, nosičů filtrů, zaostřování)

Prostorové zobrazování

- získání informací o skutečném prostorovém rozložení strukturních prvků objektu

- 3D-mikroskop

- konfokální mikroskop

3 D  - m i k r o s k o p

1997- A. Boyde a G. Greenberg

– jednoduchá úprava osvětlovací soustavy běžného světelného mikroskopu

→ stereoskopická podoba pozorovaného objektu

Princip:

Dva osvětlovací zdroje (světlovodné kabely), jejichž světelné svazky procházejí vzorkem z protilehlých směrů, šikmo vzhledem ke svislé optické ose mikroskopu.

Při šikmém osvětlení se neostré obrazy detailů, jež se nacházejí pod zaostřenou rovinou a nad ní, stranově posunou vůči ostrému obrazu referenční roviny → vytváří se dva obrazy trojrozměrného objektu, které vykazují podobnou paralaxu jako obrazy promítané na sítnici pravého a levého oka při obyčejném pozorování skupin různě vzdálených objektů.

K o n f o k á l n í   m i k r o s k o p i e

(zkr. LSCM - Laser Scanning Confocal Microscope) 

· fluorescenční tomografie

U preparátů silných nad 20 µm je prudce snížen obrazový kontrast, což vede k rušivému zamlžení obrazu. Konfokální mikroskop byl sestrojen k získání ostrého obrazu bez neostrého pozadí.

Patent na princip konfokálního zobrazení získal již v r. 1957 – Marvin Minski (Nobelovu cenu však nedostal). Rozvoj konfokální mikroskopie nastala až koncem 70. let (na vývoji se podíleli i naši vědci – Mojmír Petráň a Milan Hadravský z LF UK v Plzni, patent 1968, princip rozmetání paprsku: Nipkovův kotouč).

Zdroj světla: laserový paprsek zaostřený na clonku

Chod paprsku:

- zobrazení clonky objektivem v podobě bodu na vzorku

- zpětně odražené světlo ze vzorku prochází znovu objektivem, děličem paprsků a dopadá před fotonásobič

- druhá speciální konfokální bodová clonka blokuje průchod záření pocházejícího z míst mimo rovinu zaostření

- celkový obraz zaostřené roviny získáme jejím řádkováním (rastrováním) bod po bodu (viz. vznik TV obrazu) buď pohybem mikroskopického stolku, nebo řízeným pohybem laseru

- signál z fotonásobiče je registrován počítačem spolu s informací o X-Y souřadnicích 
analyzovaných bodů pozorovaného objektu

Výhoda:

Obraz neobsahuje neostré pozadí mimokonfokálních oblastí vzorku.

Postupným snímáním při plynule se měnící hloubce zaostření získáme desítky až stovky optických řezů v jedné rovině (tloušťka řezu při NAobj. 1,3 jenom 0,4 µm – tj. 400 nm), z nichž je možno počítačově vytvořit 3D obrazy a získat tak představu o prostorovém uspořádání zkoumaného objektu. 

Předpoklady:

Zdroj laseru  

Počítač s velkým rozsahem paměti (počítačové zpracování velkých souborů dat)

Využití:

V buněčné a molekulární biologii a fyziologii 

- tenké optické řezy buňkami nebo tkáněmi, určení vzájemné polohy jejich komponent s využitím vícenásobného barvení (studium trojrozměrné struktury objektů)

- časové série zaznamenávající časové změny např. v koncentraci různých iontů v daných oblastech studovaného vzorku

- data pro kvantitativní měření 

- data pro počítačové trojrozměrné rekonstrukce (tvorba 3D obrazu)

Parametry konfokálního mikroskopu na Katedře botaniky UP Olomouc: 
FluoView FV1000 – typ konfokálního mikroskopu firmy Olympus, je určen pro konfokální mikroskopii světlem stimulovaných dějů, k pozorování a kvantitativní analýze dynamických procesů (v současnosti - ne pouze pozorování jedné zaostřené roviny řezu, ale i analýza biologických procesů v čase)

· dva na sobě nezávislé laserové scannery (vysoce přesná a rychlá změna metod pozorování); tzv. tornádo scanning; nutnost stability excitovaného záření

· dokonalý mikroskop (BX61, invertní řady IX) s co největším počtem možných vstupů

· dokumentační zařízení (CCD kamera) o vysokém rozlišení (4096 x 4096, 12 bitové obrázky) a umožňující rychlé a přesné snímání v čase

· výkonný počítač se speciálním software

· Bitplane – doplňkový prostředek k získání 3D obrázků

Metody: FRAP, FLIP, FRET a další experimenty s fotonovou aktivací
_______________________________________________________________________________

Poznámky:

Konfokální = konjugovaný + fokální (sdružené s ohniskem; do téhož bodu je zaostřen paprsek osvětlovaný i paprsek zprostředkující pozorování

Laser – emituje monochromatické světlo v podobě dokonale rovnoběžných paprsků 

diodový 400 nm/30 mW (fialový); argonový 488 nm/20 mW (modrý); He-Ne 633 nm/5 mW (červený)

Další informace z www o konfokální mikroskopii:

Konfokální mikroskopie z http://microscopy.duke.edu/  http://microscopy.duke.edu/learn/introtomicroscopy/confocals.html
Glossary of Terms in Confocal Microscopy

http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/confocal/glossary.html
Další využití laserového světla:

Dvoufotonová fluorescenční tomografie

– speciální laser k excitaci dvěma fotony

- energie pro vzbuzení fluorescence fluorochromu se složí ze dvou fotonů; pravděpodobnost dvoufotonových excitací roste kvadraticky s intenzitou budicího záření → nežádoucí záření z nezaostřených rovin je zanedbatelné

- excitační záření je dlouhovlnné (větší než 800 nm) a proniká při zkoumání tlustších vzorků do větší hloubky (umožňuje zobrazovat tenké optické řezy tlustším vzorkem); emitované cca 900 nm.
- eliminuje problémy s vysvícením fluorescencenčních molekul, protože excitace molekul proběhne pouze v místě zaostření (na rozdíl od základní konfokální mikroskopie, kdy se mohou fluorochromy vysvítit i poměrně daleko od ohniskové roviny).
[image: image6.png]1-photon excitation 2-photon excitation

constant






Výhody:
· se zvyšující se intenzitou záření zdroje se zvyšuje pravděpodobnost absorpce 2 fotonů fluorochromem

· excitace fluorochromu jen v zaostřené rovině  → odpadá nutnost konfokální clonky  → maximum světla

· velká vlnová délka (700 nm)  → pomalejší „vyhasínání“,  menší rozptyl světla ve vzorku,                větší penetrace světla ve vzorku,  malá fototoxicita (vs. UV záření) 

Nevýhody:

· cena Ti:Sapphire laseru

· ohřev vzorku → užití laserových pulsů než plynulé ozáření

FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy)

– k měření lokální koncentrace a difúzních koeficientů fluorescenčně značených makromolekulárních komplexů

- analýza změn intenzity fluorescence vybuzené v pikolitrových (10-12) objemech totožných s ohniskem laserového paprsku zaostřeného do zkoumaného vzorku


Aplikace kombinující výpočetní techniku s moderními CCD kamerami 

(s vysokým rozlišením):

- analýza obrazu - možnosti kvantitativního zpracování digitálních mikroskopických snímků (identifikace a počítání objektů v zorném poli, měření jejich velikosti nebo zařazování do vybraných tříd)

- kvantitativní rozdílové nebo poměrové porovnání dvou mikroskopických snímků

- doostřování snímků digitálními filtracemi pomocí speciálních matematických postupů

- metody speciální numerické filtrace digitálních mikroskopických obrazů, které zvýší rozlišení obrazu překračující Abbeovu mez rozlišovací schopnosti světelného mikroskopu

- potlačení rozostření pomocí výpočtu - dekonvoluce - s využitím funkce bodového rozmazání (na rozdíl od konfokálního mikroskopu není vázána na fluorescenci)

- vyloučení rozostřených rovin pomocí detekce hran (získání obrazu, který předčí fyzicky dosažitelnou hloubku ostrosti)

- metoda využívající optiku s kódovanou vlnoplochou (Wavefront Coded Optics) s principem cíleného rozmazání primárního obrazu vytvářeného objektivem - umožňuje zvětšit hloubku ostře zobrazovaného pole více než 10x oproti klasickému optickému mikroskopu 


Systémy pro zkvalitnění mikroskopického obrazu firmy Olympus

Systém Optigrid: Systém s modulací světla piezomřížkou
Zkvalitnění obrazu z mikroskopu.

Eliminuje z obrazu nechtěné světlo pocházející z oblastí mimo hloubku ostrosti. Výsledný obraz je ostrý, jasný, bez rušivého rozptýleného světla (podobně jako konfokál, zařízení není tak drahé – cca 1 mil. Kč, konfokál cca 8 mil. Kč).

Princip: speciální mřížka zařazená do dráhy světla (na místo polní clony), která kmitá pomocí piezovibrátoru, tvorba 3 poněkud posunutých snímků pozorovaného objektu, z těchto 3 snímků počítačová technika eliminuje neostré pozadí

Nutný kvalitní mikroskop (s motorizovaným Z-posunem) s klasickým fluorescenčním zdrojem (ne laser).

Možnost i tvorby 3D semikonfokálního obrazu. 

Použití pro fluorescenční pozorování i pro ostatní druhy pozorování.

Disc-scanning unit (DSU): Semi-konfokální jednotka s rotačním skenovacím kotoučem
(znám již 30 let – M. Petráň a M. Hadravský u konfokálu použili Nipkovův kotouč)

Umožní získat konfokální obraz živých buněk za použití standardního zdroje bílého světla (xenonová nebo rtuťová výbojka) a chlazené digitální kamery (vysoká citlivost – speciální černobílá kamera).

Princip: v optické ose mikroskopu je vložen rotující disk

Vhodné pro pozorování dobře svítících objektů (ne pro slabou fluorescenci).

Nutný výkonný počítač a speciální software

Výhoda:

nižší cena než v případě laserových konfokálních mikroskopů (ty cca 8 mil Kč)

použití běžného fluorescenčního zdroje světla

přesný motorizovaný posun v ose Z umožňuje tvorbu 3D konfokálních obrazů


S U P E R R O Z L I Š O V A C Í    M I K R O S K O P I E

Superrozlišovací mikroskopie (i superrezoluční nebo také nanoskopie) je optická mikroskopie umožňující pozorovat objekty s rozlišením vyšším než difrakční limit. Ten při běžné světelné mikroskopii neumožňuje odlišit dva body bližší než přibližně 250 nm.

Na rozdíl od elektronové mikroskopie nové metody superrozlišovací optické mikroskopie otevírají novou možnost pozorování organel živých buněk či jednotlivých proteinů a virů v jejich přirozeném vodním prostředí a v reálném čase. 

Superrezoluční mikroskopy mohou snímat obraz buď celoplošně, nebo bod po bodu (rastrovací mikroskopie). Superrezoluční mikroskopii lze také rozdělit na metody dalekého a blízkého pole. V klasické optické mikroskopii jsou zobrazovány objekty v dalekém poli. Pojem blízké pole označuje elektromagnetické pole ve vzdálenosti od zdroje a v šířce menší, než je vlnová délka vlnění, kde se ještě neuplatňuje rozptyl. Metody dalekého pole umožňují zobrazení vnitřních struktur buněk, naopak metody blízkého pole jsou vhodné pro pozorování detailních struktur povrchu vzorku. 

1. Metody v dalekém poli (far-field methods)
Následující metody patří mezi tři hlavní strategie současné superrezoluční optické mikroskopie. Jejich společným a současně klíčovým atributem je to, že se jedná o metody fluorescenční, opírající se o důmyslné využití fotochemických nebo fotofyzikálních vlastností fluorochromů.
Konfokální zobrazování
Redukce fluorescence stimulovanou emisí – STED  (schéma mikroskopu viz přednáška)
STED (STimulated Emission Depletion) patří mezi konfokální metody, vzorek je tedy skenován laserovým paprskem a obraz je zobrazován bod po bodu. Vzhledem k difrakčnímu limitu nelze žádný takový bod zaostřit na hodnotu menší než cca 200 nm.

Tato metoda využívá možnosti vyčerpat energii z fluoroforu stimulovanou emisí. Zároveň s excitačním světlem se fluorofor osvětlí světlem s delší vlnovou délkou, které způsobí, že místo fluorescenčního záření se vyzáří světlo o vlnové délce excitačního záření, které je odfiltrováno. Paprsek deplečního laseru s vyšší vlnovou délkou má na průřezu tvar mezikruží (koláče, donut) s nulovou intenzitou v samém středu, který vznikl průchodem přes danou fázovou destičku, takže ke zhášení fluorescence dochází pouze u okraje oblasti osvícené excitačním laserem. Fluorescenční záření tak vzniká pouze v nezhášené oblasti uvnitř mezikruží, čímž dochází ke zlepšení rozlišení. Rozlišení závisí na tom, jak moc dokážeme omezit oblast, v níž nedochází k vyčerpávání fluorescence. Ta je limitována intenzitou záření laseru s delší vlnovou délkou a u biologických vzorků limituje nejlepší dosažitelné rozlišení, protože při přílišné intenzitě osvětlení dochází k poškozování vzorku. V praxi se maximální rozlišení pohybuje okolo 60 nm (v ose xy).
V roce 2014 za popsání této metody, která je vhodná k pozorování živých buněk a velmi rychlých procesů v nich, dostal Stefan Hell Nobelovu cenu za chemii.


Excitovaný bod (2D, vlevo), mezikruží, kde dochází k vyčerpání fluorescence, s nulovou intenzitou fluorescence ve středu (uprostřed) a  výsledná fluorescence v nezhášené oblasti uvnitř mezikruží (vpravo).

         (Wikipedia, the free encyclopedia; Redirected from Stimulated emission depletion microscope)
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4Pi mikroskop 
Je podobný klasickému konfokálnímu mikroskopu, ale má 2 stejné objektivy, každý na opačné straně vzorku, zaostřené na stejné místo (viz obr. níže). Obrazy z nich se skládají a ve výsledku tak fungují jako jeden objektiv s dvojnásobku numerickou aperturou, což vede ke zlepšení rozlišení. Díky interferenci proti sobě jdoucích paprsků se ještě více zmenšuje objem, do nějž se promítá bod, zejména v axiálním směru. Výsledné laterární rozlišení dosahuje až 100 nm a axilální rozlišení až 190 nm.

Celoplošné zobrazování (v angl. wide-field microscopy)
Metody superrozlišovací lokalizační mikroskopie (Single-Molecule Localization Microscopy - SMLM)
Mezi tyto metody patří mikroskopické techniky označované jako STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy), PALM (PhotoActivation Localization Microscopy ), GSDIM (Groud State Depletion followed by Individual Molecule return; někdy i dSTORM) a FPALM (Fluorescence PhotoActivation Localization Microscopy), které byly nezávisle publikovány krátce po sobě a využívají stejný princip. 

Fluorofory pro tyto techniky mají dva stavy, jeden schopný fluorescence a druhý fluorescence neschopný, které se dají přepínat světlem různých vlnových délek nebo se přepínají stochasticky (nahodile), Ve stavu schopném fluorescence se nachází vždy jen velmi malý podíl všech fluroforů, jejichž fluorescence se snímá, dokud nedojde k jejich vybělení. Poté se převede do stavu schopného fluorescence další malá část fluroforů a snímají se, dokud se nevybělí. Tento postup se opakuje, dokud není nasnímáno dostatečné množství fluroforů (což po několika tisících až desetitisících opakování umožní postupnou lokalizaci všech molekul fluorescenční sondy). Fotony nasnímané z jednoho fluroforu jsou detekovány na širším prostoru podle rozptylové funkce (PSF, point spread function). Poté se matematicky určí střed PSF a danému fluoroforu se přiřadí tato spočítaná souřadnice. Čím více fotonů se detekuje z daného fluoroforu, tím lépe je definovaná PSF a tím přesnější je lokalizace fluoroforu. Lze dosáhnout rozlišení až v jednotkách nm. Jako fluorofory se využívají buď fotoaktivovatelné fluorescenční proteiny (např. PA-GFP), nebo organické fluorescenční barvy (např. Cy5 spojená s Cy3). K aktivaci fluoroforu obvykle dochází osvícením laserem s nízkou intenzitou, využívající jinou barvu, než se poté využívá k vybuzení fluorescence. Nevýhodou těchto metod je obvykle delší doba snímání celkového obrazu, protože se musí nasnímat velké množství dílčích obrazů. 

Animace stochastického výběru viz
http://www.abberior.com/knowledge/microscopy-tutorials/gsdim/

Groud State Depletion followed by Individual Molecule return - GSDIM 
Dalšími laureáty Nobelovy ceny za chemii v roce 2014, kromě S. Hella, jsou Eric Betzig a William W. Moerner, kteří nezávisle na sobě přispěli k vyvinutí „mikroskopie jedné molekuly“ (single-molecule microscopy) (Groud State Depletion followed by Individual Molecule return). 

V konvenční fluorescenční mikroskopii jsou delokalizované π elektrony fluorescenčního barviva vybuzeny ze základního stavu S0 do stavu S1. Když se vrací zpět do základního stavu S0, vydávají fluorescenční záření. GSDIM technika snižuje množství elektronů, které se podílejí na tomto oscilačním cyklu přechodem většiny fluorescenčního barviva do tzv. temného stavu. Tento jev nastává výrazným zvýšením energie excitačního zdroje fluorescence. Tak se snižuje počet excitabilních fluoroforů, až mohou být detekovány jednotlivé molekuly. Molekuly se pak spontánně vrací z tmavého stavu do základního stavu a schopnosti fluorescence, zatímco jiné jsou opět deaktivovány přechodem do temného stavu. V důsledku toho se jednotlivé molekuly nejednotně rozsvěcují a zhasínají, a tím se pomocí algoritmu může stanovit jejich přesná poloha. Polohové informace všech fluoroforů se shromažďují v několika tisících samostatných snímků a pomocí daných souřadnic je vypočítán konečný obraz. Struktury zobrazené v obraze GSDIM tedy vznikají podobným způsobem jako malby pointilistického stylu. Metoda umožňuje studovat komplexní interakce uvnitř buňky, zobrazovat buněčné kompartmenty nebo také jednotlivé proteiny.


Princip snímání vzorku metodou GSDIM

(Autor: Johan Jarnestad; The Royal Swedish Academy of Science)

Mikroskopie se strukturovaným osvětlením (SIM)
Metoda SIM (Structured Illumination Microscopy) je založená na osvětlení vzorku excitačním světlem s pruhovaným vzorem vzniklým difrakcí na mřížce (která je zpravidla tvořena interferovanými zkříženými laserovými paprsky). Světelná mřížka se prolíná se strukturními detaily objektu a vzájemnou interferencí vzniká tzv. moiré [moaré] efekt. Snímky jsou detekovány CCD kamerou pod různými úhly a posunutím mřížky (získáme cca 15 snímků) a poté následuje jejich matematická rekonstrukce. 

Princip moiré efektu spočívá v tom, že optická soustava vlivem nedostatečné rozlišovací schopnosti už nemusí zobrazit jednotlivé rastry, zatímco příslušný moiré efekt vzniklý kombinací těchto rastrů bude stále dobře viditelný (viz obr. níže). Obvykle je zapotřebí 15 snímků k rekonstrukci jednoho obrázku o vysokém rozlišení ve vertikální rovině. Konečné rozlišení může být zvýšeno větším počtem otáček mřížky, avšak na úkor „vybělování“ (photobleaching) fluorochromů a rychlosti pořízení výsledného snímku. SIM v laterální rovině dosahuje obvykle dvojnásobně vyššího rozlišení než klasická optická mikroskopie (okolo 100 nm) a umožňuje vícebarevné, trojrozměrné zobrazování živých buněk, jejich vnitřních struktur a mapování pozice jednotlivých makromolekulárních

komplexů. Vzorek je snímán sice celoplošně, ale doba potřebná pro vygenerování obrázku se pohybuje od 1 až do 30 sekund. 
Vznik moiré efektu (Zdroj: www.physik.uni-bielefeld.de)
Animace moiré efektu viz:  https://www.google.cz/search?q=moire+effect&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwjnjNm-l63LAhWoJZoKHeeiDH0QsAQIKA&biw=1546&bih=740#imgrc=qZVg6OYzxfXruM%3A
2. Optická skenovací mikroskopie v blízkém poli 

NSOM (Near Field Scanning Optical Microscopy)
NSOM je metoda pro zobrazování struktur povrchu s rozlišením až na atomární úrovni, založená na pohybu velmi jemné sondy v těsné blízkosti povrchu vzorku. Tento způsob spadá spíše do fotofyzikální oblasti než mezi techniky optické mikroskopie. Konkrétně je to jedna z metod tzv. mikroskopie rastrovací sondou (SPM), kam se řadí také např. skenovací tunelovací mikroskop (STM) nebo mikroskop atomárních sil (AFM) – viz str. 52). 
NSOM zobrazuje vzorky pomocí skenování sondou nanometrových rozměrů, která slouží jako zdroj světla a/nebo detektor fluorescenčního záření. Jako sonda slouží hrot z průhledného materiálu v neprůhledném obalu, který má na konci miniaturní otvor. Otvor je podstatně menší než vlnová délka světla, které tak nemůže projít skrz, v jeho blízkém okolí se však tvoří evanescentní vlna, která dokáže fluorofory excitovat (viz i fluorescenční metoda TIRFM). Její intenzita exponenciálně klesá se vzdáleností, takže oblast, v níž se excitují fluorofory, je menší než difrakční limit - zkruba 100 nm. Světlo rozptýlené nebo prošlé vzorkem je detekováno fotonásobiči, převedeno na elektrický signál a poté na monitor. Nevýhodou této metody je, že z principu dokáže zobrazovat jen povrch vzorku. Na druhé straně v každém bodě získává o vzorku ještě další informace, např. o energetické struktuře a vzájemném ovlivňování přítomných molekul.
Snažíme-li se dosáhnout maximálního rozlišení zmenšováním kruhové apertury pro světelný svazek, aby byl pozorovaný objekt osvětlen co možná nejlokálněji, začíná se uplatňovat vlnová podstata světla. Tento jev znemožňuje vytvoření bodového zdroje záření. Metoda mikroskopie blízkého pole založená na principech kvantové fyziky však dosahuje lokálního osvětlení povrchu pomocí tzv. optického tunelování. To nastává, pokud přivedeme světelný svazek o vlnové délce λ co nejblíže k povrchu studovaného objektu do vzdálenosti d tak, aby platilo d << λ a dále je tento svazek zúžen tak, aby velikost výstupní apertury a (která je dána průměrem) byla menší než vlnová délka λ procházejícího záření, tedy a < λ (viz obr. níže). 
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      Mikroskopování v blízkém poli  (autor: Ing. D. Škoda)
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Mikroskop jako mikromanipulační nástroj:

Optická pinzeta 
– umožňuje měřit pikonewtonové síly potřebné k deformaci izolovaných molekul DNA a proteinů nebo síly související s činností molekulárních motorů

Jedním z moderních přístrojů, který umožňuje změřit síly a energie nezbytné k vytvoření makromolekulárních komplexů nebo k přeskupení struktur, jejichž součástí jsou sledované bílkoviny, je optická pinzeta. Její princip, objevený Arthurem Ashkinem koncem sedmdesátých let minulého století, spočívá v tom, že několikamikronový průhledný objekt, který se nachází v silném světelném paprsku s určitým rozdělením intenzity, bude vždy vtahován do místa s největší intenzitou. Jestliže někde v prostoru vytvoříme bod, kde bude intenzita světla výrazně vyšší než v blízkém okolí, průhledný mikroobjekt bude do tohoto bodu přitažen a nebude z něj moci uniknout, dokud jej nějaká vnější síla z této „optické pasti“ nevytáhne. Vytvořit takový bod je možné pomocí zaostření intenzivního laserového svazku objektivem světelného mikroskopu s velkou numerickou aperturou. Optická past funguje jako velice citlivý detektor síly, neboť síla F nutná k vychýlení objektu z klidové polohy v optické pasti je přímo úměrná velikosti vychýlení x, tedy F = k . x. Konstanta k závisí na mnoha parametrech (tvaru a velikosti objektu, intenzitě laserového paprsku, atd.) a lze ji určit kalibrací optické pinzety. 

Změříme-li pak s velkou přesností velikost vychýlení objektu z centra optické pasti (současné metody umožňují přesnost až jednoho nanometru), budeme moci určit velikost síly, která na objekt působí. Takto je možné měřit síly řádu pikonewtonů (10–12 N) a zjistit např. elastické vlastnosti proteinových komplexů s DNA (obr. B). Podobné experimenty umožnily určit sílu, kterou je schopna vyvinout RNA-polymeráza během přepisu DNA do RNA, nebo síly spjaté s „kráčením“ kinezinu (typ molekulárního motoru, viz Vesmír 75, 309, 1996/06) podél mikrotubulu.

Schéma optické pinzety – viz obr. v prezentaci. Laserový paprsek (červeně) je odražen dichroickým zrcadlem (d) do objektivu mikroskopu a zaostřen. V ohnisku vzniká optická past, v níž je chycena malá kulička. Druhá kulička je upevněna v miniaturní pipetě a mezi nimi je upevněn vzorek (např. chromatinové vlákno). Obraz kuličky je promítán osvětlovacím systémem mikroskopu (žlutě) na detektor polohy kuličky (modře). Pohybem pipety (ve směru šipky) se natahuje vlákno a vychýlení kuličky v optické pinzetě lze zaznamenat elastickou křivkou. Dosáhneme-li při zkoumání chromatinu určité prahové síly, nukleozom se zbortí a náhle se uvolní zhruba 25 nm DNA, což se projeví „zuby“ na grafu (viz obr. v přednášce Typy mikroskopů).

Laserová mikrodisekce
Nástroj pro manipulaci s mikroskopickými vzorky – zařízení pro bezkontaktní laserovou mikrodisekci buněčných organel nebo jednotlivých chromozómů

(pomocí přesně zaostřeného laserového paprsku lze řezat, oddělovat a transportovat vybrané součásti řezu) - umožňuje cílené vyseknutí definovaných buněk z histologického preparátu pomocí laserového paprsku; z těchto buněk mohou být extrahovány nukleové kyseliny a proteiny, které mohou být dále analyzovány pomocí moderních metodik, jako jsou „microarrays“ a proteinová analýza; může být tak definován úplný transkripční profil definované buněčné populace, například skupiny nádorových buněk v omezené oblasti preparátu.

Příklad: 
Laserová mikrodisekce CellCut (vzorek je po vyřezání vybraného objektu pomocí laserového svazku (UV-A laser) nalepen na sběrné víčko eppendorfky)


Jiné typy mikroskopů

Lupa  x  mikroskop

L u p a  

skládá se z jedné nebo více čoček o krátké ohniskové vzdálenosti ( f )

pozorovaný předmět vkládáme mezi čočku a její přední ohnisko

vzniklý obraz je přímý, neskutečný a zvětšený
oko přibližujeme k lupě co nejblíže (zadní ohnisko čočky leží ve středu oka)

Lineární zvětšení lupy


M = 250 / f        
250 = normální zraková délka (250 mm)





f      = ohnisková vzdálenost čočky

Maximální zvětšení lupy = 30x.

Preparační lupa

jedna čočková soustava

zvětšení: u jednoduché lupy 6,7-40x; kvalitnější 20-120x

příklad:  Olympus SZ3060 – ve cvičení

Další zvětšení stereomikroskopu pomocí tzv. zoomu

Celkové zvětšení = Z objektivu x Z okuláru x Z zoomu 

Stereomikroskop
Ve Výukové laboratoři cytologie  

UNIVERZÁLNÍ LABORATORNÍ STEREOMIKROSKOP SZX7 
- Mezi přednosti tohoto modelu patří dlouhá pracovní vzdálenost, široký rozsah zoomu 7:1, vynikající kvalita obrazu a snadné ovládání. 

- Nová konstrukce okulárů ComfortView zvyšuje komfort a snižuje únavu očí při dlouhodobém pozorování. 

- Mikroskop nabízí pozorování v procházejícím světle (světlé a temné pole, šikmé světlo, polarizované světlo) a odraženém světle (světlé pole, šikmé světlo, polarizované světlo).

- Vysoká flexibilita modulárního systému umožňuje připojení bohatého příslušenství, jako jsou osvětlovací systémy, různé typy ramen a stativů, měřítka a velký výběr zařízení pro digitální záznam obrazu.

Inverzní mikroskop  (neboli invertovaný)

(IMT-2 Olympus)

- pozorování buněk zespodu, objektivy pod stolkem, kondenzor nad objektem

Využití: 

- pozorování buněčných kultur na dně kultivačních nádob

Mikroskopy průmyslové 

Mikroskop MX50
- rutinní kontrola polovodičových obvodů

Digitální mikroskopy

MISTIC (M.I.S. Tele-image consulting) 1.2 
Telemikroskopický systém pro dálkové online konzultace digitálních snímků

Audiovizuální konzultace digitálních snímků v reálném čase prostřednictvím Internetu. 

Využití: především v lékařských oborech (patologii, rentgenologii, radiologii), v materiálovém výzkumu a řízení jakosti. 

Systém pracuje se snímky pořízenými libovolným digitálním fotoaparátem, digitálním mikrofotozařízením nebo scannerem. Umožní živé konzultace nad digitálními snímky, komunikaci prostřednictvím sítě Internet, hlasovou a obrazovou komunikaci pomocí sluchátek s mikrofonem a internetové kamery, textovou konverzaci s možností ukládání.

Rozvoj počítačové techniky umožnil i vývoj tzv. digitální virtuální mikroskopie - Digital life science imaging.

Preparáty různých typů (buněk, tkání, hlavně větších objektů – řez embryem…), které jsou digitálně nasnímané při různém zvětšení mikroskopu a data jsou uložená v počítači. Speciální program dovoluje prohlížet libovolné místo v řezu při různém zvětšení v excelentním obraze – bez skutečného preparátu a mikroskopu. 

Využití: při výuce, především medicínských oborů, a při konzultacích „na dálku“.

Internetové adresy:

http://www.olympus.cz/microscopy/Life_Science_Microscopes_VS110_-_Virtual_Slide_System.htm
http://dotslide.olympus-sis.com/
Jiné typy „mikroskopů“
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Praktický malý pomocník, kapesní mikroskop pro technokraty. Dává jasný obraz, široké zorné pole, výhodou je především jeho nízká hmotnost. Pro zaostření mikroskopu se jeho průhledná špička otře (výřezem k sobě) o pozorovaný předmět a nahýbáním mikroskopu dopředu a dozadu se najde vhodná poloha s nejostřejším obrazem.

Neoptické mikroskopy

Tyto „mikroskopy“ sloužící k zobrazování struktur povrchu s rozlišením až na atomární úrovni jsou založeny na pohybu hrotu v těsné blízkosti povrchu vzorku. Mezi metody tzv. mikroskopie rastrovací sondou (SPM) se řadí např. skenovací tunelovací mikroskop (STM) nebo mikroskop atomárních sil (AFM). 
Skenovací (řádkovací) tunelový mikroskop - STM 
(Scanning Tunnelling Microscope). 
Zařízení mapuje povrch pomocí pohybu vodivého hrotu nad vodivým povrchem sledovaného materiálu. Množství elektronů, které tuneluje z materiálu do hrotu, je exponenciálně závislé na vzdálenosti a pomocí měřeného proudu lze vykreslit mapu povrchu. STM mikroskop byl vynalezen v roce 1981 G. Binnigem a H. Rohrerem.

Mikroskop atomárních sil – AFM    (Atomic Force Microscope)

Zařízení skenuje povrch materiálu pomocí hrotu zavěšeného na pružném výkyvném raménku. Hrot je přitahován elektrostatickými a van der Waalsovými silami. Výkyvy raménka nad povrchem jsou sledovány laserem. AFM mikroskop není omezen na vodivé materiály jako STM mikroskop. AFM mikroskop byl vynalezen v roce 1986 G. Binnigem, C. Quatem a C. Gerberem.


Firmy zabývající se vývojem a prodejem mikroskopických přístrojů a optiky:

Olympus – japonská, sídlo Tokio, Evropa (21 společností): Hamburg v Německu; www.olympus.cz
Nikon – jap., sídlo Tokio, Evropa: Badhoevedorp, Holandsko; www.nikon.cz
Leica – švýcarská; www.leica-mikro.cz
Zeiss – německá (Jena) Carl Zeiss spol s r.o.; www.zeiss.cz 

Arsenal – dodavatel mikroskopické optiky, sídlo Praha; www.arsenal.cz
Meopta Přerov (v současnosti optika pro vojenské účely – např. zaostřovací vlákna do pistolí)

Olympus x Nikon  -  jistá rivalita

PřF UP Olomouc – převážně fy Olympus, v poslední době i Zeiss; na LF UP Olomouc - Nikon  

Československá mikroskopická společnost (www.microscopy.cz)

Více informací o firmách v publikaci 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., p. 510.
Práce se školním mikroskopem a jeho specifikace 

Postup na začátku mikroskopování:

Sled úkonů: zapojení mikroskopu a nastavení osvětlení, úprava rozestupu okulárů, kontrola čistoty optiky, vložení a pozorování preparátu

1. Mikroskop zapojíme do zásuvky elektrického vedení a zapneme žárovku. Do optické osy

    mikroskopu nastavíme objektiv 4x (na některých mikroskopech 10x), stolek posuneme zcela 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 měkkým štětečkem předem několikrát odmaštěným 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 poté kontrast obrazu pomocí

    aperturové (irisové) clony – podrobněji o nastavení aperturové clony viz níže.

6. Pozorovaný detail umístíme doprostřed zorného pole (centrujeme). Je-li třeba, vyměníme objektiv

    za silnější pomocí revolverového měniče objektivů. Při normální tloušťce krycího skla (0,17 mm) 

    přitom nehýbáme stolkem pomocí makrošroubu, ale detail doostříme pouze mikrošroubem.

Pozor - silně zvětšující objektivy mají čelní čočku těsně u krycího skla (malá pracovní vzdálenost) – při neopatrné manipulaci nebo při použití silných preparátů (tlustá krycí skla, preparát zalitý v pryskyřici, silné podložní sklo (př. Bürkerova komůrka) 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.

Poznámka: Řídce se vyskytující objekty hledáme meandrovitým prohlížením preparátu. Postupujeme v řádcích o šířce odpovídající diametru zorného pole.

Nejobtížněji se hledají objekty nezbarvené, průhledné (živé buňky). Pole nesmí být přesvětlené a kondenzorová (irisová) clona musí být poměrně přivřená.

Postup k nastavení správné apertury kondenzoru pro jednotlivé objektivy:

1. Objektivem 4x (a poté 10x a 40x) zaostříme objekt v preparátu. Aperturní clonu úplně uzavřeme. 

2. Vyjmeme pravý okulár a tubusem pozorujeme osvětlenou zadní čočku objektivu. Pohybujeme páčkou aperturní 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 aperturou kondenzoru a je splněna podmínka nejlepšího rozlišení mikroskopu. 

4. Nasadíme zpět okulár a pozorujeme buňky při NAobj. = NAkond. Intenzitu osvětlení upravíme regulátorem osvětlení. Nyní zkusíme pohybovat páčkou aperturní clony a pozorujeme objekty při různém zaclonění. Všimneme si zvýraznění kontur buněk při větším zaclonění. 
V praxi cloníme vždy o trochu více než NAobj. = NAkond. (clonu otevřeme nejčastěji na 70 - 80  %), abychom získali kontrastnější obraz. Nemá se ale překročit mez, kdy průměr otvoru clony odpovídá 1/3 průměru zadní čočky objektivu. Při větším clonění vznikají optické artefakty (např. světlé lemy kolem struktur, které jsou výsledkem výsledem ohybu světla, a jsou zobrazeny nečistoty v různých výškách média).

Mějme na paměti, že:

· nadměrné přiclonění způsobuje zúžení světelného kužele vytvořeného kondenzorem; to snižuje číselnou aperturu kondenzoru i objektivu, a tím se zhoršuje rozlišovací schopnost mikroskopu, přičemž hloubka ostrosti se přitom zvětšuje.

· nedostatečné přiclonění (tj. nadměrné otevření aperturní clony) způsobuje přesvětlení objektu, čímž se zmenšuje kontrast obrazu a zmenšuje se zároveň hloubka ostrosti. Přesvětlený objekt může být pro pozorovatele neviditelný.

Kvalitní obraz je vždy kompromisem mezi kontrastem, rozlišením 

a hloubkou ostrosti.

Pro každý objektiv upravujeme aperturu kondenzoru zvlášť.

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. 

Rušení  preparátů:

Podle pokynů vedoucího cvičení po ukončení cvičení:

1. Z podložního skla opatrně odstraníme krycí sklo a vyhodíme jej do koše na sklo.

Podložní sklo umyjeme jarem, opláchneme vodovodní a poté destilovanou vodou a dáme na sušák. Suché sklo se před dalším použitím ponoří do 96% etanolu.

2. Preparáty barvené jedovatými barvivy nebo prohlížené s použitím imersního oleje vyhazujeme celé do odpadu na sklo (viz pokyny vedoucího).


Parametry kvalitního mikroskopického obrazu:

Zorné pole je jasné, rovnoměrně osvětlené.

Zobrazené objekty mají ostré struktury a jsou dobře rozlišitelné.

Preparát neobsahuje artefakty.

Pro každý preparát a každý objektiv je potřeba nově upravit intenzitu osvětlení a kontrast:

a) intenzitu světelného toku regulujeme regulátorem osvětlení (nejčastěji ½)

b) kontrast, rozlišení a hloubku ostrosti upravujeme clonou kondenzoru

Nezbarvený objekt  - vyžaduje nepřesvětlené pole, silně přicloněný kondenzor (irisovou clonu).

Dobře obarvené preparáty (histologické řezy) – hodně světlé pole, irisovou clonu v poloze 2/3 i více.

Zvětšení mikroskopu (M)
M = Mobj . Mok  . kt      (kt = zvětšovací faktor tubusu - u našeho mikroskopu = 1)

Údaj o použitém zvětšení je potřeba udávat u každého nákresu (nebo mikrofotografie), nejlépe v rozepsané podobě (příklad: Z = obj. 10x, ok. 10x).

Uvědomit si rozdíl mezi primárním (přímým) zvětšením a sekundárním (tj. celkovým) zvětšením (u mikrofotografie), které může být již „prázdné“.
Nejčastější chyby v mikroskopování, kterých se studenti dopouštějí:

- nedodržení sledu jednotlivých úkonů 

- použití silně zvětšujícího objektivu (40x) hned na začátku mikroskopování

- preparát položený krycím sklem dolů
- nesprávné osvětlení a clonění 

- necentrování pozorovaného detailu v zorném poli

- neproostřování pozorovaného objektu pomocí mikrošroubu* 

*Poznámka: Lidské oko při pozorování akomoduje, optická soustava mikroskopu akomodovat neumí!

Nejčastější závady při mikroskopování a jejich odstraňování 

– viz následující tabulka

(Hlavní zásada: nesvítí-li mikroskop, nejdříve zkontrolujeme funkčnost zásuvky, pak přívod elektrické šňůry a kontakty, nesvítí-li mikroskop dále, pak je nutno zkontrolovat žárovky – to nezkoušíme sami, ale přenecháváme vedoucímu cvičení!!!)

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 nebo jen etanolem

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



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

(nastavíme podle použitého objektivu na 70-80 % NA objektivu)

	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




Další doporučení ke správnému mikroskopování:

Správné pokládání krycího sklíčka

Krycí sklíčko pokládáme tak, že jednu jeho hranu položíme na podložní sklo blízko kapky vody a pak jej přiklopíme přes kapku vody na podložní sklo. Tím zamezíme vzniku bublin mezi oběma skly. Krycí sklíčko uchopujeme pouze za hrany a dbáme, abychom je nepošpinili – každá nečistota se odrazí v získané kvalitě mikroskopického obrazu.

Práce s imerzním objektivem (100x oil, bílý kroužek k označení zvětšení objektivu, černý kroužek u čelní čočky objektivu, značící použití olejové imerze)

- Při zaostřeném objektu preparátu objektivem 40x posuneme pozorovaný detail doprostřed zorného pole (centrujeme).

- Objektiv 40x posuneme doleva na poloviční vzdálenost k objektivu 100x, na povrch krycího skla do optické osy mikroskopu dáme kapku imerzního oleje (n = 1,5), zasuneme objektiv 100x (nehýbáme stolkem!) a mírným kývavým pohybem spojíme kapku oleje s čočkou objektivu. 

- Obraz doostříme pouze mikrošroubem. Upravíme kontrast obrazu aperturní clonou (aperturní clona kondenzoru je nastavena na použitý objektiv 100x) a intenzitu osvětlení preparátu regulátorem osvětlení. 

Imerze by se neměla nikdy dostat na tzv. suchý objektiv! Citlivý je obzvlášť objektiv zvětšující 40x, který má jen velmi malou pracovní vzdálenost (cca 0,5 mm)!!!

Užíváme tenkých krycích skel (0,17 mm a tenčích).

Imerzní olej používáme pokud možno bez bublinek! Nemícháme oleje různých značek a firem dohromady, 
jinak dochází k zakalení oleje. 

Pro fluorescenci používáme speciální imerzní olej, který je bez autofluorescence (n = 1,4). 

Na kvalitnějším imerzním objektivu 100x je irisová clonka (viz fluorescenční mikroskop BX60): při používání tohoto objektivu při pozorování ve světlém poli je clona úplně otevřená, při pozorování fluorescence je clona otevřená jen zčásti podle intenzity fluorescence.

Úplný imerzní systém – k dokonalému využití osvětlení preparátu použijeme tzv. úplný imerzní systém, tj. imerzní olej dáváme mezi krycí sklo a čelní čočku objektivu i mezi čočku kondenzoru a podložní sklo (imerze mezi kondenzorem a spodní částí podložního skla je důležitá např. pro pozorování v zástinu).

Po ukončení mikroskopování s obj. 100x, očistíme čočku objektivu (příp. kondenzoru) od imerzního oleje nejdříve na sucho měkkým hadříkem, pak hadříkem navlhčeným ve směsi éter : etanol (7 : 3) a ihned utřeme dosucha, aby případný zbytek čistící směsi, která obsahuje alkohol, se nedostal na tmely čoček, které může rozleptat, a tím objektiv poškodit. Podobně čistíme i trvalý preparát. 

Čištění čoček: Čočky čistíme jemným hadříkem namočeným ve směsi éter : etanol (7 : 3) a ihned utřeme dosucha (do tmele, kterými jsou čočky spojeny, se nesmí dostat rozpouštědlo!).

Vnitřek optických dílů nečistíme; tuto práci svěřujeme odborníkům!

Čištění podložních skel: Podložní skla určená k recyklaci umyjeme jarem a opláchneme vodovodní vodou, poté je opláchneme destilovanou vodou a dáme usušit na stojánek pro podložní skla. Suchá skla uložíme do nádoby s 96% etanolem, odkud je bereme a vyleštíme jemným bavlněným hadříkem. Označení podložních skel fixkou odstraníme před umýváním pomocí 96% etanolu. Některá použitá podložní skla (po barvení jedovatými barvivy nebo znečistěná imerzním olejem – viz doporučení vedoucího) vyhazujeme bez čištění do odpadního skla.

Použitá krycí sklíčka nečistíme, vyhodíme je do odpadu na sklo.

Výskyt artefaktů:

Mezi artefakty patří různé nečistoty, krystalky barviva, vlákna papíru, vaty, otisky prstů, poškození vyvolaná preparací pletiva, tkáně a buněk.

Čím víc přicloníme, tím víc artefaktů uvidíme (zvýšíme hloubku ostrosti a kontrast, takže mohou být zobrazeny i nečistoty ležící nad a pod pozorovaným objektem).


Základní charakteristiky používaného školního mikroskopu: 

Školní mikroskop CHK-2 firmy Olympus

výrobek z roku 1997     (novější typy: studentské mikroskopy CX21 a CX22LED)

Celkové zvětšení 40x až 100x

Objektivy jsou achromatické (korekce barevné vady pro červené a modré světlo, vyklenuté zorné pole)

Parametry achromatických objektivů:







CHK-2


 CX21         CX22LED
pracovní 
rozlišení **      pracovní         rozlišení
vzdálenost *
                         vzdálenost *
E A4x  

NA = 0,10

29,0  mm
3,4 µm

22,0  mm        3,36 µm

E A10x

NA = 0,25

  6,3 mm
1,3 µm

10,5 mm         1,34 µm
E A20x 
NA = 0,40

±0,86 mm
0,82 µm



E A40x

NA = 0,65 (s pružinou)
  0,53 mm**
0,52 µm
0,56  mm        0,52 µm
E A100x oil 
NA = 1,25 (s pružinou)
  0,2 mm
0,26 µm
0,13 mm         0,27 µm
* = Working distance (WD);  

** rozlišení = nejmenší vzdálenost dvou od sebe odlišených bodů  (d = 0,61 . λ / Naobj )
** Pozor na malou pracovní vzdálenost u objektivu 40x – ta je jen 0,5 mm !!!

Označení na objektivech u školního mikroskopu Olympus CHK-2:
E A4

E A10

E A20

E A40

E A100

num. apertura objektivu
0,10

0,25

0,40

0,65

1,25 oil

160/ -

160/ -

160/ 0,17
160/ 0,17
160/ -

barevný kroužek:
červený

žlutý

zelený

modrý

bílý

(k rychlé orientaci zvětšení)

Vysvětlení označení na objektivech:
             E          = z angl. enlarge = zvětšení
A   
= typ odstraněné vady, v tomto případě achromát

4  
= zvětšení objektivu (4x)

0,10  
= NA objektivu

160   
= mechanická délka tubusu 160 mm 

∞  
= mechanická délka tubusu neomezena (optika s korekcí na nekonečno)

160/-    
= / -   použití preparátu s krycím i bez krycího skla

     /0 
= preparát bez krycího skla (hlavně metalurgické objektivy)

    /0,17 = preparát s krycím sklem o předepsané tloušťce 0,17 mm

oil 
= imerzní objektiv na imerzní olej

Okuláry u CHK-2


CHWK 10x-T (číslo pole 18)●, možnost použití mikrometru


průměr zorného pole: 

4,5 mm     (obj. 4x)

1,8 mm     (obj. 10x), 

0,45 mm   (obj. 40x), 

0,18 mm   (obj. 100x) (tj. 180 µm)


Dioptrické nastavení levého okuláru v rozmezí plus minus 5D


Vzdálenost mezi pupilami nastavitelná v rozmezí 54-72 mm

●Číslo pole: číselná hodnota (v mm), která udává průměr obrazu otvoru clony pole v zorném poli okuláru. 

Průměr zorného pole (P): aktuální velikost zorného pole v mm (P = číslo pole okuláru / zvětšení objektivu)

Kondenzor – NA (numerická apertura) = 1,25 (s imerzí)

Mechanická délka tubusu 160 mm (u firem Olympus, Nikon)

Binokulární tubus skloněný o 45 °, otočný o 360 °, zvětšovací faktor 1

Stolek s křížovým posuvem 

Šroub pro jemné zaostření (pravý) s měřítkem: jedna otočka o 360 ° = 0,22 mm, jeden dílek měřítka = 1,1 µm

Osvětlení: vestavěný iluminátor, halogenová žárovka 6 V 20 WHAL (Philips 7388)

Nastavitelná intenzita světla (v noze stativu) – kroužek regulátoru osvětlení

Hmotnost mikroskopu 4,2 kg; příkon max. 20 VA (W)

Další podrobnosti viz      http://opticalservice.cz/download/navody/Olympus_CHK2.pdf
Mikroskopy řady CX21 – mají kvalitnější objektivy typu UIS (Universal infinity Systém – optika s korekcí na nekonečno) – planachromáty (označené Plan), které mají kromě odstraněné barevné vady pro červené a modré světlo odstraněnu i sférickou vadu (jsou vhodné i pro mikrofotografii)

Pracovní vzdálenost (Working distance - WD): u obj. 10x je vyšší – 10,5 mm – než u CHK-2

Osvětlení: 6 V, 20 W halogenová žárovka – označení 6V20WHAL (Philips Type 7388)

Mikroskopy řady CX22LED – pracují s LED žárovkou (0,5 W) s dlouhou dobou životnosti. 

U tohoto typu osvětlení není nutno vypínat LED žárovku při krátkodobém přerušení mikroskopování.

Jinak platí, že při přerušení mikroskopování, vypínáme žárovku mikroskopu.


Příklad popisu dočasných preparátů na podložním skle (fixkou na sklo):



Před čištěním podložního skla (viz str. 52) popisky fixkou odstraníme pomocí 96% etanolu nebo setřeme hubkou. 


Zobrazování mikroskopických objektů:

- kresba

- mikrofotografie

- mikrokinematografický záznam

- videozáznam

Kreslení mikroskopického objektu:

· nákres ne menší než 8 cm

· obrysy obyčejnou tužkou (č.2) tenkou čárou, kterou potom ještě jednou obtáhneme, zvýrazníme a vyrovnáme

· barevné tužky používáme výjimečně

· nestínujeme, nešrafujeme

· kreslíme vybrané místo (ne vše!) – např. jednu buňku z populace buněk nebo vybranou část tenkého řezu

Nutná správná poměrná velikost (viz obr. v prezentaci)

Popis: název obrázku, popis struktur v obrázku + údaj o zvětšení

Kreslení biologických objektů nevyžaduje kreslířský talent, jen vůli, trpělivost a čas.

Výhody kresleného obrazu:

Objekt je zobrazen plastičtěji bez nepodstatných struktur, artefaktů a jiných nečistot 

v preparátu a zaměřuje se na zkoumané struktury.

Možnosti kreslení:

1. z volné ruky

2. pomocí kreslicích přístrojů

projekční zrcátko, Abbeův kreslicí přístroj, Oberhauserův kreslicí okulár

3. Kreslení pomocí projekčních přístrojů

4. Z mikrofotografie

ad 1) Kreslení z volné ruky
papír na kreslení přidržíme lepicí páskou

kresbu tužkou kopírujeme na pauzovací papír a vytahujeme tuší

perokresbu můžeme lavírovat různě ředěnou tuší ("sépiové kresby"), stínovat tečkováním, příp. kolorovat barvami

Nevýhody: 
neznáme přesné zvětšení obrazu

nutné dodržování proporcí

ve vědecké práci nutné doplnění kresby o mikrofotografii

ad 2) Kreslení pomocí kreslicích přístrojů
· optický přístroj, který promítá na principu kamera lucida do oka současně mikroskopický obraz a papír s kreslící rukou (podrobnosti viz Knoz, Opravilová)

Abbéův – díky kostce v nástavbě na okulár vidíme současně mikroskopický obraz i kresbu (obkresluje 
                 se viděný obraz)

Výhody:
- dodržení správných proporcí jednotlivých detailů i celkového tvaru objektu

- možnost nakreslit i objektivové měřítko

Nevýhody:
- nelze kreslit jemné detaily obrazu (ty dokreslujeme do hrubé kresby kreslením z volné ruky)

K dispozici jsou přístroje, které se zasouvají s okulárem do tubusu a tužka má tzv. zrcadlící hrot (lépe se kontrolují tahy).

ad 3) Kreslení na projekčním mikroskopu (princip camera obscura)

- obraz promítaný na matnici obkreslujeme tužkou (nebo přímo tuží, fixkou) na průsvitný papír

- nutná zatemnělá místnost

- pouze při menším zvětšení objektu

Kreslení obrazu promítaného na papír optikou mikroskopu nebo mikroprojektorem (princip camera obscura)

ad 4) Kreslení obrazu z mikrofotografie – v současnosti nejvyužívanější, možnost dodání měřítka do kresby. Kreslíme vybrané struktury na průsvitný papír pomocí tenkých rýsovacích fixek o různém průměru.

Měření velikosti mikroskopických objektů

Měření délky a šířky (lineární měření, horizontální)

Pomůcky: 
objektivové měřítko (objektivní mikrometr) – (OB měřítko)



okulárové měřítko (okulárový mikrometr) – (OK měřítko)

Objektivní mikrometr

= broušená skleněná destička velikosti podložního skla, na níž je vyryto nebo fotografickou cestou naneseno měřítko v celkové délce nejčastěji 1 mm, dělené na 100 dílků. 

Jeden dílek odpovídá délce 10 µm.

Okulárový mikrometr

= sklíčko s měřítkem (1 cm dělený na 100 dílků nebo 0,5 cm dělený na 50 dílků) vložené v okuláru v rovině, kde vzniká obraz pozorovaného předmětu (tj. v místě okulárové clony).

Při jeho použití místo běžného okuláru vidíme obraz předmětu a měřítko současně. 

(Pro přesné měření slouží automatický měřicí okulár s vestavěným mikrometrickým posunem).

Okulárové měřítko je očíslované (objektivové není).

Postup měření:

1. 

Okulárem s měřítkem zaostříme objektivové měřítko.

Obě měřítka srovnáme do rovnoběžné polohy otočením okuláru a posunem objektivového měřítka.

Hledáme, která ryska OK měřítka se přesně kryje s některou ryskou OB měřítka, nejlépe v levé třetině pole. Podobně určíme shodu rysek v pravé třetině pole. 

Vypočítáme mikrometrický koeficient k:

počet dílků OB měřítka . 10

k =                                                                  [µm]

       odpovídající počet dílků OK měřítka

Mikrometrický koeficient udává, kolika mikrometrům odpovídá jeden dílek OK měřítka pro daný objektiv. Rozměr objektu dostaneme v mikrometrech.

2. 

OB měřítko vyměníme za preparát a určíme, kolika dílkům OK měřítka odpovídá délka a šířka objektu (např. buňky). 

Zjištěný údaj násobíme mikrometrickým koeficientem pro použitý objektiv. 

Mikrometrický koeficient platí jen pro určitý objektiv, okulár a danou délkou tubusu. Mění-li se některá z těchto složek, musí se koeficient vypočítat znovu.

Je výhodné napsat si vypočítané koeficienty pro všechny objektivy do tabulky, kterou máme k dispozici, kdykoliv mikroskopujeme.

Měření výšky (vertikální měření)

šroub pro jemné zaostření (mikrometrický)

1 dílek = 1,1 µm

Pozor při odečítání dílků na mikrometrickém šroubu v poloze kolem nuly.

Pracujeme s plně otevřenou clonou kondenzoru.

Jiné způsoby měření:

Při vyhodnocování délkových údajů v obrazech pořízených kreslicím přístrojem nebo při mikrofotografii – zhotovení kresby či mikrofotografie OB měřítka (použití jako pravítko o dílcích 10 µm, případně při větších zvětšeních dělíme tento dílek na další dílky o délce 1 µm) 

Při dokumentaci snímku nebo obrázku pořízeného kreslicím přístrojem ve vědecké práci nutný obrázek OB měřítka (nebo jeho části) s uvedením délky v µm, pořízený při stejném zvětšení a stejnou technikou jako obraz objektu.

Měření pomocí křížového stolku 

nutný OK s ukazovátkem nebo vlasovým křížem

málo přesná (jen pro větší objekty)

Počítání mikroskopických objektů

Při malém počtu objektů – počítání po celé ploše preparátu (krycího skla)

(meandrovitý pohyb po preparátu) – viz obr.

Při větším počtu

počítací okuláry se čtvercovou clonou, kterou můžeme pole zvětšit nebo zmenšit

pomocí OB mikrometru vypočítáme vyhodnocovanou plochu celého zorného pole nebo čtverce.

Stanovení hustoty

- pro objekty vyskytující se v tekutém prostředí (krvinky, prvoci, buňky, rozsivky…)

- přihlížíme k hloubce prostoru
Při počítání v celém zorném poli násobíme plochu zorného pole jeho hloubkou od spodní strany krycího sklíčka k povrchu podložního skla.

Pokud je hustota počítaného prvku příliš vysoká (jednotlivé prvky se překrývají a nelze je počítat), je možno vzorek rozředit vhodnou tekutinou.

B ű r k e r o v a    k o m ů r k a

je speciálně upravené tlusté podložní sklo, uprostřed se dvěma komůrkami o hloubce 0,1 mm.  Přikrývá  se speciálním krycím  sklem (silné, pozor na poškození silnějšího objektivu!).

Dno komůrky je rozděleno čárami na čtvercová políčka velká a malá. 

Malý čtverec má plochu 1/400 mm2 a objem prostoru nad ním je 1/4000 mm3.

Velký čtverec má plochu 1/25 mm2  a objem prostoru nad ním je 1/250 mm3.

Pro stanovení počtu buněk  (n)   v 1  mm3  nezředěné suspenze obecně platí:


           p

n =            . v . h . z 

p = celkový  počet spočítaných buněk

       
           y


y = počet čtverců, v nichž byly buňky počítány






v = převrácená hodnota plochy použitého čtverce






h = převrácená hodnota hloubky komůrky






z = použité zředění suspenze  


Počítané buňky musí být nepohyblivé nebo usmrcené vhodnou fixací.

Před přenesením vzorku do komůrky nutné protřepání suspenze.

Počítáme nejméně dva vzorky (dvě kapky) - vypočítané hodnoty by měly být přibližně stejné.

Využití:

· především v hematologii (počítání erytrocytů a leukocytů)

· mikrobiologii (určování počtu např. kvasinek, spor, prvoků, jednobuněčných řas)

· buněčná biologie (buněčné suspenze)


Zhotovování mikroskopického preparátu

Dva základní typy:

a) čerstvé – dočasné (nativní)

b) trvalé

U nativních preparátů pracujeme s živým materiálem, u trvalých s usmrceným.

Objekt umístíme do vhodného prostředí – uzavírajícího média – a přiklopíme krycím sklíčkem.

Příprava mikroskopického skla

podložní sklo – nejčastěji 76 x 26, tloušťka 0,5 – 1,5 mm (některé objektivy s korekcí tloušťky podložního a krycího skla)

používat ne příliš stará podložní skla, čistá, odmaštěná 

krycí sklíčka – různé rozměry (16 x 16, 18x18, 20x20, 22x22, 24x24), tloušťka 0,17 mm

označení číslicí – 0 = 0,13 až 0,14 mm; 1 = 0,16 až 0,18 mm; 2 = 0,19 až 0,20 mm)

Čištění: 

podložní skla: kupujeme čistá a naleštěná

krycí sklíčka:  kupujeme už čistá, přímo k použití 

celá řada postupů čištění podložních skel 

obvykle – odmastit v roztoku saponátu, opláchnout vodovodní a destilovanou vodou, nechat usušit a namočit do 96% etanolu – vyleštit bavlněným, chlupy nepouštějícím hadříkem

chránit před prachem

Při manipulaci držet za hrany (znečištění jejich ploch dotekem prstu není pouhým okem viditelné, ale pod mikroskopem patrné, při mikrofotografování může znehodnotit obraz).

Při použití suchých objektivů s větším zvětšením a pozorování preparátu bez KS – zhoršení kvality obrazu, u imerzních objektivů pozorování preparátu bez KS není většinou na závadu kvatity obrazu.

Nativní preparáty:

sledujeme objekt za živa nebo odumírající, můžeme pozorovat pohyb a činnost celých buněk i některých organel (např. pohyb bičíků, řasinek, undulujících membrán, činnost pulzujících vakuol)

Nevýhoda: časové omezení preparátu, výběr materiálu omezen

Vhodné jsou izolované buňky, částí tkání nebo pletiv, drobnohledné organismy – živočichové, řasy, houby…

Uzavírající média: voda nebo fyziologický roztok přirozený – krevní sérum, umělá média – 0,9% NaCl, savci a ptáci – 0,85% NaCl, obojživelníci – 0,64% NaCl, Schenův roztok, Ringerův, Lockeho, PBS – pH = 7,4;  apod.)

Přídatné tekutiny: kys.octová (1%) – zvýrazní jádra buněk, potaš (uhličitan draselný, K2CO3) – zvýrazní elastická vlákna

Vitální barvení - slouží k zvýraznění určitých složek buňky
Barvení nevitální - barvení buněčných struktur v usmrcených fixovaných tkáních, pletivech či buňkách

Vitální barviva – vodné roztoky o nízké koncentraci

Rozlišujeme 

a) intravitální barvení – barvení živých, zcela neporušených buněk (např. prvoci)

b) supravitální – barvení přežívajících buněk vyňatých z těla

c) postvitální – barvení odumírajících buněk

Podle náboje rozlišujeme:

Bazická barviva – barví vakuom a chondriom (metylénová modř – 0,01%, toluidinová modř, nilská modř, neutrální červeň, Janusova zeleň, Janusova čerň aj.)

Kyselá – hromadí se v buňkách v podobě zrn (př. trypanová modř, pyrrholová modř, lithiový karmín)

jiná:  alizarin, sudan III, purpur
Podle barvení objektů rozlišujeme:

barvení vakuomu – např. neutrální červeň

barvení chondriomu (vč. mitochondrií) -  Janusova zeleň

barvení nervových zakončení a Golgiho aparátu – metylénová modř

barvení tuku – sudan III

zjišťování životnosti buněk – viz cvičení z buněčné biologie 

Životaschopnost (= vitalita = viabilita)

Testy životaschopnosti buněk (tj. rozlišení živých a mrtvých buněk) jsou založeny na předpokladu, že každá živá buňka je schopna se množit nebo na předpokladu zachované membránové a funkční integrity živé buňky. Pomocí těchto testů hodnotíme např. cytotoxický účinek určité látky nebo vliv určitého faktoru na životnost buněk.

Na rozlišení živých a neživých buněk můžeme použít různý způsob barvení, a to vitální, nevitální nebo fluorescenční.

Vitální – způsob zvýrazňování buněk nebo jejich částí za živa, v nefixovaném stavu, pomocí relativně nejedovatých barviv (př.: metylenová modř, Janusova zeleň B, trypanová modř, eosin a erytrosin, Sudan III, Evansova modř). Živá buňka má selektivně propustnou membránu, přidané barvivo tedy nepronikne dovnitř. 


Nevitální – před nebo v průběhu barvení proběhne usmrcení buňky (fixace). Často se používají acetobarviva (fixační činidlem je kyselina octová), jako např. acetokarmín (buňky zbarvené červeně jsou životné, neživotné se nezbarví) nebo Lugolův roztok.

Fluorescenční barviva (= fluorochromy), např. fluorescein diacetát (FDA), Calcein AM. K pozorování je nutný fluorescenční mikroskop s příslušnými excitačními a zábrannými filtry.

Životnost: metylénová modř 0,5 – 1% roztok v patřičném médiu, erytrozin B, propidium jodid (PJ), fluoresceindiacetát  (FDA).

FDA je nenabitá molekula pronikající do živých i mrtvých buněk. Je substrátem hydrolytických enzymů esteráz, které odštěpují z FDA fluorescein – nabitou fluoreskující molekulu. Z mrtvých buněk, jejichž cytoplazmatické membrány jsou poškozené, se fluorescein dostává ven. V živých buňkách je ale díky svému náboji zachycen, proto živé buňky fluoreskují – jeví se jako zelenožluté. Podobně se chovají raně apoptotické buňky s ještě neporušenou membránou. 

Propidium jodid je nabitá molekula, proniká tedy jen do mrtvých buněk, kde se váže na RNA. Mrtvé buňky svítí při pozorování ve fluorescenčním mikroskopu červeně. Při použití kombinace FDA a PJ lze tedy rozlišit v preparátech současně živé i mrtvé buňky.


Trvalé preparáty

Dělení podle způsobu zpracování na

celkové – totální

nátěry (roztěry), roztlakové preparáty, otisky

řezové preparáty

Popis preparátů

Nativní – fixem na sklo – ukázka

Trvalé – pomocí štítku nalepeného na okraj preparátu: 

Opatření popisem:

- stručný název preparátu (datum sběru, lokalita, jméno sběratele)

- použité uzavírající médium

- způsob barvení

Speciální krabice určené pro archivaci

Preparáty povrchů mikroskopických objektů:

Mikroreliéfová a adhesivní metoda: otisk povrchu objektu

1. Metoda celoidinového nebo akrylátového reliéfu u objektů suchých nebo vlhkých

2. Metoda kombinovaného celoidinového nebo akrylátového reliéfu vystlaného jedinou vrstvou buněk, která utkví na reliéfové blance

3. Metoda snětí povrchových buněk, které je možno převést na podložní sklo a eventuelně obarvit

Mikroreliéfová metoda s odlitkem v celoidinu (tvrdé, suché tkáně – zuby, kosti, rohovité útvary kůže)

Mikroreliéfová metoda s odlitkem v metakrylátu (měkké a vlhké tkáně – povrch epitelu, chrupavky apod.)

Mikroreliéfová metoda s použitím laku na nehty + izolepa (pokožka listů)

Prohlídka v procházejícím světle nebo při šikmém osvětlení.

Využití:

zoologie – studium chitinových útvarů u členovců, zvl. hmyzu

botanika – studium povrchu listů, plodů

histologie – studium povrchu tvrdých a měkkých tkání

dermatologie – kožní plísně

soudní lékařství, kriminalistika (stopy po nástrojích), metalurgie aj.

Příprava trvalých preparátů

Většinu biologických objektů je nutné před mikroskopickým pozorováním usmrtit a často i chemicky upravit (fixovat) a vhodným způsobem obarvit.

Fixace = rychlé vysrážení (denaturace) bílkovin protoplazmy buněk a tkání (pletiv) fixačními prostředky, které mají zabránit samovolnému rozkladu živé tkáně (autolyze)

Dělení fixačních prostředků na fyzikální a chemické.

Fyzikální – náhlé zahřátí objektu nebo jeho pozvolné vysychání.

horká fixáž - např. v zoologii k fixaci červů

suché teplo – fixace nátěrů v bakteriologii (nátěry se několikrát protáhnou nesvítivým plamenem Bunsenova kahanu)


vyschnutí – krevní nátěry

vysušení při nízké teplotě – metoda freezing-drying (zmrazení tkáně a její vakuové vysušení ve zmrzlém stavu, při –60 °C - histochemický důkaz některých termolabilních látek)

Chemické (nejvíce používané)

roztoky – fixační tekutina nebo směs

páry (4% formol, kyselina osmičelá, éter)

Požadavky na fixační tekutinu: 

- rychlé proniknutí do objektů

- zachování struktury objektu

- zachování barvitelnosti objektu

Postup při fixaci:

- materiál co nejčerstvější

- velikost max.1cm2
- dostatečné množství fixační tekutiny (nejméně 50x více)

- přístup k objektu ze všech stran
Příklady některých fixačních tekutin:

Minerální kyseliny – kyselina chromová (oxid chromový), kyselina osmičelá (oxid osmičelý OsO4)

Soli kovů – dvojchroman draselný, sublimát (chlorid rtuťnatý, HgCl2)

Organické kyseliny – kyselina octová ledová (= 100%) – ve směsích (FDA k fixaci chromozómů), 1% - k zvýraznění jader

Organické redukční fixační prostředky – příklady: formol (= formalin, formaldehyd) – z nejpoužívanějších, alkohol (etanol) – 70%, v histologii 96-100%, často jako součást jiných fixačních tekutin, uchovávání materiálu v 70 nebo 80% etanolu; metanol, aceton

Pozn.: chlorid rtuťnatý – hrubá denaturace bílkovin, ale dobře zachovává obecnou strukturu cytoplazmy a jádra

formaldehyd, glutaraldehyd a OsO4 (oxid osmičelý)  - jemná denaturace bílkovin – užití i pro EM na postfixaci materiálu
Fixační směsi:

Volba záleží na preparátu a předmětu studia a na povaze materiálu

Botanika:

Farmerova fixáž (FAE) (96% etanol : ledová kys.octová v poměru 3:1) – chromozómy, KŠ 

Zoologie:

alkohol-formol-kyselina octová (AAF)

Carnoy (čti Karnoa) – (etanol - chloroform - led.kys.octová)

Navašinova fixáž - (vodný roztok kyseliny chromové - formol - led. kys.octová)


Roztlakové preparáty (nevitální barvení):

Pletivo nebo tkáň se tlakem rozprostře do plochy, buňky se rozvolní a jsou tak dobře pozorovatelné.

Použití hlavně v tzv. rychlých roztlakových metodách v karyologii k zjišťování počtu a tvaru chromozómů.

Ve cvičeních z genetiky (KŠ cibule, slinné žlázy drozofily, meiotické preparáty z prašníků pažitky …)

Barvení chromozómů z kořenových špiček - postup

Předpůsobení

V případě, že chceme počítat chromozómy, zařazujeme před fixaci tzv. předpůsobení (nejčastěji roztok kolchicinu, para-dichlorbenzenu, 8-hydroxychinolinu nebo studená voda). Předpůsobením se rozruší dělící vřeténko, chromozómy se zkracují, nedochází k  rozchodu chromatid. Jednotlivé chromozómy jsou uvolněny z mitotického aparátu, a tím také lépe rozloženy v celé buňce. Zvyšuje se počet pozorovaných metafází (tzv. c-mitóza).

Fixace 

FAE  - 96% etanol : led. kys. octová v poměru 3 : 1, většinou přes noc v +4 °C

Macerace

důležitá u rostlinného pletiva k rozrušení středních pektinových lamel buněčné stěny a odstranění celulózové buněčné stěny

často směs konc. HCl : 96% etanol v  poměru 1 : 1 

při barvení dle Feulgena – roztok 1M nebo 5M HCl

macerace pomocí enzymů - pektinázy a celulázy – vhodné u technik hybridizace in situ
Barvení

Chromozómy nejsou v normálním světle viditelné, protože mají stejný lom světla jako cytoplazma. Je možné je zviditelnit pomocí fázového kontrastu nebo různým barvením. Dobře se barví acetobarvivy, tj. organickými barvivy rozpuštěnými v kyselině octové nebo propionové (acetokarmín, laktopropionorcein, acetonigrosin, lakmoid ...).

Jiným častým způsobem barvení chromozómů je barvení dle Feulgena. Tímto způsobem se vybarví výhradně struktury obsahující DNA. Pomocí kyselé hydrolýzy v HCl (1M HCl při 60 °C nebo 5M HCl při laboratorní teplotě) se z DNA odštěpí purinové báze (adenin, guanin) a barvivo (bazický fuchsín) obsažené v  Schiffově reagens se naváže na volné aldehydické skupiny zbytků deoxyribózy. 

Pro přesnější identifikaci jednotlivých chromozómů - zejména v metafázi - slouží  tzv. proužkování chromozómů neboli banding. Principem těchto metod je diferenciální barvení chromatinu (vznik proužků, pásků).


Nejčastěji používané způsoby barvení chromozómů při roztlakových metodách

Základní schéma barvení laktopropionovým orceinem

Kořenové špičky
1. Předpůsobení:       
0,1% roztok kolchicinu ........................................................  2 hod.
       

               ( nebo nas. roztok  paradichlorbenzenu ...............................3,5 hod.)
2. Fixace:              
96% etanol : led. kyselina octová (3 : 1)...................
       24 hod.

3. Macerace:          
konc. HCl : 96% etanol  (1 : 1) .................................
     1 - 10 min

                                                                                            

       (podle materiálu)

4. Vypírání:       
destilovaná voda ......................................................           1 - 2 min 
 

5. Barvení:     

kapka  barviva    (základní roztok ředěný  v poměru  10 : 3  destil. vodou) 

6. Roztlak:              
v barvivu na podložním skle + zahřátí ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~

Základní schéma barvení Schiffovým reagens:

1. Předpůsobení:       
0,1% roztok kolchicinu .........................................    2 hod.

                                 
(nebo nas. roztok paradichlorbenzenu .............................. 3,5 hod.)

2. Fixace:              
96% etanol : led. kyselina octová (3 : 1)................   24 hod.

3. Hydrolýza:

5M HCl  (laboratorní teplota)................................   30 min

4. Vypírání:       
destilovaná voda .....................................................   5 min 
         

5. Barvení:     

Schiffovo reagens ...................................................  30 min

6. Vypírání:

destilovaná voda .......................................................  5 min

7. Macerace:

45 % kyselina octová .............................................     2 min

8. Roztlak:              
v kapce kyseliny octové nebo železitého acetokarmínu 

Literatura k roztlakovým metodám:

Krahujcová, A. (1998): Karyologie cévnatých rostlin. Příručka praktického cvičení pro posluchače katedry botaniky Přírodovědecké fakulty UK Praha. (www.


Pazourková Z., Pazourek J. (1960): Rychlé metody botanické mikrotechniky. SZN Praha.

Uzavírání preparátů:

Rámečkování u odpařujících se uzavírajících médií (př. vazelína, lak – asfaltový, acetonový, hustý kanadský balzám, tmely – lanolin, kalafunový, du Noyerův;  v současnosti i tzv. "rubber cementy", které z preparátů jdou později snadno odstranit)

Zhotovení roztlaků přímo v uzavírajících médiích – např. ve fruktózovém sirupu

Prosáváním objektů uzavírajícím médiem – např. glycerolem nebo minerálním olejem

Uzavírající média – funkce:

konzervační a současně zachovávající barvení

projasňovací (vysoký index lomu)

rychlé tuhnutí při styku se vzduchem

a)  s vodou smísitelná 

glycerol, glycerol-želatina, fruktózový sirup

b)  s vodou nemísitelná
Média dobře tuhnou, preparát není třeba rámovat.

U většiny uzavírajících médií nutné dokonalé odvodnění objektů alkoholovou řadou (70-96-100%) a xylenem.
Kanadský balzám (původně pryskyřice z jedle (Abies balsamea a A. canadensis), dnes syntetická příprava; rozpouští se v organických rozpouštědlech (xylen, benzen, chloroform, terpentýn), vysoký index lomu -  n = 1,535   (dobře projasňuje preparáty); reakce slabě kyselá

Solakryl – syntetická pryskyřice, tuhne rychleji než kanadský balzám, má neutrální reakci

DePex - syntetická pryskyřice (uzavírání preparátů přes xylén)

Uzavírání z 80% etanolu: 

Euparal - syntetická směs různých látek (např. kafr, eukalyptol, fenylsalicilát aj.) 

Příprava trvalých preparátů metodou odstranění krycího sklíčka pomocí zamrazení:

Conger a Fairchild, 1953

- roztlak objektu pomocí krycího sklíčka v kapce 45% kyselině octové

- položení preparátu na povrch tuhého CO2 (-70 °C) nebo ponoření do tekutého dusíku 

(-196 °C)

- odstranění krycího sklíčka žiletkou

- přenesení preparátu do 96% etanolu na 5 min a pak do 100% etanolu na 10 min

- vysušení preparátu na vzduchu

- uzavření krycím sklíčkem do uzavírajícího média (Euparal, DePex – přes xylén)


Řezání objektů

Preparáty pro cytologické a histologické pozorování.

Příprava řezů dostatečně tenkých a průhledných o tloušťce několika µm, které se dále kontrastují, nejčastěji barvením. Buňky jsou studovány ve vzájemném vztahu.

Postup: viz obrázek

- odběr tkáně nebo pletiva (malé kousky)

- fixace (konzervace) tkáně

- vypírání fixačních tekutin z objektů (zbytky mohou snižovat barvení, způsobovat autofluorescenci pozadí atd.)

- zalévání objektu do parafinu 

- odvodnění ve vzestupné alkoholové řadě (70%, 80%, 90%, 96%, 100%)

- prosycení objektu rozpouštědlem parafinu (např. toluen, xylén)

- prosycení objektu parafinem (postupné zvyšování podílu parafinu při t = 56 °C)


- vlastní zalití objektu do zalévací komůrky

Používá se i metoda zalévání do celoidinu (purifikovaná nitrocelulóza rozpuštěná v bezvodém alkohol éteru v poměru 1:1);

méně časté je i pouhé zmrazení fixované tkáně a krájení na zmrazovacím mikrotomu nebo v kryostatu.

Řezání (viz obr.)

- upevnění bločků s objektem nahřátou špachtlí na stolek mikrotomu, seříznutí přední a zadní strany

- řezání - mikrotomový nůž – speciální ostří, sklon 10 – 15 °

- přenesení pásků řezů se přenesou pomocí štětečku na podložní sklo pokryté destilovanou vodou, vyrovnají se do řad a přenesou se na vyhřátou ploténku o 40 °C, kde dojde k narovnání (vyžehlení) řezů

(příprava podložních skel – potažení filmem z rozetřeného glycerin – bílku v poměru1:1)

- barvení  po deparafinaci xylénem a zavodnění sestupnou alkoholovou řadou až do vody

Řezání objektů:

Ruční řezání – velká a nestejná tloušťka preparátu

Různé typy mikrotomů:
Ruční rotační mikrotom (na botanice)

Sáňkový (na genetice) + přídatné zmrazovací zařízení

(tekutý CO2 – prudkým rozepnutím vyvolá snížení teploty, viz. zákon Gay-Lussakův; polovodičové destičky, které se na jedné straně působení el. proudu ochlazují a na druhé se ohřívají (toto teplo je odváděno zpravidla průtokem vody z vodovodu)  

Vibratom (na biochemii) - zalévání do agaru

Zmrazovací mikrotom (na botanice)

Kryostat – mikrotom umístěný v mrazicím boxu 

Princip krájení na mikrotomech

Sáňkový - nůž je veden v rovině proti bloku a blok je posouván šroubem po každém řezu do výšky

Rotační – nůž pevný, blok je vysunován proti ostří nože do výšky, jednak se pohybuje proti ostří nože

Utramikrotomy -  pro EM preparáty

vysunování preparátu na principu roztahování kovového bloku teplem

Napnutí řezů v kapce vody (u celloidinových řezů 70% alkohol) a přilepení na podložní sklo (glycerin – bílek, želatina, některá syntetická lepidla)

Barvení preparátů

Cílem je zvýraznit jeden nebo více typů struktur (např. buněčná jádra, mitochondrie…)

Molekula barviva má dvě složky chromofor a auxochrom.

Chromofor = seskupení atomů schopných absorpce světla viditelné části spektra (např. azoskupina, nitroskupina, nitrozoskupina) (někdy označován jako chromogen = anorganická část molekuly barviva, která je nositelem chromoforního systému atomů) 

Auxochrom = část molekuly, kterou se může navázat na substrát (např. hydroxyskupina, aminoskupina)

Barvení adjektivní – po namoření objektu (př. železitý acetokarmín), zlepšuje se adsorbce barviva na povrch objektu

Barvení substantivní – bez použití mořidla

Rozdělení barviv a způsobů barvení  (podrobnosti viz skripta – Knoz …)

· Z praktického hlediska a podle původu:

1) přirozená 

a) původu živočišného (karmín) 

b) rostlinného (hematoxylin, orcein, šafrán)

karmín – extrakt ze samiček červce nopálového (Coccus cacti)

hematoxylin – z kampeškového dubu (Haematoxylon campechianum)

orcein – z některých lišejníků

šafrán – z blizen šafránu (Crocus sativus)

2) syntetická (umělá) 

– např. nitrobarviva (kys. pikrová), thiazinová barviva (azur A, metylenová modř),

akridinová (akridinová oranž, akriflavin), xantenová (fluorescein, rhodamin B) aj.

· Podle typu auxochromů:

1. kyselá – s negativním nábojem (barvení cytoplazmy, která je bazická)

2. bazická – reagují se substancemi s kyselou reakcí (barvení chromatinu, který má kyselou reakci)

3. amfotermní – např. orcein

Různé barvicí metody

· Rozdělení podle vitality objektů:

a) barvení vitální – k zjišťování stavu buňky, tkání, pletiv nebo celého organismu

b) nevitální – v usmrcených fixovaných tkáních

· Podle postupu při barvení:

1. barvení progresivní – postupné barvení do žádaného stupně sytosti

2. barvení regresivní – silné přebarvení objektu a pak postupné odbarvování

3. barvení sukcedánní – několika barvivy po sobě (př. hematoxylin – eosin)

4. barvení simultánní – směsí několika barviv dohromady – př. Giemsa

5. in toto – barvení celého bločku před řezáním

6. orthochromatické – různé odstíny jedné barvy (např. kyselina pikrová)

7. metachromatické – určité složky tkáně se barví jiným odstínem, než má barvivo (př. thionin barví mezibuněčnou hmotu chrupavky a hlen v načervenalém tónu)

Jiné způsoby zvýrazňování struktur

Fluorochromy ve spojitosti s pozorování ve fluorescenčním mikroskopu

Histochemické nebo cytochemické metody – zvýrazňování struktur bezbarvými látkami, reagenciemy (zvl. enzymy), které teprve po chemické reakci s některou z látek biologické struktury poskytují barevný produkt nebo výsledný produkt barví (biochemie – studium …)

Imunohistochemické metody

Radiohistochemické (autoradiografické) – viz schéma

sledování rozložení a ukládání radioizotopu v biologickém materiálu registrací ionizujícího záření (radioizotopy – nejč. 3H, 14C, 32P, 35S vyzařující během radioaktivního rozpadu záření beta)

Např. - inkorporace metabolickými drahami do určitých struktur vhodné látky značené radioaktivním izotopem ještě zaživa (např. radioaktivně značený tymin se bude inkorporovat v DNA dělících se buněk); po usmrcení objektu a zhotovení řezů zjistíme radiaci – na preparát naneseme citlivou fotografickou vrstvu, která bude tímto zářením za tmy exponována; po vyvolání citlivé vrstvy tmavé zbarvení bude tam, kde došlo k inkorporaci radioaktivně značeného materiálu.

Upozornění:

- Většina barviv používaných v mikroskopické technice jsou karcinogenní a toxické látky. Nebarvíme si prsty, nepoléváme se jimi a nepijeme je! 

- Podobně je tomu i v případě fixačních látek, zalévacích médií a intermédií (formalin, xylen, toluen, benzen ...). 

- Metalbenzoát je nervový jed! 

- U těkavých látek (éter) dbáme na dobré odvětrávání – pracujeme v digestoři – a pečlivě je uzavíráme.

Důležité - používání ochranných pomůcek (gumové rukavice, štít na oči).


D O D A T K Y

Oko  - optické parametry

[image: image16.emf]
(http://apfyz.upol.cz/ucebnice/down/optmikro.pdf)

Oko je optické zařízení, se kterým musíme počítat v rámci mikroskopické optiky.

Oko z hlediska paprskové optiky můžeme považovat za spojnou optickou soustavu s měnitelnou ohniskovou vzdáleností (akomodace). Obraz předmětů je vytvářen na sítnici a je zmenšený, převrácený a skutečný.

Základní optické hodnoty:

Konvenční zraková vzdálenost (pracovní vzdálenost) – 250 mm (25 cm)

Rozeznávání detailů velkých 0,1 – 0,2 mm  (100 – 200 μm) 

Pozn.: Rozlišovací schopnost mikroskopu pro NA = 1,25 a vlnovou délku bílého světla 550 nm

podle Abbeho 


– 220 nm


zpřesnění podle Rayleigho 
– 268 nm      (pro modré světlo o λ = 380 nm to je 185 nm)
Krátkozraké oko: vzdálený bod v konečné vzdálenosti od oka a blízký posunutý k oku – korekce rozptylkami. Oko relativně delší – paprsky se sbíhají před sítnicí.

Dalekozraké oko: vzdálený bod v nekonečnu a blízký bod ve větší vzdálenosti od oka – korekce spojkami. Oko relativně kratší – paprsky se sbíhají za sítnicí (nejčastěji do 3 dioptrií)

Astigmatismus: paprsky se v důsledku nepravidelného tvaru optické soustavy nestýkají pouze v jediném ohnisku. Tato vada může doplňovat krátkozrakost i dalekozrakost.

Dioptrie: jednotka optické mohutnosti (D)


1 dioptrii má čočka, jejíž obrazová ohnisková vzdálenost je 1 m (1 m-1).

Zorný úhel, pod kterým pozorujeme určitý předmět okem, můžeme zvětšit pomocí vhodného optického přístroje – lupa, mikroskop, dalekohled. Jsou to tzv. subjektivní optické přístroje. Princip: vytvářejí zdánlivý obraz, který pozorujeme okem, tedy subjektivně, pod zvětšeným zorným úhlem.

Gullstrandův model oka

Indexy lomu: 

rohovka – 1,376

komorová voda – 1,336

čočka – 1,413

sklivec – 1,336
Poloměry křivosti: 
rohovka – 7,8 mm

přední plocha čočky – 10,0 mm

zadní plocha čočky  –  - 6,00 mm
Optické mohutnosti: 
rohovka – 42,7 D, 

čočka – 21,7 D

oko jako celek – 60,5 D

Akomodace oka:

        [image: image17.emf]
                                     (z http://apfyz.upol.cz/ucebnice/down/optmikro.pdf)


S l o v n í k y   m i k r o s k o p i c k ý c h   p o j m ů   

Rozsáhlý slovník z mikroskopických pojmů zahrnující i nejnovější hesla viz na konci publikace: 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.

S l o v n í k y    z    i n t e r n e t u
Užitečný slovník (F A Q mikroskopie)     http://www.mikroskop-mikroskopy.cz/
Co znamená polní číslo?

Polní číslo okuláru je průměr (v mm) okulárem využitého zorného pole.
Co je rozlišovací schopnost objektivu?

Rozlišovací schopnost objektivu je nejmenší vzdálenost dvou bodů (nebo dvou čar), které je daný objektiv schopen zobrazit jako dva od sebe oddělené obrazy bodů (resp. čar). Čím větší je numerická apertura (N. A.) objektivu, tím lépe bude objektiv rozlišovat (tím kratší je délka vyjadřující jeho schopnost rozlišovací).
V jakém vztahu je N. A. a zvětšení objektivu k jasu jím tvořeného obrazu?

Čím je při jistém zvětšení objektivu větší jeho N. A., tím má jím vytvořený obraz větší jas. Zvyšování zvětšení snižuje jas obrazu.
Co znamená „hloubka ostrosti“?

Hloubka ostrosti je rozdíl mezi vzdálenostmi nejbližšího a nejvzdálenějšího místa zobrazeného předmětu od objektivu, která jsou zobrazena s ještě přijatelnou ostrostí.
Co je oprava nebo úprava refrakčních vad pozorovatele?

Oprava refrakce je kompenzace krátkozrakosti či dalekozrakosti oka uživatele seřízením okulárů podle jeho vizuálních  

Co je oční bod?

Paprsky ze všech bodů předmětu scházejí se do nejužšího svazku v místě, kam pozorovatel intuitivně umisťuje zornici svého oka. Proto se to místo nazývá oční bod.
Co je zorné pole?

Zorné pole (FOV, field of view) je rozsah objektu, který lze vidět příslušnou optickou sestavou. Je to kruh, který vidíte mikroskopem; pole je vymezeno spojením vlastností objektivu a okuláru a zmenšuje se s rostoucím zvětšením.
Co je rozstup pupil?

Rozstup pupil čili mezipupilová vzdálenost je vzdálenost mezi středy pupil obou vašich očí.
Co je parafokalita?

Parafokální neboli parafokalizovaný stereomikroskop není třeba po změně zvětšení znovu zaostřovat.
Co je to volná pracovní vzdálenost?

(Volná) pracovní vzdálenost objektivu je hloubka prostoru mezi čelem optiky objektivu a zaostřenou předmětovou rovinou. Čím větší je optická síla objektivu (jeho zvětšení), tím kratší je jeho (volná) pracovní vzdálenost.
Jak se vypočítá celkové zvětšení mikroskopu?

Celkové zvětšení složeného mikroskopu se vypočítá jako součin zvětšení jeho objektivu a zvětšení jeho okuláru; pokud má mikroskop i pomocnou vnitřní optiku, násobí se tento součin ještě i jejím zvětšením (jež může být i menší než jedna!).
Co znamená „užitečné zvětšení“?

Za horní mez užitečného zvětšení mikroskopu se považuje tisícinásobek N. A. (numerické apertury) jeho objektivu. Zvětšení ještě větší nazývá se „prázdné zvětšení“, protože už nezviditelňuje další detaily předmětu a obraz vypadá jako rozmazaný. A naopak, při menším zvětšení než asi (500 × N.A.), oko už nepostřehne všecky detaily, jež je objektiv schopen dobře zobrazit.
Proč je pro některé objektivy potřeba vodní nebo olejová imerze?

Rozlišovací schopnost objektivu závisí na jeho numerické apertuře a ta zase závisí na indexu lomu prostředí mezi pozorovaným objektem a čelní čočkou objektivu. Má-li toto prostředí větší index než vzduch, objektiv zachytí více světla a vytvoří jasnější a podrobnější obraz. Vzduch má poměrné malý index lomu (n = 1) a je-li prostor mezi objektem a objektivem vyplněn vzduchem, pracují objektivy s malou N. A. poměrně velmi dobře. Ale objektivy s velikou N. A. potřebují mezi objektem a objektivem prostředí v větším indexem lomu, což je např. imerzní olej. Má-li však takovýto objektiv plně ukázat své přednosti, je třeba spojit imerzním olejem nejen objekt resp. jeho krycí sklo s objektivem, nýbrž i objekt resp. jeho podložní sklo je třeba spojit olejem s plochým čelem kondenzoru. Olejové imerzní objektivy mají na sobě nápis „oil“ nebo „Oel“. Objektivy pro vodní imerzi mají označení „w“ nebo „W“; u těch kápněte mezi objektiv a objekt kapku vody nebo fyziologického roztoku.
Proč mají některé objektivy irisovou clonu?

Objektivy pro pozorování v temném poli nesmějí mít větší N. A., než je N. A. speciálního kondenzoru použitého pro osvětlení preparátu (ta je též omezena indexem lomu prostředí mezi čelní čočkou kondenzoru a podložním sklem preparátu), protože jinak by prázdné pole kolem svítících struktur nezůstalo temné. Irisová clona v objektivu umožní snížit jeho aperturu „ad hoc“ a tak dosáhnout temnoty prázdného pole. Pokud takový objektiv použijete k práci ve světlém poli, můžete prostě jeho clonu plně otevřít.
Jsou pro mikroskopii v temném poli třeba speciální objektivy?

Většinou pro pozorování v procházejícím světle potřebujete pro temné pole pouze středovou clonu do kondenzoru. Pro větší zvětšení budete potřebovat objektiv s irisovou clonou a speciální kondenzor pro temné pole.
Jaký je význam značky „0.17“ na objektivu?

Značka se týká krycího skla preparátů; předpisuje pro ně tloušťku 0,17 mm, jak ji předpokládal konstruktér objektivu při svých výpočtech korekcí vad optických. U objektivů s numerickou aperturou větší než 0,45 nedodržení této síly krycího skla (nebo jeho vypuštění) může zřetelně zkazit kvalitu obrazu.
Co znamená značka „160“ na objektivu?

Ta označuje, že výpočet korekcí optických vad objektivu předpokládal, že vzdálenost od dorazové plochy vešroubovaného objektivu ke konci tubusu (k dorazu pro okulár) bude 160 mm. Když k tubusu něco připojíte a tím tuto vzdálenost prodloužíte, zavedete do obrazu sférickou aberaci (pokud na to konstruktér součásti nepamatoval zavedením nutné korekce).
Co je objektiv korigovaný pro nekonečno a nesoucí značku „∞“?

Paprsky vycházející z bodu v rovině předmětové se v obrazovém prostoru neprotínají v nějakém bodu (jako popsáno o odstavec výše) nýbrž směřují k bodu nekonečně vzdálenému a zůstávají tedy spolu rovnoběžné. Obraz tedy musíme pozorovat dalekohledem, jehož objektiv (zvaný „tubusová čočka“) je nedaleko nad objektivem mikroskopu. Obraz tubusovou čočkou vytvořený pak pozorujeme okulárem.
Proč je na některých objektivech označení „Plan“?

Obraz rovinného předmětu vytvořený plan-objektivem je opět rovinný.
Co znamenají na objektivech písmena „LWD“ nebo „ULWD“?

Ta značka znamená objektiv s dlouhou volnou pracovní vzdáleností (LWD – long working distance) a s velmi dlouhou volnou pracovní vzdáleností (ULVD – ultra long working distance); ty mají volnou pracovní vzdálenost větší resp. mnohem větší než standardní objektivy stejného zvětšení.
Proč mají některé objektivy frontální čočku v odpružené objímce?

Tyto objektivy mají velmi malou volnou pracovní vzdálenost. Aby frontální čočka byla chráněna před poškozením a preparát před rozmačkáním, bývá objímka s čelní čočkou držena ve své poloze pružinou. Když při neopatrném zaostřování narazí čelní čočka do krycího skla preparátu, nerozmačká je, nýbrž ze i se svou objímkou zatlačí do pouzdra objektivu. Když se pak zase stolek a objektiv od sebe oddálí, pružina odtlačí objímku s čelní čočkou zpět do její správné polohy. Tato ochrana má ovšem pouze omezený dosah – několik málo milimetrů a nedokáže zabrání havárii při prudkém posunu vždycky.
Mohu použít objektiv pro fázový kontrast místo objektivu obyčejného?

Ano, ale musíte v kondenzoru vyřadit prsténcovou clonu (clonu pro fázový kontrast) a seřídit standardní osvětlení podle Köhlera.

Mohu použít objektiv korigovaný pro nekonečno v mikroskopu s tubusem konečné délky? 
Ne, protože v takovém mikroskopu není tubusová čočka (dalekohledový objektiv) která by soustředila paralelní paprsky do bodu v ohniskové rovině.
Co je modrý filtr pro denní světlo a k čemu jej potřebuji?

Tento filtr absorbuje ze světla lampy trochu ve žluté a červené oblasti spektra, což dá obrazu barvy bližší dennímu světlu a to je pro zrak příjemnější.
Jak se modrý filtr pro denní světlo používá?

Modrý filtr pro denní světlo používá se pouze pro vizuální pozorování, při němž dává pozadí příjemnou barvu. Nepoužívejte jej pro mikrofotografii ani pro fotografii na barevný film pro denní světlo.
Proč se do světelné cesty zařazuje zelený filtr?

Lidské oko je nejcitlivější na zelené světlo, proto se zelený filtr používá, když je třeba úplně potlačit vliv chromatické aberace na zobrazení achromátem. Objektivy pro fázový kontrast dávají proto nejkvalitnější zobrazení v zeleném světle.
Jaký je rozdíl mezi achromátem a planachromátem?

Objektivy jsou korigovány také na barevnou vadu a sklenutí pole. Rozdíl mezi achromáty a planachromáty je v dokonalosti korekce sklenutí pole. Je-li obraz zaostřený od optické osy až ke kraji zorného pole, říkáme že pole je planární, rovinné; takový obraz dávají planachromáty. Ale čím je obraz lépe vyrovnán, tím musí být objektiv složitější a tedy dražší.
Co je norma DIN?

DIN je zkratka pro „Deutsche Industrienorm“, Němeská průmyslová norma. Té se přidržuje mnoho optických firem i v jiných státech. Podle DIN má vzdálenost mezi dorazem v závitu pro objektiv a koncem tubusu pro okulár měřit 160 mm. Starší anglická norma RMS (Royal Microscopical Society, Královská mikrospopová společnost) předpisuje pro tuto vzdálenost 170 mm, takže vzájemně zaměnitelné jsou objektivy dle DIN a vzájemně zaměnitelné jsou i objektivy podle RMS, ne však objektivy DIN s objektivy RMS.
Co se znamená „FN“ na okuláru?

Na okuláru je vyryto „FN“(Field Number, polní číslo) a nějaké číslo, které znamená průměr otvoru clony, vymezující zorné pole okuláru (v mm).
Jaký je rozdíl mezi různými druhy osvětlení?

Žárovka – lampa s běžným žhaveným vláknem, obyčejně 6 V, 120 V, 240 V a 20 W až 60 W;
barevná teplota je „teplá“ a světlo je nažloutlé.

Halogenová žárovka – obvykle na nízké napětí, světlo studenější, osvětlení intenzivnější.
Barevná teplota ideální pro barevnou fotografii.

Fluorescenční výbojka – Lampa má studenější světlo, víc světla a delší životnost než žárovky.
Světlo má vhodnější barevnou teplotu (4 100 K), bělejší pole a je pro oči příjemnější.
Co znamená „koaxiální“?

Koaxiální jsou, totiž stejnou osu mají obě točítka pro posun stolku podle os X a Y s odečtem jeho polohy na stupnicích a také točítka pro hrubé a jemné zaostřování (toto je uvnitř onoho).
Co je mikroskopování v temném poli?

Při mikroskopii v temném poli osvětlujeme (průhledný či průsvitný) předmět paprsky velmi kosými, které do objektivu vůbec nevniknou, pokud nebyly k optické ose odchýleny lomem nebo odrazem na prudkých nehomogenitách objektu; ty jasně svítí v jinak temném poli.
Co je mikroskopie ve světlém poli?

To je nejprostší a nejčastěji používaný způsob mikroskopování ve škole, v průmyslu i na poli lékařském. Při něm je průhledný nebo průsvitný preparát vidět ve své přirozené barvě nebo uměle obarvený či bezbarvý a jen temnější než jeho okolí či prázdné jasné pozadí.
Co je fázový kontrast?

Fázový kontrast je metoda, jak zviditelnit v zorném poli objekty (zejména živé), jež se od svého okolí neliší barvou ani pohlcováním světla, nýbrž pouze svým indexem lomu a běžně v klasickém mikroskopu vidět nejsou a barvení by je mohlo poškodit.

Slovník optických pojmů   http://mikroskopy-optic.sk/slovnik.html
Aberace  Optická vada konstrukce objektivu. Objektiv nepřenáší všechny světelné paprsky do přesného ohniska. Existuje několik různých typů aberace, a každý z nich přispívá k jakosti zobrazení.

Achromát  Systém objektivu určený k redukci chromatické aberace. Systém fotografického objektivu je zpravidla korigován tak, aby dával stejnou ohniskovou vzdálenost pro červenou a modrou vlnovou délku.

Achromatický  Optika s korigovanými barvami, dávající skutečné barvy vzorku.

Achromatický kondenzor   Kondenzor upravený pro obě sférické aberace. Je to nejběžnější typ, používaný jako součást mikroskopů s jasným polem.

Antireflexní povlak   Povlak objektivu, jenž zlepšuje jeho schopnost účinněji přenášet světlo.

Apochromát  Systém objektivu, v němž je chromatická aberace korigována pro tři nebo více barev. Apochromatické objektivy se používají pro fotografické rytiny a u teleobjektivů s velkými maximálními clonami.

Bod očí  Poloha oka při používání vizuálního přístroje, jež umožňuje nejlepší možné pozorování.

Clona
Otočný kotouč umístěný pod stolkem, jehož pevný nebo nastavitelný stupňovitý otvor umožňuje průchod světla otvorem stolku pod různými úhly. Též jako plynule proměnný průměr nastavitelný pákou, umístěnou po straně součásti.

Clonové číslo  Clonové číslo určuje rozlišovací schopnost objektivu, hloubku ostrosti a jas obrazu. Čím větší je clonové číslo, tím větší je rozlišovací schopnost a tím menší je hloubka ostrosti.

Čočka
Optické sklo, jež má dvě leštěné plochy a používá se ke konvergenci nebo divergenci světelných paprsků.

Délka tubusu  Optická vzdálenost od objektivu k tubusu. Rozhoduje o vzájemné zaměnitelnosti optických součástí; např. u objektivu mikroskopu korigovaného pro 160 mm nelze délku tubusu použít na mikroskopu, korigovaném pro nekonečno.

Diferenciální interferenční kontrast  (často nazývaný Nomarski.) Používá se ke zkoumání kulatých, multicelulárních, trubkovitých nebo tlustých transparentních vzorků.
Součásti: Kondenzor DIC, rekombinační hranol, objektivy DIC. Velmi specializovaný prvek, zpravidla používaný pro specifické aplikace.
Nevýhody: cena; nelze používat s plastovými miskami.

Dlouhá pracovní vzdálenost  Zpravidla objektiv s větší než normální pracovní vzdáleností. Používá se při mikroskopické manipulaci, inverzní mikroskopii, výrobě mikroskopických přístrojů. Normální objektiv 40x bude mít pracovní vzdálenost 0,06 mm. Dlouhá pracovní vzdálenost 40x bude mít 2,4 mm; zvlášť dlouhá pracovní vzdálenost 40x bude mít 10 mm; super dlouhá pracovní vzdálenost 40x bude mít 15 mm. Čím delší je pracovní vzdálenost, tím menší je ovšem rozlišovací schopnost.

Dorazový šroub   Nastavitelný šroub, umístěný na základně zaostřovacího stojanu. Je-li nastaven správně, brání posunutí nosného tubus příliš nízko potencionálnímu poškození, a to jak objektivu nejvyšší mohutnosti, tak vzorku.

Fázový kontrast  Používá se k pozorování živých, nezbarvených vzorků.
Součásti: Fázový kondenzor a fázové objektivy.
Nevýhody: Vytváří optický artefakt zvaný fázová svatozář. Je proto zcela nepoužitelný pro kulaté, multicelulární nebo trubkovité vzorky, např. vejce, červy (hlísty), neurony.

Filtr
Barevný transparentní materiál vloženy do cesty osvětlení s cílem změnit pozorovací podmínky.

Filtr denního světla   Modrý filtr, používaný ke korekci barevné teploty světelného zdroje.

Fluorescence  Používá se k lokalizaci fluorescenčně označeného materiálu (protein, enzym, gen) osvětlením materiálu jednou vlnovou délkou světla v naději, že se fluorescenční označení objeví v důsledku emitování tohoto světla na jiné vlnové délce; tzn. materiály označené FITC ve tkání při osvětlení modrým světlem budou emitovat světlo zelené.
Součásti: Epifluorescenční nástavec, rtuťový (nebo jiný) světelný zdroj, napájecí zdroj, specializované filtrační systémy, každý pro jiné fluorescenční značení.
Nevýhoda: Vzorek je zpravidla křehký, nestabilní a nelze jej používat nebo skladovat po dlouhou dobu.

Fluorit  Objektiv korigovaný pro dvě vlnové délky, a tudíž s vyšší rozlišovací schopností než Achromát. (Existují výjimky.) Výrobci jej nazývají Fluor, Neo-Fluor, Fluotar.

Hloubka ostrosti   Oblast kolem středu ohniska, v níž je obraz stále jasný. Čím větší je clonové číslo, tím menší je hloubka ostrosti.

Hoffmanův modulační kontrast  Nazývaný „chudák Nomarski“. Používá se ke zkoumání stejných typů vzorků, jako je DIC/Nomarski.
Součásti: Hoffmanův kondenzor, polarizátor a Hoffmanovy objektivy.
Nevýhody: Určitá ztráta rozlišovací schopnosti.

Hrubé nastavení  Knoflík, jenž při zaostřování posouvá vzorek (nebo objektiv) rychle ve svislém směru.

Huygenský okulár   Okulár, jenž provádí určitou míru korekce chromatického rozdílu zvětšení v achromatických objektivech.

Chromatická aberace  Optická vada objektu, projevující se jako barevné okraje nebo světelné kruhy, což má za následek, že v různých vzdálenostech od objektivu jsou zaostřovány různé vlnové délky světla.

Japonská průmyslová norma  Mezinárodní norma, používaná ve výrobě výměnných objektivů. Typický mikroskop typu JIS používá objektivy 36 mm + tubus o délce 170 mm, tvořící systém 206 mm.

Jasné pole  Používá se k pozorování vzorků, které mají kontrast nebo barvu (tj. zbarvených histologických vzorků).
Součásti: kondenzor a objektivy pro jasné pole.
Nevýhody: nelze používat k pozorování vzorků s malým nebo nulovým kontrastem.

Jemné nastavení  Knoflík, jenž posouvá vzorek (nebo objektiv) pomalu, svisle při zaostřování.

Karusel  Otočný karuselový stojan pro sadu objektivů.

Kondenzor  Systém čoček mezi zdrojem světla a vzorkem, jenž soustřeďuje světlo a zaostřuje je na vzorek.

Konečný korekční systém  Optický systém, v němž je obraz tvořen pouze čočkami objektivu.

Konfokální  Interferometrický mikroskop, používající otáčivou clonu a analýzu obrazu CCD.

Kontrast  Světlo a tma. Aby vznikl dobrý obrázek, musíte mít dobrý kontrast i rozlišovací schopnost.

Korigovaný objektiv
Systém čoček nebo objekt, korigující specifické aberace.

Kreslicí tubus (camera lucida)  Umožňuje sledovat vzorek a papír/tužku při kreslení současně.

Kulová aberace  Optická vada, kdy objektiv není schopen vytvořit ostrý obraz. Světelné paprsky, které procházejí objektivem v blízkosti jeho okraje, se sbíhají v bodě jiném, než paprsky, které procházejí středem objektivu.

Mikrofotografická kamera   Lze ji připojit pouze k tubusu s třemi okuláry. Dává čisté ohnisko, minimální až nulové vibrace a velkou flexibilitu při vzájemné zaměnitelnosti držáků filmu, např. 35 mm, Polaroid 3x4 nebo Polaroid 4x5. Liší se co do složitosti a citlivosti (např. ruční, poloautomatická nebo plně automatická).

Mikrofotografie  Proces dokumentování obrázků na film tak, jak jsou vidět prostřednictvím mikroskopu.

Mikrometr okuláru   Prvek vložený do okuláru, jenž umožňuje měření vzorku.

Mikroskop  Velmi přesný optický přístroj, jenž používá světlo k pozorování předmětů. Je schopen velkého zvětšení a rozlišení a slouží ke zviditelnění drobných detailů.

Mikroskopický manipulátor  Slouží ke vstřikování látek do vzorku nebo k extrahování látek ze vzorku. Používá se rovněž k měření elektrického proudu, generovaného vzorkem.

Mohutnost zvětšení
Míra schopnosti objektivu nebo kombinace objektivů způsobit, že předmět vypadá větší. Kolikrát je obraz pozorovaný mikroskopem větší, než by se předmět jevil při pozorování prostým okem.

Montovaný na karuselu  Všechny objektivy jsou připojeny k jedinému společnému karuselu, umožňujícímu rychlé a přesné umístění objektivu během pozorování.

Motorizované snímací stolky  Slouží k tomu, aby počítač mohl řídit pohyb vzorku. V současnosti jde o vysoce specializované a vzácné prvky, jež se však brzy stanou nezbytností v kombinaci s CCTV.

Naklápěcí spoj  Je umístěn na základně ramena některých mikroskopů a umožňuje pozorovateli sklopit mikroskop pod pohodlnějším úhlem při pozorování sklíček se vzorky.

Nástavec pro dva pozorovatele  Umožňuje dvěma pracovníkům pozorovat stejný vzorek současně pomocí jediného mikroskopu.

Nástavec pro několik pozorovatelů  Umožňuje 2 - 8 lidem pozorovat současně stejný vzorek prostřednictvím téhož mikroskopu.

Nekonečný korekční systém  Optický systém, v němž je obraz tvořen čočkami objektivu a čočkami tubusu.

Německá průmyslová norma  Mezinárodní norma, používaná při výrobě výměnných objektivů. Typický mikroskop typu DIN používá objektivy 45 mm + tubus o délce 160 mm pro celkovou délku systému 205 mm.

Nosný tubus  Hlavní konstrukce, která drží hledáček a objektivy v přesné vzájemné vzdálenosti, a která tomuto kombinovanému systému umožňuje přiblížit stolek do čistého ohniska.

Objektiv  Systém složený z čoček v mikroskopu, jenž přijímá světlo ze zorného pole a vytváří první obraz. Systém čoček nejblíže vzorku. Dává primární zvětšení, tj. 2x, 4x, 10x.

Objímka filtru  Štěrbina na mikroskopu, kam je možno vložit do dráhy osvětlení jeden ze sady filtrů.

Ohnisková vzdálenost  Vzdálenost mezi základním bodem a středem ohniska. Ohnisková vzdálenost čoček objektivu je f1, ohnisková vzdálenost čoček tubusu je f2. Zvětšení je dáno poměrem ohniskové vzdálenosti čoček objektivu a ohniskové vzdálenosti čoček tubusu (pro Nekonečný korekční systém).

Okulár  Systém objektivu nejblíže oku. Zvětšuje obraz tvořený objektivem. Takže pomocí objektivu 10x a okuláru 10x bude celkově zvětšení 100x.

Osvětlení  Zdroj světla, dopadajícího na objekt pod objektivem.

Osvětlení jasného pole  Světelný paprsek dopadající na objekt je paralelní s optickou osou.

Osvětlení v temném poli  Světelný paprsek dopadá na předmět pod úhlem optické osy; proto škrábance a důlky na povrchu jsou osvětleny, zatímco ostatní intaktní část zůstává tmavá.

Osvětlovací zrcadlo
Zpravidla dvoustranné zrcadlo na otočné ose, umístěné pod stolkem. Odráží světlo do otvoru stolku a na vzorek.

Osvětlovač  Zdroj světla, jenž osvětluje předmět nebo pozorovaný vzorek. Jeho intenzita může být pevná nebo proměnná.

Ozubnice s pastorkem  Fázové sdružení kola s redukcí a přizpůsobení ozubnice se svislými drážkami s cílem umožnit zcela přesné zaostření.

Paralaxa  Chyba zobrazení, která vzniká, je-li použit stolkový mikrometr značné tloušťky. Dochází k ní, jestliže stupnice a vzorek se zdají být ve stejné rovině, což způsobuje nesprávná měření.

Parfokální  Schopnost otáčet karuselem s objektivy s minimálním přeostřováním.

Parfokální délka  Vzdálenost mezi povrchem vzorku a montážní polohou objektivu při zaostření.

Plan objektiv  Objektiv s korigovanou rovinností pole, takže při pozorování vzorku je zaostřeno na celou plochu pole. Takže máme plan achromáty, plan fluority a plan apochromáty.

Polarizační prvky  Lze je přidat ke stávajícímu základními mikroskopu s cílem lokalizovat dvojlomné materiály (např. krystaly).

Pole
Skutečný průměr zorného pole, zpravidla vyjádřený v milimetrech. Se zvyšující se zvětšovací mohutností se zmenšuje zorné pole.

Ponoření do oleje  Technika umístění speciálního oleje mezi objektiv 100x a sklíčko na stolku s cílem zlepšit jakost rozlišení při velkých zvětšeních. Olej se umísťuje rovněž mezi kondenzor a sklíčko.

Pracovní vzdálenost
Vzdálenost od předního členu objektivu ke vzorku.

Prázdné zvětšení   Zvětšení, které zvětšuje velikost, avšak nezvětšuje detail, a to v důsledku omezení rozlišovací schopnosti optického systému.

Prvek s nábojovou vazbou    Detektor obrazu ve videokameře.

Rameno  Díl sloužící jednak jako opěra nosného tubusu a systémů objektivu, jednak  k upevnění mikroskopu při dopravě.

Ramsdenův okulár  Okulár podobný Hyugenskému okuláru. Liší se tím, že má ohniskovou rovinu na povrchu, nebo zcela mimo povrch sběrných čoček.

Reálné zorné pole   Rozsah (průměr) vzorku, pozorovatelného mikroskopem.

Reliéf oka  Vzdálenost mezi přední čočkou mikroskopu a bodem očí.

Rotační pozorování (360°)   Mikroskop nastavený tak, aby se okulár a tubus okuláru mohly vodorovně otáčet kolem. Takový přístroj umožňuje lidem pozorovat vzorek, aniž by se pohnuli oni, nebo aniž by se pohnul mikroskop.

Rovina zobrazení  Rovina, která s optickou osou svírá pravý úhel v bodě zobrazení.

Rozlišovací schopnost  Schopnost rozlišit dva body v dané vzdálenosti.

Sklon (30-45°)  Tubus okuláru je vyroben pod určitým úhlem vzhledem k vodorovné rovině, aby poskytovala pohodlnější polohu těla během dlouhodobých pozorování.

Snímací elektronový mikroskop  Mikroskop používající svazek elektronů, dopadající na vzorek. Sekundární elektrony, emitované v bodě dopadu, jsou zobrazovány pomocí technicky náročných snímačů.

Souosost  Stav, kdy všechny optické členy jsou vystředěny na stejné ose.

Stojan  Základní prvek mikroskopu, jenž drží všechny ostatní součásti. Zpravidla obsahuje světelný zdroj.

Stolek
Plocha, která přidržuje vzorek.
Mechanický stolek: pohybuje vzorkem ve všech čtyřech směrech.
Otočný stolek: zpravidla se otáčí o 360 stupňů, nebo v případě otočného mechanického stolku, maximálně o 270°.

Stolkový mikrometr  Slouží ke kalibraci očního mikrometru.

Světlo  Elektromagnetické záření.

Svorky stolku  Příchytky umístěné na stolku a sloužící k přichycení sklíček při pozorování.

Širokoúhlý okulár   Okulár s velkým zorným polem s vysokým bodem očí.

Temné pole  Používá se ke zkoumání vzorků, jež nelze odlišit od pozadí (např. syfilitické spirochéty, zrna stříbra v rentgenografii).
Součásti: Suchý kondenzor pracující v temném poli pro malá zvětšení, a jakýkoliv objektiv pro malé zvětšení. Olejový kondenzor pracující v temném poli pro větší zvětšení. Olejové objektivy pro velká zvětšení musejí mít irisovou clonu.

Teplota barev  Kvantitativní hodnota, označující množství barvy nebo barev, emitované nějakým předmětem.

Tubus okuláru  Prodloužení tubusu tělesa o menším průměru, na nějž se nasazuje okulár.

Ultrafialový  Část spektra, v němž jsou vlnové délky neviditelné.

Video mikroskop  Umožňuje prohlížet vzorek na obrazovce. Obraz lze rovněž analyzovat pomocí počítače.
Součásti: Stojan „C“ (rozhraní mezi obvodem TV kamery a mikroskopem), kamera CCTV, monitor a případně obrazový procesor.
Nevýhody: Drahé zařízení pouze v případě více specializovaných systémů.

Virtuální obraz  Obraz, který nekonverguje v reálném prostoru.

Vlnová délka  Světlo se pohybuje ve vlnách o proměnné délce. Měří se od vrcholu jedné vlny k vrcholu vlny další, a zpravidla se vyjadřuje v nanometrech (nm) nebo angströmech (A).

Výměnný objektiv  Systém objektivu, zašroubovaný do otočného bajonetu s nosem, jenž je možno vyjmout a jenž bývá zpravidla nahrazen jiným objektivem se stejným montážním průměrem a závitem, avšak s odlišnou mohutností zvětšení.

Výměnný okulár  Systém objektivu, jenž se vkládá do tubusu okuláru a jenž bývá zpravidla nahrazen jiným objektivem o stejném montážním průměru, avšak s odlišnou mohutností zvětšení.

Vyvážení barev  Metoda úpravy světelného zdroje filtrací, takže světlo má optické charakteristiky podobné slunečnímu světlu.

Základna  Těžká spodní část mikroskopu, která mu zajišťuje dobrou rovnováhu a odolnost proti nečekanému pohybu, „vibracím“.

Zaostřovací stojan   Součást sestavy (plus pastorek), jenž specificky umožňuje měnit vzdálenost mezi objektivem a vzorkem, a tudíž umožňuje požadované hrubé a jemné nastavení ohniska.

Zvětšení  Zvětšení předmětu optickým přístrojem. Je to poměr velikosti obrazu ke skutečné velikosti pozorovaného předmětu.

Pojmy z mikroskopie

http://www2.biomed.cas.cz/d331/vade/mikroskopy.html#wolla#wolla
Abbeho teorie mikroskopu

Ernas Abbe (1873) vysvětlil a experimentálně doložil fyzikální podstatu vzniku obrazu v optickém mikroskopu. Základní myšlenka jeho teorie spočívá v představě, že každý bod osvětleného objektu se stává zdrojem sekundárních sférických vln (Huygensův princip). Záření prošlé vzorkem vstupuje v podobě sekundárních vln do objektivu a dostává se do zadní ohniskové roviny objektivu. Změny amplitudy a fáze světelných vln procházejících vzorkem Abbe popsal transmisní funkcí F (x, y), jejíž proměnné x a y značí souřadnice v předmětové rovině, která je kolmá na optickou osu mikroskopu. 

Fourierův obraz objektu 

Obraz vzniklý Fourierovou transformací transmisní funkce v obrazové rovině objektivu. 

Zadní ohnisková rovina objektivu

F = nejkritičtější místo mikroskopu, v této rovině se setkávají paprsky, které opouštějí předmětovou rovinu šíříce se stejným směrem a vstoupily do objektivu. 

Airyho kroužky

Žádný objektiv nezobrazí bod opět jako bod, ale obrazem bodu jsou difrakční obrazce vznikající ohybem světla na výstupní pupile objektivu (Airyho kroužky). Při zobrazení dvou blízkých bodů se mohou příslušné difrakční kroužky překrývat, až se při jisté minimální vzdálenosti stanou nerozlišitelnými. 

Rozlišovací schopnost lidského oka

Lidský zrak zaznamená pozvolný předěl mezi dvěma difrakčními kroužky teprve tehdy, poklesne-li intenzita mezi nimi alespoň o 20 % oproti přilehlým maximům. 

Kontrast 
Kontrast (K) je definován pomocí rozdílu mezi jasem pozadí (Ip) a jasem pozorovaného objektu (I) jako poměr: K = (I - Ip)/Ip 

Halo
Halo je způsobeno lomem světla na strukturách s velkým gradientem indexu lomu a s tím spojeným posuvem obrazu kondenzorové aperturní clony mimo fázovou masku objektivu. 

Infračervené osvětlení

Jsou-li mozkové řezy prohlíženy použitím DIC optiky v kombinaci s infračerveným osvětlením, lze vidět a snímat nejen z těla, ale i z apikálních dendritů neuronů. Toto zlepšení při zobrazování řezů v infračerveném světle je dáno jeho nižším rozptylem ve srovnání s viditelným světlem při průchodu řezem. Řezy jsou osvětlovány infračerveným světlem umístěním IR filtru (l = 780 nm) do světelné dráhy před polarizátor DICu. Neurony jsou pak detegovány IR-sensitivní videokamerou. 

Wollastonův hranol

Wollastonův hranol rozdělí původně lineárně polarizované zobrazující světlo na dvě vzájemné kolmo polarizované složky (odpovídající řádnému a mimořádnému paprsku), které z děliče vystupují různým směrem. 

Fluorescence
Fyzikální proces, při němž dochází k přeměně vlnové délky budícího záření na vlnovou délku luminiscenčního emisního záření, které doznívá delší dobu. Absorpce fotonů molekulami má za následek přechod elektronů do vyšších energetických hladin a při zpětném návratu elektronů dochází k emisi světla. Emisi lze charakterizovat fluorescenčním excitačním spektrem, tj. závislostí intenzity emise na vlnové délce excitačního světla. Když je vzorek ozářen světlem s určitou excitační vlnovou délkou, emituje světlo o viditelně delší vlnové délce (Stokesovo pravidlo).

Dichroické zrcadlo

Dichroické zrcadlo usměrňuje excitační světlo přes objektiv na vzorek, tak aby byl dostatečně osvětlen. Je umístěno se sklonem 45° od optické osy přicházejícího světla; takto nakloněno odráží excitační světlo směrem do vzorku a propouští ostatní vlnové délky nahoru do okuláru. 


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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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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Srovnání rozlišovací schopnosti klasické konfokální mikroskopie a STED �(zdroj: � HYPERLINK "http://www.picoquant.com" �www.picoquant.com�)  


                 





Princip klasické konfokální mikroskopie a STED (zdroj: � HYPERLINK "http://www.nature.com" �www.nature.com�)  





Detektor





DM





Laser





BS





Objektiv





Objektiv





Bod jako Airyho 


kroužek





BS – rozdělovač


         paprsku laseru





DM – dichroické


           zrcadlo





http://cs.wikipedia.org/wiki/Superrozli%C5%A1ovac%C3%AD_mikroskopie





1 = pořadové číslo


      podložního skla 





K = cibule


B = bob








1





C





Ponechat volné místo na okrajích podložního skla, kam se nedostane objektiv mikroskopu (cca 0,5 cm).





B





blízký bod – 0,25 m





daleký bod – ∞





akomodační šíře zdravého oka – 4
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