Kontrastni metody v mikroskopii

* Slouzi k zvyseni kontrastu obrazu tak, aby byl dobre
pozorovatelny.

* Nejpouzivanéjsi metody:
- Temné pole
- Fazovy kontrast
- Polarizované svéetlo
- Reliéfni kontrast — Hoffman(v modulaéni kontrast
- Diferencialni interferencéni kontrast (DIC)



Mikroskopie tmavého pole

Soucasti kondenzoru je stinitko — disk, ktery zabranuje prichodu
svétla stfedem

Vzorek je osvétlovan zboku - Sikmé osvétleni

Pozadi je tmavé, jelikoz svétlo nepronika do objektivu
Pozorované objekty vsak rozptyluji svétlo, tudiz jsou viditelné
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Borelie zobrazené v mikroskopii tmavého pole

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK532894/



Fazovy kontrast

U fazového kontrastu se vyuziva poznatku
posunu viny pfi prichodu prihlednymi
objekty s rozdilnym indexem lomu.

Vétsina biologickych vzorkd neméni
amplitudu viny (intenzita svétla), ale fazi.

Posun faze lze vsak prevést na zménu
amplitudy svétla, kterou je oko schopné
vnimat

A ihdex lomu = konsl.

amplituda /l?'ldi:): lomu = 1.1 prostiedi

e ir‘:lde.s-; lomu < 1.1, prostiedi
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Fazovy kontrast

V kondenzoru se nachazi fazovy prstenec - naparena
vrstva se Stérbinou, kterou prochazi svétlo na
vzorek.

Na vzorku dochazi k fdzovému posunu a zméné
drahy vlivem jiného indexu lomu vzorku (Cervené)

Svétlo poté prochazi objektivem, ve kterém je
umisténa fazova maska, prstenec na fazové desce,
ktery posunuje fazi svetla putujiciho ze zdroje
(Zluté) o Ctvrtinu vinové délky. Svétlo posunuté
prichodem vzorku nejde pres zpozdujici prstenec.

Svétlo, které vzorkem projde (Cervené), tak putuje
vlivem ohybu mimo prstenec v objektivu a
interferuje se plvodnim svétlem (Zluté) v obrazové
roviné = s¢itani, odecitani vin = zména intenzity
svétla. Tim dojde k zviditelnéni obrysa vzorku.
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Phase Contrast Imaging of Transparent Thin Specimens
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Hela bunky v petriho misce

https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/contrast.html
https://www.gesundheitsindustrie-bw.de/en/article/news/hela-a-human-bauplan-in-the-petri-dish



https://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/contrast.html

Bunky vidéné mikroskopy bez fazového kontrastu a s fazovym kontrastem

Prochazejici svétlo Fazovy kontrast

Pro fazovy kontrast je

g=—=typicka aureola (svétly
obrys) okolo bunék — tzv.
halo efekt.

Pokud se chceme vyhnout tomuto halo efektu, musime pouzit Hoffmantdv modulacéni
kontrast nebo diferencidlni interferenéni kontrast (DIC).

Nikon
https://www.microscopyu.com/techniques/phase-contrast/introduction-to-phase-contrast-microscopy



Fazovy kontrast - embryo

DOI:10.1093/humrep/dep010



Hoffmanuv modulacni kontrast

* Hoffmaniiv modulacni kontrast je dalSi metodou, ktera
umoznuje dosahnout zvyseni kontrastu obrazu
pozorovaného predmétu.

* |ze prirovnat k verzi tmavé mikroskopie, pri které je vSak
Sikmého osvétleni dosazeno pomoci mimoosove umisténé
stérbinové apertury v kondenzoru. Pomoci specialni clony
nachazejici se v predmeétové ohniskové roviné kondenzoru a
amplitudového modulatoru v obrazové ohniskové roviné
objektivu je ovliviiovano (modulovano) mnozstvi pfimeého
svetla propusténého objektivem.

* Kdyby tento modulator byl z nepropustneho materialu, tak
se vysledek podoba pozorovani vtemném poli.

* Pro své unikatni vlastnosti zobrazeni se Casto vyuziva v IVF
praxi
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Modulator and Slit Designs
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DOI:10.1142/9789813235694_0005



Hoffmanuv modulacni kontrast

Bunky lidského menisku (fibrochondrocyty)
Méritko = 10 um

https://en.wikipedia.org/wiki/Hoffman_modulation_contrast_microscopy

Priklad pouziti osvétleni Hofmannovym kontrastem
je na klinikach pro umélé oplodnéni, coz umoznuje
zobrazeni jednotlivych bunék a plasticitu zobrazeni
embrya. Pfi pozorovani ve svétlém poli je témér
prihledny oocyt obtizné viditelny.

DOI:10.1093/humrep/13.12.3449



Polarizacni mikroskop

* Polarizacni mikroskop je oproti béznému biologickému mikroskopu vybaven polarizacnim
zarizenim, které umoznuje studovat i ty vlastnosti vzorku, které nejsou patrné (zanikaji) v
nepolarizovaném (obycejném) svétle.

e Svétlo, které prochazi vzorkem je ovlivnéno rlizné v riznych smérech — anizotropni material

* Nejdulezitéjsi soucasti polarizacniho mikroskopu je polarizacni zafizeni sestavajici ze dvou
komponent. Prvni z nich, tzv. polarizator, je obvykle zabudovan v kondenzoru, u modernéjsich
mikroskopU byva soucasti osvétlovaciho zafizeni. Druhy, analyzator, je umistén pod objektivem,
nebo v tubusu mikroskopu a je zkonstruovan tak, ze ho lze z tubu vysunout a tim odstranit z
optické soustavy mikroskopu.



Polarizace svetla

Smeér &iteni e Znazornéni nepolarizovaného svétla

>
svetla * oranzova Sipka reprezentuje orientaci

pouze elektrické slozky svétla, pro
zjednoduseni je kolma magneticka
vynechana. Kazda Sipka/orientace
odpovida jednomu paprsku.

* VétSina svételnych zdroj produkuje
—_ nepolarizované svétlo — bez
preferovaného uhlu polarizace

* Polarizator propousti jen jeden smér
polarizace svétla
Polarizator



Pouziti polarizatoru (polarizacniho filtru) — eliminuje svétlo odrazené od hladiny

e 7 “




Biologickeé vzorky

Anizotropni Izotropni Anizotropni

Co je v bunkach anizotropni
Polymery: DNA, aktin, mikrotubuly
Membrany

https://doi.org/10.1016/j.cub.2021.05.023



Polarizatory

* Propoustéji jeden smér polarizace svétla

* KdyzZ jsou dva, kolmo otocené, pak svétlo neprojde

Polarizator Analyzator

%%J). ]

e Anizotropni material rozdéli svétlo na dvé viny rlizné otocené

—§-1-

Polarizator Analyzator

Délici vieténko




Polarization of Light (3-D Version)

First Polarizer Angle: 0° Second Polarizer Angle: 0°

https://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/pol
arizedlight/3dpolarized/index.html



https://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/polarizedlight/3dpolarized/index.html

Polarizacni mikroskopie

* \/lyuziva se pro
* zviditelnéni usporadani struktur
Délici vietenko
Cytoskeletalni struktury
* Membrany
* Kolagen

* Netreba barveni/znaceni vzorku



P¥iklady

— astrocyty

Prochazejici svétlo Polariza¢ni mikroskopie



Spermatocyty jerabove musky

Rudolf Oldenbourg and James LaFountain



Diferencialni interferencni kontrast - DIC

AOPL

|dea:

Interferenci dvou paprskl jsme schopni urcit jejich
rozdilnou délku drahy

Opticky systém pak vytvari obraz s objektem, ktery se
jevi jako Cerny az bily na Sedém pozadi. Tento obrazek
je podobny tomu, ktery lze ziskat pomoci mikroskopie
fazového kontrastu ale bez difrakéni halo. Tato
technika byla vyvinuta polskym fyzikem Georges
Nomarskim v roce 1952



Hranol - dvojlomny materia

* Pro DIC je potrebny hranol - dvojlomny
material, ktery ma rozdilné indexy lomu pro
svétlo polarizované v kolmych smérech.

\ * Jsou tedy vytvoreny dva paprsky - obrazy

objektu

. * Toho je vyuzivano pro DIC mikroskopii



Nomarského hranol

o Hranol umoznuje rozdélit
polarizovany paprsek na paprsky dva
kolmo polarizované

‘ * Oznacuje kmitani dopredu-dozadu
f

I <> Oznacuje kmitani zleva doprava




Jak DIC tvori kontrast

o Svétlo projde pres polarizator

o Jsou vytvoreny dva paprsky s kolmou
polarizaci

o Projdou bez zmény rovinou vzorku

o Na dalsSim hranolu jsou zpét spojeny a
otoceny se stejnou polarizaci

o Pres analyzator neprojdou



Jak DIC tvori kontrast

o Pravy paprsek je ovlivnén vzorkem

_U_I_\_

o Dojde k vytvoreni eliptické polarizace

o Svétlo projde pres analyzator
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Jak DIC tvori kontrast

o Oba paprsky projdou vzorkem se
stejnym otocenim

o Na dalsim hranolu jsou zpét spojeny
a otoCeny se stejnou polarizaci

o Pres analyzator neprojdou




DIC ukazk
u a Z y DIC Microscope Components and
Imaging Mechanisms

DIC Specimen Image
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M
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1. Polarizer

2. Nomarski Prism

3. Condenser

4, Specimen

5. Objective

6. Nomarski Prism

7. Analyzer

8. Eyepiece (or Ocular)

Bias Retardation: Positive Bias Choose A Specimen
—— Feather Barbules v

https://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/dic/lightpaths/index.html



DIC embryo

Optical Path Gradients and Intensity Profiles

DIC Amplitude Profile
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https://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/dic/dicintegration/index.html



Porovnani fazového kontrastu a DIC

Halos in Phase Contrast and DIC Microscopy

@ Figurea

https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/dic/dicohasecomparison/



Caenorhabditis elegans v DIC

https://www.youtube.com/watch?v=M2ApXHhYbaw



