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Historie mikroskopu

1590 — otec+syn Jansenovi (holand. brusici
skla, diamantu), 1610 G.Galilei

1670 — A.van Leeuwenhoek (holand. obchodnik
s textilem, amateér-otec mikrobiologie, krevni b.)

1665 — angl.fyzik R.Hooke, slozeny mikroskop
L.Pasteur (kvasinky), R.Koch (tbc,cholera)
1847 — C.Zeiss, 1.vyrobce

1873 — ném.fyzik E.Abbe, teorie opt.pristroju

1931 — nem.fyzik E.Ruska, elektronovy
mikroskop (1986 NC)




Mikroskopie

* Rozlisovaci schopnost oka (0,2 mm)
« Svetelna mikroskopie (0,2 um)
lupa, svetelny mikroskop
» Elektronova mikroskopie (1-0,2 nm)
TEM, SEM, (AFM)
Paprsky (svéet./el.) vystupuji od predmeétu do
CoCky, lamou se a vytvareji zvetseny obraz.




Optika

Svetlo = uzka oblast elektromagnet. zareni
viditelna okem (vineni, 300tis.km/s)

Délka vin 380-780 nm (bilé/polychromat.svetlo)
barva: 380nm fialova, 450nm modra,
500nm zelena, 550nm zluta, 600nm oranz.,

od 650nm cCervena

Viny kratsi - UV,RTG,y, delsi - IR,radiové



Zareni — vinové délky
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" Obr. 1:

Rozsahy vlnovych délek rGznych elektromagnetickych zafeni a barev svétla



Optika

« Amplituda (vysSka) viny = intenzita svétla
* Rozhrani 2 prostredi
Odraz:
uhel dopadu=uhlu odrazu, ve stejné rovine
Lom:
vychyleni ke kolmici dopadu (do prostredi hustsiho)
od kolmice dopadu (do prostredi fidSiho)
* Index lomu N (=opt. hustota prostredi):
vzduch 1,0 - voda 1,33 - sklo 1,46 — olej 1,5 —
diamant 2,42




Optika

» Disperze (rozklad)
zavislost indexu lomu na vinové délce

bilé svétlo se hranolem rozlozi dle vin.
délky na jednotlivé barvy (duha)

* Interference (skladani)
rozdéleni a nasled. spojeni 2 svetel.toku

dle synchronizace je faze vineni stejna n.
posunuta a intenzita +vyssi nebo -nizsi




S ocky

Typy &ocek: A - C - spojky, D - F - rozptylky.
= dvojvypukld (bikonvexni), B = ploskovypukla (plankonvexni),

dutovypukld (konkdvkonvexni), D = dvojduta (bikonkavni),
ploskodutd (plankonkdvni), F = vypukloduta (konvexkonkdvni).
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Opticka telesa pruhledna

Cocky
tvar: vypukly/konvexni, spojky- svazek sbihavy
vyduty/konkavni, rozptylky- sv.rozbihavy
opt. stfred O s osou, hl.rovina (kolma na osu)
ohnisko F predni-obrazoveé, F' zadni-predmet.
Hranoly
brousené pod ruz. uhly- zména chodu paprsku
nikoly z island. vapence k polarizaci paprsku



Cocky

« \ytvoreni obrazu spojkou pomoci 3 paprsku:
rovnobezny s osou — lom do ohniska
hlavni (stfedem C.) — nelame se
v predmet.ohnisku — lom rovnobezne s osou

* Druh obrazu dle polohy predmeétu
skutecny (za ¢oCkou, Ize pozorovat okem/na filmu)
zmenseny a prevraceny... predmet >2F
zvetseny a prevraceny... predmét do 2F
neskutecny (pred CoCkou, lze pozorovat jen okem)
zvétSeny a primy... predmét <F






Cocky - lom




Cocky - obraz
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Obr. 10:

Geometrie zobrazovdni spojnou Eogkou pii umisténd ptedmétu do polohy pied dvojndsabnou
ohniskovou vzddlenost (A), mezi ohnisko a dvojndsobnou ohniskovou vzddlenost (8),

mezi stied Cotky a ohnisko (C); F = predmétové chnisko, F = obrazové ohnisko, 0 = gpticky
stted Zoky, P,P = body lezici ve dvojndsovné ohniskové vzddlenosti, Sipka zndzornéns
plaous&arou = zobrazovany pledmét, Sipka zndzornénd peruSovanouséaroy = obraz predmétu,
Text viz str. 10,



Cocky

Vady cocek

Chromaticka(barevna) — ruzny lom dle
vin.delky svetla, vada polohy a velikosti
Sféricka (kulova) — ruzny lom s kfivosti C.,
body= prekryvajici se kruhy, nezretelné
Astigmaticka — paprsky dopad. Ssikmo se
neprotinaji, tvori 2 linie

Vyklenuti — primka z boku= oblouk, nelze
dobre zaostrit




Lupy

Nejjednodussi opticka zarizeni

1 nebo vice cocCek (spojky i rozptylky)
Zvetsuji zorny uhel

Obraz: neskutecCny zvetseny a primy
Zveétseni 5 — 12x (spec. az 30x)



Mikroskop - konstrukce

« 2 opticke Casti (nekolik CoCek) na spoleCné ose
* Objektiv — hlavni, tvori obraz predmetu

skuteCny zvetseny a prevraceny

celni CoCka, pouzdro se zavitem (revolver.menic)
e Okular — lupa

zvétSuje obraz bez dalSich detailt 5-25x

vhodne koriguje opticke vady cocCek objektivu

zvetseni= objektiv x okular (max.1500-2000x)



Mikroskop - konstrukce

Obijektivy — vlastnosti

Ohniskova vzdalenost: 1,5(silné) - 20mm(slabé)
ZvétSeni= 250/ohnisk.vzdal. (max.150x)
Svételnost — urCuje otvorovy uhel a

iIndex lomu prostredi: skliCko-vzduch n. lépe imerze
(voda, olej)

Numericka apertura= vztah mezi otvor. uhlem a
lomivosti, ¢im je vyS$Si, tim lepSi rozliS. schopnost (0,9
vzduch, 1,5 olegj)

Penetracni (hloubkova) ostrost= zobrazeni poctu
rovinnych vrstev preparatu, nutnost proostrovani



Mikroskop - konstrukce

« QOsvétleni — zarovka, kondenzor (CoCky k
soustredéni paprsku), clony (irisova), ev. zrcatko

« Mechanické ¢asti
stativ

tubus — spojuje objektiv (dole) a okular, posun
pomoci makro- a mikrometr. Sroubu

vets. binokularni (2 okulary) s oCni korekci

stolek s otvorem a 2 pruzinkami n. krizovym
vodiCem preparatu
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Obr. 1l6:

Geometrie zobrazovéni
ptedm&td ve sloZeném
mikroskopu pfi pou;i-
t1 ortoskopického
okuldru:

obr. 1 = zvétseny,
ptevrdceny a skutegny

obraz vytvoteny ob-
‘Jektivem,

obr. 2 = zvéégenﬂ :
" neskutetny obraz
pozorovany nkulé;em
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Text viz str. 15. ' .
OBJEKT



Obr.
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Soutdsti monokuldrniho mikroskopu:
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Text viz str. 15.




krytka na otvor pro nasazeni
monokulirniho tubusu

okulary hlava tubusu
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Obr. 19:

Pfiklad méderniho binokuldrniho badaielského milroskopu se zabudovanym

h .
osvetlovacim zatizenim v noze stativu

Text viz str. 15.



Typy mikroskopu

Bezny — metoda svetleho pole v
prochazejicim svetle (rovhobézne s osou)

Zastinovy — metoda temneho pole,
paprsky sikme, odrazeji se od preparatu
Stereomikr.(preparacni) — 2 mikroskopy s
osami v ostrem uhlu, kazdy z jine strany,
hranoly obraceji obraz na primy, plasticky

Diskuzni n. srovnavaci- pro 2 osoby




Typy mikroskopu

Fazovy kontrast — na fazové destiCce v obrazoveé roviné

objektivu se ohybem paprsku vyvola zména faze
pouziti: zvyraznéni detailt (obrysu) nativnich preparatu
PolarizaCcni — kombinace s polarimetrem, pridany 2

polarizaCni nikoly (polarizator u svétel.zdroje, analyzator
za objektivem), otoCny stolek s preparatem, 2-lomné
struktury stridave zari a zhasinaji

pouziti: mineralogie

Fluorescencni (luminiscencni) — latky po absorpci UV-
zareni vydavaji barevne viditelné zareni, prirodni n. po
navazani fluorochromu

pouziti: imunocytochemie




Typy mikroskopu

 Ultrafialovy — vysSi rozliS. schopnost UV svétla, optika
kfemenna, zaznam foto

 Infraerveny — snadnéji pronika silnymi preparaty,
zaznam foto

« Elektronovy — misto svétla (fotonu) tok elektronu ve
vakuu, misto optickych cocCek elektromagneticke, vliv

magnet pole pusobi jako lom- draha elektronu po
spirale, zvetseni 1mil.x

TEM (transmisni)- elektrony prfimo prostupuji tenkym
rezem (nm) a jsou detekovany (vnitfni struktury, atomy)

REM,SEM (rastr,scan)- povrch vzorku rastrovan svazkem
elektronu, detekce uvolnénych sekund. elektronu




Mikroskopicke preparaty

* Nativni — fyziologické médium prirozené (serum,
moc, likvor) n. umeélé (fyziolog.roztok)

 Vitalni barveni — b. bazicka (metyl.modr), kysela
(trypanova modr), ostatni (Sudan)

« Trvalé preparaty
fixace: fyzikalni (teplo), chemicka (formol.pary,
Kys.octova, formalin, etanol)
Zpracovani: uzaviraci media, natery, rezy
barveni (selektivni zvyrazneni): dle Grama, May-
Grunwalda a Giemsy, Pappenheima




Nativni preparat

TRI DRUHY
SVETELNE
MIKROSKOPIE

Tfi obrazy téie neobarvensg
zivodisneg bunky v tkanove
kulture. (A) Pozorovani

v prostem jasném poli.
Daleko vice struktur lze
pozorovat pfi pouziti
kemplexniho optického
systému, jakym je napfiklad
fazovy kontrast (B)

a diferencialni interferenéni
mikroskapie (C). Tyto
systémy vyuZivaji rozdild

v draze, kterou svétlo urazi
pfi prichodu objekty

o rizném indexu lomu.
VSechny tfi fotografie lze
ziskat na témze
mikroskopu pouhou
vyménou optickych
komponent,

(C)

50 um



Barveni vitalni - moc




Nativni p.+ vitalni barveni - likvor

» Fuchs Rosenthalova komurka (objem 3 pul)

» malo spolehliva diferenciace
jadernych elementu




Trvaly preparat — likvor




