Sveéetelny mikroskop - zakladni pracovni nastroj

Tri cile mikroskopie:
« Zvetsit obraz
* rozlisit detaily v obraze

* popsat detaily viditelné okem nebo kamerou

Jednoduchy mikroskop Slozeny mikroskop

jedna CoCka nebo jeden systéem CocCek vice ¢ocek nebo vice systémU ¢ocek
(lupa)




Sveételna mikroskopie a kontrastni metody

Historie svetelného mikroskopu

Odjakziva chtéli lidé vidéet véeci mnohem mensi, nez mohli vnimat pouhym okem




Hans a Zacharias Janssenovi
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okular

Zacharias Janssen
(1580-1638)

Prvni slozeny mikroskop (kolem 1595)

zvetsoval 3x pfri zatazeni tubusu a vice nez 10x pfri
max. roztazeni, méril 1,2 m

1625 - nejstarsi znama kresbha mikroskopu




Antony van Leeuwenhoek
(1632 - 1723)
Jednoduchy mikroskop(1660)

Konvexni sklenena CocCka byla pripevnéna
do kovoveho drzaku a byla zaostrovana
pomoci sroubu.
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Robert Hooke
{1635-1703)




Mikroskopy 17. stoleti

Jednoduchy ltalsky
mikroskop, 1686
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Mikroskopy 19. stoleti

1826




Nikkon 1900

Mikroskopy 20.stoleti

Leitz 1910

Dlympus 1998




Okuldr (pevné zvatseni 10x)
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1. Cast mechanicka: stativ, noha stativu, tubus, revolverovy ménié
objektivu, stolek, makrosroub, mikroSroub
2. Cast osvétlovaci: zdroj svétla, zrcatko, polni clona, kondenzor,
irisova clona, objimka filtru
3. Cést opticka: objektivy, okulary




1. Cast mechanicka

Stativ

Noha stativu

Tubus - spojuje okular a objektiv
Mechanicka (opticka) délka tubusu - vzdalenost mezi hornim a
dolnim koncem tubusu, méni se vzajemnym posunem dvou ha sebe
nasunutych ¢asti, dana vyrobcem (160 - 170 mm) a je nutno ji
dodrzovat - objektivy a okulary konstrukéné pfizpusobeny
- nekonecéna délka tubusu (vkladani moduld), 0O

- monokularni primy, sikmy, binokularni, trinokularni

Revolverovy ménic¢ objektivu

Stolek - pohyblivy; s kifizovym vodiCem preparatu, ktery se ovlada
dvéma Srouby

Makrosroub - pro hrubé ostreni

Mikrosroub - pro jemné doostrovani




2. Cast osvétlovaci

Pozorovani ve svétle prochazejicim x dopadajicim

Zdroj svétla - lampa v noze stativu s kolektorovou ¢ockou (fixné
sefizena), kolektor spolu se zrcatkem soustreduje svétlo do
kondenzoru

Polni clona - pouziva se pii malém zvétseni, viz prace s mikroskopem

Irisova clona - reguluje mnozstvi svétla prichazejiciho do mikroskopu,
stupnice, podle které se nastavuje numericka apertura kondenzoru

Kondenzor - 2-3 spojky, objimka; soustreduje paprsky pro dokonale
osvetleni zorného pole,opticka osa osvetlovaci soustavy musi
prochazet stredem kondenzoru

Numericka apertura kondenzoru ma byt vzdy mensi nez
numericka apertura objektivu (70-80%)

Filtry - modry, sedy




3. Cast opticka - ¢oéky

Zabezpecuje vhodnou kombinaci Cocek (kromeé vytvareni obrazu) takeé v
rizné mire odstranovani hlavnich optickych vad ¢oéek

COCKY

Pruhledné téleso omezené vypuklymi (konvexnimi) a vydutymi
(konkavnimi) plochami

Z funkcniho hlediska rozliSujeme: spojky a rozptylky

Opticka osa (prochazi stredem Cocky - O) a 2 ohniska (obrazové F -
vznika v ném obraz; pfedmétové F’- na strané predmétu)

Stfredem Cocky prolozime hlavni rovinu a vzdalenost ohniska od hlavni
roviny se nazyva ohniskovou vzdalenosti (f)




3. Cast opticka - ¢oéky

Geometrické zobrazovani spojnou ¢ockou (viz
obr.) - paprsek rovnobéezny s optickou osou se A
na povrchu CoCky lame do F; paprsek —_F \F
prochazejici stredem CoCky se nelame; |
paprsek prochazejici F* se lame rovnhobézné s . "
optickou osou Y

Zobrazovani predmétu mikroskopem: preparat umistén mezi dvojnasobnou
ohniskovou vzdalenost a ohnisko objektivu - skutecny, zvétseny, prevraceny
obraz

Hlavni vady €ocek:

Vada barevna (chromatickd) - zpusobena rliznym lomem svétla o rizné vinové délce
odstranéni pomoci soustavy dalSich ¢oCek (achromaty)

Vada kulova (sféricka) - vznika tim, Ze paprsky rovnobézné s osou se lamou riizné
podle jejich vzdalenosti od stiedu CoCky

Vada astigmaticka - paprsky dopadajici na CoCku ze strany se neprotnou v jednom
bodé

Vyklenuti zorného pole - paprsky dopadajici na Cocku Sikmo maji jiné ohnisko nez
rovnobézné paprsky pfimé; nelze zaostfit na celé zorné pole




3. Cast opticka - objektiv

Vytvari zvétseny prevraceny a skuteCny obraz predmeétu
Cim je kratSi ohniskova vzdalenost objektivu, tim je vétsi zvétSeni.

ZvétSeni objektivu - je vyznaceno (10x, 20x, 30x); da se vypocitat z ohniskové
vzdalenosti podle vzorce

Z=250/f 250mm je tzv. normalni zrakova délka

Numericka apertura (A) - vyjadiuje vztah mezi otvorovym uhlem (uhel, ktery sviraji dva

nejkrajnéjsSi paprsky, které se jesté dostanou do otvoru objektivu) a lomivosti
prostredi

objektiv A=N*sina/2 a - otvorovy uhel

a N - index lomu prostiedi mezi
objektivem a preparatem

preparat




3. Cast opticka - objektiv

Cim je vétsi numericka apertura,
- tim je vySSi rozliSovaci schopnost objektivu (schopnost rozlisit dva
vedle sebe lezici body jako samostatne).
- tim mensi hloubkova ostrost (schopnost soucasné ostre zobrazit vétsi
nebo mensi pocCet rovinnych vrstev predmetu).
Svételnost objektivu je pfimo umérna A2

Kryci sklicko N=1,51, vzdusné prostredi N=1 — 2 uhly (mensi ve skle, vétsi

ve vzduchu), pod nimz vstupuji paprsky do objektivu —> do objektivu se
dostane mensi mnozstvi paprski (pouziti imerzniho oleje N=1,5)

Pozorovaci (pracovni) vzdalenost - vzdalenost €elni €ocky objektivu od kryciho skla preparatu

Velikost zorného pole - vétsi, €&im mensi zvétdeni objektiv ma (&im vétsi f, tim vétsi zorné
pole)

Svételnost objektivu - intenzita osvétleni zorného pole, zavisla na numerické aperture (viz
vyse)




3. Cast opticka - objektiv

Typy objektiv

Achromaty - jednoduché, slozené ze 2 az 6 CocCek; je u nich
korigovana chromaticka vada, a to pro zlutou az zelenou oblast
spektra

Apochromaty - korekce barevné vady pro tfi zakladni barvy spektra,
vyS$Si numericka apertura a lepSi rozliseni detailu

Planachromaty - barevné korigovany jako achromaty a korigovano i
vyklenuti zorného pole (mikrofotografie)

Planapochromaty - zcela odstranéno vyklenuti zorného pole i
chromaticka vada, patfi k nejlepsim a nejdrazsim objektivum

Fluoritové objektivy - z fluoritového skla (vynikajici optické
vlastnosti), dobre propousti UV zareni, vhodné pro fluorescenci ale
| pro pozorovani ve svetlém poli




3. Cast opticka - objektiv

Suché objektivy - mezi objektivem a krycim sklem je vzduch
Imerzni objektivy - imerzni olej (mezi objektiv a kryci sklo, mezi predni
coCku kondenzoru a podlozni sklo)
- vodni imerze
Objektivy pro praci bez kryciho skla - NCG (no cover glass)-hematologie
Objektivy s korekci na tloust’ku kryciho skla - korek¢ni prstenec
Objektivy s irisovou clonou - omezeni svételného toku objektivem, vliv na
hloubku ostrosti
Odpruzené objektivy - zamezeni mechanickému doteku ¢ocCky
Objektivy pro specialni pracovni postupy - napr. fazovy kontrast, DIC
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ZwdtSen|
Oznadeni objokiivu

L : —
Ohiaktiv 3 konskc na neKoncana Numerickd apertafa

Tioudfia krycihe skiSka

Barevné oznaceni objektivl - Eervena,zluta, zelena,svétle modra,

tmavé modra, ¢erna




3. Cast opticka - okular
Zvétsuje obraz vytvoreny objektivem

Zvétseni okularu je prazdné - nezobrazuje vice detaill, nez bylo zobrazeno
objektivem

Typy okulart

Huygensiv okular H - sklada se ze 2 ¢ocek, v kombinaci se slabymi objektivy (achromaty)

Ortoskopické okulary O - nezkresluji zorné pole, v kombinaci s objektivy achromatickymi a
planachromatickymi

Kompenzacni okulary K - kompenzuji chromatickou vadu objektiv(, jsou uréeny pro praci s
apochromaty

Periplanatické okulary P - kompenzuji chromatické vady a ¢astecné i vyklenuti zorného pole,
v kombinaci s planachromatickymi objektivy

Brill okulary - umozniuji pozorovani a kompenzaci pro dioptrické oko, dioptricka korekce,
manzety

Priimér zorného pole (FN - field number) - 18 - 22 mm,
sirokouhlé okulary (UW) - az 25 mm
Projektivy - okular pouzivany pfi mikrofotografii




uzitecné zvetseni mikroskopu -
minimalni - numericka apertura objektivu x 500

maximalni - numericka apertura objektivu x 1000
objektiv 100x, NA 1,3 = okular 13x

= okular 6,5x
mereni pomoci mikroskopu

do okularu se vklada destiCka s pomocnou siti nebo méritkem - 1 mm
rozdéleny na 100 dilk(

-objektivove meritko, kterym pro danou soustavu objektiv-okular
vypocitame tzv. kalibrani faktor (Cislo, kterym musime nasobit pocet dilku
okularového meéritka, abychom dostali merenou vzdalenost v jednotkach
delky (mm, mikrometry)

zjistujeme, které dilky okularoveho a objektivového. meritka se prekryvaji a
trojClenkou vypocitame hodnotu 1 dilku okularoveho meritka pro pouzity
objektiv




Upiné Kohlerovo osveétleni

sklada se ze nastavujeme do optimalini polohy
* zdroje svetla
 kolektorové cocky
* irisové clony

* clonu osvetlovaciho systemu
 clonu kondenzoru

 polohu kondenzoru

1. Umistime preparat a zaostfrime s objektivem 10x
2. Uzavieme polni clonu

3. Kondenzor snizujeme nebo zvysujeme tak dlouho, az je obraz
sviticiho pole ostie ohrani€eny

4. Polni clonu otevieme tak, aby se dotykala okraju zorného
pole.

5. Obraz sviticiho pole posuneme centrovacimi Srouby
kondenzoru do stfedu zorného pole




Postup prace s mikroskopem

Mikroskop prenasime obéma rukama (kapotaz)
Manipulujeme pouze pomoci vroubkovanych cCasti

1. Zapneme mikroskop, nastavime osvetleni, viozime preparat,
zaradime objektiv 10x, zaostrime na preparat

2. Nastavime vzdalenost okularu a provedeme dioptrickou korekci
(okular bez dioptru zaostrime na objekt mikrosroubem, zavieme oko;
okular s dioptrem doostrime podle svého oka).

Pouziti manzet: pri pozorovani s brylemi ponechte manzety ohrnute,

3. Nastavime aperturni clonu

4. Zaradime pozadovany objektiv a doostrime mikrosroubem.

5. Zaradime filtr, pfizplsobime osvétleni a pozorujeme




Potreby pro mikroskopovani

Kryci skla -ruzna tloustka (0,08; 0,11; 0,13;0,17;0,20 mm)
- velikost (mm) a tvar
Podlozni skla - rtzna tloustka (1; 1,2 mm) velikost (26 x 70 mm)
- zabrousené hrany, matované
Preparaéni soustavy - pinzeta, skalpel, ntuzky, preparacni jehly, stétec,
pipeta
Laboratorni sklo - Petriho miska, hodinové sklo, kadinka atd.
Krabice na preparaty
Slohy na preparaty




Kontrastni metody

kvalita zobrazeni biologickych objektti zavisi na

1. dostateéném zvétsSeni obrazu
(maximalni uzite€né zvétseni =
numericka apertura objektivu x 1000)

2. rozliSovaci schopnosti mikroskopu (numericka
apertura objektivu a kondenzoru, kvalita
osvétleni preparatu - Koehlerovo osvétleni)

3. kontrastu obrazu (cytologicka a histologicka
barviva, Optické metody)




* Fazovy kontrast

 Nomarskeho diferencialni interferencni kontrast (DIC)
* Hoffmanuv modulaéni kontrast (HMC)

 Dodtuv infracerveny gradientovy kontrast (DGC)

* Fluorescence

* Konfokalni laserova skanovaci mikroskopie




Metoda fazového kontrastu

Frits Zernike, 1934
Nobelova cena

Zeiss, Jena

Nebarveneé objekty
riizna opticka hustota

zmeéna faze

ZARIZENi PRO FAZOVY KONTRAST

zména faze vinéni na zménu amplitudy

viditelné pro Cloveka

amplituda - intenzita svétla

vinova délka - barva IR e

400nm 500 nm 500 i 7o0nm

fazovy posun - neviditelny pro lidské oko

amplituda




Objektivy pro fazovy kontrast - fazovy prstenec

(pfevadi neviditelné fazové rozdily na
rozdily amplitudové)

Kondenzor - aperturni krouzek pro ruzné zvétseni

Centrovaci dalekohled - sefizeni fazovych prstencu
Zeleny filtr- 540 nm

fazova desticka

objektiv / \

~ == objekt

| | | / ‘

fazova clona

kondenzor




kfidlo motyla

Problém halace

apodizovany fazovy kontrast

Malformovany stredni
hacek diplozoona




Nomarského diferencialni interferencni kontrast (DIC)

- povrchova topologie objektu

kolem 1950, Georges Nomarski iy L
zvetseny obraz vzorku se jevi jako

mikroskop - 1959 Carl Zeiss Sikmo osvetleny trojrozmérny objekt

analyzator \ interference dvou lateralné
) posunutych obrazu a srovnani
Wollastondv hranol 2F fazovych rozdilli v celé plose obrazu

objektiv vzniknou dva identickeé obrazy objektu,

preparat které jsou vUuci sobé lateralné posunuty

rizna tloustka preparatu = fazové rozdily
kondenzor

Wollastonv hranol = rozdéleni polarizovaného svétla na
dve slozky

polarizator —— i _ ]
linearni polarizace svétla




cervené Krvinky

prichytné svorky diplozoona




Noveé technologie

||||||||

* mikroskop s videokamerou

* spojeni pocitace s mikroskopem

» digitalizace a analyza obrazu

'Y

DIGITALNI MIKROSKOP Olympus MIC-D
Misto klasického pozorovani pomoci okularu
zobrazuje MIC-D na monitoru osobniho pocitace,
ktery je s mikroskopem spojen USB kabelem.
Protoze se jedna o digitalni obraz, jeho zpracovani
je velmi rychlé a snadné: uzivatel jej muze ulozit,
vymazat, upravit, vytisknout, umistit na web nebo
poslat e-mailem.




