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Predmluva

Predkladame Vam pomocny text o svételnych mikroskopech, abychom Vam umoznili
alespon ¢aste€né proniknout do taju, kterymi je obestfena funkce mikroskopu, se
kterymi pracujete. Nedélame si narok na dokonalé vysvétleni vSech fyzikalnich
zakonitosti a konstrukénich detailll. Aby text nebyl pfili§ rozsahly a nepotlacil Vas
zajem hned pfi prvnim pohledu na néj, pokusili jsme se vybrat z teorie jen to, co je
nutné k pochopeni popisované metody mikroskopovani. Casto je to vdak na tkor
presnosti, za to se Vam omlouvame a doporuCujeme vzit k ruce literaturu, tykajici se
problému.

Text neni hotovy a bude — pokud se nam to podafi — dale doplfovan. Prosime Vas,
mate-li jakékoliv pfipominky ke zlepSeni textu nebo vyhrady k pfipadnym
nedokonalostem, napiSte nam na adresu evzen.hruska@mikroskopy.cz.

Text neni uren k prodeji a je Vam k dispozici pouze v elektronické formé na adrese:

www.mikroskopy.cz

Nemate-li pfistup k Internetu, vyZadejte si text na CD-ROM, poSleme Vam jej
zdarma. NaSe adresa je uvedena v zahlavi textu.

VéFime, ze Vam tento nas pokus pomuze pfi Vasi praci.

Ke zpracovani textu byly pouzity firemni materialy Nikon.
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1 Nezbytny uvod

Mikroskop (dfive se fikalo ,drobnohled®) je sloZita opticka soustava. Ugelem
mikroskopu je pozorovani drobnych pfedmétl (objektl) a jejich detailt pfi velkém
zvétSeni. ZvétSeny obraz v mikroskopu vnimame zrakem, musi tedy byt vytvoren
viditelnym zafenim (svétlem).

Oko (receptor obrazu) je zatizené optickymi vadami, podobné jako ¢oCky
mikroskopu. Navic je vysledny viem obrazu slozity psychofyziologicky proces,
ovlivnény schopnostmi a kondici pozorovatele. Je proto nutné smifit se s tim, Ze
hodnoceni kvality obrazu v mikroskopu zrakem je vzdy z velké €asti subjektivni.

Oko vnima elektromagnetické zareni jako svétlo v rozsahu vinovych délek pfiblizné
380 — 760 nm (1 nanometr = 1 x 10° m). Lidsky zrak ma rozdilnou citlivost na
vinovou délku zareni. NejcitlivéjSi je oko na Zlutozelené zareni s vinovou délkou
kolem 500 nm, v kratkovinné oblasti konci citlivost oka pfi vinové délce 380 nm
(ultrafialové zareni) a v dlouhovinné oblasti kon&i u 760 nm (infraCervené zareni).
Tyto hodnoty se tykaji tzv. denniho vidéni, v Seru se schopnost vnimat rozdilné
chromaticnosti ztraci. Proto hovorime o svétlené mikroskopii, na rozdil od
mikroskopie, kde se obraz vytvafi kratkovinnym elektromagnetickym zarenim.
Viditelny obraz pak ziskame teprve pouzitim obrazového ménice. Na tomto principu
je zaloZzena elektronova mikroskopie, pfi které Ize dosahnout mnohem vétsiho
zvétSeni. Vyspéla mikroskopie nahrazuje oko Cidlem kamery a subjektivni hodnoceni
pocitaCovym systémem, ktery provadi kvalitativni nebo kvantitativni analyzu obrazu.

Nékolik slov k terminu ,chromaticnost®: Tento vyraz dovoluje kvantitativni vyjadreni
,barvy“ na zakladé srovnani s absolutni teplotou ¢erného zafice (v kelvinech, K).

U zafeni tedy nemluvime o jeho ,barvé®, ale o teploté chromati¢nosti. Termin ,barva“
je fyzikalné nejednoznacny. Ma-li zafeni jen jednu vinovou délku, jde o zareni
monochromatické. U takového zafeni je vztah mezi chromati¢nosti a vinovou délkou
jednoduchy. Chromati¢nost zareni, slozeného z nékolika vinovych délek, se hodnoti
obtiznéji, pfesné je popisuji jeho trichromatické soufadnice. Takové hodnoceni muze
byt v mikroskopii soucasti obrazové analyzy, provadéné pocitacovym programem.

U chromati¢nosti je nutné rozliSovat, zda je detail sam zdrojem zareni (v mikroskopii
s prochazejicim svétlem), nebo zda jde o zareni odrazené (pfi mikroskopii
nepruhlednych predmétl).

Zakladem vnimani obrazu zrakem jsou rozdily detailu, které se lisi:

a) velikosti

b) tvarem

c) jasem (kontrastem)

d) chromati¢nosti (barvou)

e) hranovou ostrosti

Pfi tvorbé obrazu objektivem by byl v ideélnim pfipadé zobrazovan bod

v pifedmétovém prostoru jako bod v obrazovém prostoru. Ve skuteCnosti
nezobrazujeme jednotlivé body, ale objekty slozené z vétSich nebo menSich detailu.
Obrazy téchto detailli nejsou nikdy zcela dokonalé, jsou zatizeny souborem rizné



velkych chyb, které zpusobuiji jejich zkresleni. Obrazem bodu uz neni bod, ale (co
nejmensi) ploska, jejiz velikost zavisi na dokonalosti optické soustavy mikroskopu.

ZvétSeni ve svételném mikroskopu je omezené vinovou délkou viditelného zafeni.
Detaily, které se svoji velikosti daji srovnavat s vinovou délkou svétla, nelze
vzajemné rozlisit. Tak zvané uziteCné zvétSeni konci, kdyz dalSim zvétSovanim
nedostaneme v obraze vic rozliSitelnych detaill. Informacéni hodnota obrazu se za
touto hranici jiz nezvétSuje (vznikne prazdné zvétseni).

Mikroskopy miazeme délit podle toho, k jakému pozorovani je mikroskop urcen.

Pozorujeme-li pfedméty v dopadajicim svétle (vesmés nepruhledné predméty,
mineraly, material, drobné vyrobky atd.), jde o pozorovani pfi episkopickém
osvétleni. Pozorujeme-li prihledné pfedméty v prochazejicim svétle, hovofime
o diaskopickém osvétleni. Tento zpUsob je nejastéjsi v biologii.

Pozorovani pfi diaskopickém osvétleni mizeme dale délit na pozorovani ve svétiém
a v tmavém poli. Svétlé pole je vice rozSifeno, jak jiz nazev pfipomina, jsou
pozorované predméty od svétlého pozadi rozliSeny optickou hustotou nebo/a
chromati¢nosti. Pfi pozorovani v tmavém poli jsou naopak pozorované predméty
jasnéjsi nez pozadi.

Dulezitym pfipadem pozorovani ve svétlém poli jsou metody, vyuzivajici fazovy
kontrast. Mikroskopie, vyuzivajici fluorescenéniho zareni, je zvlastnim pfipadem
episkopického pozorovani (epifluorescence — viz dale).

DalSi rozhodujici okolnosti je, zda pozorujeme tak, Ze objektiv je nad preparatem
(vzpfimené mikroskopy), nebo zda se divame na pfedméty ,zespodu®, pak je objektiv
pod preparatem a jde o obraceny, invertovany mikroskop. Optickou stavbou se tyto
dva typy nelisi, rozdil je v mechanickém provedeni.

Vysta€ime-li s ,malym*“ zvétSenim (pfiblizné 5x—350x) a klademe-li u obrazu ddraz na
prostorovy viem, pak pouzivame stereomikroskopy, o kterych budeme mluvit zvlast.



Zakladni typy mikroskopt (Nikon)

Nasledujici obrazek ukazuje badatelsky mikroskop Nikon ECLIPSE E 600
Je vybaven digitalni kamerou DXM-1200, pfipojenou na trinokularnim tubusu pomoci
adaptéru C-Mount, ve kterém je projek¢ni okular (projektiv). V pravém okularu tubusu

je vlozena destiCka s okularovym méfitkem.

Hranoly v trinokularnim tubusu déli chod paprskd do okulard nebo/a do vystupu pro
kameru. Na stativu je osvétlovaci nastavec s lampovou skfifikou pro episkopické
osvétleni (osvétleni dopadajicim svétlem). Mikroskop je vybaven pro polarizaéni
méreni, v optické ose je polarizaCni analyzator a kondenzor s polarizatorem. Stolek
je oto€ny se stupnici v uhlové mife s noniem. Diaskopické osvétleni, vestavéné do
stativu, je vybaveno kolektorem, filtry a polni clonou (Kohlerovo osvétleni). z pohledu

je levy zaostfovaci systém zakryt, vidime jen jeho pravou ¢ast.
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NIKON ECLIPSE E 200

je vzpfimeny rutinni mikroskop
s episkopickym osvétlenim
(pozorovani ve svétlém poli)
pro biologické laboratore.

Badatelsky mikroskop
NIKON ECLIPSE 80i

s diaskopickym osvétlenim
v zakladni sestavé

s trinokularnim tubusem

a oto¢nym kondenzorem




Velky inverzni mikroskop
NIKON ECLIPSE TE 2000
V Caste€ném fezu je zakreslen
chod paprsku
a) do binokularniho tubusu
b) do fotografického télesa
(Celni vstup)
c) do CCD kamery
(boéni vstup vpravo)

(a)

(b)

Rutinni inverzni mikroskop
NIKON ECLIPSE TE 100
pro béznou laboratorni praci.
Stativ na obrazku nema
vystup pro pfipojeni kamery,
k tomu je urCen typ TE 100 F
s vystupem pro kameru




2 Zaklady geometrické optiky

Fyzikalni zaklady svétlené mikroskopie jsou soucasti optiky. K popisu funkce ¢ocek a
celého mikroskopu staci jednoduché rovnice, pfipadné geometrické konstrukce.
Ctenafi, ktery se zajima hloubégji o fyzikalni zaklady optiky doporu¢ujeme, aby se
vratil k ucebnici fyziky pro stfedni Skoly. Pro nase ucely si zopakujeme vyznamy
nékterych pojmu, které budeme dale potiebovat k vysvétleni funkce mikroskopu.

Zakladni optické prvky mikroskopu jsou objektiv a okular. Jsou to centrované opticke
soustavy, vrcholy jejich CoCek lezi na spole¢né pfimce, ktera se nazyva opticka osa.
Na optické ose mikroskopu lezi stfedy vSech jeho optickych soustav, kromé jiz
zminénych jsou to: kondenzor, tubusova ¢ocka, osvétlovaci soustava a pfipadné
dalSi doplriky.

Pro zjednodu$eny vyklad mizeme nahradit objektiv a okular mikroskopu tenkymi
spojnymi cockami. Stfedem (tenké) ¢ocCky, kolmo na jeji optickou osu, probiha hlavni
rovina ¢oCky. Hlavni rovina H oddéluje pfedmétovy a obrazovy prostor. Soumérna

a tenka spojna ¢o¢ka ma jednu hlavni rovinu, ,tlusta“ spojna Co¢ka nebo soustava
CocCek (objektiv) maji dvé hlavni roviny: jednu pro pfedmétovy a druhou pro obrazovy
prostor, H", H. Podle vzité dohody je kladny smér paprsku z predmétového do
obrazového prostoru. Veliiny pfedmétového prostoru oznaCujeme apostrofem (napf.
F’ = ohnisko pfedmétového prostoru). Vzdalenost pfedmétu, leZiciho na optické ose
nebo v jeji tésné blizkosti, od hlavni roviny pfedmétového prostoru je ,pfedmétova
vzdalenost® (v obrazku a).

S ni pfimo souvisi podobna veli€ina objektivu mikroskopu, tzv. ,pracovni vzdalenost*
(anglicky Working Distance, zkratka W.D.). Je to vzdalenost od povrchu kryciho skla

preparatu k Celni Co€ce objektivu. Uziva se téz termin ,pozorovaci vzdalenost®, je
shodna s pfedmétovou vzdalenosti.

zobrazeni spojnou ¢oc¢kou
-

S(1) ¥

: :

() f o~ |
I 1

ohnisko pfedmétového prostoru
ohnisko obrazového prostoru
ohniskova vzdalenost pfedmétoveho prostoru od hlavni roviny

T
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ohniskova vzdalenost obrazového prostoru od hlavni roviny
pfedmétova vzdalenost
obrazova vzdalenost

1 vySka pfedmétu

2 vySka obrazu

H, H’ hlavni roviny CoCky

S, S, konjugované body

>SS>ST O ~h

Paprsky, které dopadaji (z nekone¢na) rovnobézné na vstupni plochu ¢ocky se na
jeji hlavni roviné lamou tak, Ze dopadaji do jednoho bodu na optické ose

v obrazovém prostoru. Tomuto bodu fikdme ohnisko F (obrazového prostoru).
Kolmice na optickou osou v tomto bodé je ohniskova rovina ¢ (obrazového prostoru),
vzdalenost ohniska od hlavni roviny je ohniskova vzdalenost f (obrazového prostoru).
Obdobné veli€iny charakterizuji CoCku v jejim v pfedmeétovém prostoru, ktery ma
svoje ohnisko f°, ohniskovou vzdalenost F” a ohniskovou rovinu pfedmétového
prostoru ¢@”. Ohniskové vzdalenosti objektivil k mikroskopu vyrobce neudava, jejich
velikost se pohybuje v milimetrech.

prachod paprskt (z nekonec¢na) ¢ockou

ohniskova vzdalenost
[— f —

nptickélus .
ohnisko
v

paprsky se lamou v ¢oéce

,Nekonecno“ — v optice je vzdalenost, ktera se u mikroskopu rovna pfiblizné
desetinasobku ohniskové vzdalenosti objektivu mikroskopu. Paprsky dopadajici
z ,nekonecna“, prochazeji optickou soustavou rovnobézné s jeji optickou osou.
VSeobecné pouzivana znacka pro nekonec€no je «.

Pro tvorbu obrazu ¢o€kou musime brat v Uvahu vlastnosti prostfedi, ve kterém se
€¢oCka nachazi. UrCujici vlastnosti prostfedi je v tom pfipadé jeho index lomu n . Tato
(bezrozmérna) veli€ina je dana pomérem mezi rychlosti svétla (urcité vinové délky)
ve vakuu (kde je rychlost svétla maximalni, Cyakuum = 2,998 x 102 m s™) a jeho
rychlosti v daném prostfedi.

N = Cvakuum / cprosti‘edi

Index lomu uréuje ,optickou lamavost prostredi®. Ve svétlené mikroskopii jsou
dulezité indexy lomu vzduchu (nyzquch = pfiblizné 1,0), skla (nsko = podle druhu skla
1,4-1,8; pramérna hodnota je 1,5), vody (Nvoda = 1,333), imerzniho oleje (Nim.olej =
1,515 podobné jako u skla).
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lom paprsku pri priichodu ze vzduchu do prostredi s vy§Sim indexem lomu

4| EI--I-
x.: ’7\ vrduch
n=1,0 -

"Hzﬂ =1.333

N o=1515
prostiedi 5 wssi
hustotau

3 Objektivy

Pro konstrukci objektivii mikroskopu je dllezité prostfedi ve kterém pracuje.
RozliSujeme objektivy ,suché, pracujici ve vzduchu a ,imerzni“, kde vzduch
nahrazuje imerzni olej, pfipadné voda. VétSina objektivi hrani¢i obéma koncovymi
sklenénymi plochami se vzduchem. Index lomu skla a vzduchu jsou rozdilné, mensi
index lomu vzduchu omezuje numerickou aperturu objektivu (viz dale). LepSich
vysledkd dosahneme, nahradime-li vzduchovou vrstvu mezi objektivem a krycim
sklickem preparatu imerznim olejem, jehoz index lomu je (téméf) shodny s indexem
lomu skla. Méné Casto se pouzivaji objektivy s vodni imerzi. Objektivy vS§ak musi byt
k tomu zpUlsobu prace pfizpusobeny pfi vyrobé.

objektiv a jeho €asti

Objektiv Nikon CFl Plan Fluor 80 x
primeér zavitu

skupina

nazev typu tfi totek

zveétseni numericka
apertura
pracovni

dvé
adaje i

skupiny
dvou
cotek

meniskus

korekéni

prstenec
stupnice

korekce
na tloustku

kryciho skla stopper

vstupni Eotka

Objektiv neni schopen zobrazit detaily bez zkresleni, které je zptsobeno jeho

AT & 4

sféricka odchylka

sinusova vada

zklenuti obrazu

deformace obrazu (soudeckové a polstarkoveé)
chromaticka odchylka

O 0O T
SN N N N N

D
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Objektivy se v prubéhu vyvoje neustale zlepsuji tim, Ze se u nich stale vice potlacuji
zobrazovaci vady (zbytkové vady, aberace). Nazev objektivu naznacuje, kterou
zobrazovaci vadu objektiv vyznamné potlacuje: achromaty potlacuji chromatickou
vadu pro dvé chromaticnosti (barvy) spektra, plan-objektivy se snazi o vyrovnani
zklenuti obrazu do roviny, apochromaty jsou vybaveny korekci pro tfi zakladni
chromati¢nosti. PotlaCovani zbytkovych vad se Fika korekce.

MéFitkem pro jakost objektivl jsou

a) numericka apertura

b) rozliSovaci schopnost
c) korekce zbytkovych vad
d) jas a kontrast obrazu

Jas a kontrast obrazu jsou dllezitymi kritérii pro jeho kvalitu. Obé veliiny jsou
zavislé na konstrukci objektivu a na druhu skla. Jas obrazu pfimo zavisi na priméru
vstupni ¢o€ky. Protoze ucinny primeér vstupni ¢ocky objektivu mize byt omezen
objimkami (pfirubami) Cocek nebo proménnou clonou, byl zaveden pojem ,vstupni
pupila D™. Je to obraz nejmensi pfiruby nebo clony, promitnuty do Celni plochy
objektivu pfi obraceném chodu paprskui. Vstupni pupila uruje (spolu s ohniskovou
vzdalenosti f') svételnost objektivu, ktera rozhoduje o jasu obrazu. Obrazem vstupni
pupily v obrazovém prostoru je vystupni pupila D".

Irisova clona v objektivu (zuzujici podle potfeby kruhovy otvor), ktera ve fotografii
nastavuje jeho svételnost, nema v mikroskopickém objektivu takovou dulezitost.
Mikroskopické objektivy s proménnou clonou jsou vyjimecné.

Jas a kontrast obrazu spolu pfimo souviseji: kontrast (nepestrého objektu nebo
obrazu) je roven rozdilu logaritmd detailt s nejvétsim a nejmensim jasem.

U prahlednych objektl nahrazujeme jas optickou hustotou. O kontrastu mizeme
mluvit také tehdy, jde-li o rozdily v chromati¢nosti detaill, objektivni posouzeni
kontrastu je vSak v tom pfipadé obtizné. Obecné plati, Ze kvalita obrazu se az do
urcité hranice zvySuje se stoupajicim kontrastem detaill. Po dosazeni optimalniho
kontrastu jeho dalSi zvySovani zhorSuje kvalitu obrazu.

Mnozstvi zafeni prochazejiciho objektivem je ovlivnéno také (spektralni) propustnosti
objektivu pro toto zareni. Tato propustnost (viz dale) zavisi na vinové délce zareni.
Sklo ¢astecné pohlcuje kratkovinné (ultrafialové) zareni, pro fluorescencni
mikroskopii se kvalitni objektivy vyrabéji ze specialnich druhl skla, obsahujicich
fluorit (fluotary).

Svételny tok, jas a numericka apertura objektivu

MnozZstvi svétla, které prochazi optickou soustavou, nazyvame svételny tok ®.

z malé plosky AS’ v predmétovém prostoru dopada na vstupni ¢oCku svételny tok
A®’. Pokud by prichodem svétla soustavou nevznikaly ztraty, byl by svételny tok
A® v obrazovém prostoru stejny, jako vstupujici svételny tok A®". Ve skuteCnosti
vSak vznikaji pfi prichodu svétla optickou soustavou ztraty, protoze se ¢ast svétla
v Cockach pohlti a ¢ast se ztrati odrazem na lamavych plochach, hlavné na hranici



13

sklo/vzduch. Tyto ztraty se vyjadfuji koeficientem 71, ktery se nazyva propustnost
optického systému:

AD=T1AD’,
kde T je vZdy mensSi nez 1.

Svételny tok nam umozni definovat jas L. Touto veli¢inou mizeme charakterizovat
jak svételné vlastnosti (zaficiho) pfedmétu L’, tak jas obrazu, vytvofeného optickou
soustavou L. Protoze je jas pfimo umérny svételnému toku, plati pro jas malé plosky
AS v obrazovém prostoru:

AL=T1AL’

Nyni jsme poznali optické veli€iny, které urc€uji jas L obrazu. Je to hlavné svételny tok
@, ktery dopada na vstupni pupilu objektivu a propustnost objektivu T .

Z hlediska konstrukce objektivu rozhoduje o velikosti svételného toku plocha jeho
vstupni €o€ky. Nejvétsi uziteCna plocha je udana primérem tzv. vstupni pupily.
Paprsky, které vychazi z ploSky AS™ na optické ose, sviraji s primérem vstupni
pupily vrcholovy uhel 2a (nékdy se nazyva otvorovy uhel) a pro svételny tok,
vstupujici do optické soustavy plati

A® =1L AS’ (n sin a)?

Tato rovnice obsahuje podminky, které urCuji vysledny jas obrazu v mikroskopu a tim
také kvalitu objektivu. Objektiv je tim lepsi, je-li jeho

1. propustnost T co nejblizsi 1

2. jas L’ plosky v pfedmétovém prostoru co nejvetsi

3. soucin n sina co nejvétsi. Tento soucin se podle E. Abbeho nazyva
numericka apertura objektivu a zavisi na otvorovém uhlu 2a a na indexu lomu
prostifedi n.

(Nepfihlizime zde ke korekci zbytkovych vad, o kterych jsme hovofili dfive).

Prvni podminku se vyrobci snazi naplnit volbou co nejlepSich druhu skla, pouzitim
antireflexnich vrstev a tmelenim Cocek, které se vzajemné dotykaji.

Druha podminka je dlivodem pro snahu o co nejlepsi vlastnosti osvétlovaci soustavy
mikroskopu.

Treti podminka vede ke konstrukci objektivil s co nejvétsi numerickou aperturou,
pfipadné k pouzivani imerze.

Numericka apertura je nejvyznamnéjSim hlediskem pro srovnavani jakosti objektivu.
v literatufe se zkracuje N.A. nebo n.a. (numericky = Ciselny, apertura = otvor). Je to
Cislo (bez rozméru), které vypocitame z indexu lomu prostfedi (mezi objektivem a
preparatem) n a sinu polovi¢niho Uhlu 2a, ktery sviraji paprsky vystupujici

z pfedmétu, leziciho v optické ose a které dopadaji na vné&jsi obvod vstupni pupily
objektivu (a jsou jesté vyuzitelné pro tvorbu obrazu, tzv. otvorovy uhel 2a):



14

n.a.=nsina

numericka apertura objektivu

(a)o=7" NA=0.12
(b) &t = 20° NA = 0.34
(c) 0. = 60° NA = 0.87

v obrazku: NA numericka apertura (n.a.)
A = 2a otvorovy uhel
(a) objektiv s malym zvétSenim
(b) objektiv se stfednim zvétSenim
(c) objektiv s velkym zvétSenim

Je-li mezi preparatem a objektivem vzduch, ktery ma index lomu pfiblizné 1,0, pak je
numericka apertura (pfiblizn€) rovna sin a.

Ma-li objektiv CFI Plan Achromat 40x n.a. = 0,4, je otvorovy uhel 2a = 47,2°.
Pouzijeme-li objektiv CFI Plan Apochromat 40x (n.a. = 1,0) pro imerzni olej

a nahradime vrstvu vzduchu mezi preparatem a objektivem imerznim olejem

(n =1,55), pak je otvorovy uhel 2a = 80,4° a na vstupni ¢o¢ku objektivu odpadne za
jinak stejnych poméru vice svétla (zvysi se jas obrazu).

Numericka apertura je Ciselnym méfitkem pro schopnost mikroskopické optiky
zachycovat informace, obsazené v pozorovaném objektu. Obecné plati, ze lepSi
kvalitu ma ten objektiv se stejnym zvétSenim, ktery ma vyssSi numerickou aperturu.
Numericka apertura pro ,suché“ objektivy lezi mezi 0,1 az 0,89, pro objektivy

s olejovou imerzi dosahuje az 1,4.

DalSim dalezitym méfitkem pro kvalitu objektivu je jeho rozliSovaci schopnost R. Je
to nejmensi vzdalenost mezi dvéma detaily (body) objektu, pfi které je jesté mizeme
rozlisit. Cim je tato vzdalenost krat$i, tim je objektiv kvalitn&jsi. RozliSovaci
schopnost R zavisi na jeho numerické aperture a vypocita se podle vztahu

R=0,61(A/n.a))

kde A je vinova délka monochromatického zareni (zlutozelené svétlo ma A = 0,55 ym
nebo 550 nm), n.a. je numericka apertura objektivu a 0,61 je opticka konstanta.
RozliSovaci schopnost objektivu tedy zavisi nejen na numerické apertufe, ale také na
vinoveé délce svétla.
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Tak ma napfiklad objektiv s n.a. = 1,4 pfi pozorovani v Zlutozeleném svétle (A = 550
nm) rozliSovaci schopnost R = 0,61 (0,55/ 1,4) = 0,24 ym. To je nejmenSi vzdalenost
dvou detaild, které tento objektiv jesté rozlisi.

RozliSovaci schopnost pfi pozorovani zavisi ovéem také na rozliSovaci schopnosti
zraku. Jak jsme uvedli na za¢atku, jde o slozitou psychofyziologickou ¢innost oka
a mozku, ktera maze u kazdého jedince vést k jinému subjektivnimu zaveéru.

Zdravé lidské oko pozoruje bez problému pfedméty, které lezi ve vzdalenosti od
25 cm do nekonecna. Blize lezici pfedméty vyzaduiji, aby se oko této pozorovaci
vzdalenosti pfizplsobilo (zaostfilo), tomu fikame akomodace. Pfedmétové
vzdalenosti 25 cm se fika konvenc¢ni pozorovaci vzdalenost.

Abychom nemuseli méfit velikost detaill, které zdravé oko mulze rozlisit, byl zaveden
pojem ,uhlova mez rozlieni“, Je to relativni veli€ina,ktera zavisi na pozorovaci
vzdalenosti. Uhlova mez rozli§eni pfi konvenéni pozorovaci vzdalenosti 25 cm je 1 az
2 uhlové minuty. z téchto hodnot plyne, Ze nejmensi rozliSitelny detail, pozorovany

z konvencni vzdalenosti, ma velikost 0,07 az 0,15 mm.

Ma-li objektiv rozli§ovaci schopnost R = 0,24 x 10 m, pak pfi celkovém zvétseni
v mikroskopu 1000x a pozorovaci vzdalenosti obrazu okularem 25 cm, bude mit
nejmensi detail obrazu velikost 0,24 mm, takze jej okem dobfe rozezname.

DalSim parametrem mikroskopickych objektivu je jejich parfokalni vzdalenost. Je to
vzdalenost v milimetrech od plochy, kterou doseda objektiv do revolverového nosice
k povrchu preparatu, pfipadné kryciho skla. Je-li pro vdechny objektivy mikroskopu
stejna, odpadne dodateCné zaostfovani pfi zméné objektivu (zvétSeni) otacenim
revolverovym nosi¢em. U objektivil NIKON fady CFI60 je parfokalni vzdalenost
60mm.

Maji-li objektivy stejnou parfokalni vzdalenost (parfokalitu), neméni se pri jejich
vyméné otocenim revolveru zaostreni obrazu.

Relativni jas obrazu B muzeme vypocitat ze vztahu
B =k (n.a. / celkové zvétseni)?

Pro srovnani polozime konstantu k = 1. Napf. jas dvou objektivll se stejnym
zvétSenim 40x pfi pouziti okularu 10x je:

1) CFI Achromat 40x, n.a. = 0,65, okular 10x, B = 2,6 10°

2) CFI Plan Apochromat 40x, n.a. = 0,95, okular 10x, B = 5,8 10°

Jas se tedy zvétsil pfi pouziti CFI Plan Apochromatu pfiblizné 2x.

Posledni veliinou, ktera ma vyznam pro kvalitu obrazu, je hloubka ostré kresby. Je

to hloubka prostoru v roviné pfedmétu, ve které obraz pfedmétu vidime jesté jako
ostry. Pfitom si musime uvédomit, Ze pojem ,ostrost obrazu® je subjektivni. Pro
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hloubku ostré kresby (zna¢ime podle anglického nazvu DOF = Depth of Field) uvadi
pFirucka NIKON vyraz

DOF = A/ (n.a.)

Pouzijeme k vypoctu objektivy z pfedchoziho pfikladu, vinovou délku A = 550 nm
(zlutozelena):

1) CFI Achromat 40x, DOF = (0,55 /0,42) 10° m =1,310°m
2) CFI Plan Apochromat 40x, DOF = (0,55 / 0,90) 10° m = 0,61 10° m

Z pfikladu vidime, Ze hloubka ostré kresby klesa s numerickou aperturou a se
zvétSenim objektivu.

4 Okulary

SRS

j

okulary a projektivy (vzadu)
Sipka ukazuje k udaji o zvétSeni okularem (15x)

Obraz v mikroskopu, vytvofeny objektivem, pozorujeme dalSi optickou soustavou,
které fikame okular. Funkce okularu je stejna, jako u lupy, tj. promita do oka
zvétSeny obraz, ktery byl vytvofen objektivem v ohniskové roviné okularu. Ponévadz
paprsky, vychazejici z ohniska, se v Cocce (okularu) lamou a pokracuji paralelné

s optickou osou, je splnéna podminka pro pozorovani zvétSeného obrazu

v konvenc¢ni pozorovaci vzdalenosti.
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chod paprski okularem

roving ;
mezilehlgg, -
ho w1

obrazu ~h

ohraz =
yw akulary

M A

mezilehf T e o,
obiraz sk e B
j4— a b

F’, F ohniska pfedmétového a obrazového prostoru
f,f ohniskové vzdalenosti

a pfedmétova vzdalenost

b obrazova vzdalenost

Okulary délime podle optické konstrukce, podle zvétSeni a podle velikosti
pozorovaného obrazového pole (které je kruhové). Okulary maji mit schopnost
odstranit (kompenzovat) zbytkové vady, které nebyly zcela potlateny u objektivu.
Hlavné jde o chromatickou vadu, zklenuti obrazu a astigmatizmus. Takové okulary se
nékdy nazyvaji kompenzacni. Je nutné dbat na to, ze kompenzacni vlastnosti
urcitého typu okularu se mohou vztahovat jen na urcité objektivy.

Okulary, ur€ené pro snimani obrazu z mikroskopu kamerou, jsou konstruovany na
dokonalé potlaceni zklenuti obrazu (promitani obrazu do roviny €idla). Takovym
okulardm se fika projektivy.

Bézné okulary maji zvétSeni 10x, jsou vSak okulary se zvétSenim 5x, 12,5x , 15x, 20x
a jiné. Nikon ma v sou€asné dobé dva typy okulart — okulary CFI pro optiku CFl a
okulary CF pro starsi optiku CF.

Primér zorného pole okularu se zmenSuje se stoupajicim zvétSenim. Tato veli€ina,
charakterizujici okular, se nazyva "Cislo pole" — (anglicky "Field Number", zkratka
"F.N."). v tabulkach se udava vétSinou bez rozméru, jde v§ak o primér zorného pole
okularu v milimetrech. Zorné pole okular ma primér mezi 18 a 25 mm.

Pramér zorného pole je zavisly téz na objektivu. Objektivy Nikon CFI Achromat
vykresli s okulary 10x zorné pole o priméru 20mm, velmi kvalitni objektivy (NIKON
CFI Plan Fluor, NIKON CFI Plan Apochromat) vykresli zorné pole 25mm.

K zobrazeni tak velkého zorného pole jsou nutné tzv. Sirokouhlé okulary (ozn. "UW").

Pramér kruhové plosky AS’, kterou pozorujeme v pfedmétové roving, vypocitame,
délime-li Cislo pole zvétSenim objektivu:

®AS’ = F.N. / zvétSeni objektivu

Pro objektiv se zvétSsenim 100x a okular s F.N. = 20 dostaneme primér plosky,
pozorované na povrchu preparatu: PAS = 0,2 mm.
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Dobré okulary maji moznost nastavit dioptrickou korekci. Po nastaveni korekce
muzeme mikroskopem pozorovat bez bryli, pokud nas zrak noSeni bryli vyzaduje.
Dioptricka korekce upravuje pozorovaci vzdalenost tak, abychom obéma ocima vidéli
ostry obraz. Korekci provadime otaCenim okularu v pfirubé, do které je vsazen

v binokularnim tubusu. Na pfirubé okularu byva stupnice, udavajici velikost a
znameénko dioptrické korekce. v kazdém pfipadé je u okularu zfejma poloha, kdy je
dioptricka korekce nulova (napf. prstencem, vyrytym do okularu).

Dioptrie (D)

je jednotka pro optickou mohutnost ¢ocky. Méfime-li optickou mohutnost v dioptriich,
je tfeba méfit vSechny vzdalenosti v metrech. Je-li ohniskova vzdalenost f* vyjadfena
v cm, pak je opticka mohutnost (v dioptriich) pro ¢o¢ku ve vzduchu dana vztahem

D=100/f

Dioptricka korekce na okularu ovliviiuje zaostfeni mikrofotografického snimku,
protoze korekci mizeme posunout rovinu ostrého obrazu mimo rovinu snimku, ktery
nezavisle na korekci promita projektiv. Je proto vyhodné, ma-Ili mikrofotograficky
systém samostatny zaostfovaci dalekohled.

Do okularu se nékdy vklada fotograficka maska, ohraniCujici fotografované pole. Do
okularu Ize také vlozit na ,okularové destiCce” linearni méfitko nebo soufadnicovou
sit, chceme-li pomoci mikroskopu provadét méreni délek nebo velikosti detailt

v pozorovaném objektu.

5 Tubus mikroskopu

Mezi objektivem a okularem mikroskopu musi byt urcita vzdalenost, aby okular mohl
pozorovat objektivem vykresleny primarni obraz. Tuto vzdalenost ziskame vloZenim
tubusu, kterym prochazeji paprsky od vstupu do objektivu do vystupu v okularu.

Starsi typy mikroskopU byly vybaveny jen jednim okularem, ktery byl nasazen na
tubus mikroskopu. Novéjsi stavebnicové mikroskopy maji ¢ast tubusu pevné
spojenou se stativem mikroskopu, na ni navazuje vyménna ¢ast tubusu, do které se
vkladaji okulary. Tato ¢ast je vybavena hranolem nebo zrcadlem, které déli obraz do
dvou okularu (binokularni tubus, zkracené binokular), takze obraz pozorujeme
soucasné obéma oc€ima. Obraz vSak neni stereoskopicky, protoZe se divame pfes
jeden, obéma okularim spolecny objektiv.

Mikroskop muze mit pro fotograficky pfistroj nebo CCD kameru dal§i samostatny
vystup. Takovym tubusum pak fikame trinokluarni tubusy. Pomér mezi mnozstvim
svétla, které je vedeno do okularu a/nebo do tfetiho vystupu mize byt 100:0 % a
naopak, u lepsSich trinokulard kromé toho jesté 80:20 % nebo 50:50 %.

Binokularni i trinokularni tubusy maji vzdy moznost nastavit podle tvaru hlavy
uzivatele vzdalenost o€nich pupil, méfenou od stfedu okulard. To je nezbytné, maji-li
se obrazy, pozorované kazdym okem zvlast, spojit do jediného obrazu. Nékterym
uzivatelim to mlze ¢&init zpocatku potize.
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Zvlastnim feSenim tubusu je ergonomicky tubus. Je to binokularni tubus, u kterého
se nosi¢ okulard muze naklanét ve svislé roviné v rozmezi 30°, okulary Ize z nosice
vytahnout nebo zasunout v rozmezi 40 mm. Umozriuje se tim pozorovateli
pFizpUsobit polohu vhledu do mikroskopu tak, aby ho pozorovani co nejméné
namahalo. Novy typ ergonomického tubusu Nikon dovoluje pfipojit vystup pro CCD-
kameru, béZzné ergonomické tubusy tuto moznost nemaiji.

ergonomicky tubus Nikon

Tubus se tedy vklada mezi objektiv a okular, aby byly dodrZzeny vzdalenosti, potfebné
pro vznik obrazu v mikroskopu. Zakladni vlastnosti tubusu je tzv. opticka délka
tubusu, je to vzdalenost od roviny zadni ohniskové vzdalenosti objektivu k predni
ohniskové vzdalenosti okularu. Tato vzdalenost je nesnadno méfitelna. Misto ni se
pouziva pribuzna veli€ina, mechanicka délka tubusu. Je to vzdalenost mezi hornim
okrajem tubusu a dosedaci plochou objektivu v revolverovém nosici. Objektivy musi
byt délce tubusu pfizplisobeny. Hodnota mechanické délky tubusu, pro kterou je
objektiv korigovan, je uvedena na télese objektivu (napf. 160, 200 — rozumi se
milimetr().

Mikroskopy byly dfive konstruovany tak, Ze jejich mechanicka délka tubusu byla
160 mm. (Na tuto délku byly korigovany objektivy a okulary.) ACkoliv byly tyto
mikroskopy feSeny jako systémové a byly schopny doplfiovat vybavu o dalsi optické
prvky (nastavce pro epifluorescenci, diferencialni nebo Hoffmannuv kontrast, pro
spolupozorovatele atd.), bylo tfeba s kazdym optickym ¢lenem vkladat do tubusu
dalSi ¢oCky, aby se opticka délka tubusu pfizpusobila prodlouzeni jeho mechanické
délky. To pfinaselo zhor$eni kvality vysledného obrazu.

Zopakujme si nyni pribéh pozorovani v mikroskopu: Pozorovany predmét musi
leZet v malé vzdalenosti pfed ohniskovou rovinou pfedmétového prostoru objektivu
(pracovni vzdalenost). Objektiv vytvofi realny, pfevraceny a zvétSeny obraz

v predmétové ohniskové vzdalenosti okularu (lezici uvnitf tubusu!). Ponévadz okular
tvofi obraz jako lupa, musime pfi pozorovani pfiblizit oko co nejvic o€ni ¢oCce
okularu (jako pfi pozorovani lupou). Obraz lezi ,v nekonecnu®, pozorujeme jej
neakomodovanym okem, které je pfitom nejméné namahano.
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opticka soustava mikroskopu a tvorba obrazu (zjednoduseno)

ahjektiv okular oko  obraz

F E P
ahjektivu akularu

F objbkti
1

1
rovina : 1 1
ohrazu A . i
(nekonecho) _ ===" opticka délkal_mezilehla :
1
1
1

- 1
-

1= tyhusys=1 fovina obrazu

1
:1 25 cm -

25 cm je konvencni pozorovaci vzdalenost, pro mikroskop je to prakticky
»-nekoneéno”

,Nekoneéna optika“ mikroskopu (Nikon CFleo)

ZlepSeni nastalo zavedenim tzv. ,nekonecné optiky“. Jak jiz vime, ma pojem
,nekonecno® v optice zcela konkrétni vyznam. Zopakujme si, Ze Sifi-li se v optické
soustavé paprsky rovnobézné s optickou osou (paralelni chod paprsku), fikame

o nich, Ze pfichazeji z ,nekonecna“. Mluvi-li se tedy o ,nekonec¢né délce tubusu®,
znamena, ze v ném, nebo v nékteré jeho ¢asti, paprsky prochazeji paralelné

s optickou osou. Vyuzitim tohoto jevu pfi konstrukci mikroskopu bylo dosazeno
podstatného pokroku. Mikroskop, ktery vyuziva ,nekoneéné délky tubusu®, neni
postizen zhorSenim kvality obrazu, jsou-li do tubusu pfidavany dalSi optické systéemy
(nastavec pro epifluorescenci atd., viz nahofe). Sou¢asné s tim je mozné u takového
mikroskopu pouzivat objektivy s vétSim pramérem vstupni pupily, s delSi parfokalni
vzdalenosti a tim s vy8Si numerickou aperturou.

»,Nekonecnou optiku“ (Infinity Optics) zaved| Nikon u svych mikroskopu fady
ECLIPSE a nazval ji CFléo.

V mikroskopech, které nevyuzivaji tento opticky systém (fikame jim ,konecné optické
systémy*), se paprsky po prichodu objektivem lamou do mezilehlé obrazové roviny,
lezici v ohnisku okularu. Mechanicka délka tubusu je konstantni a vétSinou 160 mm.

V systému s ,nekonecnou optikou“ vychazeji paprsky z objektivu rovnobézné

s optickou osou. Teprve po prichodu tubusovou ¢ockou se lamou do ohniska
tubusoveé CocCky. Termin ,nekonecna optika“ pouze znamena, Ze z objektivu
vychazejici paprsky jsou rovnobézné s optickou osou (jako by jejich zdroj lezel

v nekonec¢nu). Nesmime z toho usuzovat, zZe by tubus mikroskopu mél ,nekonecnou*
mechanickou délku. Pfesto se mluvi o objektivech s korekci na ,nekone¢nou délku
tubusu®, coz maze byt zavadéjici. Mechanickou tubusovou délku vS§ak muzeme
prodluzovat vkladanim dalSich optickych systému do té ¢asti tubusu, ve které jsou
paprsky rovnobézné s optickou osou. Zakladni mechanicka délka tubusu mikroskopt
NIKON Eclipse je 200 mm.
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ZvétSeni v objektivu M, s ,,nekonecnou optikou“ dostaneme z rovnice
Nh==Ft/Fo

F: je ohniskova vzdalenost tubusové Cocky
F, je ohniskova vzdalenost objektivu

chod paprskt v mikroskopu s ,,kone¢nou“ optikou (A) a v mikroskopu
s ,,nekone¢nou“ optikou (B)

ohniskows wedalenost ; A

objekt , 1Y
,..-Hf i‘_-i.—' osowé paprsky

obraz

T~ W e =—= 1
Wﬁ‘ e | 1 ;:I;ﬂ

- a.---.-i... i
paprsky mimo osu -e l

objektiw
ckuldr
paralelni rezilehld obrazowa
opticka rovina
draha _ délka tubusu i akulir

b “ohmiskowa wzdalend:
1 ! obraz

objektiv  tubusowa okular

dadka B

(paralelni opticka draha mezi objektivem a tubusovou ¢o¢kou dovoluje prodlouzeni
mechanickeé délky tubusu)

Ma-li vzniknout obrazek detailu pfedmétu, leziciho mimo optickou osu, poskytuje
»,nekoneéna optika“ dalSi vyhodu: paprsky sviraji s optickou osou mensi uhel, nez
v mikroskopu s konecnou optikou. Tim se omezi ztraty jasu obrazu, to je velmi
vyhodné hlavné pfi epifluorescenci, fazovém kontrastu a pfi pouziti diferencialniho
interferencniho kontrastu (DIC).

Pfi ohniskové vzdalenosti tubusové cocky 200 mm je mozné zvétsit parfokalni
vzdalenost objektivl z plvodnich 45 mm na 60 mm. Prodlouzenim parfokalni
vzdalenosti umoznilo zavedeni objektivu (napf. CFl Plan Apochromat 60x s olejovou
imerzi) s vySSi optickou kvalitou.

Se vzrustajici parfokalni vzdalenosti roste pracovni vzdalenost (W.D.) objektivu.
DelSi pracovni vzdalenost znamena vétsi moznosti pro vyuZiti objektivu.

S parfokalni vzdalenosti 60 mm u objektivi NIKON CFI60 mohl byt rovnéz zvétSen
primér objektivového zavitu na 25 mm. To umoznilo zvétSeni priméru pupily
objektivu, ¢imz objektiv ziskal vétsi numerickou aperturu. Jak zavisi jakost objektivu
na této veli€iné vime jiz z pfedchozich Uvah. Nejvyraznéji se zvétSeni primeéru pupil
projevuje u objektivii s malym zvétSenim.
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Zavedeni ,nekonecné optiky“ vyznamné zdokonalilo mikroskopickou techniku.
Mikroskopy Nikon ECLIPSE vyuzily této prilezitosti maximalnim zplsobem. Optika
CFl60 umoznila zlepSeni mikroskopt Nikon zvétSenim numerické apertury,
prodlouzenim parfokalni vzdalenosti, zvétSenim priméru pupil. ZlepSila se moznost
vkladat do mikroskopu dalSi optické doplrnky, zvysil se jas a kontrast obrazu, zejména
pfi epifluorescencénim pozorovani. ProdlouZeni mechanické délky tubusu na 200 mm
a parfokalni vzdalenosti na 60 mm stavi mikroskopy Nikon ECLIPSE do vedouci
pozice vyrobcl mikroskopu.

6 Osvétlovaci soustava mikroskopu

Mame-li zcela vyuzit optické vlastnosti mikroskopu, musime zajistit, aby byl
pozorovany objekt dobfe osvétlen. Zalezi pak na tom, zda jde o pozorovani
pruhlednych nebo nepruhlednych detaild, tj. o diaskopickou nebo episkopickou
mikroskopovou metodu.

Biologické preparaty patfi vesmés mezi ty, které pozorujeme v prochazejicim svétle,
pouzivame tedy diaskopické mikroskopy. Pozorovat mizeme jak ve svétlém poli, tak
v tmavém poli, pfipadné ve fazovém kontrastu. Pro vSechny tyto zplisoby pozorovani
potrfebujeme zdroj svétla, jehoz paprsky musime vhodné soustfedit na pozorovany
preparat.

Nejprve se pro diaskopické pozorovani pouzivalo denni, pfipadné slunecni svétlo.
Paprsky se koncentrovaly do roviny preparatu dutym zrcadlem, upevnénym

v zakladné stativu mikroskopu. ;i
pnmi mikroskop

Hikon
{(kolem r. 1900}

Brzy bylo denni svétlo nahrazeno Zarovkou,
nejprve umisténou v samostatném, od
mikroskopu oddéleném stojanu. Takova
mikroskopova svitidla jiz byla vybavena
kolektorovou ¢ocCkou.

Moderni mikroskopy maji zdroj svétla vestavény
ve stativu, vlaknova Zarovka je vétSinou
nahrazena halogenovou zarovkou. Jde o optickou
soustavu, vybavenou zrcadlem, zarovkou,
irisovou clonou a kolektorovou ¢ocCkou (pfipadné
korek&nimi filtry).

DalSim optickym prvkem osvétlovaci soustavy
diaskopického mikroskopu je kondenzor (viz
dale). Ukolem kondenzoru je promitnout svitici
plochu svételného zdroje do vstupni pupily
objektivu.

Dnesni mikroskopy maiji osvétlovaci soustavu
splnujici podminky, stanovené némeckym fyzikem
A. Kbéhlerem na sklonku 19. stoleti. Tomuto
optickému sytému se fika bézné ,Kohlerovo osvétleni®.
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Osvétlovaci zdroj ani kondenzor se pfimo nezucastni tvorby obrazu, maji vSak na
jeho vlastnosti (ostrost, jas, kontrast) podstatny vliv. Proto jim musime vénovat
dostate€nou pozornost, chceme-li vyuzit vSech moznosti mikroskopu.

Zakladni podminkou pro spravnou funkci osvétlovaci soustavy je, Ze musi splfiovat
podminku centrovanych systému. Stfedy vSech optickych &lend véetné zdroje svétla
musi lezet v optické ose mikroskopu. Pokud tato podminka neni spinéna ve vyrobé
tim, Ze optické Cleny jsou pevné ulozeny v optické ose, musime toho dosahnout
,centrovanim®. To znamena, ze musime nastavit polohu optického prvku tak, aby
podminka centrovani byla spinéna. To se tyka jak svétleného zdroje a jeho €asti, tak
kondenzoru.

osvétlovaci systém mikroskopu s kolektorem a polni clonou

cocky Kolektoruy g g =hodyna konjugovamych

zrcadio 1" "2 rovinach
417 T olni i
sS4 : ’II*-i. 1] vstupni

clona cocka
/uhnisku kondenzoru

/ 1
/| I—Tmvina
ohrazu

b

Nastaveni KOHLEROVA osvétleni

1. Umistime preparat na stolek mikroskopu a zaostfime s objektivem 20x.

2. Uzavieme polni clonu svételného pole

3. Kondenzor zvysSujeme nebo snizujeme tak dlouho, az vidime obraz clony
svételného pole ostre ohrani¢eny. To nastava vétsSinou v pripadé, kdyz je
kondenzor znaéné vysoko.

4. Clonu svételného pole pak otevieme co nejvic, aby se okraje jejiho
obrazu dotykaly okraje zorného pole.

5. Pokud obraz clony nelezi uprostred svételného pole, posunujeme jej
(centrovacimi Srouby kondenzoru) do stiredu zorného pole tak dlouho, az
se vSemi svymi vrcholy dotyka obvodu.

6. Vyjmeme z tubusu okular. V otvoru vidime osvétlenou vystupni pupilu
objektivu. Uzavirame aperturni clonu kondenzoru, aby zustalo osvétleno
jesté /3 praiméru vystupni pupily objektivu. Ma-li kondenzor stupnici
numerické apertury, nastavime na ni hodnotu pfiblizné % numerické
apertury objektivu.

Vysledkem Koéhlerova nastaveni je rovhomérné a maximalni osvétleni prahledného
preparatu, leziciho v predmétové roviné. Sou€asné by méla byt dosazena nejlepsi
kombinace mezi rozliSovaci schopnosti a kontrastem. V kazdém pfipadé
doporucujeme jesté vyzkousSet optimalni nastaveni aperturni clony kondenzoru.
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Pokroku v rovnomérnosti osvétleni bylo dosazeno u poslednich typd mikroskopt
NIKON ECLIPSE fady ,i“ s diaskopickym osvétlenim. Do systému osvétleni bylo
zarazeno ,fly-eye“ - musi oko, které tvofi pole spojnych €ocek, pfipominajici
slozenim oko hmyzu. Svétlo prochazi touto slozenou soustavou cocek tak, Ze se
obrazy svételného pole promitaji mnohonasobné pfes sebe a nenastava pokles
intenzity osvétleni smérem k okraji obrazu.

Obraz vzorku

Obraz clony
zorného pole

»fly-eye“ Obraz vlakna

Pfi popisu osvétlovaci soustavy se vicekrat  Paralelni O%tit;rl:é q
setkame s pojmem ,pole”. Je to ¢ast ranha

TS Tubusova
Ik ¢ocCka
] Paralelni

nékteré z rovin, lezicich kolmo na optickou opticka
osu, omezena co do velikosti a tvaru Obraz aperturni

promé&nnou nebo pevnou clonou. v této clony kendenzoru Objektiv
souvislosti se hovofi o ,obrazovém poli oo VT
(omezeném clonou okularu), ,svételném Kondenzor

poli“ (omezeném aperturni clonou

osvétlovaci soustavy). —

; Aperturni clona
Obraz vlakna 7" |

kondenzoru

Konjugované (sdruzené) roviny

V obrazku, znazoriujicim Kohlerovo . } == Clona zorného pole
osvétleni mikroskopu, je chod paprsku ‘ - Coéka kondenzoru
nakreslen vzdy pro jeden bod svételného

zdroje (vlakno zarovky), pfipadné roviny
clony svételného pole. v mistech na optické
ose, kde se obrazy téchto bodl promitaji
opét jako body, lezi ostry obraz celého
otvoru polni clony osvétlovaciho systému,
pfipadné obraz celého sviticiho viakna.

Zdroj svétla (vlakno)

chod paprskli mikroskopem
(konjugované roviny)

Z nakresu vidime, Ze se tento ostry obraz promita do tfi rovin, kolmych na optickou
osu. Jsou to

e rovina aperturni clony kondenzoru
e zadni ohniskova rovina objektivu
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e rovina tésné nad vystupni ¢oCkou okularu (vystupni pupilou)

Ostry obraz polni clony svételného zdroje se rovnéz promita do raznych rovin. Prvni
ostry obraz vznikne v roviné preparatu, to je podminka pro jeho maximalni
rovnomeérné osvétleni. DalSi obrazy této clony jsou shodné s obrazovymi rovinami
pozorovaného objektu a vznikaji v roviné mezilehlého obrazu (ij. v pfedmétové
ohniskové roviné okularu), a kone¢né na sitnici oka.

Pfi takovém sestaveni mikroskopu najdeme tedy vice rovin, ve kterych lezi ostré
obrazy polni clony osvétlovaciho systému a sou€asné roviny, do kterych se promita
ostry obraz preparatu.Témto rovinam fikame konjugované (sdruzené) roviny.
Dulezité pro mikroskopickou praxi je: lezi-li objekt v nékteré z téchto konjugovanych
rovin (nebo v jeji tésné blizkosti), pak se stane soucasti obrazu, pozorovaného

v okularu mikroskopu.

Protoze jednou z téchto rovin je (polni) clona okularu, mizeme do této roviny

v okularu vkladat rizné stupnice, méfitka, soufadnicové systémy atd. Zobrazi se
ostfe sou€asné s vlastnim mikroskopickym obrazem. Jsou to tzv. ,okularova
meéfitka“.

kde lezi konjugované roviny obrazu v mikroskopu

oko okular preparat
..-‘—-h [ ' ,'J“";
.:‘(;‘ ) il Y_ )
\I_/ q preparat
sitnice oka nkuif'?lrwéﬂnéﬁlku e SKIILku polni clona

slouceni konjugovanych rovin v okularu

rovina
ohrazu
preparatu

rovina
okularového
meritka

v Vs

(na obrazku je okularové méritko se zaostfovaci maskou, pfi dokonale ostrém obrazu
jsou zretelné dvoijité ¢ary kfize, polni clonu vidime jako osmiuhelny ¢erny ramecek)
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Konjugované roviny v mikroskopu

konjugované roviny aperturnich clon polni konjugované roviny
a osvétlovaciho systému konjugované roviny obrazu
vystupni pupila okularu oCni rohovka nebo rovina obrazu
pevna aperturni clona okularu v kamere
(pFiruba)
obrazova ohniskova rovina objektivu rovina mezilehlého obrazu
aperturni clona objektivu (pFiruba) (pevna clona — pfiruba — okularu)

v obrazovém prostoru

aperturni clona kondenzoru rovina preparatu
(pFedmétova ohniskova rovina (pFfedmeétova rovina)
kondenzoru)
vlakno zarovky polni clona Kbhlerova osvétleni

Necistoty, napf. prachova zrna atd., lezici v konjugovanych rovinach (nebo v jejich
tésné blizkosti), se rovnéz zobrazi jako rusivé ¢asti obrazu. z pfedchoziho plyne, Ze
je musime hledat v blizkosti polni clony osvétlovaciho systému, na podloznim

a krycim skle preparatu nebo v blizkosti polni clony okularu (tj. uvnitf okularu v roviné
okularového méfitka. OtaCime-li okularem, necistoty se otaceji také a obraz
preparatu je v klidu).

V terminologii mikroskopovani se vyskytuje fada pojmd, jejichz pfesny vyznam plyne
teprve z dalSiho textu. Pfikladem je nazev ,polni clona“. Pokud je vybavena irisovou
clonou s proménnym otvorem, fika se ji Casto ,aperturni clona“ (lat. apertus =
otevieny) nebo otvorova clona. Mame tedy fadu podobnych pojmu, které mohou mit
rlizny vyznam:

polni clona
aperturni clona
otvorova clona
irisova clona

Musime si vzdy uvédomit, ke kterému dalSimu optickému prvku mikroskopu se tyto
nazvy vztahuji. Nejproblematictéjsi je pojem ,svételné pole“ a k tomu se vztahujici
,clona svételného pole®, které se zkracené fika ,polni clona“. Je to proménna
(irisova, aperturni) clona, ovladana mechanicky, lezici tésné pred kolektorovou
CocCkou osvétlovaci soustavy. ,Polni clona“ omezuje pramér svazku paprsku,
vychazejicich z osvétlovaci soustavy do kondenzoru. Podle nazvu ,polni clona“
dostal kolektor osvétlovaci soustavy také nazev ,polni CoCka"“.

O polni cloné se mluvi také v kondenzoru, pfipadné v okularu mikroskopu.
v kondenzoru jde rovnéz o irisovou aperturni clonu, lezici pfed vstupni Cockou
kondenzoru. Zde ma vyznamnou funkci, protoze ovlada velikost numerické apertury
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kondenzoru (viz pozdéji). v okularu je polni clona pevna a je tvofena objimkou,
omezujici chod paprskl okularem (jeho vstupni pupilu).

7 Kondenzor
Kondenzor je dulezita ¢ast osvétlovaci soustavy mikroskopu. Vlastni osvétlovaci
systém konci v roviné polni clony, ve které lezi jeho svételné pole. Kondenzor

promita tuto plochu pfes rovinu preparatu do vstupni pupily objektivu.

chod paprskt z polni clony do kondenzoru

polni éocka osvitlovaciho systému cocky kondenzoru
plilni clona

—— ghrazova

:I rovina
!
s -

1 .

I 1 - i
LB ~TIG®
K clona —

Kondenzoru

-

F, F - ohniska kondenzoru

Podle kvality a u€elu se kondenzor sklada z jedné nebo z vice ¢oCek. Pfed vstupni
Cockou kondenzoru lezi irisova aperturni clona kondenzoru, spojena s ovladaci
packou a stupnici na télese kondenzoru.

Kondenzor je vétSinou vySkoveé nastavitelny, jen u levnych mikroskopU je pevnou
soucasti stativu. Je ulozen ve stolku kondenzoru, se kterym se pohybuje nahoru
nebo dold, ota¢ime-li vrubovanym kole¢kem, ovladajicim jeho posun. Ve stolku je
ulozen tak, abychom jej mohli vyjmout a pfipadné& vyménit. Upinaci mechanizmus je
opatien Srouby, kterymi se kondenzor nastavuje do spravné centralni polohy.

Nastavenim velikosti aperturni clony kondenzoru ménime vrcholovy uhel kuzele
paprsku, které kondenzor promita do vstupni pupily objektivu. Jak jsme definovali
dfive, je numericka apertura kondenzoru, podobné jako u objektivu, uréena indexem
lomu prostfedi a polovinou tohoto vrcholového uhlu. Proménna velikost numerické
apertury kondenzoru je udana na stupnici, spojené s ovladanim irisové clony.
Numericka apertura kondenzoru dosahuje velikosti 0,9.

Neni ucelné omezovat svételny tok irisovou clonou kondenzoru, je-li osvétleni pfilis
intenzivni. Protoze se tim zmensuje osvétlena plocha vstupni pupily objektivu
omezeni svételného toku snizenim vykonu Zarovky nebo zafazenim neutralné
Sedych filtri potfebné optické hustoty (tim zachovame teplotu chromati¢nosti zareni,
ktera se jinak se zménou zhaveni vlakna zarovky muze meénit). Filtry klademe na
vystup z osvétlovaci soustavy. U vykonnych mikroskopu jsou filtry vestavéné ve
stativu a jejich vkladani ovladame packami ze zakladny stativu.

Pfi otevirani clony kondenzoru se zvétSuje vyuziti rozliSovaci schopnosti objektivu,
avSak soucCasné se zhorSuje kontrast obrazu. Pozorujeme to hlavné tehdy, je-li
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numericka apertura kondenzoru vétsi, nez numericka apertura objektivu. Avsak také
v pfipadé, kdyZ jsou ob& numerické apertury stejné, je obraz ¢asto mdly a drobné
detaily splynou. Teprve dalSim zmenSovanim numerické apertury kondenzoru
dospéjeme ke kompromisu mezi rozliSovaci schopnosti a kontrastem.

ZkuSenost vede k poznatku, Ze optimalni obraz v mikroskopu vznikne, je-li numericka
apertura kondenzoru pfiblizné 2/3 n.a. objektivu.

Pfi pozorovani velmi malo kontrastnich objektd (hlavné zivych organizm() musime
clonu kondenzoru jesté vic uzavfit abychom zvysili kontrast i za cenu ztraty rozliSeni.
Nedosahneme-li Zzadouciho ucinku, musime pouzit néktery z fazovych kontrastu.

Rozsah zvétSeni dnesnich vykonnych objektivil mikroskopu je od 0,5x az do 100x,
jejich numericka apertura lezi v rozsahu 0,025 (Nikon CFl Macro Plan Apochromat
UW 0,5x) az do 1,4 (Nikon CFI Plan Apochromat 100x s olejovou imerzi).

z konstrukénich divodd neni mozné tento rozsah obsahnout jednim kondenzorem.
Proto je nutné, abychom k velmi kvalitnim objektivim pouzivali kondenzory
odpovidajici numerické apertury. Jen tak lze bez ztrat vyuzit schopnosti kvalitnich
objektivl. z toho divodu jsou kondenzory vyménné.

Aperturu kondenzoru Ize zvétSit az na hodnotu 1,4, pouzijeme-li imerzni olej také na
vypInéni vzduchové mezery mezi kondenzorem a spodni stranou sklicka, nesouciho
preparat. Pak ma cela draha paprskl od vstupni ¢o¢ky kondenzoru az po vstupni
CoCku objektivu stejny index lomu, coz vede k zvétSeni vrcholového uhlu a tim

k zvétSeni numerické apertury. Je vSak nutné dobfe uvazit, zda toto zvétSeni
prakticky vyuzijeme, hlavné vzhledem k tomu, Ze n.a. kondenzoru ma byt mensi, nez
n.a. objektivu. Pfesto jsou v prodeji tzv. ,imerzni kondenzory“, které maji hodnotu
n.a. 1,4. Prace s témito kondenzory v8ak neni snadna.

NejCastéji se pouziva tzv. Abbeho kondenzor s maximalni n.a. 0,9. Tento kondenzor
navrhl némecky optik Ernst Abbe (1840-1905). Tento kondenzor je vhodny pro
objektivy se zvétSenim od 4x do 100x.

Kondenzory se vyznacuji obdobnymi zbytkovymi vadami, jaké jsem poznali

u objektivl. Hlavné se nepfijemné projevuje chromaticka vada, ktera je pficinou
Cerveného nebo modrého okraje zorného pole, neni-li vySkova poloha kondenzoru
nastavena zcela optimalné. Tato vada mlze byt nepfijemnou prekazkou dokonalé
barevné fotografie. Vétsinou ji Ize pfesnym nastavenim polohy kondenzoru pfijatelné
potlacit.

Pro velmi kvalitni objektivy byly sestrojeny kondenzory, u kterych jsou zbytkové vady
maximalné potlaeny. Jsou to napf. achromatické kondenzory. Velmi dokonaly je
achromaticko/aplanaticky kondenzor Nikon s numerickou aperturou 1,4, je uréen pro
objektivy od zvétSeni 10x (do 100x). Pro objektivy s velmi malym zvétSenim 1x nebo
2x vyvinul Nikon dva kondenzory, které jsou opatfené vyklopnou pfedsadkovou
Cockou (,swing-out condenser®), snizujici numerickou aperturu kondenzoru pro
objektiv 1x na 0,12, pro objektiv 2x na 0,22. Neni-li pfedsadkova ¢ocka v optické ose,
|ze tento kondenzor pouzit pro objektivy se zvétSenim az 100x. Pro naroCnou praci
pfi malém zvétSeni je ur€en vyménny kondenzor pro objektivy 1x—4x, ktery ma
numerickou aperturu 0,13.
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nékteré typy kondenzort pro diaskopické osvétleni (Nikon)

Numericka | Vzdalenost od Poznamka
apertura vzorku (mm)

Abbeho kondenzor 0,90 1,9 Pro 4x az 100x
Vyklopny achromaticky 0,90/0,22 1,8 Pro 2x a2 100x
kondenzor ’ ’ ’

Achromaticky kondenzor 0,80 4,2 Pro 4x az 100x

Achromaticko/aplanaticky

kondenzor (AA) 1,4 1,6 Pro 10x az 100x

2
&
&
9

Zvlastnim typem je kondenzor pro pozorovani v tmavém poli. Je mozné upravit
bézny kondenzor (Abbeho typ) nasazenim prstence pro tmavé pole, musime se vsak
smifit s vyznamnou ztratou intenzity osvétleni. Kondenzory, ur¢ené pouze pro tmavé
pole jsou vyhodnéjsi. BlizSi u popisu mikroskopovani v tmavém poli.

Samostatnou konstrukéni skupinou jsou univerzalni oto¢né kondenzory, opatfené
karuselem s vyménnymi moduly. Tyto kondenzory se pouzivaji pfi praci s fazovym
kontrastem, DIC a Hoffmanovym kontrastem. Obsahuji vétSinou také modul pro
tmavé pole.

Pro invertované mikroskopy se dodava cela fada kondenzoru, které se vyznacuji
prodlouzenou pracovni vzdalenosti, prostor mezi vystupni ¢oCkou kondenzoru

a preparatem se vyuziva pro praci s mikromanipulatory. Tyto kondenzory jsou
oznacené ,LWD*" (Long Working Distance, dlouha pracovni vzdalenost).

8 VInova optika

V pfedchozich kapitolach jsme vystacili s pfedstavou, Ze se paprsky svétla SifFi
pfimocCare a znazornovali jsme je pfimkami. S timto zjednodusenim vSak vystacime
jen v geometrické optice. Podstatu optickych jevli mizeme vysvétlit teprve tehdy,
kdyz se obratime k fyzikalni podstaté svétla, o kterém jiz vime, Ze je viditelnou Casti
elektromagnetického vinéni. Touto viastnosti svétla se zabyva vinova optika.

Svétlena vina vznika ve zdroji, ktery vyvolava toto vinéni a dodava mu energii. Ve
vakuu se Sifi elektromagnetické (svétlené) vinéni z mista zdroje vSemi sméry
konstantni maximalni rychlosti ¢ = 2,9979x1 0®m.s™ v jinych prostfedich zavisi tato
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rychlost na jeho vlastnostech a je vzdy mensSi. Jen v suchém vzduchu je tato rychlost
priblizné stejna, jako ve vakuu.

Srovnavaci veli€inou pro vlastnosti prostfedi je jeho index lomu n, ktery jsme poznali
jiz dfive.

Chovani svétla nelze zcela vysvétlit ani vinovou optikou. Nékdy svétlo musime
povazovat za proud ¢astic — fotonl —, nesoucich nepatrna mnozstvi — kvanta —
svételné energie. Casticovymi vlastnostmi svétla se zabyva kvantova optika. Dosud
se fyzikim nepodafrilo sjednotit oba pohledy na podstatu svétla, vinova i kvantova
teorie svétla existuji vedle sebe.

Abychom pochopili nékteré metody mikroskopie, musime se zjednodusené zminit
o vinovych vlastnostech svétla.

Fyzikalni popis vinéni vychazi z mechanického modelu (rovnomérny pohyb kruhovy).
Svételna vina se ve stejnorodém (izotropnim) prostfedi Sifi z bodového zdroje
periodicky vSemi sméry stejnou rychlosti v kulovych vinoplochach. Vybereme-li si
jeden smér, Sifi se svételna vina pfimocare (svételny paprsek) a ma pak tvar
periodické funkce — sinusoidy. Jednoducha rovnice popisuje sinusovou funkci

s periodou kmitu T

y =asin [(21/T)T + y,]

obé viny maji stejnou fazi

fazovy posun nenastal

e
amplituda

dvé sinusové viny ve stejné fazi
Z rovince a z obrazku muzeme definovat dllezité vlastnosti vinéni:
y je okamzita vzdalenost viny od osy x, jestlize zaCalo vinéni v ase t =0

fazovy posun y, znamena, ze v ¢ase 1 = o méla uz vina od osy x vzdalenost y,
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amplituda a je nejvétsi vzdalenost viny od osy x

perioda (doba kmitu) T, za tuto dobu urazi vina vzdalenost A (jeden kmit)
frekvence (kmitoCet) t je pfevracena doba periody, t = 1/T

¢as t (nezavisle proménna v rovnici pro y, v obrazku se ¢as méfi podél osy x

vinova délka N je vzdalenost dvou nejblizSich bodu, které maiji stejnou vzdalenost od
osy x (v€etné znaménka)

Oko jako receptor rozliSuje zmény jedné nebo vice vlastnosti svétla, které jsou pak
zakladem pro zrakové vjemy. Zmény mohou nastat bud’ prichodem svétla opticky
prihlednym prostfedim nebo odrazem od nepruhledného prostiedi.

Svételna vina kmita ve vzduchu ve vSech rovinach, kolmych na smér paprsku.
Prachodem nékterymi latkami (kterym Fikame opticky aktivni latky) nebo odrazem od
lesklych povrchl se nékteré roviny kmitani potlaci a svétlo po prichodu takovou
latkou (nebo po odrazu z lesklého povrchu) kmita jen v jedné roviné. Tomuto jevu
fikame polarizace svétla. Polarizaci svétla se budeme dale zabyvat v kapitole

o polarizaéni mikroskopii.

W
A

—— —

e rovimy "

i oscilace 5

Sifeni vin v rovinach kolmych na osu X

Setkaji-li se v jednom bodé dvé nebo vice vin, nastane mezi nimi ,spoluprace*

a budou se skladat do nového vysledného vinéni — tomu se fika interference vinéni.
Interference mlze zpUsobit nejriznéjsi zmény takto vzniklého vinéni: mize byt
zesileno, zeslabeno (az uplné zruseno). Nejsou-li viny ve stejné fazi, vzniknou
interferencni maxima a interferenéni minima.
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S ]

dvé viny (S" a S7’) se stejnou fazi a se stejnou amplitudou
pfi setkani v bodé P
vytvori interferenci novou vinu s dvojnasobnou
amplitudou

Prachodem svétla opticky aktivni latkou nebo odrazem od lesklého povrchu nastavaji
zmény amplitudy, zmény frekvence a pfipadné zmény faze. Vznikne-li zména tvaru
(zména amplitudy) vinéni nebo se zméni jeho kmitoCet, jde o tzv. modulaci vinéni.
Rozeznavame amplitudovou a/nebo frekvenéni modulaci. Mlze také nastat pouze
posun faze svételné viny, tuto zménu vsak lidsky zrak nevnima. Fazovy posun je

v mikroskopii dulezity, protoze fada biologickych objektl se touto vlastnosti
vyznacuje a jejich zviditelnéni je pro mikroskopii vyznamny ukol.

9 RozliSovaci schopnost

VSechny struéné zminéné jevy mohou mit v mikroskopii zaporny vliv na vyslednou
jakost obrazu, naopak jsou vSak také vyuzivany v nékterych vyspélych metodach.
Nejprve se budeme zabyvat témi vlivy interference, které zhorSuji mikroskopicky
obraz.

Jak jsme jiz dfive poznali, rozhodujicim hlediskem pro jakost obrazu v mikroskopu je
numericka apertura objektivu a s ni souvisejici rozliSovaci schopnost. Interferen¢ni
jevy maji na obé hlediska zasadni vliv. Pochopitelné se tyto vlivy skladaji

s aberacemi, které jsme poznali v geometrické optice.

Dopadem svétla na hranu nebo prichodem svétla malym otvorem nastava
interference svételného vinéni a v disledku toho ohyb (zména sméru) svételnych
paprskl. Tento jev snizuje rozliSovaci schopnost objektivu dvéma zpUsoby: zhorsuje
kontrast a hranovou ostrost detailll obrazu. Od ur€itého maximalniho zvétSeni jiz
nemuzeme detaily obrazu od sebe rozlisit.

Komplexni hodnoceni optického obrazu z hlediska pfenosu informaci o detailech
objektu pfinasi funkce pfenosu modulace (angl. Modulation Transfer Funktion, MTF).
Nejnazornéjsim pfikladem prabéhu MTF je hodnoceni obrazu jednoduchého
geometrického utvaru, mfizky. PFi prichodu vstupniho signalu objektivem nastane
jeho modulace, pravouhly tvar se zméni na sinusovy s mensi amplitudou. To ma za
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nasledek zhorseni hranové ostrosti a kontrastu. Se vzrastajici prostorovou frekvenci
se tyto jevy stupnuiji.

Kvantitativni prabéh funkce MTF Ize provadét jen na slozitych zafizenich. Pro
praktické ovéreni kvality objektivu slouzi pozorovani vhodnych objektu — na pfiklad
rozsivek (diatomena).

Na obrazku je rozsivka
pozorovana

v monochromatickém svétle
vinové délky 540 nm
pravidelna struktura

je vhodna pro

posouzeni

rozliSovaci schopnosti
objektivu

periodicka mrizka ohraz
hillé hila
100% y
Kontrast
80%
cerna s cerna
periodicka mrizka ohraz
| .

ilal ohjektiv
(]

.. 1 2 3 -l -
cerna X cerna

prostorova frekvence (perioda) mfizky a modulace po priuchodu objektivem

MFiZzka je tvofena vedle sebe lezicimi Cernymi Carami na bilém pozadi s mezerami
stejné tloustky. Prostorova frekvence mfizky je pocCet €ar na jednotku délky (obvykle
1 mm). P¥i prostorové frekvenci €ernych a bilych Car stejné tloustky 1 mikrometr
(1um = 1x10°m) se dvojice na délku 1 mm opakuji pravideln& 1000x, prostorova
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frekvence je v tomto pfikladu 1000 ¢ar na milimetr. Pfevracena hodnota prostorové
frekvence je prostorova perioda.

V nasem obrazku ma vstupni signal podle tvaru mfizky pravouhlou modulaci,
odpovidajici zcela nepruhlednym ¢aram a zcela prihlednym mezeram s relativnim
kontrastem 100 %. P¥i prichodu objektivem je modulace ovlivnéna vinovymi
vlastnostmi svétla (a pochopitelné také zbytkovymi vadami objektivu), takze se tvar
obdélnikové modulace zméni na sinusovou za sou¢asného poklesu amplitudy

a kontrastu. Tim se také zmensi schopnost rozliSit detaily obrazu.

Velmi kvalitni objektiv s numerickou aperturou 1,40 s vhodné nastavenym
kondenzorem a za pouziti imerzniho oleje poskytne obraz vzorku s prostorovou
periodou 1um s dobrym rozliSenim. Obraz vSak neni dokonalou reprodukci dvoijic
Car, ma snizeny kontrast mezi Cernymi a bilymi Carami a jejich hrany nejsou zcela
ostré. Snizime-li prostorovou periodu na 0,5 um (prostorova frekvence vzroste na
2000 ¢ar na 1 mm), kontrast a rozliSeni se jeSté vice zmensi. Naopak vzestup
prostorové periody na 2 mikrometry (frekvence klesne na 500 ¢ar na 1 mm) zpusobi
jejich zvyseni.

Meze reprodukéni (rozliSovaci) schopnosti svételného mikroskopu pfi pouziti
monochromatického svétla A = 500 nm a numerické apertuie objektivu 1,40 lezi
priblizné u prostorové frekvence 5000 €ar na 1 mm (prostorova perioda je 0,2 um).
v tomto pfipadé je kontrast uz témeér neznatelny a obraz se zda byt neutralné Sedy.

U skute€nych vzorku zavisi kontrast také na velikosti detaild, na jejich jasu

a chromaticnosti. Lidsky zrak ztraci schopnost rozliSovat periodicitu mfizky

v dusledku nizké urovné kontrastu pfi prostorové periodé kolem 0,25 um (méné nez
5000 ¢ar na 1 mm).

Souvislost mezi numerickou aperturou a rozliSovaci schopnosti nékterych typu
objektivi Nikon ukazuje nasledujici tabulka:

zvétsSeni, numericka apertura a rozliSeni nékterych objektivi Nikon

typ objektivu
zvetsent Plan Achromat Plan Fluor Plan Apochromat
n.a. rozliSeni pm n.a. rozliSeni pm n.a. rozliSeni ym

4x 0,10 2,75 0,13 2,12 0,20 1,375

10x 0,25 1,10 0,30 0,92 0,45 0,61

20x 0,40 0,69 0,50 0,55 0,75 0,37

40x 0,65 0,42 0,75 0,37 0,95 0,29

60x 0,75 0,37 0,35 0,32 0,95 0,29
100x 1,25 0,22 1,30 0,21 1,40 0,20

O rozliSovaci schopnosti urcitého typu objektivu rozhoduje jeho numericka apertura
a vinova délka pouzitého svétla. VInova délka A ma podstatny vliv na rozliSeni
detailll, ¢im je kratsi, tim je rozliSovaci schopnost lepsi. Celkova rozliSovaci
schopnost pfi diaskopickém zobrazovani mikroskopem vSak zavisi také na
numerické apertufe kondenzoru, ktery je dllezitou ¢asti nejen osvétlovaciho
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systému, ale celé zobrazovacim soustavy mikroskopu. Chceme-li tedy ziskat co
nejlepSi obraz, musime dbat na optimalni nastaveni vSech jeho optickych
a mechanickych dild.

Kondenzor musi byt nastaven tak, aby co nejlépe koncentroval svételny tok do roviny
preparatu a do vstupni pupily objektivu. Toho dosahneme jednak vhodnym vyskovym
nastavenim kondenzorového stolku, jednak vhodnym nastavenim jeho numerické
apertury, kterou ovladame aperturni clonou kondenzoru.

Vyjadfime-li rozliSovaci schopnost optické soustavy mikroskopu prostorovou
periodou mfizky r, pak plati pro soustavu objektiv s n.a.opj. @ kondenzor s n.a.kond.
empiricka rovnice

rozliSeni (r) = 1,22 A / (n.a. opj. + N.A.kond.)

Z této rovnice znovu vidime, Ze rozliSeni neni ur€eno zvétSenim, ale numerickou
aperturou a vinovou délkou pouzitého svétla. Je oviem ziejmé, Ze mezi zvétSenim a
numerickou aperturou objektivu je pfima umérnost, zavisla na jeho konstrukci (typu).

Bylo by mozné zvysit rozliSovaci schopnost pouzitim svétla z kratkovinné ¢asti
spektra. Proti této tendenci v§ak pusobi klesajici citlivost oka, které je nejcitlivéjSi na
Zlutozelené svétlo o vinové délce 550 nm. Nicméné vidime jesté zafeni az do vinove
délky pfiblizné 360 nm (modrofialova chromati¢nost) — této okolnosti Ize za jistych
okolnosti vyuzit (fluorescence v blizké UV-oblasti). Tabulka nabizi srovnani vinové
délky svétla, relativni citlivosti oka a rozliSeni v mikrometrech (Plan Apochromat 40x,
n.a. 1,40):

vinova délka, relativni citlivost oka a rozliSeni objektivu

vinova délka v nm relativni citlivost oka v % rozliSeni v ym

360 (0,004) 0,19
400 0,4 0,21
450 3,8 0,24
500 32,3 0,26
550 99,5 0,29
600 63,1 0,29
650 10,7 0,34
700 0,41 0,37
750 (0,012) --

Neostrost zplisobena interferenci a ohybem (difrakci) svétla

Dosud jsme si vSimali neostrosti obrazu, kterou zpusobuiji vlastnosti optickych ¢lent
mikroskopu: objektivu, okulart a zplsobu osvétleni. Jsou vak jesté dlvody, které
zpusobuji dal§i neostrosti obrazu. Tyto divody spocivaji ve vinovych vlastnostech
svétla a vznikaji pfi prichodu svétla preparatem.




36

Jiz dfive jsme definovali rozliSovaci schopnost (rozlieni) jako nejmensi vzdalenost
dvou detaill na pozorovaném objektu, které jeSté muzeme pozorovat oddélené.
NejvhodnéjSi objekt pro tyto uvahy je periodicka linearni mfizka (obr. na str. 32).
Maji-li jednotlivé mfizky Sifku a s mezerami o Sifce b, je mfizkova konstanta ¢

c=a+b

MFizka maze byt zalozena na prichodu nebo na odrazu paprskd, vlastnosti obou
moznosti jsou velmi podobné. Objekty, které mikroskopem pozorujeme, se
zjednodusené chovaji jako mfizky nebo jako drobné otvory. Pfi zkoumani hranice
rozliSovacich schopnosti nahrazujeme témito jednoduchymi tvary realné detaily
objektu s riznym kontrastem.

Paprsky dopadaji na mfizku rovnobézné a jejich smér je kolmy na rovinu mrizky. Je-li
mrizkova konstanta (nebo maly otvor) dostate¢né mala (Uzka), nastane pfi prdchodu
paprsku Stérbinou (otvorem) interference svételnych vin a ¢astecné nasledny ohyb
jejich sméru. Maximalni svételny tok sice prochazi témito pfekazkami hlavné

v puvodnim sméru, ale v disledku vinovych vlastnosti svétla je v tomto sméru
Castecné oslaben. V roviné kolmé na smér paprsku se svétlo rozlozi na stfidava
maxima a minima, pfitom intenzita maxim rychle klesa se vzristajici vzdalenosti od
puvodniho paprsku. Pfiklad ukazuje tabulka:

relativni svételny tok (plvodni svételny tok ma intenzitu 100%)

stfed (puvodni paprsek) 83,8 % maximum nultého fadu
1. minimum 0 % minimum prvniho fadu

1. maximum 7,2 % maximum prvniho fadu
2. minimum 0% minimum druhého fadu
2. maximum 2,8 % maximum druhého Ffadu

vwvrsovos

|'l I"l
Obrazek ukazuje relativni rozlozeni { \
svételného toku po prichodu '|
malym kulatym otvorem. ;’ minimum
i 1. fadu

Vysledkem je, ze po prichodu svételného paprsku mrizkou (nebo malym otvorem)
pozorujeme tzv. ohybovy obraz ve tvaru prouzki nebo soustfednych kruha, ktery
vznikne ohybem svétla nasledkem interference. = \

Ohybovy obraz po pruchodu svétla

malym kulatym otvorem

(stfed je maximum nultého fadu, nasleduje
minimum prvniho fadu, maximum

prvniho fadu, minimum druhého

fadu, maximum druhého fadu atd.)

Maximum nultého Fadu se nazyva Airyho disk.
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Takto vznikla neostrost nevznikla pisobenim zbytkovych vad optiky mikroskopu, je
zpusobena vinovymi vlastnostmi svétla. Oba jevy se skladaji, vysledna neostrost je
souctem zbytkovych vad a neostrosti, zpusobenych interferenci a ohybem.

Maximu prvniho fadu pfislusi uhel B4, ktery sviraji prislusné paprsky po prichodu
Stérbinou s puvodnim smérem paprsku. Aby se rozptylovy krouzek zobrazil, musi byt
tento uhel mensi, nez polovina otvorového uhlu objektivu, ktery jsme definovali

v kapitole o numerické apertufe. MFfiZku (otvor) tedy pozorujeme tehdy, dopadnou-li
do objektivu paprsky, které se priichodem odchylily o uhel, mensi nez a. Tato
podminka nam znovu zdUrazfuje, proc€ je pro kvalitu objektivu dulezita velikost jeho
otvorového Uhlu A = 2a. Je tedy zfejmé, Ze jednotlivé Cleny mfizky mizeme rozlisit
teprve tehdy, je-li uhel a nejméné stejné velky jako B1.

Ma-li prostfedi mezi preparatem a objektivem index lomu n, ma v ném svétlo vinovou
délku A = A¢/n (kde Ag je vinova délka svétla ve vakuu). Dostaneme tak vztah (ktery
odvodil Ernst Abbe) pro rozliSovaci mez d, ktera urCuje nejmensi rozliSitelnou
vzdalenost dvou detailt v obrazu

d=Ay/nsina

Jmenovatel zlomku n sin a je numericka apertura n.a. Tento vyraz vSak plati jen pro
kolmé osvétleni, pfi pozorovani se Sikmym osvétlenim a vSeobecné pfi pozorovani
sviticich bodovych (nikoli linearnich) objektl Ize rozliSit vzdalenost zhruba poloviéni

d~ Ao/ 2n sina

Tim jsme potvrdili, Ze zvétSeni svételného mikroskopu je omezeno vinovou délkou
pouzitého svétla. RozliSovaci mez musi byt nejméné stejné velka, jako polovi€ni
vinova délka svétla, pri kterém v mikroskopu pozorujeme.

Shrnuti:

vvvvvv

jeho dokonalost, ur€uje jeho schopnost rozliSovat mezi dvéma detaily pozorovaného
vzorku. Primarné zavisi rozliSovaci schopnost na numerické aperture, ale také na
vlastnostech vzorku, vlastnostech svétla a dokonalosti osvétleni, stupni potlaceni
zbytkovych vad (aberaci) a na dalSich faktorech, jako je napf. zvolena metodika
pozorovani. Konec¢ny vysledek urCuje uziteCné zvétSeni mikroskopu, které zavisi také
na schopnosti zraku rozliSovat zobrazené detaily.
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10 Kontrastovaci metody v mikroskopii

Nas zrak vnima elektromagnetické viny v intervalu vinovych délek, ktery vymezuje
spektrum viditeIného svétla. Svétlo nam pfinasi informace o okoli, zrak je jednim ze
smyslu, které podmiriuji zivot nejen lidskym organizmUm. z fyzikalniho pohledu je
svétlo pfi¢né vinéni, svételna vina kmita kolmo na smér, kterym se Sifi. Zakladnimi
vlastnostmi svétla jsou rychlost Sifeni, vinova délka (frekvence), amplituda vinéni.
Vlastnosti svétla se méni pfi priichodu prostfedim nebo pfi odrazu od neprihlednych
latek. Pravé tyto zmény jsou zakladem naseho vidéni. Konecny vjem, ktery
registrujeme v mozku, je do zna¢né miry subjektivni, zavisi na nasich zrakovych
schopnostech a zkuSenostech. Optika, ktera se zabyva fyzikalnimi podminkami
vzniku obrazu, je zaloZena na objektivnich zakonitostech pfirody. Zrakovy vjem

v nasi mysli je vysledek psychofyziologického procesu, jehoz zakonitostmi se
zabyvaji neurofysiologové.

Zménam vinovych vlastnosti svétla fikame modulace. Lidsky zrak vnima pfimo
jenom néekteré zmeény vinovych vlastnosti svétla, vzniklé jeho modulaci. Amplitudova
modulace je pfiCinou zmény jasu (intenzity), pfipadné zmény optické hustoty, zmény
chromati¢nosti zplsobuje modulace frekvenéni. Jiné zpusoby modulace (polarizaci
svétla, fazovy posun svételnych vin) lidsky zrak nevnima. Avsak tyto modulace také
prenaseji informace o kvalitativnich a kvantitativnich vlastnostech objektu, ktery je
(pFi prachodu nebo odrazu) zpusobil. Je tedy zadouci, abychom mikroskop doplnili
tak, aby pozorovany obraz obsahoval také informace, které bychom zrakem pfimo
nevideéli.

Pfehled metod pro pozorovani mikroskopem v prochazejicim svétle

zplisob pozorovani | charakteristika | nékteré priklady
zakladni pozorovaci zpusob
svétlé pole amplitudova, pfipadné barvené tkané
frekvenéni modulace svétla pfirozené barvené objekty

vlakna, chlupy, vlasy
hmyz, mofské fasy

zpusoby pozorovani se zvySenim kontrastu

tmavé pole (zastin) objekty, rozptylujici svétlo rozsivky, vlakna, chlupy, vlasy
Zivé organizmy ve vodé,
radiolarie (mfizovky)

sikmé osvétleni " pruhledné objekty s fazovou bakterie, spermie, buriky, prvoci
modulaci, fazové objekty vlakna

chemické slouceniny

mineralni krystaly

testovani objektivi

Rheinbergovo osvétleni " objekty rozptylujici svétlo rozsivky, vlakna, chlupy, vlasy
Zivé organizmy ve vodg,
radiolarie (mfiZovky)

fazovy kontrast prihledné objekty s fazovou bakterie, spermie, bufiky, prvoci
modulaci vlakna
objekty rozptylujici svétlo rozsivky, vlakna, chlupy, vlasy
anizotropni objekty Zivé organizmy ve vodé,

radiolarie (mfizovky)
koloidni suspenze, prasky,
roztoky mineralnich latek

Hoffmanuv kontrast prihledné fazové objekty bakterie, spermie, buriky, prvoci
vlakna
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diferencialni interferenéni prihledné fazové objekty bakterie, spermie, bufiky, prvoci
kontrast (Nomarski, DIC) rozptylujici svétlo vlakna

rozsivky, vlakna, chlupy, vlasy
Zivé organizmy ve vodé,
radiolarie (mfizovky)

koloidni suspenze, prasky,
roztoky mineralnich latek

vyuziti polarizovaného svétla | polarizujici a dvojlomné objekty | tenké Ffezy minerald
anizotropni objekty tekuté krystaly, rozpusténé

a rekrystalizované chemikalie
chlupy a vlasy

fluorescenéni osvétleni vlastni nebo vzbuzena buriky, tkanoveé kultury
v prochazejicim svétle” fluorescence a fezy, vybarvené fluorochromy
objekty s vlastni fluorescenci

Y: méné bézné metody:

Sikmé osvétleni

Osa osvétleni svira Sikmy uhel s optickou osou mikroskopu, v pozorovaném objektu vznikne
asymetrické odstinéni.

Vhodné pro stanoveni indexu lomu chemickych slou€enin a mineralnich krystald imerzni metodou
a pro testovani vnéjSich zén objektivl.

Rheinbergovo osvétleni

Osvétleni ma zvysit kontrast a je zalozeno na optickém barveni. Centralné ulozeny tercik a odlisné
zbarvené mezikruzi se pfipevni do ¢elni ohniskové roviny kondenzoru. Pozadi obrazu ziska barvu
terciku a svétlo, rozptylené strukturou objektu, ziska barvu mezikruzi.

Fluorescence v prochazejicim svétle — v soucasné dobé se pouziva vyjimeené.

Pozorovani v tmavém poli (v zastinu)

Uprava mikroskopu pro pozorovani v tmavém poli neni pfili§ naroéna. Pouzivame
stejné objektivy, jako pro svétlé pole a Uprava spociva jen v pfizplsobeni funkce
kondenzoru. Zatimco pfi pozorovani ve svétlém poli se snazime soustfedit vSechno
svétlo kondenzorem do roviny preparatu tak, aby na ni dopadalo kolmo, pfi
pozorovani v tmavém poli musime upravit kondenzor, aby z obrazu bylo vylou¢eno
svétlo, dopadajici pfimo do objektivu.

Pfi pozorovani v tmavém poli je z obrazu vylou€eno svétlo, které by dopadalo pfimo
do objektivu. Prazdné zorné pole je pfi tomto postupu tmavé. Teprve to svétlo, které
se rozptyli pfi dopadu na preparat, prochazi Castecné objektivem a vytvari obraz
objektu, sloZeny ze zaficich bodu. Pro suché objektivy s numerickou aperturou do
0,65 neni tfeba zvlastnich kondenzoru pro tmavé pole, staci zastinit vystupni ¢ocku
kondenzoru clonou pro tmavé pole, ktera je ve volitelné vybavé mikroskopu. Pro
pozorovani v tmavém poli pfi velkém zvétSeni Ize mikroskop Ize doplnit specialnim
kondenzorem pro tmave pole, ktery se dodava jako volitelné pfislusenstvi. Kromé
»suchych“ kondenzoru pro tmavé pole jsou k dispozici také kondenzory pro tmavé
pole s olejovou imerzi. Zvlastnim druhem jsou kondenzory pro pozorovani v tmavém
poli pfi osvétleni dopadajicim svétlem, které jsou zaloZeny na odrazu svétla od
zrcadlové plochy v kondenzoru.
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Protoze se pfi tomto pozorovani vyuziva jen zlomku svétlené intenzity zdroje, ma mit
tento zdroj dostate¢ny vykon. Z hlediska svételné optiky je dllezité, ze pfi pozorovani
v tmavém poli zafi na tmavém podkladé ty Casti objektu, na kterych dochazi

u svételnych vin pfi priichodu pozorovanym objektem k dostate¢né modulaci, jako
napf. na hranach. Pfi tvorbé obrazu v tmavém poli nemaji vyznam rozdily v indexu
lomu, které jsou podstatné pfi pozorovani ve fazovém kontrastu.

Obrazek ukazuje L
chod paprsku kondenzorem ;
v Upravé pro pozorovani

v tmavém poli pfi osvétleni
prochazejicim svétlem

J <———  objektiv

<— preparat

<— kondenzor

i
¥
I
:
I
! pro tmavé pole
i

[

ﬂ ﬁ ﬁ <« svétlo ze zdroje

Neni-li v zorném poli objektivu vhodny objekt, je tmavé. Jen svétlo, které se

v preparatu rozptyli, dopadne ¢astecné do objektivu a vytvori obraz objektu, slozeny
ze zaricich bodu. Protoze je pfi tomto pozorovani vyuzito jen zlomku svétlené
intenzity zdroje, musi mit osvétleni dostateCny vykon.

Snimek zorného

pole pfi pozorovani

v tmavém poli.

Muzeme pozorovat jen
jas okrajl objektu,

jeho vnitfni struktura je
zobrazena deformované.
Informace o maximalnim
lomu (difrakci) je také
ovlivnéna tloustkou
sklicka a nosného média.
Celkovy nebo dil¢i

odraz paprskl prvniho,
druhého a tfetiho radu
pravdépodobné omezi nebo zamezi vzniku sekundarnich obrazu.
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Fazovy kontrast

Mikroskopovani ve svétlém poli — které patfi k zakladnim postupum v biologii a
pFibuznych oborech — se pouziva k pozorovani objektd, zpusobujicich amplitudovou
modulaci prochazejiciho svétla. Amplitudova modulace zplUsobuje zmény, které nas
zrak registruje jako rizné hodnoty jasu nebo optické hustoty. Prochazi-li vSak svétlo
pruhlednym preparatem, ktery se od okolniho prostfedi liSi jen tim, Ze ma vySsi index
lomu, pak je modulovano fazové a tuto zménu nas zrak neregistruje. Tyto vlastnosti
ma vSak fada zivych biologickych objektl a je proto velmi zadouci upravit mikroskop
tak, aby tyto fazové objekty byly v mikroskopu viditelné.

Mikroskopie, zaméfena na zviditelnéni fazovych objektd, je naro¢na na technickou
vybavu mikroskopu a jeji teoreticky vyklad je obtizny. Ani pfi stru¢ném vykladu,

o ktery se pokusime, se neobejdeme bez fyzikalnich zakonl z oboru vinové optiky.
Nékteré z téchto zakonu jsme poznali dfive, pfesto si je zde zopakujeme a doplnime.

VInovy model svétla pfedpoklada, ze se Sifi ze zdroje (pro jednoduchost bodového)
v soustfednych kulovych plochach rychlosti, ktera zavisi na indexu lomu prostredi.
To, €emu fikame ,svételna vina®“, je elektromagnetické vinéni. Svételna vina ma tvar
sinusové funkce, odpovida rovnici, ktera popisuje okamzitou vychylku bodu,
konajiciho kruhovy pohyb uhlovou rychlosti w na kruznici o poloméru A

y = A (sin wt + @)
V této rovnici je:

y okamzita vychylka, vzdalenost bodu na sinusoidé od osy x v Case t
A amplituda, nejvétsi mozna vzdalenost od osy x

wt + @ faze, urCujici uhel @, o ktery se otoCil privodi¢ bodu za ¢as t

w uhlova rychlost otaceni pravodice (w = de/dt)

t Cas (nezavisle proménna veli€ina), méfime jej ve sméru osy x

Charakteristickou vlastnosti svétlené viny je jeji vinova délka (oznacuje se feckym

pismenem A lambda a méfi se v nanometrech, 1 nm =1 x 10 ‘gm), je to vzdalenost
dvou bodu se stejnou fazi. z vinové délky vyplyva frekvence (oznacuje se v nebo f) ,
je to pocet kmitl za 1 sekundu (v rovnici nahofe je to doba pro jeden obéh, tedy pro

uhel @ = 360° nebo 27 radianu). Pievracenou hodnotou frekvence je perioda T. Dalsi
charakteristickou vlastnosti svételné viny je jeji amplituda. Svételna vina mize byt
polarizovana.

Dulezitou veli€inou je faze. Dvé jinak stejné svételné viny maji stejnou fazi, je-li uhel
@ roven nasobku 27 (v radianech, odpovida 360°). Pokud tato shoda nenastava, jevi
se mezi nimi fazovy posun, ktery mizeme vyjadfit Ghlem g

Promitneme-li pro zjednoduseni kulové plochy svételnych vin do roviny, pak se

z kazdého bodu objektu, na ktery viny pfi svém postupu v urcitém okamziku narazi,
Sifi dalSi kruznice, na jejichz obvodu je ¢elo svételné viny (Hyughens(v princip).
Tecna k témto kruznicim se nazyva vinoplocha, do nasi roviny se promitne jako
pfimka (nebo kruznice) — €elo viny. Kolmice na tuto pfimku (normala ke kruznici) je
smér svételného ,paprsku®, ktery jsme pouZzivali v geometrické optice.
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PFi prichodu svétla objektem (nebo pfi odrazu svétla od objektu) nastane tedy
modulace svétlenych vin. Modulace svétla pfinasi naSemu zraku informace

o objektu, ktery ji zpUsobil. Také jiz vime, ze nas zrak nevnima vSechny druhy
modulace svétla. Vidime jen ty zmény, které zpusobuje amplitudova modulace.
Informace o objektu, ktery zplsobuje zmény faze (fazova modulace) a/nebo
polarizaci svétla nas zrak nevnima.

Zopakujme si, co vidime pfi prachodu svétla amplitudovym preparatem. Nejprve je
nutné si uvédomit, Ze mikroskopické preparaty jsou pfevazné slozeny z objektl
malych (mikroskopickych) rozmérd, na kterych nastava difrakce svétla
(zjednodusené je povazujeme za slozené z malych otvorl nebo mfizek).

e Velka ¢ast primarniho (koherentniho) svétla z osvétlovaci soustavy projde
preparatem beze zmény a tvofi v obraze hlavni maximum.

o Cast svétla narazi na hrany mikroskopickych objekttl a rozptyli se difrakci, pfi
tom vytvofi vedlej§i maxima. Interferenci mezi svételnymi vinami hlavniho
maxima a svételnymi vinami difrakci (ohybem) modulovaného svétla vzniknou
v obraze kontrasty jasu, které zviditelfuji jednotlivé struktury.

Nejvétsi rozdil v kontrastu nastane tehdy, je-li mezi vinou hlavniho maxima a vinou
svétla, proslého preparatem, rozdil %z A.

Abychom mohli v mikroskopu pozorovat objekty, zpUsobujici fazovou modulaci svétla
(které jsou v tomto tvaru pro oko neviditelné), musime dosahnout toho, aby se fazova
modulace svétla pfi prichodu mikroskopem zménila na modulaci amplitudovou

a objekt se tak stal viditelnym stejné, jako pfi pozorovani amplitudovych objektt ve
svétlém nebo v tmavém poli. o uskute¢néni tohoto cile se zaslouZzil holandsky fyzik
Fritz ZERNIKE (1934).

Nejprve si musime vysvétlit, co se stane se svételnou vinou pfi prichodu fazovym
objektem. Nazorné to ukazuje nasledujici schéma:
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I smérsvétla |

| —

svétlo vstupuje Svgtlo prochazi svétlo yystupuje
Z prostredi ng do fagovym objektem  z fazpvého objektu
fazového objektu (n) do prostied§ no
prosttedi fazovy objekt prosttedi
s indexem ma index s indexem
lomu ng lomu lomu ng
n >ng
- " rychlost viny vina vystupuje
svételna vina klesne do prostiedi
ma rychlost vy, V'< Vo No,
konstantni rychlost ma
frekvenci fo, - . opét Vo
vinovou délku protoze fo J?) Al rh 5o
)\07 mezi nimi plati konstantni ”, posunula
vztah musi se = ’
Vo = Ao f e s protoze ve
o= folo amensitA fazovem
by platil objektu
fog’nlioc: ra se $ifila nizsi
V= A o rychlosti

*) poznamka: kdyby frekvence nezustala konstantni, nastala by po prlichodu objektem zména chromati¢nosti
(nebyl by to fazovy objekt)

Ze schématu vyplynulo, Zze po priuchodu svétla fazovym objektem ziskala svételna
vina fazové zpozdéni. Tak se puvodné pfevazné koherentni svétlo ze zdroje

v mikroskopu rozdélilo na plvodni svétlo zdroje (které jde mimo fazovy objekt)

a svétlo, které po priichodu fazovym objektem ziskalo fazovy posun. Protoze rozdil
fazi obou svétel nezpusobuje zietelnou zménu amplitudy, je fazovy preparat velmi
nekontrastni a slabé viditelny.

Pro dal$i zpracovani fazové modulovaného svétla je dulezita ta jeho Cast, ktera ma

fazovy posun 90° (1/2 rad. nebo A/4 vinové délky). Takové svétlo probiha se
zpozdénim o A/4 za vinami hlavniho maxima nemodulovaného svétla. Aby tento
vinovy obraz ziskal pro nas zrak stejny vyznam jako pfi pozorovani amplitudového
preparatu, je nutné provést dvé opatfeni:

1) mezi svétlem hlavniho maxima a fazové modulovanym svétlem musi byt
dosazeno dodatecného fazového posunu o A/4 (tj. 90°), takze celkovy fazovy
posun je pak 180° (2 A). MUze probé&hnout interference a vysledek je stejny
jako pfi prichodu svétla amplitudovym preparatem.
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2) protoZe mezi jasem hlavniho maxima a jasem fazové modulovaného svétla je
priliS velky rozdil, musi byt jas hlavniho maxima ztlumen. Toho dosahneme
napf. zafazenim neutralné Sedého filtru do chodu paprskud hlavniho maxima,
zatimco modulované svétlo zustane netlumené.

Technické prostiedky, které zplasobi zménu fazové modulace na amplitudovou, se
vkladaji do optické osy mikroskopu. Koherentni ” svétlo z osvétlovaciho systému je
smeérovano jeho kolektorovou ¢ockou do kondenzoru a zaostfeno na prstenec

s mezikruzim, ktery se vklada do pfedni ohniskové roviny kondenzoru (tak vznikne
~fazovy kondenzor®). Svétlo, prochazejici timto prstencem osvétluje objekt (preparat)
a projde jim bud CasteCné beze zmény (hlavni maximum) nebo ve struktufe
preparatu nastane modulace jeho faze ohybem a nasledny fazovy rozdil.

po priichodu prstencem se
fazovy posun zvétsi na

1/4 X+ 1/4 A

svételna vina s fazowym
posunem

1/4 X

fazovy prstenec

Obé svétla dopadaiji do objektivu. v predmétové roviné objektivu je dalsi ,fazovy*
prstenec, na kterém se vytvofi koneény fazovy rozdil, potfebny pro amplitudovy
kontrast, pozorovany v okularu. Objektivy s fazovym prstencem se nazyvaiji ,fazové
objektivy“, pro pozorovani amplitudovych objektl ve svétlém poli jsou jen omezené
pouzitelné (nastava v nich ztrata intenzity prochazejiciho svétla).

*) Koherentni vinéni ma stejnou frekvenci, stejny smér kmitani a stejnou fazi (nebo stejny rozdil fazi)

Tim byly spInény podminky pro amplitudovou modulaci a pro vznik viditeIného
obrazu. Svétlo, modulované strukturou fazového objektu ma podstatné mensi
amplitudu nez svétlo hlavniho maxima, takze pozorujeme tmavou strukturu objektu
na svétlém pozadi. Takto ziskany obraz fazového objektu se nazyva pozitivni fazovy
kontrast.

Na dal§im obrazku je schématicky znazornéna uprava mikroskopu pro zviditelnéni
fazového posunu, fazové modulovana vina ziska pfi prdchodu preparatem celkovy
posun o 180° (ij. '2A), takZe obraz odpovida podminkam amplitudové modulace.
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svételnd vina obrazova
se zpozdénim revina
1/2 —
fazovy
krouzek v
objektivu

svételna vina
se zpoidénim
1/4 A

objektiv g /

fazovy

ohjgkt kondenzor! ! ; ; .

fazovy prstenec
v Kehdenzoru

Je mozné cely postup upravit tak, aby vznikl jasnéjSi obraz struktury proti tmavém
pozadi (podobné jako pfi pozorovani v zastinu). Tomu pak fikame negativni fazovy
kontrast. Pouziva se v8ak zfidka, potfebuje jinak upraveny kondenzor a objektiv.

Na obrazku je fazovy objekt, zobrazeny mikroskopem s fazovym kontrastem

pFi pouziti zeleného interferencniho filtru (GIF). Okraje kresby detaili maji pro fazovy
kontrast charakteristické halo, které zt€Zuje pfesnou specifikaci detaild. (Viz téz
fazovy kontrast ADL, apodizovany fazovy kontrast).

Na dalSi strance je obrazek vybavy k doplnéni mikroskopu pro pozorovani fazovych
objektd. Centrovaci pomucka se nasadi pfechodné misto okularu. Usnadriuje ulozeni
kondenzoru s fazovymi vloZzkami pfesné do optické osy mikroskopu. To je
podminkou pro dobry obraz fazového preparatu. Odklopna ¢ocka je nutna pfi
pouzivani objektivi s malym zvétSenim (< 4x).
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Vybava mikroskopu pro fazovy kontrast

ohjektnay pro
A fazowy
e ,ﬁﬂba Iruntrast

odklopna cocka

univerzalni otochy
Kondenzor

fazové viozky
do Kondenzoru

. Y

pormiticka pro
centrovani
kondenzoru

otocmy nosic
viozek do
kKondenzoru

Objektiv pro fazovy kontrast.

obrazova
ohniskova |
rovina -

suumaﬂ I
cocek -

plast'
objektivu

aperturni clona

éelni prstenec

cocka

Pro fazovy kontrast nabizi Nikon Fadu objektivu, které jsou oznaceny podle toho,
k ¢emu je vyrobce doporucuje:

DL (Dark Low = hluboce tmavy) — objektivy poskytuji tmavy obraz na svétle
Sedém pozadi. Tyto objektivy jsou urCeny pro nejsilnéjsi tmavy kontrast

v objektech, které se vyznacuji nejvétsimi rozdily v indexu lomu. DL objektivy
zivého biologického materialu, jsou velmi vhodné pro mikrofotografii a digitalni
zpUsob zobrazovani.

DLL (Dark Low Low = velmi hluboce tmavy) — objektivy jsou podobné typu
DL, objektivy DLL jsou vhodnéjSi pro svétlé pole a jsou Casto pouzivany jako
Luniverzalni“ objektivy v mikroskopech, vyuzivajicich vice zpusobu osvétleni

jako napf. fluorescence, DIC, svétlé a/nebo tmavé pole.
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e ADL (Apodized Dark Low = apodizovany kontrast hluboce tmavy) tyto
objektivy uved| Nikon na trh v posledni dobé. Apodizovany fazovy kontrast
pouziva na obou stranach fazoveého prstence sekundarni prstence, ovliviujici
optickou hustotu. Pfidani sekundarnich prstenct pomaha pfi potlacovani
nezadouciho ,halo” — efektu. Casto se tyto objektivy uplatriuji pro dosazeni
lepSiho vysledku pfi mikrofotografii s fazovym kontrastem.

e DM (Dark Medium = stfedné tmavy) DM objektivy poskytuji tmavé obrysy
objektl na stfedné Sedém pozadi. Tyto objektivy jsou navrzeny pro vysoky
kontrast obrazu
u objektd s malymi hodnotami fazového posunu, jako jsou jemna viakna,
granule nebo Castice.

e BM (Bright Medium = stfedné jasny). Byvaji Casto oznaCovany jako
objektivy pro negativni fazovy kontrast. BM objektivy poskytuji jasné obrysy
objektu na stfedné Sedém pozadi. Jsou idealni pro vizualni hodnoceni
biikovcU, bakterii, malych globuli a pro poditani krevnich bunék.

Objektivy NIKON ADL Ize pouzit u mikroskopli NIKON ECLIPSE s optikou CFléo.
v soucasné dobé dodava NIKON pro tuto metodu objektivy

CFI ACHROMAT ADL 10x, num. apertura 0,25, prac. vzdalenost 5,2mm, (Ph1)
CFI ACHROMAT LWD ADL 20x F, n.a. 0,40, p.v. 3,0mm, (Ph1)
CFI ACHROMAT LWD ADL 40x F, n.a. 0,55, p.v. 2,'mm, (Ph1)
CFI ACHROMAT LWD ADL 40x C, n.a. 0,55, p.v. 2,7-1,8mm, (Ph2)
s korekci na kryci sklo 0-2,0mm

K objektivim ADL je nutné vloZit do kondenzoru pfisludné fazové prstence Ph1 nebo
Ph2.

Spravna €innost mikroskopu s fazovym kontrastem zavisi na pfesném nastaveni
optickych prvkd, konkrétné na presném umisténi stfredu fazového prstence

v kondenzoru do optické osy mikroskopu. K tomu je ucelna pomucka — centrovaci
dalekohled — ktery se nasadi do tubusu na misto jednoho z okular(. Mikroskop
muze byt vybaven Bertrandovou ¢ockou, ktera pak slouzi ke stejnému ucelu. Vklada
se obvykle oto¢nym voli€em v tubusu mikroskopu, pak neni nutné vyjimat okular.
Nepostradatelnym doplrikem pro fazovy kontrast je interferenéni zlutozeleny filtr
(oznacuje se obvykle zkratkou GIF), ktery propousti je uzké pasmo spektra s vinovou
délkou kolem 560 nm. Na tuto chromati¢nost je oko maximainé citlive.

Pfi nastaveni mikroskopu s fazovym kontrastem postupujeme podle navodu, ktery je
pFipojen k mikroskopu. Dulezité je, aby bylo pfedem spravné nastaveno "Kéhlerovo
osvétleni". Podstatou nastaveni fazového kontrastu je umisténi fazového prstence

v kondenzoru tak, aby se kryl s prstencem v objektivu. Kondenzor se k tomuto ucelu
muze nastavit do Zadouci polohy stfedicimi Srouby v jeho objimce. Ke kontrole
spravného nastaveni slouzi centrovaci dalekohled nebo Bertrandova ¢ocka.

Moderni mikroskopy jsou sestavovany z jednotlivych moduld, takZze mikroskop Ize
vybavit pro fazovy kontrast dodate¢né. Urcitou potiz mize zplsobit pozadavek, aby
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byl mikroskop vyzbrojen sadou objektivl pro svétlé pole a sadou pro fazovy kontrast.
v tom pfipadé je vyhodné, ma-li revolverovy nosic¢ objektiva 5 a vice mist, pfipadné
muze byt tento nosi€ rovnéz vymeénny, coz je bézné jen u velkych laboratornich

a badatelskych mikroskopt NIKON.

Hoffmanlv modulaéni kontrast (HMC)

Rozsifenou metodou pro pozorovani fazovych objektu pfi zvySeném kontrastu,
pouzivanou pfi fertilizaci in vitro (IVF), je Hoffman(v modulaéni kontrast. Tato
metoda neni zaloZzena na posunu faze, ale na pozorovani fazovych objektl pfi
Sikmém osvétleni. HMC vyzaduje, aby do objektivu byl pfi vyrobé vlozen opticky &len,
kterému se fika modulator a aby kondenzor byl vybaven Stérbinou. Pro zvySeni
vysledného kontrastu je tfeba na kondenzor nasadit oto¢ny polarizaéni filtr. Chceme-
li tedy vyuzit HMC, musime vybavit mikroskop specialnimi objektivy s modulatorem a
kondenzor upravit vloZzenim Stérbiny, odpovidajici tvarem zvolenému zvétseni

v objektivu. Vysledny efekt spo€iva v tom, Ze plvodni transparentni fazovy objekt po
nastaveni HMC pozorujeme Cernobile jako plasticky, tfirozmérny obraz. HMC mirné
snizuje rozliSeni, je vSak podstatné levnéjsi, nez diferencialni interferen¢ni kontrast
(DIC Normarski), ktery se pouziva k podobnym ucelum.

Modulator je sklenény disk, zpracovany fotografickou cestou, na kterém jsou
rovnob&zné prouzky s rozdilnou optickou propustnosti. Uzky prouzek (jen asi 5 %
plochy disku) je tmavy, propousti jen 1 % svétla, které na néj dopadne. o néco S§irsi
(asi 14 % plochy disku) tvofi prouzek, propoustéjici kolem 15 % dopadajiciho svétla
a zbytek plochy disku je zcela propustny (ma 100% propustnost). Modulator je
uloZen v zadni ohniskové roviné objektivu. Objektivy, vybavené modulatorem, jsou
oznaceny HMC.

Objektiv HMC s modulatorem (Nikon)

pahled na modulétor
v objektivu

modulétor B
(zadnl ohniskova o
rovina) — - .-,:'
vnitini Eleny ¢
objektivu

podloZni sklitko —
Pro upravu objektivu vloZzenim modulatoru se uzivaji objektivy CFI Achromat nebo
CFI Plan Achromat (Nikon).

Funkce modulatoru spociva v tom, ze pro prichodu $térbinou v kondenzoru
a fazovym objektem se nékteré paprsky vlivem optického gradientu fazového objektu
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odklangji a prochazeji mimo transparentni sektor. o tom, kterym smérem se paprsky
odkloni, rozhoduje rozdil v indexu lomu ¢asti objektu a jeho okoli. z plvodné
pruhledného fazového objektu tak vznikne €ernobily obraz s obohacenym
kontrastem, ktery vzbuzuje silny dojem tfirozmérného (plastického) objektu.

7 on  wewv o

kdyZ preparat je v plastové Petriho misce (to byva problém pfi pouziti DIC). Pfevazné
se HMC uziva u invertovanych mikroskopl (Nikon TE2000 a podobné).

fazovy objekt pri pozorovani v HMC

. Obje;kt (Trichuris trichiura egg) vlevo pozorovany s fazovym kontrastem, vpravo pii pouziti HMC

Polariza¢ni mikroskopie

PolarizaCni mikroskopie vyuziva vlastnosti svétla, které fikame polarizace. Tato
mikroskopicka technika ma hlavni vyuziti pfi pozorovani neprihlednych objektd
v mineralogii a geologii, avsak jeji aplikace najdeme pfimo nebo nepfimo také
v biologii, kde se uzivaji jako doplriky pro zvySeni kontrastu pfi pozorovani

v prochazejicim svétle.

V kapitole o vinovych vlastnostech svétla jsme se strucné zminili o vzniku a
vlastnostech polarizovaného svétla, nyni si musime nékteré pojmy s tohoto oboru
vyloZit podrobnéji.

Svétlo jako pfi¢né elektromagnetické vinéni kmita (neni-li nuceno chovat se jinak) ve
v8ech rovinach, kolmych na smér paprsku, kterym se Sifi. Tak se napfiklad chova
bilé svétlo z tepelného zdroje (svitka, zarovka) pfi prdchodu vzduchem. Obecné
nezpusobi zmény v tomto chovani svétla latky, kterym Fikame izotropni. Tyto latky
maji ve vSech moznych smérech stejné optické vlastnosti (napf. propustnost, index
lomu atd.). Typickymi izotropnimi latkami jsou plyny, kapaliny, sklo (bez vnitiniho
pnuti), krystaly kubické soustavy atd. Lidsky zrak nedovede rozliSit polarizované od
nepolarizovaného svétla.
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U jinych latek se jejich optické vlastnosti se liSi podle sméru, kterym v nich svétlo
prochazi. Tato latky se nazyvaiji anizotropni. Prochazi-li svételny paprsek anizotropni
latkou, dochazi u ného ke zméné, které fikame polarizace. Ze vSech moznych rovin,
ve kterych svétlo pfed prichodem anizotropni latkou kmitalo, pfevazi po prachodu
jedna rovina, ostatni roviny jsou potlaceny. Takovému svétlu fikame linearné
polarizované svétlo. Stupen polarizace a smér roviny, ve které takové svétlo kmita,
pfinaseji Casto dulezité informace o anizotropni latce, ktera tuto zménu zpusobila.
DalS$i dulezitou vlastnosti anizotropnich latek je jejich schopnost rozdélit prochazejici
paprsek na dvé €asti. Vznikne fadny paprsek (ve smyslu dodrzovani Snellova
zakona o lomu) a mimoradny paprsek. Takovym latkam fikdme dvojlomné, jejich
nejznaméjsSim zastupcem je dvojlomny vapenec islandsky.

Linearni polarizace neni jedinym zplsobem polarizace. Obecné rozeznavame svétlo
a) nahodile polarizované
b) linearné polarizované
c) elipticky polarizované
Kruhové polarizované svétlo je zvlastnim pfipadem elipticky polarizovaného svétla.
Kruhové polarizované svétlo na pfiklad vznikne, slouci-li se dva paprsky se stejnou
vinovou délkou s fazovym posunem A/4. Toho se dosahne vilozenim fazové desticky
(viz dale).

Rozdil mezi linearné a kruhové polarizovanym svétlem spociva v tom, ze smér
vektoru intenzity svétla se u kruhové polarizovaného svétla otaci kolem osy,
prolozené paprskem, zatimco u linearné polarizovaného svétla ma smér konstantni.

Chceme-li ziskat linearné polarizované svétlo, pouzivame obvykle polarizaéni filtry.
Funkce polarizac¢niho filtru spoCiva v tom, Zze z ,normalniho® nepolarizovaného svétla
propusti jen ty paprsky, které kmitaji v jedné roviné (kolmé na smér paprsku).

Obrazek ukazuje funkci linearné polarizujiciho filtru

rovina
polarizovaného
svetla

nepolarizované
svétlo

polarizacni
filtr
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Polarizované svétlo vznikne také pfi odrazu svételnych paprskl od lesklych povrcha,
jako jsou kovy, sklo, voda atd. Svétlo oblohy je také ¢astecné polarizované, jak se
muzeme presveédcCit pozorovanim pres polarizujici filtr.

V polarizacnim mikroskopu pouzivame obvykle dva polarizaéni filtry.
e prvni z nich, vlozeny do optické osy za polni CoCku osvétlovaci soustavu
nazyvame polarizator
e druhy, obvykle pfed okulary, se nazyva analyzator
Oba (nebo alespor jeden z nich) Ize otadet kolem optické osy. Uhel, o ktery je
oto€ime, Ize Casto odecist na stupnici. Mezi tyto filtry vkladame objekt, jehoz
polarizacni vlastnosti nas zajimaji.

Polarizacni filtry v mikroskopu maji dvé zakladni polohy. Jsou-li roviny, do kterych se
v nich staci svétlo pfi polarizaci, rovhobézné, pak jimi svételny paprsek prochazi jen
s nepatrnym omezenim, které zpUsobuje jejich opticka hustota. Jsou-li obé roviny na
sebe kolmé, zadné svétlo neprojde (vidime tmu). z pfedchoziho vykladu plyne, ze
otacime-li jednim z filtrd o0 360°, pak vidime v prabéhu otaceni 2x nejvétsi jas a 2x
tmu.

Nastavime-li polarizator a analyzator na nejvétsi jas, pak po vlozeni anizotropniho
objektu mezi tyto filtry nastane zeslabeni obrazu a zméni se jeho chromati¢nost. Na
tomto zakladu je zalozena polarizacni mikroskopie.

Pro spravnou cinnost polarizacniho mikroskopu je podminkou, Ze dalSi optické Cleny
mikroskopu (kondenzor, objektiv a okulary) nesmi jevit vlastni polariza¢ni aktivitu.

Polariza¢ni mikroskopy pro mineralogii a geologii byvaji vybaveny otacivym stolkem
se stupnici a s noniem, tedy s moznosti pfesného odecteni uhlu otoCeni stolku
s ulozenym vzorkem. Jeden z okularu byva vybaven nitkovym kfizem, aby bylo
mozné piesné urcit, kde probiha vzorkem opticka osa mikroskopu.

rekombinovany paprsek
Obrazek ukazuje ulozeni optickych po Interferenci
¢lenq, které se ucastni tvorby obrazu,
v polarizaénim mikroskopu.

Rekombinovany paprsek ma
po interferenci jiné vlastnosti,

zavislé na optickych vlastnostech - analyzator
dvojlomného objektu a na otoceni R Fadny paprsek
analyzatoru. mimaofadny
paprsek
— dvojlomny
objekt

linearné

polarizovany =

paprsek — polarizéator

svétlo
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Dvojlom svétla

Dvojlomné objekty jsou anizotropni a maji takové optické vlastnosti, Ze prochazejici
svétlo se v nich lame do dvou sméru a dochazi pfitom k polarizaci. v kazdém z obou
paprskd kmita svétlo v navzajem kolmych rovinach. K dvojlomu mize dochazet
riznym zpUsobem, tfi nasledujici zpusoby jsou vyznamné pro polarizaéni
mikroskopii:

1) V prvnim pfipadé jsou latky dvojlomné, protoze maji urcitou krystalickou
strukturu. Tento jev nastava ve vSech krystalickych strukturach s vyjimkou
regularni soustavy (napf. sul kamenna). Hovofime o vlastnim dvojlomu.

2) Druhy pfipad dvojlomu nastava, pusobi-li na latky, které jinak nejevi dvojlom,
urcité sily (dvojlom zpusobeny napétim).

3) Treti pfipad nastava, jde-li o soustavu ¢astic, které jinak nejevi dvojlom, avSak
je-li kazda z nich alespon v jednom sméru vyrazné menSi, nez je vinova délka
prochazejiciho svétla. Podminkou je, aby vSechny Castice byly stejné
orientovany a byly v prostfedi latky s odliSnym indexem lomu. Zde se jedna
o dvojlom, ktery je v polarizaéni mikroskopii biologickych latek velmi dllezity —
tzv. tvarovy dvojlom. Tento druh dvojlomu muze byt pfekryt vlastnim
dvojlomem, vykazuji-li stejné orientované CastecCky vlastni dvojlom. S timto
pfipadem dvojlomu se v polarizacni mikroskopii biologickych objektd muzeme
Casto setkat.

Vyznamnym optickym prvkem jsou dvojlomné hranoly. Skladaji se obvykle ze dvou
klini s dvojlomného islandského vapence, které maji zcela urcity tvar. Jsou
navzajem slepeny prahlednym kanadskym balzamem, takze vysledna tvar je hranol.
Nejznaméjsi dvojlomny hranol se jmenuje po svém objeviteli Nicoluv hranol, kratce
Nicol.

NicolGv
hranol

Obrazek znazorruje drahu paprsku, ktery se v ném déli na dva — fadny a
mimoradny. PFi prichodu hranolem nastava linearni polarizace obou paprskd, jejich
roviny polarizace se liSi 0 90°.
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Prichod svétla
Nicolovym
hranolem

! mimofadny
paprsek

*

zdroj
svétla

Obéma rovinam, ve kterych dvojlomny objekt propousti svételny paprsek, pfislusi
riizné indexy lomu. Jeden z téchto indexd lomu odpovida zakonu o lomu paprsku
(Snellav zakon). Paprsek, ktery se ldme podle tohoto vztahu, oznacujeme jako fadny
paprsek. Index lomu, méfeny ve sméru druhé roviny kmitajiciho paprsku, neni

v zadném vztahu k zakonu o lomu paprsku. Tento index lomu neni staly, ale méni se
podle uhlu, pod kterym dopada svétlo na dvojlomné téleso. Na zakladé tohoto jevu,
pro ktery neplati zakon o lomu, vznika druhy, tzv. mimoradny paprsek, jehoz rovina
kmitani je kolma k roviné Fadného paprsku. Podle toho jsou (vétSinou) indexy lomu
pro fadny a mimoradny paprsek rizné.

Mikroskopické optice se pouzivaji modifikace Nikolova hranolu, které navrhl
Wollaston a pozdéji Nomarski. Oba tyto hranoly jsou znamé pod jménem svych
objevitelU.

Kompenzatory

Z uvah v pfedchozich odstavcich mizeme u dvojlomného objektu stanovit, ktery
z jeho obou sméru kmitani (polarizovaného paprsku) pfislusi vétS§imu a ktery
mensSimu indexu lomu. Je pouze tfeba vlozit mezi zkfizené polarizacni filtry do
uhlopfi¢né polohy dalsi, kladné dvojlomny pomocny objekt, jehoz smér kmitani
pro vétsi index lomu zname. Témto pomocnym objektim vétSinou fikdme
kompenzatory.

Analyzator propusti svétlo s nejvétsi amplitudou tehdy, jsou-li roviny kmitani

v dvojlomném materialu orientovany v uhlu 45° k roviné, ve které analyzator
propousti (polarizovany) paprsek. Tato sestava se nazyva ,,uhlopfiéna poloha“.
Anizotropni objekty se proto jevi stfidavé tmavé a svétlé, otacime-li jimi mezi dvéma
polarizacnimi filtry (tj. v mikroskopu mezi polarizatorem a analyzatorem).

Zkoumany objekt viozime do drahy paprsku a oto¢ime jej do uhlopfi¢né polohy, kdy
nastane nejvétsi propustnost svétla. Sméry kmitani mezi objektem s vétSim indexem
lomu a kompemzatorem jsou vzajemné rovnobézné, jestlize zkoumany objekt
zpusobi vznik interferenéni chromati¢nosti vysSiho fadu, nez jaka vznikne
prichodem pomocnym objektem. Pfi vzniku interferencni barvy niz8iho fadu lezi oba
sméry kmitani k sobé& navzajem kolmo.
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Interferenéni chromatic¢nosti

Pro polariza¢ni mikroskopii a nasledné pro mikroskopii. vyuzivajici diferencialniho
interferencniho kontrastu musime popsat, jak se chova polarizované svétlo

v soustave, ktera je sloZzena z polarizatoru a analyzatoru, mezi které viozime
dvojlomny objekt. Nejprve se budeme zabyvat pfipadem, kdy pouzijeme
monochromatického osvétleni, tedy svétla s jedinou vinovou délku.

Po prachodu polarizatorem vznikne linearné polarizované monochromatické svétlo.
To dopadne na dvojlomny objekt a v ném se rozdéli na dva paprsky, fadny a
mimoradny. Oba paprsky projdou dalSi polarizaci v krystalu a kmitaji nyni ve dvou,
na sebe kolmych rovinach (coz vede ke stejnému vysledku, jako kdyby byly kruhové
polarizovany). Po prichodu analyzatorem bude mit paprsek amplitudu, zavisejici na
rozdilu vinovych délek, na chromati¢nosti obou paprskl a na tom, zda jsou prichozi
sméry analyzatoru a polarizatoru vzajemné rovnobézné nebo na sebe kolmé. Kolma
vzajemna poloha je dulezita pfi zkoumani biologickych objektl a fika se ji téz
,ZKFizena poloha“. Je-li rozdil vinovych délek, ktery paprsek ziskal pfi prichodu
dvojlomnym objektem roven nule nebo celému nasobku A, kmita svétlo ve stejné
roviné, jako po prichodu polarizatorem. ProtozZe je analyzator ve zkfizené poloze,
nepropusti Zadné svétlo a vidime ,tmu®“.

Pfi vinovych rozdilech A/2, 3N/2 atd. vznikne rovnéz linearné polarizované svétlo,
které nyni kmita v kolmé roviné k polarizatoru, takZze analyzatorem prochazi bez
potlaCeni intenzity. v této poloze se objekt jevi jako maximalné propustny. Pfi
rozdilech mezi nulou a A/2 vznikaji rizné odstiny jasu. Dostavame tedy jiné vysledky,
néz jaké nastanou pfi interferenci, vzniklé nasledkem ohybu paprsku (viz dfive).

Prochazi-li soustavou monochromatické svétlo, pozorujeme za analyzatorem pfi
plynulé zméné rozdilu vinovych délek pravidelné stfidani svétlych a tmavych pruh.
Tmavé pruhy vznikaji tehdy, zplsobuje-li dvojlomny klin mezi polarizatorem a
analyzatorem rozdil vinovych délek, rovny celym nasobkim A. Napadné je, ze
pouzijeme-li modrého monochromatického svétla, jsou tmaveé prouzky bliz, nez
pouzijeme-li svétlo Cervené. Ziejme je to dusledek vinovych délek, pro modrou je A
pfiblizné 400 nm, pro Cervenou 700 nm.

Pouzijeme nyni ve stejné soustave bilé, nikoliv monochromatickeé svétlo, které je
plynulou smési vinovych délek od 400 nm do 700 nm. P¥i vSech polohach
dvojlomného klinu, kdy byl pfi dopadu modrého svétla vysledkem tmavy prouzek,
tento ukaz pfi pouziti bilého linearné polarizovaného svétla nenastane. Na jeho misté
vznikne svételny prouzek s chromati¢nosti, smiSenou ze svétla vSech vinovych
délek, které nebyly prichodem dvojlomnym klinem potlaceny. ZvétSujeme-li tloustku
klinu, jsou ve vysledném spektru potlacovany vzdy dlouhovingjSi oblasti svétla, takze
vznikaji dal§i nové chromati¢nosti.

Dosahne-li klin urcité tloustky, bude rozdil vinovych délek 800 nm, tedy dvojnasobek
vinové délky modrého svétla. Od této polohy klinu se pfi dalSim zvétSovani jeho
tloustky situace opakuje, vinové délky odpovidaji dvojnasobkim délek pavodnich
chromatic¢nosti, nasledujicich ve spektru po modré. Opakujici se sekvence maji
klesajici intenzitu chromati¢nosti, fikame jim ,fady“. Sled fadt chromati¢nosti
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znazorfiuje tabulka, kterou sestavili Michel a Lévy. z rozdili chromati¢nosti Ize
odhadnout zpét rozdil vinovych délek.

AZ k prvnimu vzniku ¢ervené mluvime o spektru prvniho fadu, pfi vzniku dalSi
Cervené druhého fadu atd. U fadd s vysokym poradovym Cislem uz nepozorujeme
Zzadné chromati¢nosti, obdrzime opét ,bilou vyssiho radu®.

Tabulka Interferenénich chromatiénosti (podle Michel-Lévy)

dvojlom (rozdil indexd lomiu) ng-n,
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V rozsahu ¢ervené prvniho fadu zpUsobuji malé zmény v rozdilu priichodu zvlast
jasné zmény barevného posunu. Tyto jevy muzeme vyuzit pro zkoumani objekt(

s malym dvojlomem, jaky nastava €asto v biologickych preparatech. K tomu se
kompenzator, ktery sam zpUsobi mezi zkfizenymi polariza&nimi filtry v uhlopfi¢né
poloze vznik ¢ervené prvniho fadu. Na mistech v preparatu, ktera v tomto pfipadé
ziskaji modry barevny tén, lezi sméry s vétSim indexem lomu paralelné ke smérim
pomocného objektu. Sviraji-li sméry uhel 90°, pak ziskaji stejné struktury Zlutou
interferencni barvu.

Predstavme si, ze dvojlomny objekt, lezici v uhlopficné poloze, zpusobuje rozdil

v chodu (polarizovaného svétla) o 550 nm, takze zpUsobi vznik ¢ervené interferencni
barvy prvniho fadu. Ulozime-li nyni nad tento objekt dalSi, ktery vykazuje stejny
rozdil v chodu (paprskl polarizovaného svétla), jako prvni objekt (tedy zpUsobi
rovnéz vznik Cervené prvniho fadu) a natoCime-li jej tak, ze lezi vzhledem k prvnimu
v adi¢ni poloze, pak se rozdil v chodu zdvojnasobi. Jako interferencni barva pak
vznikne Cervena druhého fadu, jak to muzeme odecist z barevné interferen¢ni
tabulky. Druhy objekt vS8ak mizeme oto it také do subtraktivni polohy. Rozdil

v chodu, zpUsobeny prvnim objektem, se nyni zmensi o rozdil v chodu druhého
objektu Protoze jsou oba rozdily stejné, je rozdil v chodu — zplsobeny prvnim
objektem — pusobenim druhého objektu zrusen, tedy kompenzovan.

Tak vznika moznost pro méfeni rozdilu chodu paprsku, ktery vznikne v dvojlomném
objektu mezi fadnym a mimofadnym paprskem. Musime k tomu jen vlozit do drahy
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paprski pomocné objekty (kompenzatory), které zplasobuji znamy rozdil. Jevi-li se
pak zkoumany dvojlomny objekt tmavy, je jim zplsobeny rozdil v chodu stejny, jako
u pomocného objektu. Aby v8ak nebylo tfeba pro kazdy mozny rozdil v chodu
pouzivat vlastni pomocny objekt, pouZivaji se pomocné objekty, které umoznuji
plynulou zménu rozdilu chodu. To je mozné napfiklad tak, Zze pomocny objekt
naklanime, ¢imz se vlastné index lomu pro mimofadny paprsek a tim téz rozdil
chodu paprsku méni. Polohu tohoto pomocného objektu ménime tak dlouho, az se
zkoumany objekt jevi jako tmavy. Na téchto pomocnych objektech —
kompenzatorech — je stupnice, na které pak prislusny rozdil chodu paprsku
precteme.

Vv s

fadnym a mimoradnym paprskem. Tato desti¢ka se oznacuje bézné jako A/2
kompenzator. DestiCka A/2 obraci smysl otaCeni kruhové polarizovaného svétla a
otaci rovinu linearné polarizovaného svétla. Fazova desti¢ka s posunem A/4
zpusobuje posun mezi Fadnym a mimoradnym paprskem o 90° (n/2 rad) a méni
kruhové polarizované svétlo na linearné polarizované a naopak.

Interferenéni mikroskopie

Diferencialni interferenc¢ni kontrast (Nomarski-DIC)

Interferencni mikroskopie je kontrastovaci metoda, ktera slouzi — podobné jako
mikroskopie s fazovym kontrastem — ke zvySovani kontrastu pfi pozorovani
pruhlednych fazovych objektd. Jeji aplikace je rozsahlejSi a u€inngjsi, nez fazovy

Zakladni princip interferenéni mikroskopie znazorruje obrazek:
I

P

preparat 4m

dvojlomny

zdroj

svétla

Svétlo, vychazejici z osvétlovaci soustavy mikroskopu, je rozdéleno do dvou
koherentnich svazkl paprskl. Po prichodu preparatem a objektivem se oba svazky
opét spoji do jediného. Projdou-li paprsky preparatem (fazovym objektem) vznikne
mezi obéma svazky rozdil faze, zpusobeny strukturou fazového objektu. Nasledkem
toho nastane ve spojeném svazku interference svételnych vin, ktera obecné zpusobi
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zmény v amplitudé vinéni. Tak vzniknou kontrasty optické hustoty, coz se projevi
zviditeInénim fazového objektu (ktery byl pavodné pruhledny).

\ £
\ &

1
3
¢

Obrazek ukazuje Wollastontiv hranol. Tecky a usecky na svételnych paprscich
naznacuji smér polarizace svétla.

Rozdvojeni paprskd na dva svazky a jejich opétovné spojeni se provadi viozenim
Wollastonovych a v pozdé&jsi modifikaci Nomarského hranold. Wollastonuv hranol je
slozen ze dvou klinl dvojlomného islandského vapence v subtraktivni poloze,
slepenych kanadskym balzamem.Jejich opticka osa lezi kolmo na smér dopadajiciho
svétla, které prfed tim proSlo filtrem s linearnim polarizaCnim ucinkem (polarizator).
Rovina tohoto polarizovaného svétla svira uhel 45° s rovinou, ve které svétlo kmita
pFi prichodu hranolem. v prvnim z obou klind jsou paprsky rozdéleny do dvou ¢asti,
které maji stejnou amplitudu. Nejsou sice jesté od sebe oddéleny, ale v anizotropnim
prostiedi krystalu se za¢nou liSit svoji rychlosti. Pfi vstupu do druhého krystalu se
rozdéli na fadny a mimoradny paprsek. Radny paprsek se po priichodu druhym
krystalem zméni na mimoradny, tim se pro néj snizi index lomu, takze se odkloni od
kolmice (optické osy). Naopak mimoradny paprsek ziska vlastnosti fadného paprsku
a lame se ke kolmici. Nyni jsou oba paprsky od sebe oddéleny, av8ak uhel, ktery oba
paprsky pro prichodu Wollastonovym hranolem sviraji, je velmi maly.
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Sestava mikroskopu s vybavou pro DIC:

L 1 analyzator

opticka
osa

Wollastoniiv

4 \ ~_>| __ (Nomarského)
f )\ 7 hranol 1

objektiv
‘ |

rovina
preparatu

kondenzor
Wollastoniv

T B e f;______; --  (Nomarského)
/17 hranol 2

R _'_-_'_'_F I7°7I73  (lambda-desticka)

C ! ] 2 destitka

t : 1 polarizator

Diferencialni interferenc¢ni kontrast s de Sénarmontovou Upravou

Diferencialni interferen¢ni kontrast navrhl a pouzil jako prvni Francis SMITH

v r. 1955, ktery sestavil modifikovany polarizacni mikroskop, obsahujici Wollastonovy
hranoly v pfedni ohniskové roviné kondenzoru a v zadni ohniskové roviné objektivu.
Vyrobnim problémem mikroskopu, uzivajicich Wollastonovy hranoly, byla podminka,
Ze objektivovy hranol musel byt souc€asti télesa objektivu, nebot musel lezet v jeho
zadni ohniskové roviné.

Wollastonovy hranoly nahradil francouzsky védec Georges NOMARSKI modifikaci,
nazvanou jeho jménem. Nomarského hranoly mohou byt umistény v malé
vzdalenosti od kondenzorové a objektivové apertury, takZze je mozno pro aplikaci
systému DIC pouzivat standardni mikroskopy. v dneSnich mikroskopech,
vybavenych pro DIC, lezi objektivovy hranol v oto€ném nosici objektivli a
kondenzorovy hranol v otoéném nosic¢i kondenzorovych modull. Objektivy,
pouzivané pro DIC, nesmi zpusobovat polarizaci (hesmi mit ve svych ¢oCkach vnitini
pnuti). Obvykle se uzivaji spole¢né pro polarizaci s oznacenim DIC.

V tradi¢ni sestavé DIC systému je dosazeno potfebného fazového posunu vioZzenim
dvou hranoll Wollastonova nebo Nomarského typu do optické osy mikroskopu
nastavenych v takové poloze, Zze vznikne konstantni opticky rozdil (diference) dvou
optickych drah. Stejny vysledek muze byt dosazen pouzitim pevného systému
Nomarského hranolll a jednoduchého de Sénarmontova kompenzatoru, ktery tvofi
Ctvrt-vinova desticka ve spojeni s polarizatorem nebo analyzatorem.
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Zakladni de Sénarmontova uprava DIC se sklada z polarizatoru a Ctvrt-vinové
destiCky ve spolecné jednotce ve vystupu z osvétlovaci soustavy, jejiz nastavitelna
poloha je zajisténa vrubovym Sroubem. Zatimco nastavena poloha destiCky je pevna,
polarizatorem Ize v optické ose otacet v rozmezi 90° (plus nebo minus 45°).

S ohledem na polohu polarizatoru a v zavislosti na poloze zpozdovaci destiCky
prochazi mikroskopem svétlo s linearni, eliptickou nebo kruhovou polarizaci.

VInoplocha polarizovaného svétla dopadne nejprve na pevny Nomarského hranol,
uloZeny v oto€ném nosici kondenzoru, kde se nasledné rozdéli na dva paprsky
(Fadny a mimoradny), jejichZ smér (polarizovaného) vinéni svira uhel 45° vzhledem
ke sméru vinéni svétla, vychazejiciho z de Sénarmonotova kompenzatoru. Opticka
soustava kondenzoru promita rozdélené vinéni do dvou paralelnich slozek a promita
je do roviny preparatu. Svétlo po prachodu preparatem projde objektivem do
interferencni desticky druhého pevného Nomarského hranolu, umisténého nad
objektivem v ramec¢ku oto¢ného nosice objektivi. Objektivovy Nomarského hranol,
jehoz poloha je sladéna s kondenzorovym hranolem (jsou obracené orientovany),
sklada zpét rozdvojené obrazové paprsky do souosého pravouhlého systému.
Ackoliv je linearné polarizované svétlo, vychazejici z objektivového Nomarského
hranolu blokovano analyzatorem, elipticky a kruhové polarizované svétlo touto
slozkou prochazi a vytvafi v okularu obraz preparatu.

Podobné jako pfi pouzivani fazového kontrastu je metoda DIC uzite€na pro
zviditelnéni zivych bunék nebo jinych pruhlednych, nebarvenych vzorkd, které jsou
pfi bézném pouziti svétlého pole obtizné pozorovatelné. Metoda DIC neni zatizena
tvorbou nepfijemného jevu ,halo, ktery provazi klasicky fazovy kontrast a mize byt
pouzita k pozorovani relativné tlustych preparatt. Obrazy, ziskané metodou DIC,
jsou velmi vhodné pro digitalni snimaci techniku, ktera umoZznuje upravy, vedouci

k dalSimu zvySeni kontrastu.

Mikroskop NIKON Eclipse E600 B
s fluorescenci, CCD kamerou, '
s kruhovym stolkem

a s de Sénarmontovou soupravou
diferencialniho interferen¢niho
kontrastu (DIC)
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10 Fluorescenéni mikroskopie

Emise svételného zareni, vzbuzena v latce svétlem, teplem, chemickou reakci nebo
mechanickym namahanim, se nazyva luminiscence. ProtoZe neni provazena
tepelnym zarenim, je znama téz jako "studené svétlo". Pokud je luminiscence
vzbuzena svételnym zafenim, mluvime o fotoluminiscenci, ktera se opét déli na
fluorescenci a fosforescenci. Zatim co fosforescence pretrvava po jistou dobu po
excitaci svételnym zafenim, fluorescence trva jen po dobu ozarovani.
Charakteristickym znakem fluorescence je, Ze fluoreskujici latka (vesmés
organického puvodu) absorbuje ultrafialové zafeni nebo zareni z kratkovinné ¢asti
viditelného spektra a emituje zareni o vinovych délkach vétSich, nez ma pohlcované
zareni.

Dulezité vlastnosti fluorescence:
(v dal§im textu: svétlo = budici, excitacni zafeni, fluorescence = vzbuzené,
emitované zareni)

1) Aby latka mohla vyzafovat fluorescenci, musi pohlcovat svétlo.

2) VInova délka fluorescence je vSeobecné delsi, nez vinova délka pohiceného
svétla. Cim ma fluorescence delsi vinovou délku, tim je slabsi. Energie
vyzarované fluorescence je vzdy slabs$i, nez je energie pohlceného svétla.

3) Intenzita fluorescence je mnohem mensi, nez intenzita pohlceného svétla. Pro
koeficient Gtlumu k se udava fadova velikost 10° az 10™

4) Intenzita fluorescence je umérna intenzité budiciho svétla (lp), hustoté vzorku C
a koeficientu k.

I=lp Ck

5) Fluorescence se z latky vyzafuje do celého (kulového) prostoru, nezavisle na
sméru, ve kterém na ni dopada excitacni zareni.

6) Fluorescence mnoha latek se vyznacuje postupnym utlumem.

7) Fluorescence se pro kazdou latku vyznacuje charakteristickym spektrem vinovych
délek.

8) Fluorescencni zarfeni je vZzdy do urcité miry polarizované.

Ackoliv je mozné provadét fluorescencni mikroskopii v prochazejicim svétle
(diafluorescence) i v dopadajicim svétle (epifluorescence), budeme dale popisovat
jen epifluorescenci. Diafluorescence se prakticky prestala uZivat.

(Poznamka pro lepSi orientaci ¢tenafe v cizojazyénych textech davame prednost
nazvam, pifevzatym z cizich jazyku: napf. bariérovy filtr — Cesky zavérny filtr, excitace
— Cesky buzeni atd.).
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Vybava mikroskopu pro epifluorescenci:
Mikroskop musi byt vybaven soupravou pro epifluorescenci, ktera obsahuje

1. zdroj zareni, vyzafujici svétlo z kratkovinného konce spektra (vysokotlakou
rtutovou nebo xenonovou vybojku v lampové skfifice)

2. excitacni filtr (interferengni)

3. polopropustné dichroické zrcadlo

4. bariérovy (zavérny) filtr

Dily 2) az 4) jsou vlozeny do télesa ve tvaru kostky a tvofi tzv. fluorescenéni filtr,

ktery se vklada do optické osy mikroskopu. Setkame se také s nazvy jako ,filtrblok®,
blok fluorescenéniho filtru apod.

emisnl {bariérovy} filtr

téleso (blok) filtru

excitacnl (budicl)
filtr

pfiruba k upevnéni
filtru v t&lesu

dichroické zrcadio
{dé&li¢ chodu paprski)

Na fluorescencni filtry jsou kladeny nasledujici pozadavky:

e maji propoustét smérem k pozorovanému vzorku zafeni pouze téch vinovych
délek, které excituji nejintenzivnéjsi fluorescenci.

e pro pozorovani nebo néktery druh zaznamu (fotografie, CCTV-kamera atd.) ma
byt vyuzita jen ta ¢ast emitovaného zareni (fluorescence), ktera je po prachodu
dichroickym zrcadlem a bariérovym filtrem nutna pro tvorbu fluorescenéniho
obrazu. VétSina filtru je selektivni (pro jedno vinové pasmo excitaéniho a
fluorescenéniho zareni), vyrabéji se v8ak i dvou- a tfi-pasmove filtry.

Optickeé Casti mikroskopu (okulary a objektivy) nesmi mit vyraznou vlastni
fluorescenci a nesmi podstatné pohlcovat fluorescenéni zafeni. Pro bézné
fluorescenéni metody vystaime s "normalnimi" objektivy, pro naro¢nou fluorescenci
jsou ureny objektivy zvlastnich viastnosti (NIKON Plan Fluory, Plan Apochromaty).
Kondenzor ve stativu mikroskopu nema pfi epifluorescenci Zadnou funkci, jeho
¢innost vykonava objektiv.
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Mikroskop, vybaveny epi-fluorescenénim zarizenim

vystup trinokularniho tubusu

binokularovy

nastavec fluorescencni nastavec

s lampovou skrinkou

osvétleni
prochazejicim
svétlem

Struény popis epifluorescenéni mikroskopie:

Zareni vysokotlake rtutoveé vybojky (ve sméru kolmém na optickou osu mikroskopu)
prochazi excitacnim filtrem, ktery propousti jen svétlo o vinovych délkach, které jsou
potfebné k excitaci fluorescence v pozorovaném vzorku. Pak je excitaCni svétlo
odrazeno polopropustnym dichroickym zrcadlem do sméru optické osy mikroskopu
pres objektiv (ktery zastava funkci kondenzoru) na pozorovany vzorek. v tomto
vzorku, pfipraveném pro fluorescenci specifickym barvenim nebo vykazujicim vlastni
fluorescenci, vzbudi excitacni svétlo fluorescenci. Fluorescenéni zafeni ze vzorku
dopada zpét do objektivu mikroskopu. Dichroické zrcadlo nyni propusti ve sméru
optické osy mikroskopu smérem k okularim jen zareni delSi vinové délky, nez mélo
excitaéni zareni. Bariérovy filtr (nad dichroickym zrcadlem) pohilti zcela zbytek
excitacniho zareni, které nebylo pohlceno vzorkem a které z malé €asti dichroickym
zrcadlem proSlo. v okularech mikroskopu (nebo v zaznamovém zafrizeni) je nyni jen
fluorescencni obraz.

Priprava vzorku pro pozorovani pfi fluorescenci:

Nékteré organické latky jevi vlastni fluorescenci — napf. chlorofyl, kyselina pikrova
atd. VétSinu vzorkl pro pozorovani pfi fluorescenci je vSak tfeba pfipravit specifickym
barvenim. Barviva pro fluorescenci musi mit tu vlastnost, ze po ozareni excitacnim
svétlem jevi fluorescenci a musi specificky barvit jen tu ¢ast vzorku, ktera je pro
pozorovani dulezita. Takova barviva se nazyvaiji fluorochrémy.

Fluorescencni filtry se obvykle pfifazuiji k fluorochromim, kombinace filtr-fluorochrém
jsou uvadény v tabulkach. Metodiky pro pfipravu vzorkd barvenim pomoci
fluorochroma jsou Casto velmi slozité a vyzaduji znacné zkusenosti.
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Obsahly popis fluorescenéni mikroskopie najdete na webové strance
www.mikroskopy.cz v kapitole Clanky, navody pod nazvem ,,Fluorescencéni
mikroskopie — teorie a praxe“. Zde se jen stru¢né zminime o novych doplicich,

které uvedl| v posledni dobé na trh Nikon.
Zarizeni k potlac¢eni urovné sumu (Noise Terminator).

Pomér signal/Sum je vyznamnym ukazatelem kvality pfenosové soustavy pfi pfenosu
informaci. To plati i pro fluorescenéni mikroskopii, ve které se informace

o vlastnostech vzorku pfenaseji optickou cestou. Je tedy Zadouci, aby tento pomér
mél co nejvétsi Ciselnou hodnotu.

Sum vznika v mikroskopu rozptylenym svétlem, ve fluorescenéni mikroskopii z velké
Casti svétlem, které se odrazi od vnitfnich stén télesa fluorescencéniho filtru.
Terminator Sumu odvadi toto rozptylené svétlo z drahy v optické ose mikroskopu do
lapace paprsku v otocném télese nosice filtrd. Tim se vyznamné snizi hladina Sumu
a fluorescenéni obraz ziska dalSi kontrast. Zafizeni je vyuZzito v Sestinasobném
oto&ném nosici fluorescenc&nich filtrd (Eclipse 80i a 90i).

Zarizeni pro potlaceni Sumu Nikon

. = Svétlo
) ze
el zdroje

Rozptylené svétlo pokracuje do lapace
v oto¢ném nosici filtrd.

opticka osa
mikroskopu

Sestinasobny otoény nosié
fluorescencnich filtri
(ochranny kryt nosice je sejmut)
(Eclipse 80i a 90i)
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Zarizeni pro vyrovnani excitace (Excitace Balancer) Nikon
(Volitelny doplnék k fluorescenénimu nastavci)

V pribéhu pozorovani vicenasobné barvenych fluorescenénich vzorku je pro
pozorovatele vyhodné, muze-li snadno ménit vinovou délku excitaéniho zareni aniz
by musel ménit fluorescencni filtr. Spektralni intenzita kazdé z vinovych délek
excitaéniho zareni pfi pouziti vicepasmoveého filtru se maze plynule ménit
nastavenim polohy zafizeni, které se nasunuje do optické drahy exitacniho zareni.

Vyrovnavac excitace
(Excitation Balancer)
volitelné pfislusSenstvi

v s 7 ]
pro fluorescenc¢ni nastavec
Eclipse 80i a 90i obsluha
. » Soupatka
Nikon ~ vyrovnavade
f8| zduraznéna
{ excitace B

£ standardni
excitace

Soupatko
vyrovnavace ‘ zdUraznéna
excitace UV-excitace
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Fluorescenc¢ni mikroskopie zaznamenala v poslednich letech obrovsky rozmach a jeji
metody se uzivaji v mnoha odvétvich biologie i pfi zkoumani neprihlednych
materiall. Zejména se osvédcila v kombinaci s DIC a pfi aplikacich konfokalni
mikroskopie.

V tomto pfehledném materialu nelze vénovat jednotlivym metodam fluorescence
podrobnou pozornost. Zminime se jen velmi stru¢né o dvou fluorescencénich
technikach, které fluorescencni mikroskopii zajistily popularitu.

Imunofluorescence

Je-li organismus napaden chorobou, kterou pfezije, vytvofi se v téle protilatky. Ty
pak brani organizmus proti novému napadeni stejnou chorobou. Tomu se fika
imunita. Latka, ktera je pfic¢inou imunity, se nazyva protilatka, chorobu zpUsobuje
antigen. Reakce mezi antigenem a protilatkou (antibody) je specificka. Poznavani
pribéhu reakce antigen/protilatka je podstatou imunologie. Imunofluorescence je
metoda, pouzivajici fluorochromu k oznaceni protilatek.

Fluorescence in Situ Hybridization (FISH)

FISH je specificka metoda fluorescencni mikroskopie, pouzivana v genetice.

FISH identifikuje (nebo "barvi") cilové sekvence genomu tak, aby mohlo byt
studovano jejich umisténi a jejich velikost. Sekvence DNA a RNA z vhodného,
chromozémoveé-specifického vzorku jsou nejprve oznaceny "zpravodajskymi”
molekulami a pozdé&ji identifikovany fluorescencni mikroskopii. Oznacena DNA a
RNA je pak hybridizovana na skli¢ku na metafazové chromozémy nebo na
interfazoveé nuklidy. Po vyprani a zesileni signalu je vzorek vytfidén pro zpravodajské
molekuly fluorescenni mikroskopii.

Pomoci FISH je mozné stanovit specifické zakladni sekvence chromozémda, bunék a
tkanovych sekci. Detekce hybridizovaného vzorku je umoznéna pomoci
fluorochromu, ktery je zviditelnén fluorescencni mikroskopii.

Lze rozliSit dva typy FISH: nepfimou a pfimou metodu. U pfimé metody je
fluorochrom pfimo vazan na vzorek. U nepfimé metody obsahuje vzorek latku (napf.
biotin) se specifickou afinitou k specifické latce, ktera je konjugovana

s fluorochromem (napf. avidin — FITC).

Prvni uspésny postup FISH popsali RUDKIN a STOLLAR (1977), ktefi vyvinuli
nepfimou metodu. v dnesni dobé jsou mnohé postupy FISH komeréné dostupné.

Uspésna aplikace fluorescenéni techniky pro metodu FISH znamena jeden
z nejvétSich uspéchd moderni mikroskopie.

TIRF - Total Internal Reflexe Fluorescence
Fluorescence s Uplnym vnitfnim odrazem

Tento sofistikovany postup pfi aplikaci fluorescencni mikroskopie slouzi k excitaci a
detekci fluoroférd v tenkych vrstvach vzorku. Je zaloZen na potlaceni fluorescence
pozadi, kterou odklani mimo ohniskovou rovinu a tim podstatné zvySuje pomér
signal / Sum a nasledné umoznuje prostorové rozliSeni rovin ve vzorku, o které
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mame zajem. TIRF vyuziva jedineCnych vlastnosti indukovanych tlumenych
svételnych vin v omezené vrstvé oblasti vzorku, pfilehlé propojujici vrstvé mezi
dvéma prostiedimi, které se vyznacuji rozdilnym indexem lomu (na obrazku je to
vodné prostiedi a sklo). v praxi je nej¢astéjSim pouzivanym propojujicim prostfedim
kontakt mezi preparatem a krycim sklickem nebo kulturou v misce.

Princip TIRF
t v
umené viny i
prostredi
fluorofery (n = 1.33 - 1.37)
vrstva propojen] _ St excitovany fluorofér

__ podiozni
w2 sklidko
; (n = 1.518)

dopadu

Princip TIRF neni novy a byl jiz dfive stfedem zajmu, avSak teprve pokrok
v mikroskopické technice umoznil jeho praktické vyuziti. Pfispél k tomu také vyvoj
v technologii fluorofért a nové metody v genetice.

Teoretické zaklady TIRF jsou natolik slozité, ze by jejich popis neumérné zatizil
rozsah této priruCky. Zajemce odkazujeme na webovou stranku
http://www.microscopyu.com, kde najdou odpovédi na dalSi své otazky.



