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Slozeny mikroskop a jeho varianty
Fyzikalni principy mikroskopie

Prostorove rozliseni lidského oka ze vzdalenosti 25 cm je
priblizne 14 Car na mm.

Lupa muze toto rozliSeni podstatné zvysit (pro velké rozliSeni
potfebujeme velky prumér ¢oCky a kratkou ohniskovou
vzdalenost). Lupa vsak nema dostatecné velke rozliseni pro
studium mikrostruktury zivé hmoty.

Prvni mikroskop byl vyroben v Nizozemsku na konci 16. stoleti.
Anthony van Leuwenhoek (1632-1723) zdokonalil jeho konstrukci
po roce 1650 (rozliSeni muze byt kolem 2000 ¢ar na mm).

Sestrojeni elektronoveho mikroskopu (ve 30. letech 20. stoleti)

bylo dalSim milnikem mikroskopie. Rozliseni se zlepsilo pfiblizné
1000x oproti dosavadnim mikroskopum, takze bylo mozno spatfit
velké molekuly. Dnes muzeme rozliSit dokonce jednotlivé atomy.

V zasadé muzeme pouzit jakékoliv vinéni pro zobrazeni
mikroskopickych objektu. Jedinou podminkou je, aby vinova
délka byla kratsi nez rozmery pozorovaneho objektu.
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Schéma mikroskopu a vlastnosti
jeho optickeho systemu

Hlavni Casti: dve soustavy CoCek - objektiv a okular. (Obé se
chovaji jako spojné CocCky).

Z hlediska kvality obrazu je nejdulezitéjsi ¢asti mikroskopu
objektiv, ktery vytvari skutecny, zvetseny a prevraceny
obraz. Pozorovany objekt musi byt umisten mezi ohnisko a
dvojnasobek ohniskové vzdalenosti objektivu (objektiv I1ze
povazovat za spojnou CoCku s velmi kratkou ohniskovou
vzdalenosti — pro zajisteni vysokeho rozliseni).
Mechanicka Cast spojujici objektiv s okularem se nazyva
tubus. Obraz vytvoreny objektivem (umisteny hned za
predmetoveé ohnisko okularu) je pozorovan okularem jako
jednoduchou lupou. Vysledkem je velmi zvéetSeny,
prevraceny a neskutecny obraz.

Kondensor je optickym systémem soustredujicim svetlo na
pozorovany objekt, zajistuje jeho dokonalé osvetleni.



Optické schema a zvetseni
mikroskopu

/ F — ohniska, f —

F: ohniskové

/ vzdalenosti, y -
4 predmet, y' —

F, skuteCny obraz

A predmetu tvoreny

; objektivem, y" —
\1‘\ ; neskuteény obraz
€

> T objektiv videny v okularu, A
— opticky interval
Tl )
mikroskopu.

okular

A-d d — konvencni zrakova vzdalenost (0,25 m), A —
M= Mog;.Mep opticky interval mikroskopu, f,, a f,, jsou
Jep Job [ e




60x Plan Apochromat Objective

Manufacturer

Flat-Field
Correction Nikon
Lateral Flan Apo
Magnification 60x/0.95

Specialized DIC M

ical {11023 WD 0.1
Prﬂﬂgterﬁes

Tube Length” |

Cowver Glass
Thickness
Range

Cover Glass
Adjustment

uage Figure 1

114 1

Nosepiece
Mounting
Thread

Aberration
Correction

NMumerical
Aperture
Working
Distance

Magnification
Color Code

Correction
Collar

Front
Lens Element
Assembly



Specifikace objektivu

Numericka apertura (NA, max. hodnota kolem 1,5) — Nejvyznamne;jsi
specifikace: urCuje Uhel, pod kterym muze svétlo vstupovat do objektivu (coz
urcuje jas obrazu, ¢im je NA vetsi, tim je vetsi zorny uhel), mezni prostorove
rozliSeni (umerne NA) a hloubku ostrosti (nepfimo umérna NA?).

Pricné zvétSeni

Korekce optickych vad - Achro a Achromat (achromatické), Fl, Fluar, Fluor,
Neofluar, Fluotar (fluoritové CocCky, lepsSi odstranéni kulové a barevné vady),
Apo (apochromatické, nejvyssi stupen korekce kulové a barevné vady)

Tloust’ka kryciho sklicka (standardné 0,17 mm). Néktere objektivy maji
korekcéni krouzek pro kompenzaci odchylek od tohoto standardu.

Pracovni vzdalenost — VVzdalenost mezi Celem CoCky objektivu a krycim
sklickem, je-li pozorovany predmét v ohnisku. ZmenSuje se pfi rostoucim
zvetSeni. NovéjSi objektivy maji na sobé udaj o pracovni vzdalenosti v mm.
Imersni prostredi — VétSina objektivl je konstruovana pro zobrazeni predmétu
za predpokladu, ze prostredim mezi objektivem a krycim sklickem je vzduch.
Aby bylo dosazeno vySSi NA, jsou mnohé objektivy konstruovany tak, aby se
mohl snizit rozdil indext lomu mezi krycim sklem a prostredim.
Planapochromaticke objektivy s vysokym rozlisenim mohou dosahnout hodnot
NA az 1,40, jestlize je imersnim prostredim specialni olej s indexem lomu 1,51.
Nekdy se Jako medium pouziva i voda nebo glycerin.

Barevné kédy — Vyrobci mikroskopl oznacuji svoje objektivy barevnymi kédy
aby se usnadnila identifikace zvétSeni a poZzadavku na imersni prostredi.

http://www.microscopyu.com/articles/optics/objectivespecs.html



Pouziti imersniho prostredi

SUCHY IME RZNI
OBJEKTIYV OBJEEKTIV

T~ PREPARAT
Uéelem imersniho media je zvySeni NA.

Levy paprsek opoustéjici skliCko se lame na jeho rozhrani se vzduchem od
kolmice a nemuze se podilet na tvorbé obrazu. Pravy paprsek prochazi do
imersniho prostredi (jez ma index lomu podobny jako sklo), neméni svuj smér a
podili se na tvorbé obrazu.



Mez prostorove rozlisovaci
schopnosti mikroskopu

Mezni rozliSovaci schopnost je umerna NA a neprimo umerna vinove
délce A pouzitého svétla (némecky fyzik Abbe,1840-1905).

V nekterych ucCebnicich je uvaden vyraz pro rozliSovaci schopnost:
0 = A/NA

kde ¢ je vzdalenost dvou jesté rozliSitelnych bodu (NA = n.sina, kde n
je index lomu prostredi mezi objektivem a krycim skliCckem a o je drive
zmifiovany zorny uhel).

Prostorove rozliseni roste se zvetsenim. Kombinaci silnych spojnych
cocek bychom mohli sestrojit mikroskop s teémer libovolnym zvetsenim,
avsak misto toho zjiStujeme, Ze za urcitou hranici (hranice ,uziteCného
zvetseni®) se rozliSeni jiz nezvétSuje (jde o ,prazdné” zvetseni).
Jestlize se zmensSuje apertura (otvor) kondenzoru, prostorove rozliseni
se snizuje, avsak roste kontrast! Proto musime pri volbe apertury
kondenzoru dbat o vyvazenost prostoroveho rozliseni a kontrastu.
Chceme-li jen snizit jas obrazu, je vhodngjsi ztlumit lampu nez zmensit
aperturu kondenzoru, protoze takto nedojde ke zhorsSeni rozliSovaci
schopnosti.



Hloubka ostrosti Z

Jde o tloustku objektu podel osy z, ktera se
soucasné nachazi v ohnisku. Dulezité u
silngjSich vzorkau.

n je index lomu vzorku (resp. tekutiny
obklopujici mikroskopovany objekt).



Specialni opticke mikroskopy

Pozorovani ve svetlém nebo tmavem poli

Stereomikroskop (dva mikroskopy se samostatnymi objektivy a
okulary, jejichz opticke osy sviraji uhel asi 15°) — stereoskopicke
vidéni. V medicine: mikrochirurgie. Obraz nesmi byt prevraceny.
Operacni pole je osvétleno optickymi viakny. Ohniskova delka
objektivu se muze plynule ménit - zoom — ruzné prostorove
rozliseni.

Moderni badatelské mikroskopy jsou vybaveny digitalnimi
fotoaparaty pro mikrofotografii nebo mikrokinematografii
(video).

Software pro zpracovani obrazu: méni kontrast, jas, ostrost atd.
PokrocCily software umoznuje kvantitativni analyzu obrazu, hledani
typickych tvaru atd.

VétSina druht mikroskopu muze byt sestavena z ruznych
objektivu, okularu, kondenzoru a dodatecné vybavena ruznymi
specialnimi optickymi prvky. Je k dispozici rizné prislusenstvi,
napr. mikromanipulatory pro umistovani elektrod do bunek,
separovani organel atd.



Stereomikroskop

*The OPMI® Vario/NC 33 surgical microscope



Mikroskop s fazovym

Tato technika vytvari kontrastni obrazy napfr. zivych
bunék, jejichz struktury maji podobny utlum (jsou
rovnomérné prusvitné a proto malo kontrastni v
mikroskopu zobrazujicim rozdily v amplitudé
prochazejiciho svétla), avSak lehce se liSi svym
iIndexem lomu (v disledku ¢ehoz dochazi k fazovym
posunum). Fazové kontrastni technika méni rozdily ve
fazi v rozdily v amplitudé. Zivé buriky mohou byt
zkoumany ve svém pfirozeném stavu, tj. bez fixace a
barveni. Princip: Do pfedni ohniskové roviny
kondenzoru je pfidana clona se Stérbinou ve tvaru
mezikruzi, kterou pak prochazi svétlo. Kdyz sveétlo
prochazi vzorkem, paprsky jsou odchylovany z
puvodniho sméru. V obrazové ohniskové roviné
objektivu se nachazi fazova destic¢ka, opét ve tvaru
mezikruzi, jez posunuje fazi o +n/2 nebo -n/2), tj. o
Ctvrtinu vinové délky. Tato destiCka propousti paprsky,
které nezménily svuj smér na fazovych objektech.
Ostatni paprsky destiCku minou a jejich faze se
nezmeéni. Obraz se vytvafi interferenci fazové
posunutych a neposunutych paprskl. Fazoveé objekty
pak vypadaji jako tmavé nebo svétlé viuci svému okoli
(pozitivni nebo negativni kontrast).

kontrastem

&)

fazova (Ctvrtvinova) -ﬁf
desticka \

lomené nebo rozptylené iTr [y
pty W

svétlo {vzorek zménil
jeho fazil)

svétlo zachovavajici

puvodni smér
{tj. neovlivnéné

vzorkem) / r " s

vzorek ‘E& — _|~3,

&térbina ve tvaru
mezikruzi

According to http://www.nobel.se/physics/educational/microscopes/phase/



Mikroskop s fazovym kontrastem

Mnohé bezbarve
biologické objekty
(obtizné pozorovatelné v
bézném mikroskopu)
jsou fazovymi objekty.
Barviva je mohou
zviditelnit, jsou vsak
casto pro bunky
jedovata. Fazove
kontrastni mikroskopy
umoznuji pozorovat
takoveto objekty bez
barveni.

Améba ve fazovém kontrastu, Z = 250x
(www.durr.demon.co.uk/ colour.html.)



Fluorescencni mikroskop

‘Fluorescencni mikroskopie je zalozena na schopnosti
nekterych latek emitovat viditelne svetlo po ozareni svetlem o
kratsi vinove deélce (UV zareni nebo fialove svetlo).

*Optika kondenzoru musi byt pfizpusobena UV zafeni, které
v8ak muze k preparatu prichazet téz objektivem (horni
osvetleni). Zbyvajici Casti mikroskopu jsou stejné jako u
béznych mikroskopu. Nutna je ochrana o€i pred UV zarenim.
*Fluorescenci vykazuje napr. tryptofan Ci jiné slouCeniny s
aromatickym kruhem ¢&i heterocyklem. Ve vétSiné pfipadu se
vSak ke vzorkum pridavaji fluorescencni barviva specificky
interagujici s rtznymi bunécnymi strukturami. Casto je barvivo
(fluorochrom, fluorescencni sonda) vazano na protilatku
specifickou pro nekterou bilkovinu. Tato imunofluorescencni
metoda muze selektivné zviditelnit napr. cytoskelet, chromatin
Ci rizné membranové bilkoviny.
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http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/fluorhome.html

Fluorescencni mikroskop

Viriony v infikované bunce -
http://usa.hamamatsu.com/sys- N »
biomedical/slcn2400/slcn-smpl.htm fluorescencni mikroskopii — barveno

rhodaminem-phalloidinem

Aktinova vlakna kvasinek zviditelnéna

www.paulgyoung.com/.../
fission_yeast actin_cytoskeleton.htm.



Fluorescencni mikroskop

Cytoskelet zviditelnény imunofluorescencni metodou

Mikrotubuly HelLa Mikrofilamenta HelLa
bunek bunéek



Opticke skenovaci mikroskopy
Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop

L - laser, C — clony s malymi kruhovymi
otvory, PPZ — polopropustné zrcadlo, DET —
detektor svétla (fotonasobic), SM —
skenovaci mechanismus, C — ¢ocka
objektivu (projektivu), O — bodovy pfedmeét,
PREP — preparat (fez).

*Pouze paprsky odrazene od bodovych
struktur v ohnisku mohou projit pres clonu C
pred detektorem. Ostatni paprsky
(rozptylené) jsou zastaveny clonou. Tyto
paprsky by u bézného mikroskopu
zhorsovaly kvalitu obrazu, protoze snizuji
kontrast. Pomoci tohoto mikroskopu
muzeme zkoumat pomérné silné nativni
rezy. Skenovaci mechanismus je systéem
rotujicich zrcadel, ktera mohou s ohniskem . 9 | PREP
pohybovat v hustych rovnobéznych liniich.

X




Konfokalni laserovy skenovaci
mikroskop

V praxi se pouziva imunoznacCeni pro specifikaci pozorovanych struktur,
zvyraznéni chromozomu, membranovych receptoru.

3D obraz neuronu, fluorescence - http://www.cs.ubc.ca/nest/magic/neuron.html



Konfokalni mikroskop

Live Cell Imaging- sledovani rustu bunéénych kultur v
realném case v prutokové komurce

Sledovani pfimych ucinku chemickych nebo fyzikalnich
faktort na bunécéné kultury.

Vyvoj: + soubezné pouziti spektrofotometru jako soucast
mikroskopu, nahrada bezného laseru za ,bily laser” tj.

laser s plynule laditelnymi vinovymi delkami v rozmezi
470-670 nm, urcené k spektrofotometrii (Leica).

+ Ramanuv spektrometr- bezkontaktni,
nedestruktivni chemicka analyza materialu; (viz
prednaska o pristrojovych metodach molekularni
biofyziky)



Opticke skenovaci mikroskopy
Skenovaci mikroskopie v blizkem
optickem poli
(near field optical scanning microscopy - NFOSM)

NFOSM = NSOM = SNOM

zpracovani P(_:
signalu monitor

detektor ]

svitla 1

>

kontrola kovowy ohal
vzdalenosti '

Schéma mikroskopu pro
pozorovani v blizkem optickem
poli. Uzky svazek svétla
argonoveho laseru prochazi
velmi malym otvorem (g 5 — 10
nm) v kovem  pokrytém
skleneném hrotu. Tenky rez se
pohybuje nad otvorem v
konstantni vzdalenosti. Podle
Ronto a Tarjana (1994).



Svétlo prochazejici osvétlovacim
hrotem pristroje pro skenovaci
mikroskopii v blizkem optickém poli
pozorované v normalnim optickem
mikroskopu

http://physics.nist.gov/Divisions/Div844/facili
ties/nsom/nsom.html

~ 4

Plasmidova DNA (10 kb)

*http://www.snom.omicron.de/exampl
es/twinsnom/x-tsnom_12.html


http://physics.nist.gov/Divisions/Div844/facilities/nsom/Fig4.jpg

Elektronova mikroskopie

« Klasické” elektronové mikroskopy (EM) pouzivaji pro zobrazeni
svazky urychlenych elektront. Elektrony maji vinovou délku tzv.
de Broglieovych hmotnostnich vin. Pripomenme si nasledujici
vztahy:

}b: h e'U:lm‘Vz

m.v 2

A je vinova délka, h Planckova konstanta, m relativisticka hmotnost
elektronu, v jeho rychlost, e — jeho elektricky naboj a U je urychlovaci
napéti. Je-li velikost pozorovanych objektu srovnatelna s A, dochazi k
difrakci a vytvoreni obrazu je znemoznéeno. Elektron s energii 1,5 eV
ma vinovou délku 1 nm. Pomoci urychlenych elektronu dosahujeme
zhruba 10°-krat kratSich L. Viz & = A/n.sina.. Velké optické vady
systému vSak zpusobuji, Ze numericka apertura je velmi mala - radové
10-2. Prostorové rozliSeni EM je v praxi na urovni nékolika desetin nm.



Elektronova mikroskopie

Magneticka Cocka

Pricny fez civkou, ktera je
magneticky stinéna pancérovanim.
Elektronovy svazek je fokusovan v
miste, kde je pancérovani preruseno.
Magneticka ¢oCka pusobi na
elektrony jako spojka na svetlo.
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Transmisni elektronovy mikroskop

Brookhaven TEM

Zvétseni 50 000 000x, rozliseni
0,1 nm,

Lze provadet simultanne
chemickou analyzu vzorku

pomoci rentgenoveé
spektrometrie (pouze nékteré

prvky)




TEM — priprava a barveni rezu

Potfeba velmi tenkych fezu (50-300 nm) a umistovani fezu
do vakua vyzaduje specialni metody pripravy.

Nativni (vlhkeé) rezy mohou byt pozorovany pouze
nejmodernegjsimi tzv. environmentalnimi EM, v nichz jsou
rezy umisteny do prostredi s relativne vysokym tlakem a
za pouziti nizkeho urychlovaciho napeti.

Biologicke materialy musi byt pripraveny pomoci chemicke
fixace a impregnovany ruznymi latkami (epoxidové
pryskyrice) pred rozrezanim.

Aby se zvysil rozptyl elektronu na vzorku, pouzivaji se soli
nebo oxidy tézkych kovu (osmium, wolfram, uran), tzv.
kontrastovani membranovych struktur.



TEM — priprava a barveni rezu

Kryofixace = snaha o nahrazeni pomalé chemické fixace rychlejsi
fixaci mrazem

Prudké zmrazeni nativniho vzorku v komore pod vysokym tlakem
(MPa) a pfri teploté kolem -190 °C

Nevyhoda: pri manipulaci se vzorkem nutno pouzit chlazené
pristroje (—190°C az — 4°C), TEM je chlazen tekutym dusikem

Metoda freeze-etching: kovove repliky povrchd membranovych
struktur bunek

Vzorek rozlamany ve vysokém vakuu (10-° Pa) a pfi teploté —100°C.
Na odhalené struktury je naparena vrstva tézkeho kovu (Pt, Ta) pod
uhlem (45°), tim se vystinuji vyvysené struktury, a pod uhlem 90° je
pridana vrstva C, ktery struktury fixuje na misté

Celkova sila vrstvy je kolem 25 nm

Biologicky material musi byt chemicky odstranén




TEM- rozdil rez x replika

Bunky HL-60, fragment jadra, morfologické zmény v prabéhu apoptozy.
Levy snimek- ultratenky fez, kontrastovani OsO,.

Pravy snimek- replika, naparena vrstva Pt a C.
Snimky z TEM MORGAGNI 268 D (Philips), snimané na CCD kameru.



TEM pracujici pri nizkém urychlovacim napeti
LV-STEM vers. LV-TEM

Relativnée silngjsi ultratenké rezy: 30-40 nm pro biologicky
material,

Neni nutno kontrastovat tezkymi kovy
RozliSovaci schopnost LV-STEM 1-2 nr

)']//\/

&

- >

LV-EM vyvinuty firmou Delong Instruments

Snimek z LV-STEM, krystaly polypropylenu,
Sirka ramecku 9,7um, urychlovaci napéti 25 kV.

Prevzato z Lednicky at all., Polymer 41, 2000.

Snimek z LV-TEM, krystaly polypropylenu,
Sirka ramecku 6,3 um, urychlovaci napéti 5 kV.



TEM -

http://www.ualberta.ca/~mingch
en/tem.htm

Buriky bfidniho svalu T

Corona virus, negativni
barveni —>



Elektronova mikroskopie
Skenovaci elektronova mikroskopie




elektronovy svazek je
tvoren elektronovym

délem, podobnym jako
v osciloskopu

elektronove délo

elektrony jsou pak
urychlovany anodou a

fokusovany According:

magnetickou cockou http://www.rpi.edu/dept/materi
o ] magneticka als/COURSES/NANO/shaw/B

skenovaci civky nuti coéka igSEM gif

elektronovy paprsek k < i

rychlému pfebihani po

povrchu vzorku

vZorek pozorujeme v
médu snimani zpétné
rozptylenych nebo ..
pty nyc 5 skenovaci civky
sekundarnich elektronu

.‘

detektor zpétné
rozptylenych
elektront

monitor

vZorek

detektor sekun- podloZka

darnich elektroni




SEM- priprava vzorku

Biologicke vzorky i materialy je nutné vysusit v kritickem
bodé v CO, atmosfére
Nevodivy material je nutné pokryt vrstvou kovu (Au, C,
Ag) ,haprasenim” kovu
Mikroskopy s nizkym urychlovacim napéetim - prednosti:

meéné artefaktu, mensi poskozeni vzorku, menSi nebo
zadna vrstva kovu (MIRA firmy TESCAN)

Moznost studia chemickeho slozeni vzorku rentgenovou
spektrometrii (struktury vetsi nez 200nm)

Vyvoj mikroskopu umoZnujicich souasné skenovani
povrchu materialu a rezani materialu



SEM — MIRA, krystalky urceneé k RTG analyze

SEM MAG: 8.76 kx WD: 6.2296 mm
View field: 34.42 um  Det: SE Det MIRA\ TESCAN gw;
Date(m/d/fy): 05/16/08 supervisor Digital Microscopy Imaging n




* Detail nohy mravence v
SEM

http://www.wtn.org/ss/story.phtml?storyld=3
3&type=EdOutreach

*VajiCka jezovky
obklopena spermiemi,
SEM 3000x zvéetseno

http://www.stanford.edu/dept/news/rep
ort/news/august9/sperm-89.html




Elektronova mikroskopie
Skenovaci tunelovy mikroskop (STM)

Schéma skenovaciho
tunelového elektronového
mikroskopu (STM). Dole snimaci jehla
detail kovové detekcni
jehly. Kladne nabita jehla
kopiruje povrch vzorku.

Podle Ront6 a Tarjana (1994).

zpracovani PC
signalu monitor

spicka snimaci
jehly B

. r_elektru_nu'q.rj' oblak -

povrch vzorku



Elektronova mikroskopie

STM

Napis IBM vytvofeny z atomu

xenonu na niklove podlozce
Rozstepené a nenarusené kruhy http://www.almaden.ibm.com/vis/stm/i
plazmidové DNA mages/stm10.jpg

*http://www.sci.port.ac.uk/spm/overfigs.htm



*AFM — Atomic force
microscopy — jemny
kovovy hrot sleduje
profil povrchu vzorku.

http://physchem.ox.ac.uk/~
rgc/research/afm/afm1.htm

laserova

dioda

snimac ochylek
paprsku

snimaci hrot

Ila pruzne pace I.]]Etﬂﬂ vazha

obhraz --mj

piezoelektricky
XyZ posun



AFM

AFM — Atomic force microscopy

N {3'--'-. .8

‘H:{l,r 1:'l.l |

l {:.‘” “".El"l:‘:.

D}” ‘{ '.'I'!r* ”'."
2y i*'-{: . ?"tu"i‘*

Plazmidova DNA — 10 kb Krystalické struktura

*http://www.snom.omicron.de/examples 2 . . 2t PPN
twinsnomix-tsnom. 12.htm kremiku — atomarni rozliseni

http://www.omicron-instruments.com/
products/afm_stm/r_afmst6.html



DNA
pozorovana

pomoci
AFM

http://spm.phy.bris.ac.u
k/research/DNA/image
s/dna2.jpg




Mikroskopy zalozené na jinych fyzikalnich principech
Akusticka mikroskopie

o oy T k zesilovaci a
i..]__j' = osciloskopu
| ! pulzni generator

[ — Meénic

- T — — tocka
,~Hp0 ey ~ (zpravidla safir)

POLYMER
_ —_— T
Yo ,
Py * Neurony rostouci na
plastove podlozce

http://transducers.stanford.edu/

spodle: :
http://www.sv.vt.edu/comp_sim/sam/full.gif stl/ PrOJeCtS/ ControlledPatt.htm
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