Mikroskopické metody

Mikroskopie je souhrn aplikaci optiky, které se vyuZzivaji k zobrazeni struktur, které nejsou viditelIné pouhym okem.
Oko (biofyzika) rozlisi strukturu jednotlivych bodl (detail), které jsou od sebe vzdaleny 0,2 mm a k tomu, aby bylo
schopné rozlisit i mensi struktury, je nutné je zvétsit pozorovaci Uhel. RGzné zplsoby mikroskopického zobrazovani
se rozliSuji na zdkladé druhu zareni prichdzejiciho do objektu (svétlo, ultrafialové zareni, polarizované svétlo,
infraCervené zareni apod.), nebo podle zplsobu usporadani optické soustavy (prochazejici svétlo, odrazené svétlo,
emitované fluorescenci, apod.). Tam, kde nestaci rozliSovaci schopnost svételné mikroskopie (rozlisi 200 nm), se
pouziva mikroskopie elektronovd nebo mikroskopie atomarnich sil, které rozlisi detaily na drovni 0,1 nm.

Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie umoznuje pozorovat véci, které jiz nase oko nedokéaze rozlisit (rozliSovaci schopnost, tedy
schopnost rozeznat 2 u sebe leZici body, je u ¢lovéka 0,25mm). RozliSovaci schopnost svételné mikroskopie je
priblizné 0,25 um, coz je dano vinovou délkou zareni, které mikroskopem prochazi (v tomto pripadé svétlo, proud
foton(), ale také vlastnostmi objektivu (viz dale). RozliSovaci schopnost svételné mikroskopie je tedy 1000 krat
vétsi, nezZ rozliSovaci schopnost lidského oka. Maximalni uzite¢né zvétseni, kterého Ize ve svételné mikroskopii
dosahnout, je az 2000 u specidlnich mikroskopd. Pro vyssi Groven detailu se vyuZiva elektronovéd mikroskopie nebo
mikroskopie atomarnich sil.

Svételny mikroskop se sklada ze t¥i spojnych optickych soustav:
osvétlovaci soustava (kondenzor), objektiv a okuldr. Dale ma ¢ast
mechanickou, kterd mikroskop dotvari.

Osveétlovaci soustava (na obrazku pod cislem 7) slouzi k osvétleni
prepardtu, nejcastéji proti sméru pozorovani. Preparat, ktery je timto
zplsobem prosvétlovan, tak musi byt ¢aste¢né prihledny.

Objektiv (na obrazku pod cislem 3) je soustava ¢ocek s velmi kratkou
ohniskovou vzdélenosti, které dohromady funguiji jako spojna cocka a
zobrazuji tak predmét (preparat) prevraceny, skute¢ny a zvétSeny.
Vysledny obraz se promitd mezi ohnisko okularu a okular.

Okulary (na obrdzku pod cislem 1) jsou také tvoreny soustavou cocek,
které funguji jako ¢ocCka spojna. V tomto pripadé pIni funkci lupy, kterd
vytvari obraz zdanlivy, pfimy a zvétSeny obraz.
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Zobrazovaci metody ve svételné mikroskopii
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Metoda svételného pole

Metoda prochazejiciho svétla

Metoda svétlého pole je Uvodni metodou optické mikroskopie. Svétlo prochazi pozorovanym objektem (v
prochazejicim svétle) a soustava dvou spojnych ¢ocek vytvari skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz, ktery
pozorujeme pres okular. Pri této metodé ma objekt tmavé obrysy a nachdzi se ve svétlém poli na rozdil od
tmavého pole, kde objekt je svétly a nachdazi se naopak v tmavém poli.

Metoda tmavého pole

Metoda tmavého pole

Princip této metody spociva v tom, ze predmét je osvétleny pomoci kondenzoru tak, ze do roviny objektu
vstupuji jen okrajové, velmi sikmé svételné paprsky, dokud stfedové nejsou pohlcené, a proto se vibec pfi
zobrazovani neuplatriuji. Objekt je teda osvétleny ze stran a paprsky se od ného odrazeji a lamou. Do objektivu sa
tedy dostane svétlo, které je rozptylené predmétem. Predmét se jevi jako svitici na tmavém pozadi, a proto
je velmi dobre viditelny. Tudiz pfi pozorovani v temném poli je prdzdné zorné pole tmavé a az svétlo, které se
rozptyli pri dopadu na preparat a nasledné prochazi ¢astec¢né objektivem, vytvari obraz.

Pfi pozorovani v tmavém poli zafi na tmavém podkladé ty Casti objektu, na kterych dochazi k dostate¢nému rozdilu
pri préichodu svétla pozorovanym objektem, jako napriklad na jeho hranach.

Pro suché objekty s numerickou aperturou do 0,65 nejsou potreba specidlni kondenzory, provadi se zastinéni
vystupni ¢ocky kondenzoru clonou pro tmavé pole, ktera je ve volitelné vybavé mikroskopu. Zdroj musi mit
dostatecny vykon, nebot se pro tomto pozorovani pouziva jen zlomek svételné intenzity zdroje. Pri pouziti objektiv{
vysokych ¢iselnych apertur, hlavné imerznich objektiv{, se pro tmavé pole pouzivaji imerzni kardioidni
kondenzory. Tyto kondenzory maji numerickou aperturu 1,05 a jejich pfedni CoCka se spojuje se spodni stranou
preparatu imerznim olejem. Ciselnd apertura objektivu musi byt vzdy mensi nez apertura kondenzoru, jinak by
dosSlo k osvétleni ve svétlém poli.

Metoda se pouzivé pro pozorovani drobnych objektl a jejich povrchovych struktur, napf. prvokd, bakterii,
rostlinnych pletiv, pelovych zrn atd.

Metoda fazového kontrastu

Metoda fazového kontrastu

Tento zplsob mikroskopovani, ktery objevil v roce 1932 (a v 1953 obdrzel Nobelovu cenu) holandsky fyzik Frits
Zernike, umoznuje zfetelné vstoupeni i nejmensich struktur, které jsou v bézném svétle skoro neviditelné.

Metoda slouZi k zvyraznéni kontrastu malych fazovych objektd, u kterych se detaily od okoli absorpci nelisi, ale
zpUsobuji zménu faze. Metoda prevadi rozdily v posunu faze svétla prochazejiciho rliznymi ¢astmi objektu, které
nevidime, na rozdily intenzit, které pozorovat mizeme.

Presnéjsi princip fungovani spociva ve vlozeni specialni desticky s kruhovou Stérbinou na kondenzor, na které
vznikd ohybové spektrum. Nebarevné objekty, které se lisi od okoli indexem lomu a tloustkou, zpUsobuji zménu
faze prochazejiciho svételného vinéni, kterou ale lidské oko nezaregistruje. Specialni desti¢ka zabezpedi posun faze
svétla prfimého obrazu svételného zdroje o ¥ vinové délky oproti fazi svétla ohybovych obrazd. Pri interferenci vin v
obrazové roviné se ¢asti objektu, které rliznym zplsobem méni faze svétla, projevi riznou intenzitou svétla.
Dostaneme tak kontrastni obraz f4zového predmétu.

Vyhodou této metody je, Ze neposkozuje zivé biologické objekty a umoziuje jejich pozorovani v ¢ase. To je
napriklad ddlezité pri studiu bunéénych a tkanovych kultur. Fazova mikroskopie ndm rovnéz umoziuje pozorovat
cely pribéh mitdzy.

Ultrafialova mikroskopie

Ultrafialovd mikroskopie vyuziva jako svételny zdroj UV zéreni, které se e e
vyznacuje kratsi vinovou délkou nez ma viditelné svétlo v rozsahu

priblizné 400 - 10 nm, coz zvysSuje rozliSovaci schopnost mikroskopu. D D D D D aEn e
Pro ¢lovéka je UV zafeni neviditelné (ac¢koliv nékterd zvifata jej dokazi AN VAVAVAAVAVITTT
vhimat) a proto je nutné zdznam vysledného obrazu provadét fotograficky ook s R e
nebo pomoci specialni snimaci CCD kamery. ProtoZze bézné sklo UV zareni e 2 =
nepropousti, je nahrazeno optikou z kfemenného skla (pfipadné z jinych N — " — L .
vyhovujicich material{). AZ na tyto vyjimky je zékladni uspofadani i i
(predmét, objektiv, okular) zachovano jako u optickych mikroskop0. BW EM spectrum

Infracervena mikroskopie

Zakladni charakteristika je ve vyuziti infracerveného zareni pro zobrazeni predmétu. Infracervené zareni, jehoz
vinova délka se pohybuje v intervalu 760 nm - 1 mm (v IRM se pouziva hlavné vinovych délek v rozsahu 760-1100
nm, tzv. blizkd oblast), je neviditelné a méa vyrazné tepelné Ucinky (lidské télo je vnima jako salavé teplo).
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Nékterymi objekty pronika snadnéji nez viditelné svétlo a proto ho lze vyuZit i pro studium silnéjsich preparata.
Vyuziti IRM je i v moznosti analyzy slozitych smési, kdy slozky smési maji rlizné absorpcni vlastnosti v infracervené
oblasti.

Zakladni usporadani (predmét, objektiv, okular) zlstava zachovano jako u
optickych mikroskopt, av$ak pro zaznamenavani je vzhledem k
charakteru zareni nutné pouzivat speciadlni fotomaterialy citlivé na
infracervené zareni. DalSi odliSnosti je vyuziti sférickych zrcadel misto
klasickych ¢ocek, protoze infratervené zareni je pohlcovdno sklem a po
prichodu sklem se nelame jako viditelné zareni.

Inverzni mikroskopie

Inverzni mikroskopie vyuzivé obvykle viditelného zareni a resi potiebu
pozorovani objektl, nesevienych do stisnéného prostoru mezi podloznim
a krycim skli¢ckem. Umozriuje pozorovani objektd v tlustosténnych
nadobach (napf. Petriho miskach), pripadné objektd volné plovoucich v
kapalindch v rliznych miskach. Z vyuziti viditelného zareni také vyplyva
omezend moznost zvétseni.

Konstruk¢né se uvedenych prednosti dosahuje tim, Ze se zdroj svétla
nachazi nad mikroskopovym stolkem, predmét je ulozen v misce na
stolku, objektiv je uloZzen pod stolkem a okularova ¢ast byva zarazena za
hranolovy nebo planarni odrazec¢ (zrcadlo) do sméru prihodného pro
pohodIné pozorovani.

Vice o inverznim mikroskopu najdete zde: Inverzni mikroskop Inverted Microscope
Polarizac¢ni mikroskopie

Polariza¢ni mikroskopie vyuziva optické aktivity zkoumaného preparatu (tj.
schopnost preparatu stacet rovinu polarizovaného svétla). Polariza¢ni
mikroskop je tedy kombinaci polarimetru a mikroskopu. Konstrukéné je PM
zcela shodny se standardnim optickym mikroskopem, avsak do optické
dradhy svétla jsou zarazeny dva polarizacni filtry, které maji zkrizené
polarizani roviny. Paprsky zdroje svétla prochdzeji nejprve tzv.
polarizatorem (drive krystal dvojlomné latky, nyni plastovy polariza¢ni
filtr) - zde dochdzi ke vzniku polarizovaného svétla, dale prochazeji
pozorovanym objektem, normalnim objektivem, dale druhym polariza¢nim
filtrem tzv. analyzatorem a nasledné okuldrem. Jestlize ma pozorovany
objekt, lezici mezi polarizdtorem a analyzatorem, polariza¢ni vlastnosti, : -~

dojde po prlichodu svétla preparatem ke stoceni polarizaéni roviny a Cholesterol Crystals Synovial Fluid Polarized
vznikne obraz v ¢erném poli a barevny obraz pfedmétu. Ten vznika tim, ze  Light

preparat zplsobil poruseni podminky zkfizeni rovin a jevi se jako barevny.

Vice o polariza¢ni mikroskopii najdete zde: Polariza¢ni mikroskopie

Interferencni mikroskopie

Interferenéni mikroskopie pracuje na principu porovnavani paprsku po prichodu vzduchem a druhého po priichodu
vzorkem. Tato metoda se vyuzivé pri zkoumani prihlednych struktur, které nechceme z né&jakych dévod@ barvit.
Daéle slouzi k vizualizaci rdznych povrchd a membran.

Dvousvazkovy interferenéni mikroskop se skldda z optického mikroskopu a interferometru. Pomoci soustavy
interferometru,, kondenzoru a Wollastonova hranolu je paprsek prichazejici k preparatu rozdélen na dva. Jeden
prochdazi skrz vzorek, ktery zméni jeho fazi. Druhy prochdzi mimo a slouzi proto jako referencni. Tato metoda
pracuje na principu temného pole - pfi vhodném nastaveni interferometru je prichdzejici paprsek slozen ze dvou,
které jsou vci sobé posunuty o pdl vinové délky, takze v pripadé neumisténi vzorku se paprsky "vyrusi" a v
zorném poli neuvidime nic. Kdyz vsak jeden paprsek bude prochdzet preparatem a jeho vinova délka se zméni,
zméni se i celkova vinovéa délka vysledného paprsku a v interferometru, potazmo v okularu uz nebude "temno" ale
obraz zkoumaného vzorku.

Existuji jesté vicesvazkové mikroskopy, které porovnavaji vice paprskl a mikroskopy vyuzivajici interferen¢niho
fadzového kontrastu, ktery umozniuje zvyraznéni urcité bunécné struktury.

Vice o interferen¢ni mikroskopii najdete zde: Interferen¢ni mikroskopie
Fluorescencni mikroskopie

Fluorescence je proces kdy néjaka latka po absorpci kvanta zareni emituje zareni o delsi vinové délce.
Mzeme mluvit o fluorescenci primarni, to kdyz latka v preparatu sama funguje jako fluorochrom (nap¥. chlorofyl), a
o sekundarni, kdy je ke vzorku pridan fluorochrom, ktery oznaci plvodné nefluorescen¢ni struktury (napr.
imunoglobuliny s fluorescené¢nim markerem v imunohistochemii).
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Samotny jev je zavisly na elektronovém obalu jednotlivych atomd. Kdyz elektron v obalu absorbuje foton, zvysi se
jeho energie a excitovany elektron "preskoci" do orbitalu s vyssi energii. Postupné ale energii ztraci v podobé

fotonu s nizsi energii a delsi vinovou délkou a elektron pada do ptvodniho orbitalu. Fotony s nizsi energii se emituji
v podobé svétla, které pozorujeme v mikroskopu.

Fluorescencni mikroskop je opticky mikroskop se silnym zdrojem zareni (vétsinou rtutové, nebo xenonové vybojky),
monochromatorem (propusti jen jednu vinovou délku - barvu svétla) a kondenzorem.

Tento mikroskop se pouziva napf. k detekci jednotlivych proteind, ¢i molekul v bunce.

Laserova konfokalni skenovaci mikroskopie

Konfokalni mikroskopie umoznuje sledovat objekty s vysokou rozliSovaci schopnosti a bez rusivych vliv( pravé
nezaostrenych rovin preparatu.

Je toho docileno tak, ze svétlo vyzadrené laserem smérem k preparatu prochdzi nejdrive Uzkou stérbinou - bodovou
clonkou, kterd paprsek koncentruje do jednoho bodu ve vzorku. Odtud paprsky prochazi do objektivu, kde je
umisténa druhd clonka,kterd eliminuje paprsky, které nepochdzeji z onoho bodu ve vzorku. Paprsky, které projdou
jsou detekovany na fotonasobici a informace o poloze a podobé jsou odeslany do pocitace.

Takto se analyzuje tolik bod@, aby byl pokryt cely vzorek a pocita¢ mohl vytvorit vyslednou podobu.

Vice o konfokaInim mikroskopu najdete zde: Konfokalni mikroskop

Elektronova mikroskopie

Vice o elektronové mikroskopii najdete zde: Elektronovd mikroskopie

Diky mikroskopii jsme schopni pozorovat véci, které jsou nad rdmec rozliSitelnosti naseho oka, a tedy jsou pro nds

béZnym okem neviditelné. Mikroskopie vyuzivd metody uhlového zvétSeni. Zvétsujeme pfi tom zorny uhel, ktery

sviraji paprsky vychézejici z okrajovych bod@ pfedmétu a prochazeji optickym stfedem oéni ¢ocky. Uhlové zvétseni
optickych pfristrojd charakterizuje nasledujici vzorec:

............................................................................................................................................................

Kde T je zvétSeny zorny Uhel pfi pozorovani optickym pfistrojem a T je zorny uhel pfi pozorovani okem. Jestlize se
bavime o mikroskopii, uhlové zvétseni mikroskopu je:

............................................................................................................................................................

............................................................................................................................................................

kde f1 je obrazova ohniskova vzdalenost objektivu, f2 je predmétova ohniskova vzdalenost okularu, A je opticky
interval mikroskopu a d je konvencni zrakova vzdélenost. Podle typu dopadajiciho zdreni na objektiv rozliSujeme
rdzné typy mikroskopie, napr. svételnda, polariza¢ni, fluorescenéni a elektronova.

Elektronova mikroskopie

Elektronovd mikroskopie pracuje na podobném principu jako mikroskopie svételna, ktera vyuziva princip lupy ke
zvétseni zorného Uhlu. V pripadé svételného mikroskopu okular funguje jako lupa, kterou se pozorovatel diva na
obraz vytvoreny objektivem. Jak okuldr tak objektiv predstavuji soustavu dvou spojnych ¢ocek. U elektronové
mikroskopie je to podobné, ale na rozdil od svételné, kterd vyuziva proud fotonl a spojné sklenéné ¢ocky”, v
elektronové mikroskopii je proud fotoni nahrazeny proudem elektront a k nasmérovani paprskd pres vzorek na
obrazovku se pouzivaji elektromagnetické ¢ocky (magnety). Pod elektromagnetickou ¢o¢kou si mizeme
predstavit v podstaté civku, kterd vytvari vhodné tvarované magnetické pole, které ovliviiuje drahu elektrond.
Zvétseni a rozliSovaci schopnost jsou v elektronovém mikroskopu znacné lepsi a to hlavné diky mezni
rozliSovaci schopnosti. Ta je pfimo Umérna vinové délce dopadajiciho zareni. Protoze elektrony maiji kratsi vinovou
délku nez svétlo, jejich rozliSovaci schopnost je mnohokrat vétsi a dosahuje az 0,05 nm. ZvétSeni ve Spickovych
mikroskopech mdze dosahovat az 10 000 000 x.

Mezi zakladni dva typy elektronovych mikroskopl patfi, mikroskop transmisni a mikroskop rastrovaci. U
transmisniho elektronového mikroskopu ¢astecky prochazeji prfimo pres vzorek a az potom jsou zachycené. Pri
tomto typu mikroskopie musi byt urychlovani napéti dostatecné velké, aby elektrony mély dostate¢nou energii
penetrovat pres vzorek a rovnéz vzorek musi byt velmi tenky, 10-500 nm. Zatimco transmisni mikroskop vyuziva
metodu prochdazejicich elektront, rastrovaci metodu elektront odrazenych. U rastrovaciho elektronového
mikroskopu jsou ¢astecky nasmérované na prechod pres vzorek pod urcitym uhlem a ndsledné se odrazeji, ¢imz se
vytvari 3D obraz.

Elektronovd mikroskopie se vyuziva v mnohych oblastech jako napf. v materidlovém vyzkumu nebo v biologickych
aplikacich. Je schopnéa poskytnout komplexni informace o mikrostrukture, chemickém slozeni a dalsich
vlastnostech zkoumaného vzorku.

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) ze skupiny metod sondové
mikroskopie
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Podstatou mikroskopu je sonda z kfemikového nitridu umisténa na pruziné ze stejného materidlu. Na pruzinu miri
laser a jeho paprsek se odrazi do fotodetektoru. Velikost sondy je v radu jednotlivych nanometrd.

V bezkontaktnim rezimu Sonda prejizdi nad povrchem zkoumané latky a vlivem kapildrnich a Van der Waalsovych
sil (v fadech nanonewton(l) se ohybé pruzina. Paprsek z laseru méni hel dopadu i odrazu a na fotodetektor dopada
V jiném misté.

V dalSim, kontaktnim rezimu se pruzina ohyba v souladu s povrchem, jak se sonda dotyka hlubsich a vyssich mist.

Informace o mistech dopadu na detektor pocita¢ pouzije pro modelaci zkoumaného povrchu. Modifikace AFM
umoznéji také vizualizaci magnetickych domén, nebo detekci jednotlivych molekul na zdkladé specifického chovani
sondy.

Vyhodou této metody je az miliardové zvétseni, které dovoluje zobrazovat jednotlivé molekuly, vysledny 3D obraz a
moznost mérit v rliznych prostredich (vakuum,

kapalina, vzduch...) bez specidlnich Uprav vzorku. Nevyhodou je velmi vysoka pofizovaci cena a nizka rychlost.

Vice o mikroskopii skenovaci sondou najdete zde: Mikroskopie skenovaci sondou
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