SVETELNA MIKROSKOPIE
(zakladni pojmy)
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Gullstranditv model oka
Indexy lomu: rohovka — 1,376
komorova voda — 1,336
¢ocka— 1,413
sklivec — 1,336
Poloméry krivosti: rohovka — 7,8 mm,
piedni plocha ¢ocky — 10,0 mm
zadni plocha ¢ocky — - 6,00 mm
Optické mohutnosti: rohovka — 42,7 D, ¢o¢ka — 21,7 D
oko jako celek — 60,5 D

Akomodace oka:

AT N | blizky bod — 0,25 m

v ——_— ?/l - daleky bod — o

Farsiont  akomodacni Sife zdravého oka — 4 D

. Near Sight
Figure 3 Focal Plane



ZAKLADNI POIMY
SPEKTRUM ELEKTROMAGNETICKEHO ZARENI
VIDITELNA OBLAST (svétlo-optika) A v mezich 380 — 780 nm
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BAREVNA TEPLOTA ZDROJE
(WIENUV "POSUNOVACI" ZAKON)

L=b/T (b=2,9.10" mK)

Qutdoor Indoor
Source Source
B000K snow, water
Blué sky
Modra Figure 2 Vétsina svételnych zdrojii u
B500K svételnych mikroskopli
large shadows pouziva wolframové vldkno
lue sky ., v 7
SRt (s vyjimkou fluorescen¢nich
Ilqhi, cantral ash' . o
atitad as mikroskopit)
- ’K noon sunlight E;gf..%ﬂ'g.
Bila average day. Wolframové zarovky emituji
Zluta misphere svétlo jehoz barevna teplota je
4500K kolem 3200 K.
fluorescent
e~ o . .
early morning  clear flash Vliv barevné teploty u zdroju
v r ate artermoon, % 4 ’

Oranzova and evening ' pnotofioods svétla pouzivanych ve
photolamps fotografické technice
household

1500 200w
5004 0w
25w
candlelight
VNIMANI BAREV
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Primary Colors

Figure 1
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ZAKLADNI POJMY
ODRAZ A LOM SVETLA

Snellav zakon lomu ny.sina = ny.sinf ny > n;

n
Uplny odraz a mezny thel pro a=90° sinff= n_l
2

Index lomu n=

V4 - I ’ n(1)

n{2) = n{1)

Figure 4

Zrcadla — odraz svétla Cocky — lom svétla
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ZAKLADNI POIMY

DIFRAKCE SVETLA
Ohyb na $térbiné (kratka A X dlouha 1)

s

VAW

. S
il ; [l

Pro A ptresahujici Sitku Stérbiny plati
sinf = A/d

difrakéni obrazec

Intensity

—2h/d A /d Ald 2h/d

difrakce na kruhovém otvoru jako omezujici faktor rozliSovaci meze optickych
ptistroji

sin ¢,= 1.22(4/d)  pro mal¢ uhly Oy = 1.22(A/d)
€1y uhlova pozice prvniho ohybového minima, d = prumér apertury



ZAKLADNI POIMY
INTERFERENCE SVETLA

Constructive Interference

D=Propagation
D Direction
—_—

A c A= Amplitude
I- Wavelength -
A"ﬂ'+ IA"l'l'1='A'R
D (Resultant)
Aw! c Waves in Phase
Path Differnce =0
C =Vibration
D Direction
A C Figure 2

Destructive Interference

< 7 k 7 D D=Propagation

Direction
Ay Cc —_—
A= Amplitude
: : D A,A,=A,
Aw! c (Resultant)
I- Wavelength - C;:-Lirt?;li;on I
A D
" ¢ Figure 3

Vznik interferen¢niho maxima

P
Al=2k 3

Al = drahovy rozdil

Vznik interferen¢niho minima

A
Al=(2k+1)7

Y oungliv pokus na dvou (bodovych) otvorech
(r. 1801 dokazal vinovou povahu svétla)

Young's Double Slit Experiment

Coherent
Light 3
Propagation ——Laser
I:Ih?:c‘tlon Light
\B rier with
Destructive arrier
Interference Double Slits

' Constructive
Interference

Figure 4 Intensity Distribution of Fringes

schematické znazornéni

redlny experiment



ZAKLADNI POIMY

POLARIZACE
Svétlo jako elektro (E) magnetické (B) vinéni

. Electric Field (E)

A Magnetic Field (B)

y .}
Bilé svétlo (Slunce, zarovka, ...) je nepolarizované

Polarizace svétla
Polarizer 1 Polarizer 2
(wertical) ™ (harizontal) —

Incident Beam
{unpolarized)

Vertically

Polarized
Light Wave
Figure 1
Zktizené polarizacni filtry (polarizator, analyzator) — polarizacni

mikroskop
Birefringent Crystals Between Crossed Polarizers
jlrbject (Anisotropic Crystal)

Polarizer P n,

Analyzer A /
Retardation

Polarized
Light
sample —+{|+~ Two Components 8
thickness Resulting From Figure 3
(t) Birefringence



ZAKLADNI POJMY
DVOJLOM

chlorid sodny Islandsky vapenec polymer

Anizotropni krystaly maji v riznych smérech rtiznou rychlost svétla
vykazuji tzv.  dvojlom  vznikd  Fadny a mimoidadny paprsek

Dvojlom u Islanského vapence

Calcite Crystal

\ Birefringence
* . \

ey p—-p p X B yp
':‘:i&-' : [e——x—>1 x—>] le—y—pla—x—>|
(a) (b) (c)

4 4> ¢
W W ¥

Figure 4

Figure 2

Podélna rovina krystalu || s rovinou polarizace = temny obraz

Podélna rovina krystalu svira s polarizatorem a analyzatorem 45° =
jasny obraz



ZAKLADNI POIMY

SVETELNE FILTRY
Z §irokého spektra viditelného svétla propousti nékteré A a selektivné

absorbuji nebo odrazeji nezadouci A.

Dva zékladni typy — filtry absorpcni a interferencni

ABSORPCNI FILTRY
(barevna skla, Zelatinové natéry, syntetické polymery)

Pt. fialovy filtr — absorpce zelené slozky,

Selektivni propustnost modré a Cervené vytvaii fialovou

Magenta Filter Absorbs
Green Light

Magenta
ight

White
Light (RGB)

Figure 1

Funkce filtru

100%

Absorption
g

400

Magenta Filter

|

500 600
Wavelength (nm)

Figure 2

700

absorpcni spektrum

INTERFERENCNI FILTRY
Odrazem a vicenasobnou interferenci potlacuji nezadouci A
Dichroicke filtry — jina barva pro odraZené svétlo a propusténé svétlo

Pouziti ve svételné mikroskopii (napft. fluorescencni mikroskop)

Magenta Interference Filter

White
Light (RGB)

J

Green Light Reflected
Figure 3

100%:

TRANSMISSION
3

500 500
WAVELEMGTH {nm)
Figure 4

700

Spektrum pasového interferen¢niho filtru




SVETELNA MIKROSKOPIE

Robert Hook 1670

Hooke Microscope
circa 1670

Oil

Lamp  Water

Figure 1

Specimen
older

Zeiss
Laboratory
Microscope
circa 1930s

Figure 6

Laboratorni mikroskop Zeiss (1930)



SVETELNY MIKROSKOP

Olympus Provis

AX 70 circa 1998 e Format
x Camera
Adapter
Figure 7 35 mm

Camera

35 mm
Camera

Filters,
Analyzers,
& Retardation
Plates

Objectives

Indicator
LEDs

Objective

and
Huminator Py

micrography
Controller . . Controller
\ Ty

|
4

Condenser

OLyYMprUS AX 70



TEORIE ZOBRAZENI A KONSTRUKCE

SVETELNEHO MIKROSKOPU
SM — zafizeni pro pozorovani struktury malych objektt
Opticky se jedna o dvoustupiiovou soustava tvofenou objektivem a
okularem doplnénou osvétlovaci soustavou.
Priichod paprskovych svazkiit SM (geometricka optika)

PR
b,

objektiv . okular 0 .

vystupni pupila

predmét

clona I!orného
pole

Obraz pozorujeme uvolnénym okem
Aperturni clona — pro mensi zvétSeni objimka objektivu
pro vétsi zvEétSeni se umist’uje do obr. ohn. roviny

aperturni paprsek prochazi okrajem aperturni clony (z osového bodu)
hlavni paprsek prochazi sttedem aperturni clony (vstupni pupily) a
sttedem vystupni pupily.

CHOD PAPRSKU PRO PRIPAD F,# A,
Obraz pozorujeme v konecné vzdalenosti pred okem

PR bjektiv . - bRy

b,




VYPOCET ZVETSENI SVETELNEHO MIKROSKOPU
’ 9, 0,

Ohniskova vzdalenost SM jako dvouclenné opticke soustavy

/ ffs
f :f/-l-f/—e Jkde €:f1/+A_f2:f1/+fz/+A
1 2
oty
po uprave S/ / Z—f
0,25 A 0,25
SM jako lupa Z= 1 :_f/. I3 = Loy Lok
1 2

aueld wiid
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ajeIpauuau)

{wo gz)
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ZMENA ZVETSENI
1. Vyménou objektivii
2. Vyménou okulart
3. Zménou optického intervalu A (zpravidla se neprovadi)

Podminka: po zméné& objektivu nebo okularu musi zlistat obraz v zorném poli
(pf1 nepatrné vzdalenosti pfedmétu od objektivu muze dojit k
poskozeni preparatli nebo poSkozeni frontalni Cocky)



ROZLISOVACIi MEZ A NUMERICKA APERTURA

RozliSovaci mez d,, je minimalni vzdalenost dvou bodi predmétu, které
v obraze jeSté rozliSime.
Z hlediska vinové optiky je dyin ovlivnéna ohybem

pfedmét objektiv primarni obraz sekundarpi obraz
! | {4
1 ¢ :
| ’
2 ; 3
3 F, P
Tl i y
.|7V \ 4 !

Vzorek: optickd miizka (d = vzdalenost vrypl), osvétlend rovnobéZnym
svazkem paprskil a v obrazové ohniskové rovin€ vznikne interferenéni obrazec

Maxima: n.d.sina=k.A,
k — celé Cislo, n — index lomu, A4,— vlnova délka ve vakuu

Kritérium: ohybovy obrazec obsahuje maxima alespon 1. fadu

kde a, — aperturni tthel, A, = n.sina, numericka apertura objektivu
U objektivi je snaha o maximalni a, ; nejlepsi suche¢ objektivy A, — 0,85 — 0,94

Imersni metoda: prostor mezi P a O se vypliuje tekutinou n > 1 (cedrovy olej n
= 1,52; monobromnaftalen a;j.)

RozliSovaci schopnost R= y dmin je v mm



ROZLISOVACI MEZ:
Zptesnénd teorie: Frauenhofertiv ohyb na kruhovém otvoru (vstupni pupila) a

Rayleighovo kriterium

" (8 - funkce) T pokles asi 0 20%
; S .
1 'ﬁ 4
L] L] l\ *® ® f c
\ g
£
predmét obraz pfedmét -

(Airyho krouzky)

Bodu pfedmétu odpovida ohybovy obrazec
Rayleighovo kriterium: dva body jsou rozliSené¢ pokud centrdlni maximum
krouzku 1 pravé splyva s prvnim minimem krouzku 2

Figure 3
Airy Discs

ONCONO)

! (a) ! ! (b) I (c)

Intensity Distributions
Pti Frauenhoferové ohybu na kruhovém otvoru je primér krouzku promitnuty
do roviny predmétu

A 0,614,

D=122"=d =—"""

AO
Spravnég: Fresneliv ohyb (slozité vzorce)
Vliv kondenzoru (Abbeliv model): A, —numericka apertura kondenzoru

C predmét O

n.sina,

v v

Pt1 optimalnim optickém ptizpisobeni C a O = A4y = A¢ (a pro ny = nc)

/10 ﬂ*o /10
min - . obecné dmin = C_
A,+A4, 2nsina, A,
kde C ~ 0,5 — 1 zavisi na zptusobu osvétleni, struktufe preparatu atd.
Pi: o, = 90° ; n = 1 (vzduch); Ay = 500 nm = d,,;, ~ 250 — 500 nm (shodné s L)




TEORIE ZOBRAZENI VE SM ZALOZENA NA FOURIEROVE
TRANSFORMACI

(Fourierovska optika)

A .. sekundarni sférické viny ,
N\

N ’
N \\‘ “ n o y
Vi) f J| difrakéni obrazec
I - ~3
—\L* ——————— \\\\ ) // ,
———————————————— ~so 7 {ongtisférické viny
T ~‘§§§‘:\\\\‘\/ ANEREE
Ty Y ) M
, [
______ r . .!_._.\_._._._._._._._.
\
\
F, '
I
/
//
£ Um,&)
v
rovina preparatu objektiv  zadni ohniskova obrazova rovina

rovina objektivu
Uvazujme dvourozmérny objekt v roviné preparatu.
Transmisni funkce F(x,y) [obecné komplexni] popisuje zmény amplitudy a faze
vln prochézejicich preparatem.
za predpokladu paraxidlnich paprskl a Frauenhoferova ohybu na preparatu, je
vysledek interference sekundarnich vin v zadni ohniskové roviné dan vztahem
(amplitudové funkce)

U(f, 77) = CIIF(x,y).eXp ik %‘i‘ % dx.dy

A

k — vlnovy vektor; U(E,n) je Fourierova transformace F(X,y).

V roving obrazu se utvoii inverzni FT funkce U(E,n), pfi¢emZ
X'=2Zyx; v'=2y.y (Zyzvétseni objektivu)

Obraz V(x'y’) = konst. F(X,y)

kS kn

Vyznam: _f ’_f prostorové frekvence sdruzené s x, y.



ZJEDNODUSENE ODVOZENI FRAUNHOFEROVA VZORCE
Fraunhofertiv ohyb na Stérbin¢ — jednorozmérny ptipad

objektiv

\
1
\
\
\
S 1
[05Y
\

AX

Rozdil optické drahy paprsku jdouci mistem x vici paprsku v 0 je

g~ S
Ax = x.sina ; kde sina = tga ==

f

proto rozdil fazi

2 2
gox——ﬂAx—Tﬁxsma

A

celkovéa komplexni amplituda v misté¢ ohybového obrazu &

X 27 . X x 95
I—.X.SIna f
aczj‘a.el .dxza'[e dx
X1 X

Pomocna ptedstava: pii zavedeni 2. rozméru (p) se skladaji amplitudy fadk pres
X pro rizna y.

objektiv
A
B/ e "
7 s
f
v
o _n
k.y.sinf smﬂ:tgﬂ—7
Vs Xy f ky -

=~ U(&, n)—aM T dve !



HLOUBKA OSTROSTI

tloustka T vrstvy vzorku kolmé k optické ose, kterou vidime ostte zobrazenou

floustk S 'X" obraz
ousk o = -—-7\--—- - (body nad a pod
vooru 4 Ry T %’" zaostfenou rovinou
____________ Voo AT V2 jsou kruhy)
\
Y ,/' \ 7 """ ~~~%="—  rovina predmeétu

Tt1 zdroje hloubky ostrosti:
T=T,+T,+T,

a) Geometricka

1 1
. == [mm]
7T AZ
je-li thlova velikost kruhli < 2 (rozliSovaci mez oka) = ostré
b) Vinova
n.A
= [rmm]
bo24°

zpusobena ohybem: bod jako ohybovy obrazec
¢) Akomodacni

250

a 22 [mm]

A — vlnova délka, A — numericka apertura, Z — zvétSeni mikroskopu, n — index

lomu. Priklad: A =500 nm, Y =1000,A=1,n=1= T=600 nm
KONTRAST

T . definice:

. |.2 N I, I, —jasy v obraze 1 - pozadi, 2 - objekt
/I‘ K _ 11 - 12

\\\_/,/ - I +1, Objekt: amplitudovy nebo fazovy

MOZNOSTI:

1. I;>>, =k — + 1 (pozitivni kontrast)
2. =L, =k=0 (bez kontrastu)
3. [<< L= k=(-1) (negativni kontrast)



OSVETLOVACI

SOUSTAVY SM

(PROCHAZEJICi SVETLO)

a) ptfimé osvétleni
b) kondenzor nebo dute¢ zrcadlo

c¢) kondenzor + kolektor
d) Kohlerovo schéma (K+C+clonky)

K&hler llumination

lllumination Ima e-Forming
Light Path ght Path
— Film Plane —
Film Plane
Eyepoint
= — Lens in
camera
system
Eyepiece
— Eyepiece — Fixed
Diaphragm
) .
@ "l?agi jr-:u-r:md
I y objective
E:iﬁ“f;'éi. (intermediate
plane image plane)

— Objective —

®

— Field —
Diaphragm

CI(K) je v ohniskové roviné K, CI(C) v ohniskové roviné¢ C

Specimen
— Slide—
Aperture Specimen
Diaphragm
-Substage

Condenser

Figure 1

preparat (P)

A

CI(K)

clona kolektoru i/ :

kondensor C

kolektor K

Zdroj S je prosttednictvim K zobrazen na CI(C), CI(K) zobrazena kondenzorem
C na P. Tj. zobrazuje se ohybovy obrazec S, dosazeno homogennosti osvétleni

P.
CI(K) — velikost osvétlen¢ho pole (clona zorného pole)
CI(C) — regulace jasu, vymezuje aperturni thel osvétlovaci soustavy (aperturni

clona)



OSVETLOVACI SOUSTAVY SM
(DOPADAJICI SVETLO)
a) ptfimé nebo s kondenzorem
b) Lieberkiihnovo zrcatko

Ob

|

\ |
preparat

c¢) [luminatory

pouziti pro vétSi zvétSeni, svétlo dopada na P pifes O; v tubusu je
excentricky sklicko nebo hranol. 1dealni je Kéhlerovo usporadani.
PouZiti pro neprihledné vzorky, luminiscencni mikroskopie.

Figure 2 Image
Plane
Lamp Image Reflected Light
at Condenser Microscopy
Aperture Field llluminator
Diaphragm Diaphragm Collector
Filament I i Gt

.r;l_!lgrrr
:llllfll-l_

REREFART

‘Condenser Lamp
Aperture
Diaphragm

P 3
B -Splitter/ . *
ek eanﬁirrgr ; - 4 Tungsten
Mo . ', Hallde

Field

I
Collector DI:ILEGI‘J& Diaphragm

Lens Back Focal
Plane

Objective - i

Figure 1

Kahler lllumination
for Brightfield
Reflected Light




ZDROJE SVETLA
a) zarovky — nejCastéji wolframové nebo halogenové (wolfram s
parami jodu) davaji intenzivni svétlo a vlakno napodobuje bodovy
zdroj.

Heat Figure 1

Incandescent Light Sources

i

Halide
Lamp

(b) {c) (d) (e)
Figure 3

p
Adjustment

Collector
Lens

porovnani  konstrukce  Zarovek
stejn¢ho vykonu 100 W:
a) 12 V; b) 6 V; ¢c) 6 — 30 V; e) soucasny standard SM (Japonsko, USA,
Evropa) f) Zarovka s odraznym zrcatkem
teplota viakna — kolem 2540 K
barevna teplota kolisa od 2300 — 3400 K (barevnd fotografie)
zivotnost — kolem 1000 hod.

b) vidknova optika
c) lasery (laserova konfokalni mikroskopie)
d) vwbojky (rtutové, xenonoveé) pro luminiscenéni mikroskopy.

Figure 7 e Arc Lamps A Figure 8
L @ HBO - Mercury Burner
% -p ————

Relative Spectral Radiation

300 350 400 450 500 550 600 650 700
Wavelength ————— =

Optické filtry — upravuji spektrum Zarovky na spektrum denniho
svétla, Sedé filtry — zeslabuji svétlo.



OBJEKTIV
nejdilezité)si cast klasického SM (urcuje kvalitu obrazu)
rozdéleni — suché
— 1imerzni (oznaceni HI)

Apochromat Objectives
10X (NA = 0.30) 20X (NA = 0.65) 40X (NA = 0.95) 100X (NA = 1.40)

:@

L
\

\

pouziti antireflexnich vrstev;
konstrukce: celni (frontalni) ¢ocka — plankonvexni

rozptylka z flintového skla

spojka z korunového skla
Dilezité charakteristiky:
1. Zvétseni Z, (byva 2x — 100x) tj. ohnisk. vzdalenost (1,5 —> 20 mm)
2. Numericka apertura
3. Predepsana délka tubusu nebo obrazova vzddalenost (uvadi se v mm, napi.
170 nebo )
Ptedepsana tloust’ka kryciho skla v mm (napt. 0,17),(bez kryciho skla—0,"-")
Korigované optické vady:
Aplanat — korigovana sféricka vada a koma

* o U

Anastigmat — korigovan astigmatismus

e Ortoskopicky objektiv — korigovano zkresleni

e Korekce chromatickych vad:

v Achromat — sféricka vada a longitudinalni chromaticka vada pro 22 (Zlut4 a
zelena oblast)

v" Planachromat — navic zklenuti zorného pole (vhodny pro mikrofotografii)

v Apochromat — longitudinalni chromatickda vada pro 3A. (vhodné pro

barevnou mikrofotografii nebo IR mikroskopii). Byva doplnén

kompenzacnim Ok nebo projektivem (vyrovnavaji pficnou chrom. vadu a

zklenuti)

v' Planapochromdt — ma navic odstranéno zklenuti, kombinuje se s
planokulary.



IMERZNI OBJEKTIV

Homogeneous Immersion System

Objective Front Lens
Immersion Oil

kritérium rozliSeni
d -t
min .
nsina, >
kde a, — aperturni thel, A, = n.sing, numericka apertura objektivu
protoze sing, nemize byt vétsi nez 90° maximalni num. apertura je uréena
indexem lomu imerzni kapaliny (pro vzduch A .x = 0,95).
Ry quch = 1,0003
Ryoaa= 1,33
M imerzi ol = 1,515 (bromnaftalen n = 1,658, metyleniodid n = 1,740)

pro imerzi A (= 1,40

Moderni kondenzory rovnéz jako imerzni (viz. obrazek)

Omezeni: 5

u specidlnich mikroskopickych technik (IC, UV, fluorescencni mikroskopy) je

tfeba uvazovat absorpci svétla v prislusné oblasti imerzni kapalinou

DalSi znaceni objektivii: Ph — pro fazovy kontrast, Pol — polarizacni
mikroskopie



VADY SPOJNE OPTICKE SOUSTAVY
(aberace — odchylka zobrazeni realného od i1dealniho)
monochromatické
Vady:
chromatické (barevné)

1. Sféricka (kulova, otvorova) = ds”

Achromat Doublet

Spherical Aberration Chromatic Aberration
(Monochromatic Light) ' Focal Points
Focal Points

1 2 3

Red
Green and
Blue

Figure 3

Figure 2

vznika v disledku disperze n(\)

Korekce chromatické sférické podélné vady:
kombinace korunového a flintového skla (kazdy typ ma jinou disperzi — index
lomu) — tzv. dublet (achromaty - korekce jen pro 2 vinové délky)
triplet — apochromat (korekce podélné vady pro 3 vinové délky)

10x Achromat 10x Apochromat
Objective Objective

wnlun ¥ wanlen

Figure 5

Porovnani konstrukce achromatického a apochromatického objektivu

Navzdory korekci podélné chromatické vady vznika pti¢na chromaticka aberace
a zklenuti pole kompenzované specidlnimi kompenzacnimi okulary



2. koma - pifi zobrazovani mimoosového bodu — A pfrislusi
asymetricka ploska (pfipomina kometu)

Coma
Geometrical
Aberration >
yb ya yc
Objective

Specimen
Point

|

|

|

|

: Figure 7
A b - ptislusi hlavnimu paprsku
K=(y.+y)2-y

3. Astigmatismus a zklenuti

Astigmatism

Geometrical
Aberration ~
Objective Tangential

Line
Image

Specimen
Point

|

} Optical Axis

| sagitalni

I rovina

|

, tangencialni M,S — fokaly
rovina

dgm — astigmatismus
ds — sagitalni zklenuti
oM — tangencialni zklenuti



4. Zkresleni

Obrazové rovina je zakiivena zobrazovaci soustavou — obraz je mezi I; a
Focal Point 14 | & 1Y i+
il it 1, _pgfid US_I_(_(_)_\.’,'te ?_?Hd kgyfce

s

......

= ey

(a) Edges in focus

{c) Gontee i fosisd
Figure 2

Priklad zkresleni — zaostfeni mezi rovinami I, a I,




OKULAR
Zvétseni byva 5x — 25x
Konstrukce vétSinou ze dvou ploskovypuklych cocek (u korekcnich
Ok je ¢ocek vice — oznaceni PK)

Simple Eyepieces Corrected Simple Eyepieces
Ramsden Huygenian (Kellner Design)
1 Ramsden Huygenian

Eye Lens
1 | Doublets

Field
Lens / | I Jris
. b -
- Diaphragm 4 _Field L ___;_'| | Field

Figure 2 Figure 3

1. Ramsdeniiv okuldr (pozitivni) — ohniskova rovina je pted okuldrem
2. Huyghensuyv okular (negativni) — ohniskova rov. je mezi ¢oCkami

Measuring Graticules

roql
[t 4

&
4
&
( .

(a) (b) (€) (d)
Figure 5
V ohniskové rovin€ byva umisténa clona zorn¢ho pole (ptipadné stupnice, atd.)

Moderni okulary —sirokouhle (UW), projekcni mikrofotografické(PE)

e

Photomicrography
Projection Lens




ZOBRAZOVACI METODY VE SVETELNE MIKROSKOPII
1. SVETLE POLE — Abbe Condenser Optical Pathway

svételny kuZzel prochazi
(v prochazejicim svétle) nebo se | Figure 1
odrazi (v odrdzejicim svétle a
vstupuje do objektivu. s;.ecamen:'

Abbe
Two-Lens
Condenser

V imerzni metodé se mezi kryci de
sklicko (nebo vzorek) a objektiv | condenser
., . ] . Aperture
(HI) dava imerzni kapalina. | P@phraem
(Nékdy mezi kondenzor a
preparat).

2. TEMNE POLE —

Osvétlovaci soustava je upravena tak, Ze paprsky osvétlujici preparat
nevstupuji do objektivu.

Paprsky se: odrazeji, lamou, rozptyluji ¢1 ohybaji. Je vylouceno 0 té
maximum a na vytvofeni obrazu se podili bocni ohybova maxima.

Kondenzory pro temné pole:

Abbetiv kondenzor s clonou kardioidni kondenzor
Abbe Darkfield Condenser
» Cardioid Darkfield Condenser
_——Light Cones ——
—— Lightto
E‘ Eyepieces
High !
Numerical - 3
3 ]er:ﬂ:it_ =
=
Iris
Diaphragm
Obligue
Source Spider HLl:illlg:H
Figure 3 Iéil%':it ane ) _~" specimen

==t — Slide

— Cardioid
Condenser

obraz preparatu v TP
Radiolarian in Brightfield and Darkfield lllumination

Light —
From
Source

Figure 2 Figure 1




3. FAZOVY KONTRAST (FRITZ ZERNIKE R.1930)

Metoda slouzi ke zvyraznéni kontrastu malych fazovych objekti, u
nichZ detaily se absorpci neliSi od okoli, ale zplisobuji zménu féze.
Metoda prevadi rozdily fazi na rozdily intenzit.

Pt: m&me v médiu (m) maly bezbarvy objekt S.

Optical Path Difference in Phase Objects E
w =
Figure 4 EE 33
a= y a 2
o ]
| @ " =
— - I ——./ a d
Light oo OF =tn(s) i =
ecimen X |
Wa%es ; o m
| n B %
n{m) [E E-E._
- Medium | 5 2o
OP = tn{m) o 30
(5

fazovy predmeét
Po pricchodu vrstvou o tlouSt'ce ¢ se posune vina prosla objektem
oproti viné v prostiedi p o

2 '
Ap = /1—1 (ns - ”m) Jkde ngng—indexy lomu, 4 ( vakuum
0

V misté obrazu miizeme vychylku svételné viny zapsat ve tvaru
(pro prosttedi) Vi = @, . SINQL
(proslou vzorkem) Vs = ag.sin(at + Ap)

vlnu vy miizeme matematicky rozepsat

Vs = ag . sin(at + Ap) = ag. cosAe. sinat + ag . sinA@. cosat =
~__ .
aj a

= q; sIn@t+ a, coswt=v;+ v,

Vlna v; prochazi pfimo, bez zmény faze a podili se na
rovnomérném osvétleni zorného pole. Vlna v, je rozptylovana detaily
preparatu a v obrazové rovin¢ vytvari detaily ohrani¢ené ohybovymi
prouzky. Vlna v, je mala a vzhledem k v; posunuté o n/2.




Intenzita svétla je v tomto pfistupu ddna cCasovou stiedni hodnotou
kvadratu amplitudy

1 ag
Iy = A T jas .sin (wTiA(p).dt —7/1
a podobn¢
15 a’
2 . 2 m
Im = A?J‘ am .S1n (@T)df = 714 A — konstanta
0
Im _IS

kontrast: K(m s) I +1, =

V primarnim obrazu (ohniskova rovina Ob) jsou v; a v, prostorové
oddélené. VSechny viny v; prochazeji ohniskem F’, v, mimo F,’.

Umistime-li do Fy” A/4 desticku (+n/2) nebo 3A/4 desticku (-1t/2)
potom

2
15 T T
I =A—||a..cosAp.sin| @t += |+ a..sinA@.sin| @t +— || .dt =
S Tj{ (”"( 2)5 ¢"( 2)}

2
a

= TS.A.(l +2CosAp. sinAgo)

kontrast

+ cosA@.sin Ap

K, o=
(m-5) 1+cosA@.sin A

Zvyseni kontrastu detailti: ptidani absorp¢ni vrstvy k fazové desticce
Zeslabeni fazovou destic¢kou:

2
15 T T
I"=A—|| b.a..cosAe.sin @t += |+ a..sinA@.sin| @t += || .dt =
s T'ﬂ s ® “( 2) s ® “( 2)}

2
= %S.A.(bz.cosz A +sin’ Ap +2bcosAg. sinA(p)

kontrast
p 1 —b’ cos’ Ap—sin’ Ap+2b.cosAp.sinAp _1-b> —Ag” £2b Ay
=) 1 4 b cos? A@+sin® Ap+2b.cosAp.sinAp  1+b° +Ap” £2bAg
Pro b—0; K''—1 — pozitivni kontrast
V praxi: posun O, 0 +7772 detaily budou tmavsi nez okoli - pezitivni kontrast

posun 0.« 0 -772 detaily budou svétlejsi neZ okoli - negativni kontrast
(plati pro n’a d’ predmétu vétsi neZ odpovidajici hodnoty okoli)




Odvozeni fazového kontrastu pomoci Fourierovy transformace
Necht transmisni funkce objektu ma tvar

F,,)= e 2oy) u.[l + i.A(p(x, y)] Pro g, << 1

Amplitudova funkce difrakéniho obrazce bude mit tvar
<

U(f,i]) = Cl.”u.[l + i.A(p(x,y)].ei'k[f +"(ja’x.dy = Clu[5(§,77)+ i.P(f,?])]

kde P(&n)  je FT — Ap(x.y)
obraz

riy')=Couff )+ iPEne T azan=cu {lﬂ Aw(;— ;—/ﬂ

kde vx',vy" jsou prostorové frekvence sdruzene s £a 7.
Dale x'=7Zyx; V=Zyy t].obrazje Zy.x zvétseny.
Intenzita v misté obrazu

[=V.V =C, 2’ [1+id¢).[1-14¢]= C, .4/ (1+A¢%)

Dame-li do obrazového ohniska objektivu A/4 nebo 3A/4 desticku
Ugn) =Crultidgmn +1.P(gn)]

/ /
y’ Chuil +1+Ag| 2L
('y)= { ¢[Z 2

a 1'=V.V =C 1t (1+4¢%) = C,  ur. (18249 +Ap?)
kontrast oproti ptipadu bez FK
I-1'  tAg
I+1 1+Ap+Ap?
Porovnani kontrastli odvozenych jednoduse (a) a pomoci FT (b)

T cosAp.sin Ag

Pak

K =

K, =

1+ cosAp.sin Ap
"1+ Ag prodp—>0 je sinAdAp =A@, cosdp =1
+Agp
I+ Agp

pokud (4¢)” — 0, potom K, = K, =K,



PRAKTICKA REALIZACE FAZOVEHO KONTRASTU

e V ohniskové rovin¢€ kondenzoru je prstencova fazova clonka
e V obrazové ohniskové roviné objektivu je prstencova fazova desticka

Phase Contrast Light Pathways

= IED_PEQ? o |
———Deflected
- Light

Objective

— e Specimen

~ ’— Condenser

3 Annular —
—— Ring

Light
From ,
S’ Source Figure 1

obrazova rovina

i Sk wls iy
______________

| \ |-
AN .
] /I objektiv

1
i

&
<
! II
I

vl .
/] preparat

/
L
Z

/ /' kondensor C

A

clonka

Setizeni — splynuti obrazu clonky s fadzovou destickou
Phase Plate and Light Annulus Alignment

Fazové desticky

Annular Phase Plates

A@] Q .
Glass Partially Phase Retarding
Absorbing Material
Figure 3 Material

Objektiv pro fazovy

Kkontrast

Phase Contrast
Objective

1

|

Phase
Plate

Figure 6

{a) (b) (c)

Privodni jev fazového kontrastu:

saureola® (halo efekt) —svétly obrys
kolem objektu (ohyb paprskii na
fazové destiCce, lom svétla ve velkém
gradientu n.



4. ULTRAFIALOVA MIKROSKOPIE

zkracovanim /4 se zvysuje rozliSovaci schopnost
Poznamka: pod 400 nm lidské oko neni citlivé

pod 350 nm sklo nepropousti

Pozadavky na ultrafialovou mikroskopii:

1.
2.

3.
4.

Zdroj: Lampa s emisi UV oblasti (Hg, Cd, D — vybojky)

Optika: z UV propustného materidlu (kfemen, kazivec aj.) nebo zrcadlova
optika

Detekce: fotografickd nebo fluorescencni stinitko

Preparaty: Slozky bunck specificky absorbujici UV (nukleové kyseliny
s absorpénim pasem = 260 nm, bilkoviny aj.) — lze je lokalizovat 1
cytofotometricky prométovat)

5. INFRACERVENA MIKROSKOPIE

V oblasti A =~ 750 — 1100 nm (blizka IR) — oko neni citlivé
Pozadavky na infracervenou mikroskopii:

6.
7.
8.

9.

Zdroj: bézné Zarovky, halogenky

Optika: béZna sklenéna nebo zrcadla

Detekce: fotograficky material (fotomaterial senzibilovany pro IR — napf.
kryptocyanin)

Preparaty: miize byt 1 siln€jsi (IR penetruje snadnéji nez viditelné svétlo), 1ze
ho kontrastné barvit (kryptocyanin)

Pi.: schranky Kkorali,chitinové schranky hmyzu, ...

6. MIKROSPEKTROFOTOMETRIE (CYTOFOTOMETRIE)

kombinace mikroskopu a jednopaprskového absorpcniho spektrofotometru
(prométuje se kvantitativné absorpce svétla o riznych A v riznych mistech
preparatu).

pouziti ke stanoveni koncentrace urcité latky v daném misté preparatu

vlnova délka je vymezovana optickymi filtry nebo monochromatorem

plati pfiblizn¢ Lambert-Beertiv zakon

Iy(A) = Iy(A).107<h



Fluorescence — emise svétla probihajici béhem absorpce energie excitacniho

7. FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

svétla (interval mezi absorpci a emisi vyzareného kvanta ~ 10 s).

Stokes' Observation

Fluorescence
/—Nissinn

Absorption

Figure 1

(excitace — krat8i A, napt. UV
emise — del$i A, napt. 600nm)

Figure 3

Studium materiali vyvolavajicich fluorescenci

e v pfirozeném stavu (autofluorescence) — chlorofyl a dalsi ptirodni slozky
e po dodani fluorescencni znacky (fluorochromu) — sekunddrni fluorescence

— vyuziti v imunologii apod.

Zdroj svétla:
nejcastéji vysokotlaké rtut'oveé (50-200 W) nebo xenonové vybojky (75-150 W)

Figure 7

Nejvétsi intenzita Hg lampy je v blizké UV (313, 334, 365 nm),

|

Relative Spectral Radiation

|

Figure 8

HBO - Mercury Burner

300 350 400 450 500 S50 600 650 700
Wavelength —— =

406, 435, 546 a 578 nm.




TFi typy filtrii vestavénych do jednoho kompletu

Barrier Filter

./

Exciter Filter

Dichroic Mirror

¢ excitacnli filtr (propousti jen
pozadovanou A pies preparat)

¢ bariérovy filtr (potlaceni nebo absorpce
excitacéni A, propousti jen emisni A na
detektor)

¢ dichroické zrcadlo (filtr odraZejici
excitacni A a propoustéjici emisni A)

zpravidla jako interferencni

fluorescence v proslém svétle

—— Emission Light ——

Barrier
Filter

— Objective m——

Excitation
Light
Oblique Rays

Excitation
and
Emission

Light
{Mixture)
= Specimen —

Condenser | = Cardoid 5
Darkfield =

Condenser

_ Excitation
Light
N Excitation /

Filter
(a) (b)
Figure 1

fluorescence v odrazeném svétle

Dichroic Barrier
Mirror Filter Mercury
/ Light
Source

Figure 2

—Objective

{Spenimen

| —— e ]

snimek

z fluorescen¢niho mikroskopu

endotelidlni buniky pulmonarni
artérie

R — tubulin

G — Aktin

B —jadro bunky




8. INTERFERENCNiI MIKROSKOPIE

Kombinace mikroskopu a interferometru. Zpravidla se pozoruji fazové
predméty

Interferometr byva umistovan do oblasti C + P.

Priklady uspotadani:
dvoupaprskova interference mnohapaprskova interference
—
) objektiv
2 /o Nz )

| /// R\\ R\\ R\\ k\\ ] ,
/ (I preparét | (\/\/\,\\ Y \/\/\,\\ polkovenl
/1

hoN

(Machliv — Zehndertv interferometr) (Fabry — Perotliv interferometr)
ReZimy:
a) homogenni pole b) prouzky stejné tloustky

rizna intenzita v monoch. svétle meéni se hustota a sklon prouzki
rizna barva v bilém svétle

L Tt g

Pouziti pfi zjistovani vody v bunikach a tkanich,
vyhoda oproti FK — neni ,,aureola®

9. ULTRAMIKROSKOPIE

OQ«—— velmi malé &astice

X @ f v pruhledném prostredi
44 \ / odrazeji a rozptyluji svétlo
Q —— S I — -0 | (Tyndalv jev)
zmenseny obrag . *

vy uzke Stérbiny
stérbina

Zobrazi se az 1 nm, ale

L 3 nelze nic fict o velikosti
(specialni metoda temného pole) N
a tvaru c¢astic



10. POLARIZACNI MIKROSKOPIE

Kombinace svételného mikroskopu a polarimetru
Vzorky: opticky aktivni oblasti nebo anizotropni oblasti.

Dopliky: prvky, které se zasouvaji do
oproti klasickému SM

usporadani polarizacniho
mikroskopu
okular
—
Amici-Bertrandova cocka
"""" analyztor
¢
kompenzator
objektiv
preparat =—= polarizator
kondenzor
—

optické osy polarizaéniho mikroskopu
Amici-Bertrandova cocCka

spolu s okuldrem vytvaifi pomocny
mikroskop, zaostfeny na obrazovou

rovinu objektivu

Analyzator (oto¢ny, pracovni poloha =
zkiiZzeny s polarizatorem)

Kompenzdtor (naptiklad desticka A/4)
Otocny stolek (ptesné nastavitelny)

Polarizator

PRACOVNI REZIMY POLARIZACNIHO SM

a) ortoskopické usporddani

vsunuty: Polarizéator a analyzator (zktizené)
zékladni jev: v roving preparatu je maly jednoosy krystal

W W ¥

Figure 4

0 max

opticka osa
krystalu

analzator

e()

-7 A

A s
» polarizator

E,=E° (a)+Ee(a), E’(a)=E,.sina, E‘(a)=E,.cosa

El(a)=E,(a)=

E,.sina.cosa

za predpokladu nezévislosti o a e paprskii

. 2 .2 2 .
[,=2E,.sin" a.cos” a =1,.sin

Da

(4 polohy vyhasnuti)



b) konoskopické usporadani

okular «—— pomocny mikroskop
‘ zaostien na obrazovou

1 A.B.Cocka | ohniskovou rovinu

e analyzator

kompenzator

obrazova ohniskova rovina
(ohybovy interferenéni obraz)
objektiv «———»

preparat =====— krystalické oblasti (vybrusy minerali)
—\; polarizator

\\
\\\\
1

Rozdil optickych drah po priichodu destickou anizotropniho materialu pod
uhlem a. Vznikaji dva paprsky e(ny), o(n,).

sina =n,.sin f3,
sina = n,.sin f3,
N = d.n, _ dn'
cos [, \/nf —sin’ a
— podobné
A=A -A A,

1

2 ) 2 )
\/nl —sin” a \/nz—sm a

A, =(x, —x,).sina = d.(tgf, —tgfB,).sina = d.sin’ a[

Aa) = d(\/nf —sin’ a —\/nf —sin’ a)

Zavér: rozdil opt. drah o a e zavisi na a. ProtoZe svazku rovnobéznych paprski
(@) ptislusi v obrazové ohniskové rovin€ bod, je v riznych bodech rizné A.



konoskopické usporadani

polarizator
opticka osa krystalu > 7N
Ed‘- P \\
Y
s’ E N\ E( )) \\
ke AN \
R E \
° % ! \\ N _;
. | . _
v | N\ 7
kolmo Sikmo i \ > )[ E.
PR e > —»
. . > > lvZat
k roviné preparatu E, E, analyzator

@ je thel mezi Ej a primétem optické osy krystalu do roviny preparatu
E,=FE(0).cosp; E, = E(0).sing
Pk 1 . 1 .
- E, =FE(0).cosp.sing = 5 E(0).sin2¢
Protoze amplitudy E.’, E, " jsou stejné, je rozhodujici fazovy rozdil

27
0 =—A(x
A (@)

0
klasicky vysledna intenzita

T
I= %J‘EZ(O)%.sin2 20 [cos .t +cos(w.t + 5| .dt =
0

| _E'0)
8

. , TA
.sIn” 2¢. cos R =Dva druhy tmavych mist

1. inkolory @=k.72 2. izochromadty A(A) = k.\/2

Protoze je ni(A) a ny(A) = barevny efekt

inkolory ——

1zochromaty =

Obr. dvojosy krystal




PRiPRAVA PREPARATU PRO SVETELNY MIKROSKOP

1. NATIVNI PREPARATY (bez zvlastni piipravy)

¢ 7ivé objekty ve vodé nebo fyziologickém roztoku (prvoci, fasy,
bunky, listy mechu, pokozka, atd.)

IOOO) \ L. )I

jamka

Pro objekty s nepatrné¢ odliSnym »n od okolniho prostiedi — fazovy kontrast,
vitalni barveni apod.
Pozor! vzorek se zahtiva a mize byt nedostatek O,, odpatuje se medium

Macerace — rozruSeni bunéCnych stén (rostlinny material) a
uvolnéni bunék; maceracni ¢inidla (kyseliny, ¢pavek)

2. NATERY A ROZTLAKY

Vzorek (mé&kka tkan, suspenze ¢astic) se rozetie nebo natfe na
podloZnim nebo krycim skle.

roztlak

@)
o0 °

Ptiklad: hematologicke vySetieni krve (sloZeni bun¢k).

Postup:
— @ a) kapka na podlozni
sklicko,druhé  sklicko

a b Sikmo

b) spojit s kapkou krve
c) rozetfit smérem od

\‘ kapky

© d d) po délce sklicka




3. MIKRORELIEFY A ADHEZIVNI PREPARATY
studuji se povrchy nebo povrchové vrstvy

Princip:

1. Naneseni tenké vrstvy rychle tuhnouci prihledné hmoty (4 — 8%
roztok celoidinu v acetonu, bezbarvy lak na nehty, lepidlo,
kanagom,.)

tekuta hmota

I~~~

povrch
doporucuje se eventualné lepici pasku zhomogenizovat namocenim
v benzenu a vysuSenim
pruhledna lepici paska
o podlozni skligko
Ptiklad: pro studium pokozky listu (napt. jeCmene)
Uziti:
) ¢ studium otevienosti
pokozkové bunky
podptrné buriky | 4 podet praducht na
jednotku plochy
¢ velikost praduchii

2. Otisk se sejme (sloupne) a pienese (pfilepi) na podlozni sklicko,
praduchii
svéraci bunky priducha ¢ identifikace druhu

Odlitek m&kkych nebo vlhkych tkani se provadi pomoci metakrylatu

Adhezivni metoda: (snima se 1 svrchni vrstva bunék)

~\Y
~
—~
a'ms
—




4. REZY
Princip:  z tkané€ (pletiva se slozitou procedurou piipravi pevny,
kontrastni tenky fez, ktery se prohlizi ve SM v prochazejicim svétle.

nativni Fez: v blo¢ku mrkve, bezové duziny L/ .
. ;v . v ;. brit
apod.je umistén objekt (napt. zeleny list) a

feze se ziletkou (skalpelem) — vyhoda Zivy @
preparat. -

fixovany a zality objekt se feze mikrotomem.

Procedura:

¢ odbér tkané nebo pletiva

¢ fixace : rychlé usmrceni bun¢k, minimalni zmény struktury, zastavi
se rozklad vzorku.

a) fyzikalni: teplo, vysuseni, hluboké zmrazeni, mrazove vysouseni,
mrazova substituce;

b) chemicka fixacni c¢inidla:

1. Anorganickeé latky: Oxid osmicely OsQOy, oxid chromovy CrOs;,
(obvykle ve smési s dvojchromanem draselnym K,Cr,05), chlorid
rtutnaty — HgCly;

Pozor: tyto latky jsou jedovaté — dodrZovat piisnad hygienicka opatfeni

2. Organické kyseliny: kyselina octova ledova (tj. 100% CH;COOH),
kyselina pikrova — CgHg(NO,); aj.

3. Organicka reduk¢ni Cinidla: ethanol, methanol, formaldehyd.

Pozor: methanol je jed, formaldehyd nebezpecny, ethanol se eviduje

4. Specialni fixaéni tekutiny (kombinace latek) — Buinova, Zenherova

¢ Vypirani fixaze ze vzorku — pro kazdou fixaz je ptfedepsan postup,
nejcastéji alkoholem, nebo vodou, a pak alkoholem

¢ Zalévani do blo¢ku
a) odvodnéni vzorku — vzestupna alkoholova nebo acetonova fada

70% | | 80% | | 95% | 100%

fadové hodiny (podle velikosti objektu)



b) Prosyceni vzorku rozpoustédlem zalévaci hmoty (pro parafin je to
benzen nebo xylén). Postupné do nékolika lazni az se vzorek
projasni.

c) prosyceni vzorku roztokem zalévaci hmoty (napt. parafin jako
nasyceny roztok v benzénu — 35 az 40 °C)

d) prosyceni zalévaci hmotou

Parafin zahtat na teplotu o 2°C vy$si, nez je teplota tani (< 58 °C)

Parafin: mékky (45 — 50 °C) — pro mékké tkané

stfedni (50 — 53 °C)
tvrdy (53 — 58 °C) — pro tvrdé tkané

BéZny parafin se mnohokrat prehtiva (az vznikne svétlehnéda barva) a
ptida se cca 5 % vceliho vosku.

Celoidin — nitrat celulozy; rozpustny v éteru a alkohol/éter (1 : 1)
(pro tvrdé tkané).

Zelatina — pro fidké tkang, které se jinak silné smriti; nebo tukové
tkané ( 10 az 20 % roztok v destilované vod¢)

e) Zaliti vzorku do formy (krabicka) — zaléva se Cistym parafinem

postup pii zhotovovani krabicky:

I

— P

Nalijjeme rozehtaty parafin, nahfatou pinzetou vloZime objekt,
krabicku ponofime aZ po okraj do vody, posléze ji ponofime celou. Po
ztuhnuti odstranime krabicku a parafin ofeZzeme, aby zbyly 3 — 4 mm
parafinu kolem vzorku.



¢ Krajeni — pfistroje zvané mikrotomy (fezy ~ um)

Typy mikrotomii:
a) sankovy

o i bioger | zména sklonu a sto-
- ni (fiva)  parsinon oSk | seni noe
/(SpodKU) - sane klouZou po
kolejnickach
‘ } - po dorazu se blocek
T posune o presnou
drevény Spalicek | POSUV vyiku
b) rotacni
parafinovy blocek c) Zmrazovaci
pevny nuz tkané nezalité nebo
(@, pas s fezy zal.i.tfé v ?elva,tiné.
rotuje a posouva se,/ ET> Zajisténi privodu
’ tekutého CO, ke

7 W=0
<« vzorku a k nozi

(ptipadné elektrické zmrazeni)
d) lepeni fezii
na Cisté podlozni sklicko kapneme glycerin — bilek (1 : 1 + kafr)
e) barveni
barviva:
» kysela (eozin, erytrozin, oranz e, atd.) barvi cytoplasmu;
» zasadita (hematoxyliny, toluidinova modi atd.) barvi jadra;
» neutralni
Specialni kyvety na barveni (s drazkami na podloZni skla
Pozn: hematoxylin se zbarvuje az po oxidaci
na hematein. Zptsobi to modiidlo —
kamenec
7/ ™= po obarveni se jest¢ odvodnuji
(alkoholovou fadou)

= projasnuji (xylén)

= uzaviraji kanadskym balzamem + kryci
T j sklicko

’ " vysusi se




NEKTERE HISTOCHEMICKE METODY:

Kvalitativni diikaz urcitych sloZek v buiice, tkani, pletivu.
Jednoduche ptiklady:

1

2.

4.

5.

. Asimilacni Skrob v burikdch rostlin. (Skrob se obarvi tmavofialové

Lugolovym ¢inidlem (Skrobova zrna v mechu)
Monosacharidy — s fenylhydrazinem tvoii krystalické slouceniny
zvané osazony (smeés fenylhydrazinu, octanu sodného a kyseliny

. Celuldza — reakce s chlorzinkjodem (KI, I, ZnCl, v H,O); modra az

fialova barva buné¢nych stén.

Lignin — floroglucinolova reakce (fluorglucinol v 96 % alkoholu +
HCI ; pletiva s ligninem z€ervenayji.

Tuky — Cervené barvivo Sudan III (v etanolu a glycerinu). Kapénky
tuku se obarvi Cervené (napf. néktera semena).

Podobné se barvi latky ptibuzné tukiim: suberin (z bunécnych stén) a

kutin (z kutikuly).

6. Alkaloidy — u konkrétnich rostlin pod vlivem kyselin (HCI, HNOs)

7.

vzniknou krystalky dusi¢nanti ¢i chloridi alkaloidi (Pt. diistal —
berberidin — HNOj; — krystalky)
Vapnik — tvori se krystaly Stavelanu vapenatého apod.

STUDIUM DYNAMICKYCH DEJU V ROSLINNYCH BUNKACH
Ptiklad: Pokles turgoru a plazmolyza

(cibule, méfik,...)

v hypertonickém roztoku - hypotonicky
: - roztok

vakuola pokles turgoru  hranicni plazmolyza deplazmolyza
plazmolyza



VYBRANE ZASADY PRI MIKROSKOPOVANI

[E—

()

. Mikroskop a jeho optiku udrzujeme v Cistoté, ¢isténi — benzin.
. Preparat vzdy pozorujeme nejdiive pii menSim zvétSeni;

revolverovd  vyména  objektivli;  doostfovani.  Sledujeme
piiblizovani Ob a P ze strany, doostfujeme pohybem Ob a P od
sebe.

. Pf1 pozorovani obrazu se doporucuje mit ob& o¢i oteviene.
. O¢1 chranime vCasnym sefizenim jasu obrazu (clony, filtry)

Mc¢éreni délky:

1, 2 — rozméry kolme k optické ose
3  —rozméry podé¢l optické osy

2
P 1 @ (pfeostfovanim, vysokeé zvétSend,

3 korekce na n)

opticka osa

Stanoveni pricnych rozmeériu

mikrometricky Sroub

=D 100 d/1D
méici okular VRN =
< > > | A 1= 1
\\ /, p—
! \\\——’// d
objektivé
« > 100 pm
P ' objektivni >

, méfitko  —» H H H H H

kalibrace — presnost méreni cca 300 nm

V¢étsi objekty: vzdalenosti bodi — posuvy P s pfesnosti 0,1 mm

= d :\/(xl _xz)2 +(J’1 _yz)2

X1 ’y1 X2’ y2



Meéreni plochy S

1 Po piekresleni nebo vyfoceni  a) planimetrem, b) vazkovou
metodou

2 Rastrove metody: v ohniskove roving€ okularu je rastr (napt. body)

————

2 \ !

X
X
X
\\ /, X
1

S—_—-

3 PocitaCovou analyzou obrazu

Pocitani mikroskopickych objektu

Pro zjist'ovani poctu mikroobjektl v jednotce objemu (koncentrace) se
pouzivaji pocitaci komirky. (Ptiklad: Biirkerova komtrka)

Pouziti: napf. v mediciné pro stanoveni poctu Cervenych a bilych
krvinek

Z1abky pro piebyte¢nou tekutinu

2 sité pro Cervené a bilé krvinky
Cervené krvinky — krev se fedi 200x v tzv. Hayemové roztoku
(sublimat HgCl,, Na,SO,, NaCl — zabranuje sraZeni krve)
po&itaji se v obdélnicich; norma: muzi 5 miliéond v mm’

7eny 4,5 miliont v mm’
Bilé krvinky — krev se fedi 20x v tzv. Tirkove roztoku
(ledova kyselina octova 1%, 1% roztok gentianova violet’ — 3%, H,0O);
hemolyza cervenych krvinek obarveni jader bilych krvinek
Norma: muzi i zeny 4000 — 10000 v mm’; ve velkych &tvercich
(nad 10 tis. leukdza, nad 30 tis. leukémie)

Biirkerovo pravidlo:

STATISTIKA — POISSONOVA
Pouziva se vyrazu: chyba jednoho méfeni

1

(relativni) = \/;

p — pocet napocitanych krvinek celkem
piiklad: 400 krvinek — 5 % chyba




Biirker — Tiirkova komiirka (firma Marienfeld)

Poznamka: pfi znamé vrstvé roztoku — 0,1 mm, méme definované
objemy pod ptislusSnymi vrypy.

|
I !
1 mm
II\ 4 ~———=:\\\
Biirker-Tirk, Tirk 111 - AR e
1m - R e
all measures in mm lll.t IrI( Ly * «— O y 05 m m
2 jr‘”/ —
1/400 mm—] 0,2 mm
!
supEQiml \ ~
/VVARIENFELD = +0,025 mm




Zaznam obrazu

1. Kresleni — ptimo (nebo Ok se sitkou a mm papir)
— kreslici zafizeni (obraz se promitne na papir)
— Abbelv kreslici piistroj

- diky kostce v nastavbé na okularu
vidime soucasné:

pokoveno

- mikroskopicky obraz i kresbu
(obkresluje se vidény obraz)

mikrbskop

2. Mikrofotografie — fotograficky zaznam obrazu v mikroskopu.

a) kombinace mikroskop — fotograficky pftistroj (obr. folie) —
Objektiv fotoaparatu nastaven na oc, clona zcela oteviena,
optimalni sestaveni — vystupni pupila splyva se vstupni pupilou
fotoaparatu.

b) propojeni fotoaparatu (bez objektivu) s mikroskopem pies
spojovaci tubus.

c) nasazovaci kamera a projektiv.

- kamera je bez objektivu

film.
V70 kamera - specialni projektiv promita
\
T zéverka obraz na film;
3! I4 4
! | - pomocny system
A (dalekohled) — umoziiuje
I I— | magneticka zaverka zaosttit mikroskop a
! " *’/' 7'y X W r
svatiovod || 't\\ ! D> vybrat osvétlené pole
N Y
i | dalekohled(vytageci)
| o 3. Mikrokinematografie
! rojektiv . , ,
| | P Filmovéa kamera, v posledni
i | dobé moderni CCD kamery
Q —® ideok
(videokamery)

fotonka (expozi¢ni automat) Propojeni na poéitaé




POCITACOVA ANALYZA A UPRAVA OBRAZU

V praxi existuje fada programii (softwarové produkty) pro analyzy
mikroskopickych snimku (napt. Olympus ,,Micro Image*)
Princip:
1. Potizeni obrazu — ptimo ze SM (digitalni fotoaparat, CCD kamera),
z fotografie ptes scanner apod.
Digitalizované snimky 1 z jinych typti mikroskopt napt. REM.

0,0 j y
i B , pocitac
|CCD prevodnik program
e digitalizacCni karta
. e (framme grabber)

obrazova matice: 800x600, 640x480, 1024x768 apod.

2. Digitalizace obrazu

matice obrazovych bodl — pixeld (picture element)

v kazdém pixelu je dan jas urovni intenzity dan¢ho bodu. pocet bitil
v pixelu BPP (bit per pixel).

Tridy obrazu:

= dvoutroviovy (bila — Cerna)

= Sedotonovy (8, 12, 16 bitil)

= plovouci bod (32 bitil)

= RGB (Red-Green-Blue) — skutecné barvy
= pseudobarvy

Piiklad: 8 — bitové Sedotdénové vyjadieni — 256 Grovni (2°) urovni edi
RGB - 2** (24 bitovy RGB triplet)



Nékteré charakteristiky digitalizovaného obrazu

25K0 855090 1vn UL
Integrovany obvod

0
30
60
920
120
150
180
210
240
270

8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

0
98
8
88
6
54
112
84
38
118
10

Histogram obrazku (rozlozeni

jasu v obraze)

- pomoci matematickych funkci

lze omezit tvar histogramu

(linearni, logaritmicka,

exponencialni apod.)

tzv. equalizace obrazu

-
] mwwwmmm

snithe

0 100

200

¢erna — urovné Sedé — bila

30 60 90
81 33 103
94 90 8

12 94 110
98 28 134
108 102 76
46 10 20
112 124 100
130 118 98

% 10 8

224 128 116

Bitova mapa

120 150 180 210 240 270 300
11 11 98 30 90 104 6
82 120 8 92 68 120 92
8 116 88 8 100 78 72
132 108 8 82 10 102 118
125 10 124 26 106 100 10
119 114 8 104 68 94 108
88 116 116 12 110 92 90
116 98 26 102 12 112 116
10 118 122 12 126 14 12
148 110 110 108 58 84 120

Rozlozeni jasu v obraze vyjadieno v urovnich (kazdy 30. pixel)



Liniovy profil

Line Profile

< ~+— w3 Mm"3>5 —

J \
0 | )

0 20 40 60 80 100
Distance (Pixel)

Stanoveni frakci DNA na denzitometrickém principu

Dalsi mozZnosti zpracovani obrazu

1. Aritmetické operace s obrazy

= sCitani

= odecitani — pramérovani, odecitani pozadi apod.

= nasobeni — napf. korekce kontrastu

= déleni
2. Logické a pravdépodobnostni operace
3. Méreni a pocitani objekti v obraze

= délka usecky mezi dvéma
pixely

= {hel mezi dvéma
useckami

= plocha P (pocet pixela ve
vyznacené plose)

= pocet objektll v obraze

4. Filtrovani — Cislicové filtry
Ptiklad: maticova konvoluce — hodnota pixelu se nahrazuje linearni
kombinaci pixelll v okoli (obnova ztracenych udaji)



5. Fourierova transformace
Fourierova transformace, definovana podle znamého vztahu

S(2af) = [ s(tyexp(-j2af ydt

je pro pocitaCové zpracovani probihajici v diskrétnich bodech
vyjadiena pro kazdou spektralni ¢aru souctem:

S(n) = Zk OS(k)exp( ]nz—ﬂk)

Diky separovatelnosti Fourierovy transformace je mozné¢ aplikovat
postup FFT nejprve na fadky a poté 1 na sloupce (viz schéma)

vstupniho obrazku Vztah je tedy upraven na:
-1M-1

F(u,v) = ZZf(x ) exp(- J_W)GXP( ]_yV)

x=0 y=0

Fourierova transformace a zpétna Fourierova transformace

-1




Priklad vyhodnoceni mikroskopické struktury
dendritického t alyzy obrazu

Operace globalniho prahovani

C=1245872 C=1,460504
Stanoveni , kompaktnosti objektu“ C =L*/4xn S,
kde L jeobvod aS je obsah (pro kruh vychazi C=1)



NOMARSKEHO DIFERENCIALNI INTERFERENCNI

KONTRAST

Usporadani optickych prvki - Rozdil oproti klasickému SM:

Schematic DIC Configuration

| Light to
. — Eyepieces

Figure 1

| — Analyzer

—Wollaston

Prednosti:

Prism
Chod paprskii:
—— QObjective
Specimen 2.
Slide
"5 _J——cCondenser

Popis funkce Wollastonova hranolu:

vloZzeni paru Wollastonovych hranolli a
paru zktizenych polarizatora.

= Kolem detailGi pfedmétu neni v obraze
rusiva ,,aura“

* Pfi malych hloubkach ostrosti 1ze rozlisit
stupniovité vrstvy ~ nm

jako u FK

1. Linearni polarizace svétla polarizatorem
Chod paprski dvojlomym délicem
Wollastonova typu (smér polarizace
svira s optickymi osami hranolu 45°)

. Druhy Wollastoniiv hranol, shodné
orientovany s prvnim je umistén v zadni
ohniskové rovin€ objektivu

Druhy (zktizeny) polarizator

Hranol rozdéli piivodné linearné polarizované zobrazujici svétlo na dvé
vzajemné kolmo polarizované slozky (fddny a mimofadny paprsek), které
a4 7 (o] 4 4 ,. 4 14 O 4 14 -4 M4
z délice vystupuji raznym smérem. Uhlovy rozdil paprski byva 10™ radianu.

Wollaston Prisms for DIC Microscopy

Ordinary Extraordinary
Ra Ra

Effective

¥ Beame=s=sssssSesssss===

Splitting
lane

Beam
litting
lane

.-—-"‘_'"rrﬂ.‘.r{s
=1
{a)
Wollaston

Prism  Figure 2

Optic
Axis

B \

5]

__.
< Dptic

Nomarski < AE:Is {b)

Modified <

Wollaston <

Prism

Laterdlni posuv obrazi
(bez horniho W. hranolu)
je velmi maly

~ 0,1 um (pod rozliSovaci
mezi). V disledku zmény
tloustky preparatu je efekt
Wollastonova hranolu
rizny (rzné fazové rozdily
mezi o a e paprsky.

Ukolem  kompenza&niho

Wollastonova hranolu (horni) je u€init fazovy rozdil o a e stejny v celé ploSe
obrazu (®y). Tuto hodnotu 1ze ménit posouvanim hranola vii¢i sobé (vodorovng)



HOFFMANUV MODULACNI KONTRAST (HMC)

Vyhody oproti Nomarského DIC:

= podobné zobrazeni pii nizsi cen¢ doplikovych komponent

" moZnost pozorovat objekty 1 na dvojlomnych podlozkach (napf.
bunécné kultury v plastovych kultivacnich kyvetach)

HMUC je dokonalou verzi Sikmého osvétleni
Virtualnim zdrojem svétla, zajiSt'ujicim Sikme osvétleni je pii HMC
obd¢lnikova Stérbina umisténa v predni ohniskove roviné objektivu

Hoffman Modulation Contrast

Modulator

Modulator and Slit Designs

—— Objective

Figure 1

= Specimen
Microslide

Condenser

Polarizer .8
Slit with Hﬁ,

Polarizer L

" Condenser
Slit Plate

Rotating o
Polarizer Figure 2

Modulator = maska s Tg = 15% (kryje se s obrazem §térbiny),
TD< 1 % s TB: 100%.

Imaging Phase Gradients

Figure 5
V mistech gradientu optickych tlousték se paprsky odchyluji a
jednotlivé prispévky vytvofi v zadni ohniskové roviné dil¢i obrazy
Stérbiny.



Uhlova odchylka je tmérna:

dl , .
= (n-1) I pfin =konst. (n —index lomu)

dn

. n— pii /=konst. (/- geometricka tloustka)

a di kolmé ke $térbiné
o 0 gy & ienty (kolmé ke $térbin¢)

Obrazy §térbiny jsou pak posunuty vii¢i Sedé zon¢ modulatoru bud’ do
tmavé nebo svétlé oblasti modulatoru

Vysledek: dojem Sikmo osvétleného reliéfu

vitamin C

.H.lll'.'fll'lm'l | ,;_:.-Irﬂ,-rrlrﬂ-lrrrr."r.
rf-".'ﬁ;f,;ilJ'f}mﬁ.n"IB -J:nsnilizlhn;ﬁ:i{-.

Wz

\\\N\\\\l\\\\\ﬁ\\“ﬁ\}ﬂﬂ

vodni mikroorganismy



Hoffmanuv modulaéni kontrast — odvozeni vzorcu:
uhlové odchylka
1. (n- 1).% pii n =konst. (n—index lomu)

d
2. n% pii /=konst. (/- geometricka tloustka)

ad 1) Model 1

Plati: n.sina=sinf
odchylka:

klin n=1 da=p-a B - a =sinf-sina
5 =n.sina - sina=(n—1). sina
n>1\/ 3 gradient tloust’ky:
x L gy =a
//l ¢ dx ’ ale 7/ B
: dl
=gy =Iiga=sma =—
dx
: dl
:>5a:ﬂ—az(n—l).smaz(n—l).d— c.b.d.
X
ad 2) Model 2 Plati:
Y n=1 sina =n,sin f
n, ® 3 z _ — 1 Z_
- nl.sm( 5 ,Bj = nz.sm( 5 a)j
: sin(Z — ,B) =cos [}
™ 2
n=1 A%
n,.cos ff = n,.cos®

siny =n,sinw

2 .2
sin}/:nzm:\/l—(ﬁ] cos B :\/”22 _”12(1— sin aJ _

2
n, n,

2 2 ) ) ) _ 2 2
\/n2 —n, +sSIN"a = sy —-sm-a=n, —n

>y -a)(y+a)=(n,—n).(n,+n)=An2n
da~(An/Ax).2n.konst~n.dn/dx c.b.d.



KONFOKALNI MIKROSKOPIE
(Idea Marvina Minskyho z r. 1957-tzv.tandemova CM)

Rozdéleni:
1. LSCM (Konfokalni skanovaci laserova mikroskopie)
2. TSM (Tandemova skanovaci mikroskopie)

SIMPLIFIED OPTICS OF ALSCM

PHOTODETECTOR
(PHOTOMULTIPLIER)

DETECTOR PINHOLE
" [CONFOCAL APERTURE)

SOURCE PINHOLE
[ILLUMINATING APERTURE)

il DICHROIC MIRROR
B (BEAM SPLITTER)

LIGHT SOURCE
{0.9. LASER)

\Fy OBJECTIVE LENS

SPECIMEN
FOCAL PLANE I FOCUS

m—— |N-FOCUS LIGHT RAYS
m— QUT-OF-FOCUS LIGHT RAYS

Lance Ladic
ladici@cs.ubc.ca

Odlisnosti konfokalniho zptisobu od klasického SM

= osvétlen je jen jeden bod, signaly od okolnich bodt (vedle, pod a

nad) jsou omezeny otvorem
= rezim: epi (reflexni) nebo fluo — (fluorescencni)
= konfokalni: kondenzor = objektiv (mén¢ odrazi)

= skanovani: rozmitani laserového svazku, pti€né posouvani
vzorku pfed objektivem, piipadné posouvani objektivu nad

vzorkem

= konfokalni obrazy jsou vzdy zaostfen¢ a predstavuji optické fezy

vzorkem (pro A =488 nm tloustka = 0,4 um)
Pocitacova rekonstrukce obrazu:
= zvySeni hloubky ostrosti skladanim obrazli

= skladani obrazl (otaCeni obrazi), pronikani do hloubky vzorku

= stereoskopické obrazky, korekce pozadi atd.



KONKRETNI PROVEDENI LSCM

ATYPICAL LSCM SYSTEM

PHOTOMULTIPLIER

REJECTION
FILTER

—— DETECTOR

PINHOLE
ILLUMINATION

COMFOCAL A © PINHOLE

UNIT
DICHROIC I
MIRROR I LASER *

EXCITATION [

FILTER
XN SCANNING MICROCOMPUTER

F

STORAGE

{e.g. HARD DISK,
OPTICAL DISK,

TAPE)

_ e
_ N[

{e.9. LASER PRINTER,
5 \ DYE-SUB. PRINTER,
r

ELIDES)

CONVENTIONAL
MICROSCOPE

| STAGE |

—
-

3
OBJECTIVE | I Focus
[mmn

SPECIMEN

Lance Ladic
ladici@es.ubec.ca

» zrcadlovy rozmitaci systém (pomaly ~1Hz) byva
nahrazovan systtmem umoznujicim pozorovani v redlném
Case.

= do optické soustavy se zafazuji polarizaéni prvky pro
eliminaci odrazené¢ho svétla

= synchronizace el. paprsku v monitoru se skenovanim
svételneho paprsku na vzorku

* pouzity laser, vétSinou Argonovy (Cary 457, 488, 514 nm),
filtry vZdy monochromaticke

= u laserli je nutné zeslabovani svétla (photobleaching) nebo
kratkd doba osvétleni bodu

= pi1 slabé fluorescenci je mozné zprimérovani mnoha
obrazkl



TANDEMOVA KONFOKALNi MIKROSKOPIE
vzorek se vétSinou pozoruje okem (nebo chlazenou CCD kamerou)
v realném Case (okularem)

Dulezity dopln€k: Nipkowuv kotou¢

desitky az stovky tisic otvort (200 tis)
v Archimedovych spiralach
kotouc€ rotuje (desitky Hz)

otvory konjugované (v dopadajicim a
detekovaném svétle-viz. Petran)

svétlo miiZe prochazet také stejnym souborem otvori (Xiao: et al:
Appl. Phys. lett. 53 (8), 716-718(1988)

Uspotadani podle Petran¢ a Hadravského (1985) LF Plzen
oko

+  okular

i objektiv=kondenzor
; >

vzorek




DETEKCE STEREOOBRAZKU V TSRLM

vzorek se pohybuje nejprve
osy <8¢ 1 )
podle jedne osy a postupné se
> n zaznamena na film. Potom se
Y [ >< ) v pohybuje podle druhé osy.

/ \)ohyb vzorku

POUZITI POLARIZACNICH PRVKU KE ZKVALITNENI OBRAZU

= dopadajici svétlo je linearné polarizované

= prochazi A/4 destiCkou tj. vznika kruhové polarizovaneé svétlo

= odraZzené¢ svétlo od vzorku je také kruhové polarizované, po
nasleném prichodu A/4 destickou vznikd linearné polarizovane
svétlo otogené 0 90 ° vigi dopadajicimu

= svétlo odrazené od optickych prvkl je stejné polarizované jako
svétlo dopadajici a polarizator ho nepropusti

! vzorek

Pouziti CM v biologii: nedestruktivni a neinvazivni zpiisob studia
prostoroveé struktury bunék a tkani (neuronové sit€¢ v mozkove tkani,
selektivni rozloZeni fluorescen¢nich molekul v buiikach atd.)



VIDEO — MIKROSKOPIE (VIDEO — ENHANCED MICROSCOPY)

Oko dokadze objekty snizkym kontrastem identifikovat, ne vSak
kvantitativné hodnotit.

Mikrofotografie, dlouho pouzivana ve SM je nahrazovana video—
mikroskopii rozvijejici se od 70. let srozvojem CCD prvka a
digitalizace obrazu. (CCD — Charge Coupling Devices, nabojové
vazané prvky od poctu 512x512 do 2000x2000).

= Kuvalitni CCD kamery pracuji s osvétlenim od 0,1 lux

= Spektralni citlivost je dana optickymi vlastnostmi kiemiku (400 —
1100 nm). Specialni CCD detektory i od 200 nm.

= Citlivost kamer se zvySuje chlazenim na teplotu — 100 °C (pokles
tepelného Sumu)

Metody video—mikroskopie

1. Videové umocnény kontrast (VEC — Video Enhanced Contrast)

2. Zesilend  fluorescencni  mikroskopie (IFM - Intenzified
Fluorescence Microscopy

ad 1)

VEC — Patfi sem vSechny metody, kdy zanikaji detaily v jasu pozadi.
Zesileni se provadi odeCtenim pozadi a vynasobeni rozdiloveého
signalu vhodnym koeficientem.

Tak je moZné pozorovat objekty aZz o fad menS$i neZ je mezni
rozliSovaci schopnost SM, napf. tubuly v cytoplasmé (20 — 30 nm
v priméru), nebo castecky koloidniho zlata (20 — 40 nm) uZivané
v mikroskopii jako znacky.

ad 2)

IFM — pouZiti zesilovacl obrazu

Pti zesilené¢ fluorescencni mikroskopii 1ze snizovat intenzitu buzeni
oproti intenzité¢ potiebne k vizualnimu pozorovani, ¢imzZ se potlacuje
,,vybélovani“ fluorescence.

IFM se cCasto kombinuje s pocitaCovym zpracovanim obrazu, které
umoznuje zlepsSit pomér signal/Sum integraci nékolika postupné
snimanych obrazki.



MIKROSKOPIE BLIiZKEHO POLE
(NEAR—FIELD SCANNING OPTICAL MICROSCOPY)

Oblast blizkého pole je definovana jako oblast v okoli vzorku
menS$im neZ je vlnova délka dopadajiciho svétla. V NSOM je tato
vzdalenost v fadu nékolika nanometrt.

Detekce svétla z blizké oblasti se provadi za Ucelem dosaZeni
optického rozliSeni lepSiho nez je difrakcni limit (cca 250 nm)

Pokud se provadi detekce prostfednictvim malého otvoru (cca 10
nm) hovoiime o reflexnim modu (collection mode). V piipad¢ uziti
vlnovodu registrujiciho evanescentni vlny z blizké oblasti potom
mluvime o transmisnim modu.

Pouzivany zdroj svétla: v hrotu primér od 25 do 100 nm

Glass fiber

Alumirim coating |
Tr—— Light wavelength (A} 500 nm
| Probe:
Ineident liht aperture gize (a) 25-100 nm
_ = evanescent field alm
A=500 nm .
tip-sample gap 5-50nm

Sample:
feature size <A

skin depth e a0

Optics:
Far-field detector 1-100 mm
Interference effects A4

mezera mezi zdrojem a vzorkem od 5 do 50 nm

rozliSeni je dano velikosti otvoru a
nezavisi na vlnoveé délce pouzit€¢ho
svétla.

Polycrystaliine
sample

— \—— Diffraction
! ; limited
™, resclution
,
,
i
/ Y
r LY
\.

y
Far-field lens




DETEKCE SIGNALU V MIKROSKOPII BLIZKEHO POLE

piezoelektricky posun preparatu

Single mode optical fiber

Motorized Micrometer

Sample

CCD

Vibration

Mirror
Posts

PRIBUZNE MIKROSKOPICKE TECHNIKY

= EFOM (Evanescent — Field Optical Microscopy) Mikroskopie
evanescentniho pole

= PSTM (Photon Scanning Tunneling Microscopy)



