Soucasna opticka
mikroskopie



Sitnice Ocni svaly

Duhovka
Rohovka

Zornice

Ocni
cocka

» RozliSovaci schopnost lidského oka je omezena zornym thlem

» Zorny thel — thel pod kterym oko pozoruje predmét

» RozliSeni zavisi na velikosti obrazu na sitnici

» Zavislost na velikosti a hustoté svétloCivych bun€k (rozte¢ ca 5 um)

» Zdravé lidské oko: min. zorny tthel ~ 1’ (tj. 0.3 mrad)

» Pii konvencni zrakové vzdalenosti (0=25 c¢cm) rozliSime objekty vzdalené ~ 75 um,
t]. napt. 14 vrypl/mm



Jaké vlastnosti svétla oko vnima?
» Intenzitu zafeni I = E? (svételny tok)

» VInovou délku (400 — 800 nm), tj. barvu svétla

Nevnimame:

» Zmeény intenzity elektrické slozky EM pole E

» Polarizaci

» Fazové rozdily



Haidingerovy snopy
(Haidinger's brush)

smeér polarizace zareni xanthofyl

A

https://en.wikipedia.org/wiki/Haidinger%27s_brush#Physiological _causes



Lupa - nejjednodussi opticky pristroj

Uhlové zvétSeni
optického pristroje

z=%

o Konvencni zrakova vzdalenost 8 =25 cm



Princip optického mikroskopu
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Z.:akladni schéma mikroskopu

» dv¢ soustavy spojnych Cocek - objektiv a okular
> objektiv vytvaii skutecny, zvétSeny a prevraceny obraz

» objekt je umistén mezi ohnisko a maximalné dvojnasobek
ohniskov¢ vzdalenosti objektivu

» tento obraz pozorujeme okularem jako lupou
» vysledkem je velmi zvétSeny, prevraceny a neskutecny obraz
» objektiv a okular spojuje tubus

» kondensor — osvétlovaci systém soustiedujici svétlo na
pozorovany objekt, zajiSt'uje vhodné osvétleni
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Historie optické mikroskopie

1590 — 1610 prvni pouzitelné mikroskopy: Hans a Zaccharias
Janssen — vyroba bryli (Middleburg, NL)

1665 — Robert Hook: Micrographia (prvni traktat o pozorovani
rostlinnych tkani a mineral), zavedl pojem burika (cell)

17./18. stoleti — A. van Leewenhoek (Leyden, NL), brousil kvalitni
coCky, zkonstruoval 500 mikroskopti, zvétSeni az 270x

Lister's
Achromatic
Microscope
- (circa 1826)

18. stoleti — upadek zajmu, mikroskop povazovan za kuriozni
hracku neuzite¢nou pro seriozni védu

1826 — konstrukce achromatickych objektivii (Joseph Lister, UK)
1834 — polariza¢ni mikroskopie
1847 — Carl Zeiss (Jena, D) — vyvoj a vyroba mikroskopti

1886 — Ernst Abbe navrhuje pro Carl Zeiss apochromatické
objektivy. Konstrukce Kohlerova osvétlovaciho systému. Dosazeno
rozliSeni na hranici difrak¢ni limity.

Zacatek 20. stoleti — véri se, Ze vyvoj optickych mikroskopii je
definitivné uzavien. Podobné jako celé klasické fyziky...
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... ale neni vSem dnum konec

1911 — konstrukce fluorescen¢niho mikroskopu s UV excitaci:
Carl Reichert (Viden, A)

1932 — objev fazoveho kontrastu: Fritz Zernick (Holandsko,
Nobelova cena 1953)

1955 — diferencialni interferen¢ni kontrast: Georges (Jerzy)
Nomarski (Polsko/Francie)

1960-1970 — prvni pouziti videomikroskopie (vidikon), zvySeni
obrazového kontrastu, analogove zpracovani optického signalu

1968 — rastrovaci tandemovy konfokalni mikroskop
1975 — modulacni kontrast: Robert Hoffman (USA)

1978 — laserovy konfokalni rastrovaci mikroskop




Prvni mikroskopy (Leeuwenhoek, 17. stoleti)

» v principu pouze lupa s jednou
jedinou ¢ockou s velice kratkym
ohniskem

» Cocka — sklenéna kuli¢ka o malém
poloméru 1 — 2 mm

» snadna vyroba, ale velka barevna a
kulova vada




Co tak mohl Leeuwenhoek ve svém mikroskopu vidét...
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Prvni slozené mikroskopy

> Robert Hooke 1635-1703

Mikroskop

Olejovs 2T 1670
lampa  Bankas

Osvétlovaci
soustava

vzorku






Faktory ovliviiujici kvalitu zobrazeni:
» ZvétSeni
» RozlisSovaci schopnost

» Obrazovy kontrast



ZvétSeni mikroskopu

paradoxn¢ nejméné dilezity parametr z hlediska kvality obrazu
zavisi na priéném zvétSeni objektivu a uhlovém zvétSeni okularu
maximalni uZiteCné zvétSeni: ca 1000x

uzitecne zvétSeni je limitované rozliSovaci schopnosti objektivu
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dalsi zvétSeni pomoci okularu nad tuto mez poskytuje tzv. prazdné zvétSeni (veétsi

obraz, ale bez novych detail)
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RozlisSovaci schopnost mikroskopu

fundamentalni omezeni dané vinovou povahou svétla

u mikroskopu je dana rozliSovaci schopnosti objektivu

numericka apertura - NA

vysoka rozliSovaci schopnost sama o sob¢ nezarucuje

vysokou kvalitu obrazu 1
rlateral = 06 1 ]\]14

E - NA =N Sin @ 1 4 nﬂ“
axial * 2
NA
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X . , X . :
intensity intensity
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4c/Numerical_aperture.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4c/Numerical_aperture.svg

Kontrast zobrazeni

primarnim zdrojem kontrastu je interakce osvétlujiciho zateni se

zobrazovanym objektem (absorpce, ohyb, rozptyl)
pomér rozdilu jasu objektu a jasem pozadi k jasu pozadi

mez rozliSeni lidského oka pfi vizudlnim pozorovani ~ 2 — 5% (svétle

pole)

B

objekt B ozadl
C _ )] p

pozadi



1, mmdex lomu

v, rychlost
W

CocCky a objektivy - nikdo neni dokonaly - -

sin aq ( o

sin as

> lom svétla na dvou rozhranich s
riznym indexem lomu

» komplikovana vyroba povrchii
jinych nez kulovych a
rovinnych

» nutny ray-tracing! Snellitv
zakon lomu

» kompenzace vad pomoci

vvvvvv

kombinaci riznych optickych
material



Barevna vada

Axidini barevna vada (v ose)

ReSeni barevné vady:

/4

» Konstrukce slozenych Cocek z
materiall s riznou disperzi
indexu lomu

» dublety
> triplety

AN




Sférické deformace obrazu

» stérické zkresleni zplisobi deformaci piimek
» nerealistické zobrazeni k okrajim zorného pole
» soudek (barel)

» polstaiek (pillow)



Objektivy mikroskopu

60x Plan Apochromat Objective

Nosepiece

Manufacturer M_ﬁ_llmtigg
Flat-Field o
Correction Aberration
Lateral Correction
Magnification Numerical
Specialized Aperture
Optical Working
Properties Distance
Tube Length - Magnification
GO Glis Color Code
Correction
Thé";‘:-:aiﬁ Collar
Front
Cover Glass
Lens Element
Adjustment Assembly

nage Figure 1
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Nejsou tak jednoduché, jak vypadaji zvenkau...

10X (NA = 0.30) 20X (NA = 0.65) 40X (NA = 0.95) 100X (NA = 1.40)
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Nutnost korekce optickych vad Cocek: barevna vada, kulova vada

|

Achro, Achromat — achromatické objektivy: korekce barevné vady
Apo, Apochromat — apochromatickeé: nejvyssi stupen korekce barevné i kulove vady

Fl, Fluar, Fluor, Neofluar, Fluotar - fluoritové ¢ocky, lepsi odstranéni kulové a
barevne vady),

Plan - korekce zklenuti zorn¢ho pole, dobr¢ zaostifeni rovinného objektu v celém
zorném poli mikroskopu



Zesileni kontrastu:
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Modulace intenzity a sméru osvétleni
Mikroskopovani v temném poli
Fazovy kontrast

Diferencialni interferenc¢ni kontrast
Polariza¢ni mikroskopie

Konfokalni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie



https://vesmir.cz/images/gallery/archiv/1995/11/kontrast-v-opticke-mikroskopii/page/1995_638_02.jpg
https://vesmir.cz/images/gallery/archiv/1995/11/kontrast-v-opticke-mikroskopii/page/1995_638_02.jpg
https://vesmir.cz/images/gallery/archiv/1995/11/kontrast-v-opticke-mikroskopii/page/1995_638_01.jpg
https://vesmir.cz/images/gallery/archiv/1995/11/kontrast-v-opticke-mikroskopii/page/1995_638_01.jpg

Konstrukce mikroskopu

» mikroskop vzprimeny (upright)

» mikroskop invertovany (inverted)

Vzprimeny mikroskop

» objektiv nad vzorkem

» buiky imobilizované mezi podloznim a
krycim sklickem; fixované preparaty

» mikroskopovani bunék ponornym imerznim
objektivem (bez kryciho sklicka)

» vhodné pro fazovy kontrast a fluorescenc¢ni
mikroskopii

Invertovany mikroskop

» objektiv pod vzorkem

» vhodny pro mikroskopovani zivych bun¢k v
kultivacnich miskach s prihlednym dnem

» priirozena imobilizace bunék gravitaci nebo
adhezi v jedn¢ roviné (jednodussi fokusovani)

» lepsi moznosti pro udrzovani vhodnych
kultiva¢nich podminek (pfistup ze shora)



Osvétlovaci soustava mikroskopu

> diaskopické osvétleni — pozorovani v prochdzejicim svétle

> episkopické osvétleni — pozorovani v odrazeném svétle

Diaskopické osvétleni

¢ vhodné pro pozorovani prihlednych
vzorkl

Casto pouzivané v biologii (bunky)
svétle pole

tmavé pole

R/ R/ R/
0‘0 0‘0 0‘0

Episkopické osvétleni

¢ vhodné pro pozorovani neprihlednych
vzorkl

» Pouziva se ve fluorescen¢ni

mikroskopii

s stejny smér chodu paprskli pro
osvétleni 1 pozorovani — nutny déli¢
svazku

*

)

L)

*

episkopické

diaskopické



Mikroskopie ve svétlém a tmavém poli

paprsky
zastavené
irisovou clonou

irisova
) clona
paprsky paprsky Lt
nevstupujici vstupujici objektiv
do objektivu ‘. !_ dale do :
| . o
objektivu 1. r
' = vzorek = -
(a)

i)
g_ kondenzor _g

- eemms amm Conn mm o e

» pouze strukturni detaily, které rozptyluji,
odrazeji, lomi nebo ohybaji svétlo
ptispivaji k tvorb& obrazu

» vhodna pro pozorovani jednotlivych
bunck v jedné vrstveé

» nevhodné pro tlustsi vzorky (rozptyl od
mimofokalnich rovin snizuje kontrast)
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Fazovy kontrast AR

amplitudové objekty — odliSnost v barvé (chromati¢nost)
barveni preparatu pro zvySeni amplitudoveho kontrastu
fazové objekty — odliSnost v indexu lomu

interference svétla s riznym fazovym zpozdénim
nedostatek: halo efekt na rozhranich s vysokym indexem
lomu (lom svétla a nasledny rozptyl), ktery snizuje kontrast

Frits Zernike

1888 — 1966

Amsterdam
Nobelova cena 1953



Princip mikroskopie s fazovym kontrastem

matnice (zobrazovaci CCD)

. svétlo , nedifraktované paprsky
difraktovane (+ zeslabenf intenzity
vzorkem fazova desticka ?
difraktované
objektiv paprsky +A/4
svétlo nedifraktované vzorkem
vzorek

= kondenzor

@ kondenzorova maska

predni ohniskova
rovina kondenzoru

osvetleni



fazova
desticka
+\/4

o | /\
nedifraktovany ' |
paprsek ’J / \
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fazovy objeki paprsek prosly paprsek od paprsky
Nusorek 7 Nokoi~ OPJEKEEM jE objektu nabere interferuji
fazové zpozdeny dalSi fazové pro fazovy
napfr. o A/4 zpozdéni posuv A/2 je I=0

MA+AIA=)\I2

podle konstrukce fazova desticka méni fazi difraktovaného paprsku o +A/4 nebo -A/4
pozitivni fazovy kontrast (silnéjsi ¢asti objektu jsou tmavsi)

negativni fazovy kontrast (silnéjsi ¢asti objektu jsou svétlejsi)

pouziva se kvasimonochromatické osvétleni (vétsinou Zlutozelené kvili citlivosti oka)
pri pouziti bilého svétla je obraz barevny (zavislost indexu lomu na 1)

modifikace propustnosti fazové desticky zlepsuje kontrast



Diferencialni interferencni kontrast (DIC)

Georges Nomarski
1919 - 1997
Polsko / Francie




okular/matnice

_ Princip DIC
ﬁ analyzator » polarizator / analyzator
: » Wollastonlv / Nomarskeho hranol
| » dva paprsky s ortogonalni polarizaci — radny a
== Wollaston(iv mimoradny o ]
— hranol » interference dvou obrazl predmétu od paprski
% s ortogonalni polarizaci

- » interference vizualizuje fazové rozdily mezi
@ objektiv paprsky proslé stejnym mistem pod trochu
3 jinym uhlem (tj. na gradech tloustky nebo
indexu lomu rizné dlouhou optickou drahu)

: H vzorek » vizualizace gradientll indext lomu

> vizualizace gradientd tloustky vzorku

i > dobfre zviditelfiuje hrany objektd
< kondenzor : %
_ » poskytuje pseudo 3D reliéfy

.. P

| Wollastoniv 714 <

hranol T

|

@ polarizator T

’9>
| <



Surrounding

Medium

n c

(a) (b) 3 5
An
A~ —

A=0
Reference MNucleus
Plane (Thickest Portion)
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(Thin) 2 2 L R
| O (= Adherent
<+ g . - : Cell

—_— AY  — AX  — Incident —_— Ax -— Coverslip
Transmitted
Light lllumination

Qo = /4



Zobrazovani bunék pomoci DIC

Zvyraznéné hrany a okraje objekt(, zakrivené struktury a struktury s rozdilnym indexem lomu

Poskytuje pseudo 3D reliéfy: slozity a nejednoznacny vztah s fyzikalni strukturou objektu
lluze Sikmého osvétleni

Relativné mala hloubka ostrosti ~ 250 nm (viz obrdzek B)
Nevyhody: artefakty od podlozek z opticky aktivnich material( (plexiglas)




Hoffmaniuiv modula¢ni kontrast (HMC)
Robert Hoffman (1975)

» zdokonalena verze mikroskopu se Sikmym osvétlenim (Stérbina)

» detekce gradientd optické tloustky vzorku

» paprsky prochdzejici riznymi gradienty jsou odchylené do
ruznych sméru a rizné zeslaben¢ modulacni maskou

» plasticky reliéf vzorku podobné jako u DIC (pseudo 3D)

modulaéni maska
(zadni fokalni rovina objektivu)

objektiv =

Modulacni
maska
objektivu

vzorek =—

kondenzor =

\

kondenzorova maska _ Kondenzorova
(pFedni fokalni rovina maska s
kondenzoru) asymetricky
otoc¢ny polarizator = uvmvlstgnou
stéerbinou

(+ polarizator)




Modulacni maska objektivu

» umisténa v zadni ohniskové roviné objektivu
(tzv. Fourierova rovina objektivu)
konjugovana s kondenzorovou maskou se
Stérbinou (vzajemné zobrazovani)

3 zény Sedych filtra:

D (Dark) T=1%

G (Grey) T=15%

B (Bright) T = 100%

A\
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Kondenzorova maska se stérbinou

» umisténa v predni ohniskové roviné kondenzoru

» konjugovana s modulacni maskou objektivu

» excentricka obdélnikova stérbina se ostre
promita na zonu G modulacni masky

» Cast Stérbiny je prekryta polarizatorem

Otocny polarizator

» umoznuje spojité modulovat intenzitu svétla
prochazejici Casti kondenzorové Stérbiny

» ladéni kontrastu



Princip zobrazovani optickych gradientu

» na mistech s optickym gradientem (kolmym na osu $térbiny) Ag ~ grad D Ag ~ gradn
se Sitkmo dopadajici paprsky odchyli od ptiivodniho sméru n—1 n

» na zonu G se zobrazi paprsku, které se od ptivodniho sméru
neodchylily (&asti vzorku bez optického gradientu; okoli) Aa —uhlova odchylka od sméru

> paprsky odchylené vpravo dopadnou na zénu B a budou ptvodniho paprsku
zeslabené méné nez neodchylené paprsky (zéna G) nebo D — tloustka vzorku

paprsky odchylené vlevo, které dopadnou na zonu D n — index lomu vzorku




» asymetricka filtrace Fourierova obrazu vzorku vytvofeného v zadni ohniskové
roviné objektivu

» HMC zviditeliiuje prakticky stejné fazové struktury jako Nomarského DIC, ale
jinym mechanizmem

» vytvafti plasticky reliéf vzorku podobné jako DIC (pseudo 3D)

» zvyraznéné hrany objektl

» prednost HMC — moZnost pozorovani na dvoujlomnych podlozkach (plexiglas)

» niz§i cena optickych komponenti oproti DIC




Rheiberguv kontrast (osvétleni)

» modifikace osvétlovaciho systému pro
mikroskopii v temném poli (darkfield)

» centralni maska je propustna pro
vybranou vlnovou délku

» anularni maska propousti jinou vinovou
delku, obvykle komplementarni

» barevny efekt

Objective

Annular
Light
Rays

Specimen

Condenser

Annular
Filter



Rheinbergovo
osveétleni

Svétlé pole Tmavé pole



Polariza¢ni mikroskopie

» pozorovani objektli mezi zkiizenymi polarizatory ve svétlém poli
» vhodné pro zvyraznéni opticky aktivnich (dvojlomnych) struktur

Z ’ = .
Rekombinované ob::aégvam r y
paprsky po =
interferenci Okular

I Bertrandova
c¢ocka v tubusu

= Analyzator
Radny
paprsek Objektiv

af ll"f v ,
Ay _____.-:- (I)svetlenl

Mimoradny _

paprsek —  Vzorek |
Linearné Otoény
polarizované stolek

svétlo
- Polarizator

Zdroj

mikroskopu Jr

Zaostrovani



Vyuziti

» mineralogie a geologie

» urCovani jednoosych a dvojosych krystalti (navic zasouvaci A/4 fazova desticka
» ortoskopické a konoskopické usporadani

» biologie — identifikace krystalickych struktur uvniti bunék

Fiber ultimate

Transverse dislocations
(nodes)

Fiber bundle (comprised
of fiber ultimates)

Vlakna Inu setého (Linum usitatissimum)
Rez podél vldken
Objektiv 20x, polariza¢ni mikroskopie




Konfokalni mikroskopie
Marvin Minsky (1957)

detektor

rozdélovac paprsku

§térbina pro prichod
budicich paprski

objektiv

mMimeo rovinu ostrosti

rovina ostrosti
MIMo rovinu ostrosti

vzorek

YV V

Marvin Minsky, patent 1957
slozita technicka realizace
Mojmir Petran a Milan Hadravsky
LF UK Plzen, patent 1966
Nipkowilv kotou¢

konfokalni clona (pinhola)
potlaceni signalu z rovin mimo
rovinu ostrosti

vhodna metoda pro pozorovani
tlustych transparentnich vzorkt
(napt. tkanovych kultur, velkych
bungk)

LSCM - Laser Scanning Confocal
Microscopy (1987)



Konfokalni mikroskop na bazi Nipkowova kotouce

— SVetlo
série ¢cocek . L
dichroické

zrcatko@ ccD ]

objektiv

Nipkowovy

S€Te  Kkotouce
otvoru

rotace
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Elektronova mikroskopie a AFM prinesly rozliSeni daleko za difrakcni

limitou, ale:

» ~ 80% vSech biologickych zobrazovani stejné pfipada na optickou
mikroskopii zalozenou na konvencni optice

» optickd mikroskopie ma radu vyhod, napt. moznost neinvazivniho
zobrazovani in vivo, rozliseni biologickych struktur na zakladé
rtiznych kontrastd véetné chemického

» 1992 — prolomeni difrakéni limity (S. W. Hell - 4Pi mikroskopie)

» 2014 — Nobelova cena

9014 NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY

ot o= o 5 = e

A¢

Eric Betzig, Stefan W. Hell
and William E. Moerner




Excitation E

Depletion

STED

STED — Stimulated Emission Depletion Microscopy

(b) =

o

Objective

laser

BPF VPP L1 L2 P QWP

H

A 592 nm DCSP

NF

A 488 nm DCLP

BPF
LS

PH
APD

image

laser

~
m
>

L

ASTED AN\N\S >




Fazove destiCky pro STED

Lateralni Axialni
rovina rovina

21T
3
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Single-fluorophore Super-resolution Microscopy
Jednomolekularni lokalizacni mikroskopie

umoznuje zobrazovani celého objektu najednou (wide-field)

stochasticka expozice jednotlivych molekul (fluorofor(), zdznam obrazu na CCD

na CCD)

nutno excitovat pouze malé mnozstvi fluoroforud, aby nedochazelo v prekryvu obraz
casoveé narocné, vzorek se v prubéhu zobrazovani nesmi pohnout

lateralni rozliSeni ~ 20 nm, axialni mozno vylepsit pomoci 3D-STORM, BP-FPALM, iPALM

Positions of Molecules Images on CCD Reconstructed Images

(a) (b) (c)
N B N B

(e) (f)
B B -




Problém: vysoka prostorova hustota fluorofort v biologickych
vzorcich

Reseni: selektivni excitace nebo fotoaktivace jenom malé &asti
z pritomnych fluoroforu. Celkovy obraz vznikne
superpozici jednotlivych obrazkd nasnimanych jako
Casova rada. Princip PALM poprveé pouzity v r. 2006.

» pouziti fotoakivovatelnych nebo fotoprepinatelnych
fluorescencnich znacek
» moznost multiplexového znaceni vice fluorofory najednou



calculated confocal image
(FWHM of PSF: 250nm)
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Pointilismus v malirstvi
Georges Seurat
Paul Signac

Pfi pouziti metody STORM vznika
fluorescencni obraz vzorku tecka za
teCckou, podobné jako malovali
svoje obrazy pointilisté.



3D-STORM
STORM s axialnim rozlisenim az ~50 nm
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PFi pouziti optiky s mirnym astigmatizmem zplsobenym zarazenim valcové cocky se obraz fluoroforu na
CCD zobrazi jako elipsa s rlznou orientaci hlavni osy, a to v zavislosti na vzdalenosti od fokalni roviny.
Pouze signal od fluoroforu presné ve fokalni roviné se zobrazi jako krouzek. U obrazu se pak vyhodnocuje
elipticita obrazu, podle které je mozno urcit i axialni polohu fluoroforu vzhledem k fokalni roviné.



At Zije a vzkvéta opticka mikroskopie, a at jsme
i nadale prekvapovani a udivovani uzasnymi
moznostmi, které nam poskytuje pfri
pozorovani mikrosvéeta!
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