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1. K OBJEKTIVUM:

OBJEKTIVY - jsou jednou z nejvyznamnéjsich ¢asti mikroskopu, ktera rozhoduje o jeho kvalité,
jejich vlastnosti prosly dlouhym vyvojem - od jednoduché ¢ocky az k dnesnim dokonalym objektivim.
Vlastnosti objektivii udavaji Ciselné hodnoty pro zvétSeni, numerickou aperturu, parfokalni
vzdélenost, pozorovaci (pracovni) vzdalenost a primér vstupni/vystupni pupily.

Numericka apertura je soucin indexu lomu prostfedi mezi vstupni co¢kou objektivu a preparatem
(krycim sklem) a sinem poloviny otvorového tihlu objektivu. Je métitkem pro dosazitelnou rozliSovaci
schopnost objektivu, a tim téZ pro jeho zvétSeni a pro svételny tok, ktery miize objektiv zachytit.
Parfokalni vzdalenost je vzdalenost od zavitu objektivu k povrchu preparatu, ptipadné kryciho skla (v
milimetrech). Ma byt pro vSechny objektivy na jednom mikroskopu stejna, pak odpada zaostiovani pti
otaceni revolverovym nosi¢em.

Pozorovaci (pracovni) vzdalenost se méii od vstupni ¢ocky objektivu k roviné preparatu (kryciho
skla), se stoupajicim zvétSenim klesé az na zlomky milimetru.

Vady c¢ocek - objektiv neni schopen zobrazit detaily bez zkresleni, které je zptsobeno jeho

zobrazovacimi vadami. Nejdulezitéjsi zobrazovaci vady objektivu jsou:

a) sféricka odchylka

b) sinusova vada

c) sklenuti obrazu

d) deformace obrazu (soudeckové a polstarkove)

e) chromatické odchylka

Objektivy se v prub&hu vyvoje neustale zlepSuji tim, Ze se u nich stale vice potlacuji zobrazovaci vady

(zbytkové vady, aberace). Nazev objektivu naznacuje, kterou zobrazovaci vadu objektiv vyznamné

potlacuje. Potlacovani zbytkovych vad se fika korekce. Stupen odstranéni zbytkovych vad (aberace) je

stejné jako u okularu dulezitym kritériem pro jakost objektivu.

Opticka korekce - stupenl korekce barevné (chromatické) a kulové (sférické) optické vady objektivu.

Korekce téchto vad mize byt kombinovana s korekci vyklenuti zorného pole (plan korekei).

« Achromatické objektivy (achromaty) - jsou nejcastéji pouzivanym typem objektivii s nejnizsi
urovni korekce. Jsou vhodné pro béZné pozorovani, ale ne tak docela pro barevnou fotografii. Na
objektivu se tato uroveil korekce neoznacuje - objektivy bez oznaceni jsou achromatické. Jsou
vyhodné napt. pii fluorescenci, protoze jsou slozeny z méné cocek, takze pohlcuji méné
ultrafialového zateni.

- Planachromatické objektivy maji korekci vyklenuti zorného pole, pouzivaji se hlavné pro
mikrofotografické prace.

« Apochromatické objektivy (apochromaty) - jsou typem objektivu s velmi dobie korigovanymi
vadami. V dusledku své konstrukce maji pii daném zvétSeni vysokou NA, ta se projevi jasnéjsim
obrazem a vys$§im rozliSenim, které 1ze t€mito objektivy dosdhnout.

- Planapochromatické objektivy - spojuji vlastnosti apochromati s plan-objektivy, patii k
nejlepsim a k nejdrazsim objektiviim (s urovni korekci roste slozitost konstrukce a tim i cena
objektivil), proto se pouzivaji pouze u kvalitnich mikroskopt, ur¢enych napt. pro mikrofotografii.
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+  Fluoritové objektivy (semi-apochromaty, fluority) - jsou korekci svych vad umistény mezi
achromaty a apochromaty. Jejich nézev fluority souvisi s kazivcem (fluoritem), ktery byl plivodné
pouzivan k vyrobé nékterych jejich Cocek. Predstavuji obvykle cenové dostupnéjsi feSeni nez
apochromaty s velmi dobrou trovni optickych parametra.

« Planapochromatické fluoritové objektivy, napi. planfluority, vyuzivaji vynikajicich optickych
vlastnosti fluoritového skla, které dobie propousti ultrafialové zafeni, pouzivaji se hlavné pro
specialni ucely, napt. pii fluorescencni mikroskopii.

Barevné oznaceni objektivii - objektivy jsou oznafeny barevnymi prouzky, aby se usnadnila

orientace pii otaceni revolverovym nosi¢em objektivil (riizné barvy pro rizné zvétsSujici objektivy).

Odpruzené objektivy - vystupni Cocka objektivli s velkym zvétSenim je pii zaostfeni na preparat

velmi blizko krycimu sklu a mize dojit k mechanickému dotyku, proto jsou objektivy s velkym

zvétSenim vybaveny pruznym uloZzenim vstupni Cocky, ktera se pii dotyku kryciho skla ¢astecné
zasune do pouzdra, ¢imz je objektiv chranén pied poskozenim.

Objektivy pro specidlni pracovni postupy - nékteré¢ metody vyzaduji objektivy upravené pro tyto

metody. Sem patii fazovy kontrast, HoffmanGv kontrast, pfipadné¢ Nomarského diferencidlni

interferen¢ni kontrast (DIC).

Metody riznych fazovych kontrastii nachdzeji svoje uplatnéni pii pozorovani objektil, které nelze
barvit, jako napft. pfti fertilizaci in vitro (metoda asistované reprodukce).

2. INVERZNI MIKROSKOPY - maji optickou soustavu "vzhiru nohama", tj. objektivy jsou pod
preparatem a kondenzor s osvétlovaci soupravou nad nim. Jsou vhodné pro pozorovani kultur Zivych
bun¢k a mikroorganismil napi. na Petriho miskach, pii zkoumani tkanovych kultur, kvality vody,
rozborech sedimentii vzniklych chemickou reakci, pozorovani krystalickych struktur atd.

3. SPECIALNI ZPUSOBY MIKROSKOPIE

Mikroskopické pozorovani Zivych nezbarvenych bunék je prakticky velice obtizné, a to pro velice
maly kontrast jejich vnitinich struktur diky vysokému obsahu vody. Pro kvalitni pozorovani
mikroskopickych objektl je nutné ,,uméle zvysit kontrast (kontrast je definovan rozdilem mezi jasem
pozadi a jasem sledovaného objektu), kvalita obrazu nezavisi tedy pouze na zvétSeni a rozliSovaci
schopnosti pouzitého mikroskopu.

Kontrast 1ze zvysit pouzitim riznych barvicich technik, ale chceme-li pozorovat zivé bunky a pochody
V nich, musime pouzit specialni zpisoby mikroskopovani. Byla sestrojena rizna pomocna zatizeni,
kterd umoznuji pouZzivat napt. zvlastni druh osvétleni (mikroskopie v zastinu neboli v temném poli),
zvlastni druh svétla (fluorescenéni mikroskopie) nebo specidlni zatizeni (fazova kontrastni
mikroskopie). Zvlastni kapitolu tvofi mikroskopie elektronova.

POZOROVANI V POLARIZOVANEM SVETLE
Polarizaéni mikroskop je kombinaci svételného mikroskopu a polarimetru. Vyuzivd linearné
polarizovaného svétla, které kmitd v jedné roviné. Umoziuje zviditelnit struktury, jejichz stavebni
materidl se vyznacuje dvojlomem. V dnesni dob¢ se pouziva predev§im v mineralogii a pii zkouméani
nekterych anizotropnich systémt (pficné pruhovany sval, bunécné stény, Skrobova zrna). Pfi zavedeni
elektronového mikroskopu postupné ztratil na vyznamu.
Polarizace je uskute¢néna filtry (polarizator, analyzator), které jsou v optické ose mikroskopu.

e Polarizator - v osvétlovaci soustavé (pod kondenzorem nebo v ném)

e Analyzétor - za objektivem (v tubusu nebo nad okularem)
a) Jednolomné latky: voda, cytoplasma, buné¢né jadro - zistavaji pii zktizenych filtrech tmavé (nejsou
zobrazeny).



kondenzor

b) Dvojlomné latky: krystaly, celulézni bunécéné
stény - méni rovinu polarizovaného svétla, a proto

objektiv jsou pii zktizenych filtrech zobrazeny svétle na

tmavém pozadi.

Pivodni paprsek se po priichodu vzorkem rozdéli na
2 nové, fadny a mimotadny, které jsou navzajem
fazové posunuté a kmitaji v riznych rovinach.
V analyzatoru se oba paprsky slozi do stejné roviny
kmitu a jejich fazovy posun se projevi vznikem
interferen¢nich barev.

Metoda se uzivdA pro zobrazeni linearné
usporddanych a krystalickych bunéénych struktur,
napf. tonofibril, krystalickych inkluzi (na obr.

Obr. 4 Chod paprsku pfi mikroskopovani v temném poli analyza mocovych kamend), Kkeratinovych a

celulézovych struktur, vybrust kosti apod.
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POZOROVANI V TEMNEM POLI (V ZASTINU)

Clona zachycuje paprsky prochazejici piimo do objektivu. Objekty jsou osvétleny z boku a my
pozorujeme pouze svétlo, které se na nich ldme nebo odraZi. Prazdné zorné pole je pfi tomto postupu
tmavé. Teprve to svétlo, které se rozptyli pfi dopadu na preparat, prochazi ¢aste¢né objektivem a
vytvaii obraz objektu, v temném poli pak jednotlivé Casti preparatu intenzivné zaii (na obr.
zooplankton).

Kondenzor pro mikroskopovani v zastinu se spojuje s podloznim sklickem imerzi a apertura se nastavi
na nejvyssi hodnotu. Tato metoda se pouziva pii studiu organismil a ¢asti buné€k, které se nedaji dobie



barvit a jsou piitom malé, takze se Spatn¢ rozliSuji normélnim svétlenym mikroskopem (spirochety,
velké viry, mitochondrie, centrioly, lysozomy, peroxizomy).

Pouzivad se bud specialnich kondenzorti (paraboloidnich), nebo se pod kondenzor vlozi clonka
S neprostupnym stiedem, takze nepropousti sttedové paprsky. Podobného efektu dosahneme tim, Ze na
zdroj svétla polozime minci.

FAZOVY KONTRAST

V roce 1953 ziskal Frits Zernike za fazovy kontrast Nobelovu cenu v oblasti fyziky.

Princip fadzového kontrastu spoiva v tom, ze fazové rozdily svételnych paprskii prochazejicich
buiikou, které lidské oko nevnimd, se méni pfisluSnym zafizenim v rozdily amplitudy, které
rozeznavame jako svétlejsi a tmavsi mista objektu (na obr. kofein).

Na kondenzor se umisti maska s kruhovou $térbinou, kterou pronika svétlo do objektu. V objektivu, v
misté obrazu kondenzorové masky, je umisténa fazova maska. V misté¢ $térbiny u kondenzorové
masky je u masky f4zové napatena polopropustna vrstva kovu, ktery méni fazi svétla o ¢tvrtinu vinové
délky. Diky tomuto uspotadani prochdzi nedifraktované (neohnuté) zéafeni ze zdroje (Stérbiny
kondenzorové masky) tou casti fazové masky, kterd méni fazi svétla. Ostatni vinéni, které se na
objektu ohnulo nebo zlomilo, projde beze zmény. Pii interferenci vin v obrazové roviné se casti
objektu, které riznym zptisobem méni fazi svétla, projevi riiznou intenzitou svétla.
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FLUORESCENCNI MIKROSKOPIE

Fluorescencni mikroskopie umoziuje zobrazit urcité latky obsazené v bunikdch casto v minimalnim
mnozstvi. Metoda je zalozena na skuteCnosti, Ze nékteré chemické latky (fluorochromy) po dopadu
svétla o krats$i vinové délce zari svétlem o delsi vinové délce - tedy svétlem jiné barvy. Tento jev se
nazyva fluorescence. Je projevem intramolekulové energetické zmény vzbuzené v latce absorbovanym
zatenim. U latek, které jsou samy o sob& schopné fluorescence, mluvime o primarni fluorescenci
(autofluorescenci). Fluorescenci mizeme také vyvolat navazanim fluorescenéniho barviva nebo
sondy na nefluorescen¢ni cil a indukujeme tak sekundarni (nepfimou) fluorescenci. Latky, které jsou
fluorescence schopné a které pouzivame k fluorescenénimu barveni, se oznacuji jako fluorochromy.
Casto jsou konjugované do komplexu fluorescenéni sondy s dalsimi slozkami, napf. kratkymi fetézci
nukleovych kyselin nebo protilatkami, které specifikuji jejich interakci s cilovymi molekulami a
strukturami.

Princip nejcastéji uzivaného postupu spociva ve vazbé fluorochromu na uritou bunéénou slozku
(polysacharid, protein), kterd pak napt. v modrém budicim svétle zaii svétlem zlutym. Aby modré



svétlo budici fluorescenci nevadilo pii pozorovani, musi byt odstranéno bariérovym filtrem. Ten pohlti
modré svétlo vychazejici z preparatu do objektivu a do okuldru propusti jen svétlo zluté. Vysledkem je
tedy obraz zlut¢ zaficich struktur v temném poli.

Varianta této metody s pouzitim mnoha riznych fluorochromu se uziva k vizualizaci bunéénych jader,
chromozomt, jadérek, cytoskeletu a jeho slozek, specifickych bunéénych antigent a dalSich struktur.
V mikrobiologii slouzi k mikroskopickému prikazu mikroorganismu v klinickych vzorcich (sputum,
moc¢, kozni Supiny aj.). V imunodiagnostice se uziva k detekci bunéénych antigenti sdruzenych s
urCitymi chorobami. Podstata této imunofluorescencni metody je v tom, ze molekuly protilatky
(zpravidla monoklonélni) oznacené navdzanym fluorochromem se specificky vdzou s molekulami
bunécnych a tkanovych antigenti, ¢imz vznikaji komplexy (antigen + protilatka + fluorochrom), které
ve vhodném budicim zafeni v mikroskopu fluoreskuji a tim indikuji pfitomnost antigenu v butice ¢i
tkani. Obr. — prabéh mitdzy — klokan, ledviny, epitelialni bunky.
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ELEKTRONOVY MIKROSKOP

Elektronové mikroskopy pracuji s proudem elektronti ve vakuu. Proud elektront je zafeni velmi malé
vlnové délky. Dva typy - transmisni a rastrovaci elektronovy mikroskop.

Transmisni elektronovy mikroskop

Viditelny obraz se vytvari na fluorescenénim stinitku svazkem elektrond, které prosly studovanym
vzorkem nebo ve vzorku difraktovaly. Zdrojem proudu elektronli je kovovéa katoda, ktera po
rozzhaveni vysila elektrony urychlované elektrickym polem o napéti 50 — 200 kV. Proud elektronti
prochazi tzv. elektronovou cockou, kterou tvofi
elektrické pole zvlastniho kondenzatoru nebo
magnetické pole civky. Tato elektronova cocka
Katoda soustfed’uje elektrony na pozorovany predmét.

Vrstva preparatu musi byt velmi tenkd, pfiblizné 1

Kanderzator um, aby nepohlcovala elektrony. Proud elektronti
pak prochazi dalsi elektronovou cockou —
Preparét objektivem a vytvoii prvni elektronovy obraz. Cast
Oty ebtiv tohoto obrazu se elektronovou cockou —
S projektivem — znovu zvétsi a vysledny obrazec se
vl ot az (4 s rr ,
Projektiv promitd bud’ na stinitko, nebo se zachyti na

fotografické desce ¢i filmu. Tyto, a samoziejmé 1
dalsi soucasti elektronového mikroskopu, jsou
Vyrsledny obraz uloZeny ve vzduchotésné valcové nadobé, z nizZ je

Sieith o (51 vyCerpan vzduch, aby se proud elektronl
| przzzzzzza  Stinitko (film) nezeslaboval.




K ptiprave vzorki pro transmisni elektronovy mikroskop se pouziva n¢kolik metod:

o metoda obtisku (replik) - povrch silnéj$i nez 10 - 50 nm se pokryva replikou. To mize byt napf.
roztok celulozy, ktery se nakapne na pozorovany povrch a necha se roztéct. Po zaschnuti repliku
sejmeme a pozorujeme.

o priprava ultratenkych Fezii - pouziva se ultramikrotom. Fixace glutaraldehydem - fixuje rychleji,
uéinngji a 1épe jak formol, kyselinou osmicelou, atp., zalévani do umé&lych pryskyfic, sklenény ntz,
fez 50 — 80 nm.

o elektrochemické leptani - vzorek je elektrochemicky leptan nebo iontové poprasovan. V miste,
kde se vzorek prolepta, jej pozorujeme.

katoda (1 5KV Rastrovaci (skenovaci) elektronovy mikroskop

Rastrovaci elektronovy mikroskop pracuje tak, ze
postupné na vSechna mista vzorku dopadéd tenky
med clona svazvek ,elrektror'lu.. O(%razeny (emitovany) paprsek
7 kondenzorovi fodka se prevadi na viditelny obraz.

elektromag fofka(kondensod)

Preparat se pied pozorovanim pokryje tenkou (10-
S 20 nm) vrstvou kovu (vakuovym napafovanim,
projeken oeka iontovym naprasSovanim, impregnaci.
prepardt Mechanickd clona - vybira pouze cast elektrond,
které dopadnou na preparat.

Projekcni cocka - zplsobi, aby zaostieny svazek
elektronti dopadl na preparat.

Vvhodyv a nevvhody elektronové mikroskopie

Mezi nejvétsi vyhody patii velmi velké zvétSeni - fadové az 1 000 000.
U transmisnich el. mikroskopt je nutné, aby vzorek byl velmi tenky, coZ lze povaZovat za nevyhodu.
Dalsi podstatna nevyhoda je to, Ze preparat musi byt umistén ve vakuu, coz neumoziuje pozorovat
Zivé organismy.

El. mikroskop ma velké rozliSeni (0,1 nm) a velkou hloubku ostrosti. Pohyb svazku elektroni 1ze fidit
pomoci pocitace, coz umoznuje vyuzit veSkery komfort, ktery tato technika poskytuje (zobrazit pouze
vyiez, odstranit Sum snizenim rastrovaci rychlosti, tisknout obraz ...)

Za nevyhody lze povazovat velké naroky na prostor a vysokou potfizovaci cenu.

Obr. mitochondrie v transmisnim a rastrovacim elektronovém mikroskopu
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