OPTICKA (svételnd) MIKROSKOPIE

Alexandra Karasova, Andra Nistor

Uvod

Optickéd (svételnd) mikroskopie je jednoducha zobrazovaci metoda, kterda nachazi Siroké
uplatnéni v primyslovych, vyzkumnych a klinickych laboratofich pravé pro svou relativni
nenaro¢nost na pristrojové vybaveni a snadné ovladdani. Slouzi pro zobrazeni a hlavné zvétSeni
(ptiblizeni) Sirokého spektra barevnych i nebarevnych materialti (rostlinné a zivocisné buiiky,
horniny, vldkna, polymery, stavebni materidly, rizné 1ékové formy atd.). Dale se mize vyuzivat
naptiklad v mikrofluidice nebo pii sledovani pohybu ¢astic v kapaling.

Opticky mikroskop umoziuje rozeznat struktury, které nejsou viditelné pouhym okem.
Sklada se z osvétlovaci ¢asti (zdroj svétla, kondenzor, clona), mechanické casti (podstavec, stojan a
stolek s kiizovym posunem) a optické ¢asti - objektivii a okularti (monokular nebo binokular).
Klasické mikroskopy maji sadu objektivii nad vzorkem, ovSem existuji také tzv. invertované
mikroskopy, které maji objektivy pod vzorkem, ty jsou vhodné hlavné pro pozorovani biologickych
vzorkl, napf. bunéénych kultur. K zobrazeni se vyuziva viditelna cast spektra (o vinové délce 420 —
760 nm). Svételny mikroskop umoziuje zvétSit obraz vzorku az tisickrat a rozliSit detaily az
natrovni 0,2 um. Toto omezeni je ddno vinovou povahou svétla, tedy ani v pifipadé pouziti
kvalitn¢jSich €1 vétSich Cocek se rozliSovaci schopnost nezlepsi. Pro kvalitni zobrazeni preparatu je
potieba, aby jim prochazelo svétlo, které se dale soustfedi na vzorek pomoci kondenzoru a
pfi pouziti vhodné kombinace Cofek se obraz zaostfuje na uroven oka. Objektiv tvoii soustava
cocek s velmi kratkou ohniskovou vzdalenosti, ktera vytvaii skuteCny, prevraceny a zvétSeny obraz
objektu, ten se promitd mezi ohnisko okuldru a okuldr. Okularem je pak tento obraz pozorovan
zdanlivé zvétSeny. Vysledny obraz je tedy zdanlivy, zvétSeny a prevraceny.

RozliSovaci schopnosti mikroskopu se rozumi vzdalenost dvou bodu (@), které mikroskop
zobrazi jako dva samostatné body. Je dana zafenim, kterym objekt osvétlujeme, a vlastnostmi
objektivu. Obecné plati, Zze neni mozné rozlisit body blizsi nez polovina vinové délky zateni (4).
Minimalni vzdalenost, kdy lze rozlisit dva body se pak spocita jako

0,61.4
. sin(rx]’
kde n je index lomu prostiedi pied objektivem a a je polovina otvorového uhlu kuzele paprskd,

které mohou vstoupit do objektivu. RozliSovaci schopnost mikroskopu je také omezena mnozstvim
svételnych paprski, které mohou vstoupit do objektivu (svételnosti).

Numericka apertura (NA) je jedna ze zékladnich charakteristik objektivu a jeji hodnota je
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prochézeji objektem
NA = n.sin(a).
Zvétseni (Z) svételného mikroskopu je ndsobkem zvétSeni objektivu a okularu
Z = dffopjextiv - 250/fokutar,,

kde d je délka tubusu (vzdalenost objektivu a okularu; délka tubusu je obvykle kolem 170mm) a f je
ohniskova vzdalenost. VétSinou se misto ohniskoveé vzdalenosti na objektivech a okuldrech uvadi
pfimo jejich zvétSeni. Maximalni uzitecné zvétSeni tedy zavisi na rozliSovaci schopnosti objektivu a
rovna se asi tisicinasobku NA.

Opticky mikroskop umoziiuje méfit s nckolika rliznymi kontrastnimi metodami.
Mikroskop pouzivany v této tloze nabizi nasledujici metody:

Svétlé pole (Bright Field, BF): Zobrazeni preparati ve svétlém poli patii mezi zakladni a

nejjednodussi zobrazovaci metody. Svétlo prochazi vzorkem nebo je od néj odrazeno, pii tom
nejsou meénény jeho vlastnosti pouzitim polarizacnich nebo jinych filtrii. Pouziva se u barevnych
nebo piirozené pigmentovanych preparatii s vysokym kontrastem.

Tmavé pole (Dark Field, DF): Zobrazovani vzorkt v tmavém poli zvySuje kontrast

snimané¢ho objektu, a proto je vhodné pro prihledné nebarevné prepardty, napt. zivé bunky.
Mikroskopovani v tmavém poli je umoznéno blokaci sttedového svételného paprsku, vznika duty
kuzel svétla, ktery prochézi spiSe okolim kuzelu nez kuzelem samotnym. Je idealni pro zobrazeni
obryst, hran, hranic a gradientu indexu lomu, ale nepodava obsahlé informace o vnitini struktufe
vzorku.

Polarizator: Linearni polarizacni filtr propousti jen svétlo kmitajici v jedné roving, tzv.
polarizované svétlo. VEtSina pevnych latek ma optické vlastnosti, které méni orientaci dopadajiciho
polarizovaného svétla. Toho je vyuzivdno pro zjiSténi informaci o struktufe a slozeni materidlu,
napf. sferulity u polymert, sloZeni materiald nebo anizotropnich systému (pficné pruhovany sval,
mineraly, Skrobova zrna).

Diferencialni interferen¢ni kontrastni mikroskopie (DIC): DIC mikroskopie je technika

fazového kontrastu, kterd vyuzivd zmén v indexu lomu pro zviditelnéni prihlednych struktur.
Spociva ve vyuziti gradientu zmény délky optické drahy, ktery poskytuje vysoky kontrast a efekt
zobrazeni ve 3D. Zobrazenim preparatu pomoci technikou DIC je kontrast tvofen vyhradné
optickymi jevy. DIC je idealni pro nebarvené zZivé vzorky, napi. bunécné kultury, embrya atd. Je

nutno ho pouzivat v kombinaci s polarizatorem.

Velikost ¢astic a tvarové faktory

Castice jsou velmi malé ¢asti hmoty s charakteristickymi vlastnostmi (velikost, hmotnost,
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urcuje. Mirou velikosti Castic je linearni rozmér neboli délka [m]. Velikost je tedy jednoznacné
definovana pro kulovité ¢astice, které odpovidaji priméru (resp. poloméru). Castice maji malokdy
kulovy tvar, proto se u nich urcuji tzv. tvarové faktory. To jsou odvozené priméry, které jsou uréeny
méfenim vybrané vlastnosti zavislé na velikosti Castic a vztazenim této vlastnosti na vybranou
linearni dimenzi. Nejcastéji se pouzivaji ekvivalentni priméry rtznych typti (napf. objemovy,
povrchovy nebo hydrodynamicky ekvivalentni pramér).

Pro charakterizaci tvaru a velikosti ¢astic mizeme pouzit sitovou analyzu, metody
zalozené¢ na ohybu a rozptylu svétla (laserova difrakce, dynamicky rozptyl svétla) nebo
mikroskopické metody s uzitim obrazové analyzy. Pti pouziti optické mikroskopie se pro vyjadieni
praméru disperznich ¢astic nepravidelného tvaru nejcastéji pouzivaji ekvivalentni primér, Martiniiv

a Feretliv primeér.

Ekvivalentni prumér je roven priméru kruhu o stejné plose jako je plocha primétu
sledované castice (Obr. 1a).

Martimiiv primér je roven délce cary, ktera puli plochu primétu disperzni Castice . Smér,

kterym je vedena délici Cara, je libovolny, ale musi byt stejny u vSech proméfovanych castic
(Obr. 1b).

Feretiiv prumeér je roven vzdalenosti bodi, v nichz se dvé paralelni te¢ny dotykaji obvodu

prumétu ¢astice. Smér, kterym jsou vedeny te¢ny, musi byt stejny u vSech proméfovanych ¢astic
(obr. 1c).

Obr. 1: Znazornéni definice a) ekvivalentniho priméru; b) Martinova
primeéra a c¢) Feretova praméru ¢astic. Pievzato z [3a].



Sferulity

Sferulity (Obr. 2) jsou sférické semikrystalické regiony uvnitt nerozvétvenych linearnich
polymerti. Vznik sferuliti je ovlivnén néckolika parametry, napf. poctem nukleacnich mist,
strukturou polymerniho fetézce, rychlosti chlazeni taveniny atd. Mohou byt veliké od nckolika
mikrometrti az po milimetry. Sferulity se skladaji z vysoce uspofaddanych lamel a diky tomu maji
semikrystalické polymery vyssi hustotu, tvrdost a kiehkost nez neuspofddané amorfni polymery.

Ve vzorku polymeru mohou byt pozorovany optickym mikroskopem za vyuziti polariza¢niho filtru.

Obr. 2: Sferulity v polyethylenglykolu zobrazeny v polarizovaném svétle.
Prevzato z [3Db].
Cile prace
Vypocitejte distribuci velikosti kiemicitych ¢astic, které jste si pfipravili na tloze Pfiprava
ktemicitych castic metodou sol-gel (nutno s sebou piinést vzorek!). Stanovte tvarové faktory
(ekvivalentni, Martintiv a Fereti primér) u castic nepravidelnych tvari a velikost sferulitd

V polymernim vzorku.

Popis zarizeni
Mikroskop Nikon ECLIPSE LV 150N

V laboratoftich je k dispozici opticky mikroskop Nikon ECLIPSE LV 150N (Obr. 3), ktery
disponuje Sirokou fadou moZnosti nastaveni a zobrazeni preparatd. Sestdva se z binokularu,
zékladniho vnitiniho objektivu (zvétseni 10X) a sadou vymeénnych objektivli pro vétsi zvétseni (5X,
10X, 20X a 50X). Mikroskop ma zabudované vnitini zakladni filtry (Cerveny, zeleny, modry -
RGB), tfi druhy vymeénitelnych filtri, posuvny pracovni stolek v osach xyz, diferencidlni
interferencni kontrastni (DIC) mikroskopii, svétlé (BF)/tmavé (DF) pole, polarizator s analyzatorem
a kameru, kterd mize pfenaSet obraz do programu NIS-Elements. Vzorek 1ze sledovat bud’ pomoci

binokularu, nebo kamerou, nikoli v§ak oboje soucasng¢.
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Obr. 3: Schéma mikroskopu Nikon ECLIPSE LV 150N s popiskami jednotlivych komponent.

NIS-Elements

NIS-Elements je software slouzici ke snimani, zpracovani obrazli a k obrazové analyze.
Umoznuje zékladni funkce jako je sejmuti obrazu, jeho ulozeni, otevieni jiz seymutého obrazu pro
vypocet jejich trajektorie nebo programovani novych statistickych deskriptori. Na Obr. 4 je
zobrazeno zékladni pracovni rozhrani, které obsahuje pevna (klasické menu + piikazova lista) a
plovouci okna (pf. Anotace a Interaktivni méreni). Stejné moZznosti ovladani softwaru jsou jak
v klasickém menu, tak znidzornény ikonami v piikazové listé. V dolni ¢asti pracovniho rozhrani
nalezneme zélozky, jako jsou zobrazeni obrazli za vyuziti jednotlivych filtrtt RGB, informace

0 kamefe, o poslednim vykonaném ukonu, zvétSeni atd.

Zakladni piehled funkci:

e Soubor: Ulozeni, Otevieni, Import/Export Obrazu.
e Snimani: Zivy, Zamrzly obraz, Sejmuti obrazu, Nastaveni kamery.

e Obraz: Kontrast, Konverze (pfevadi barevny obraz na cCernobily), Otocit, Pfevratit,
5



Posunout.

e ROI (Region of Interest) — ur¢eni oblasti v obrazu, ze kterého bude bran signal.

e Prahovani urCuje, které pixely budou a které nebudou zahrnuty do binarni vrstvy a tim
zaroven, které Casti snimku budou analyzovany. Prahovany obraz se spravuje fadou ukoni
pod zalozkou

e Binarni: Otevieni, Uzavieni, Eroze, Dilatace, VycCiSténi, Vyhlazeni a;.

e Méreni: Provést méfeni (pokyn pro zméteni objekti), Priznaky pro méfeni objektlt (vyber
métenych parametrtt).

e Makro: je funkci, kterda umozni k nastaveni sledu funkci, aby uZzivatel nemusel tyto funkce

nastavovat pro kazdé meéteni zvIast'.
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Obr. 4: Pracovni plocha NIS-Elements.

UZite¢né rady

1. Mikroskop neni tieba kalibrovat, ale je nutné mit zaskrtnuté spravné zvétSeni v programu
NIS-Elements, které odpovida pouzitému objektivu pii snimani obrazu.

2. Obrazky je ticba exportovat do formatu TIFF (Soubor -> Export -> Exportovat ND do
TIFF), aby se ulozilo vSe, co bylo do snimku ptidano pti vyhodnocovani (méfitko, rozméry
atd.). Jakmile uz mate obraz vyexportovan do TIFF formatu, neukladejte ho jiz klasickou
cestou, mohli byste piijit o namétena data.

3. Vsechny snimky musi mit vloZzené spravné meétitko.



4. Na vSechna snimani budete pouzivat svétlé pole (BF).

5. Nelze vyhodnocovat ptedméty, které se dotykaji krajti.

Pozadavky na protokol

1. Distribuce velikosti Castic: ilustrativni obrazek vcetné méfitka a popiska, tabulka s namérenymi
daty, grafické zobrazeni distribuce (histogram) - min. 100 ¢astic

2. Castice nepravidelnych tvari: ilustrativni obrazek véetné méfitka, tabulka s naméfenymi daty,
vysledny primérny tvarovy faktor (Ekvivalentni a Ferettiv pramér).

3. Sferulity: Snimek sferuliti véetné méfitka a popiskl velikosti sferulitti.

Postup prace

Distribuce velikosti ¢astic

Zapnéte napajeni mikroskopu (v zadni €asti nosné konstrukce vedle napdjeciho kabelu) a spustite
program NIS-Elements (verze AR; zastupce na plose). Na podlozni sklicko naneste vzorek a peclivé
jej rozprostiete. Vlozte vzorek na pohyblivy stole¢ek a zaostfete na hladinu ostrosti pfi nejmensim
zvétSeni (5X). Na vzorek se nejprve podivejte binokulary mikroskopu, poté pouzijte kameru pro
jeho zobrazeni na monitoru v NIS-Elements. Pro piepinani mezi mikroskopem a kamerou se
pouziva zelezna tyCka v horni ¢asti téla mikroskopu (viz Obr. 3 nad analyzatorem). V programu
NIS-Elements stisknéte tlagitko Zivy obraz na horni li§té. Podle obrazu kamery najdéte na vzorku
vhodné misto k sejmuti obrazu a ptipadné dolad’te zaostfeni ¢i zvétSeni; lze pouZit i clonu. Poté
nastavte vhodné expozici a vyvaZeni bilé barvy snimku: Snimani — nastaveni kamery — AW
(automatické nastaveni bilé barvy) a u expozice nastavte hodnotu dle potieby (cca 7-20 ms).
Stisknéte tlacitko Sejmout v horni listé. Do sejmutého obrazu vlozte méfitko (sloupec vpravo) a
vyexportujte v TIFF formatu (Soubor — Import/Export). Pokud budete ménit velikost pouzitého
objektivu, je potfeba zaSkrtnout i spravné zvétSeni v softwaru. Pro obrazovou analyzu budete
zpracovavat minimalné 100 castic, budete potifebovat vice snimk.

Pro vyhodnoceni snimku je oteviete pies Soubor — Oteviit. Objevi se oznameni, ze
vybrany obraz byl detekovan jako soucast sekvence obrazli a chceme-li tuto sekvenci prevést na ND
dokument — zvolime moznost Nechat. Moznost zméfit délku ¢astic nalezneme v okné Anotace a
Interaktivni méfeni, jehoz ikona se nachazi v horni list€. Zvolime zptisob méfeni poloméru (v
tomto piipad¢ ttemi body). Jeden ze snimkl s vyznacenymi poloméry ulozte ve formatu TIFF. Po

skonceni vSech méteni vyexportujte tabulku s daty do Excelu pro dalsi vyhodnoceni.

Castice nepravidelného tvaru

Pii zobrazovani ¢astic nepravidelného tvaru postupujte jako Vv ptedchozi uloze.
7



Vyhodnocovat budete 10 ¢astic pisku. Nejprve ¢astice nasnimejte a pak zobrazte jako Konverzi
(zobrazi se jako sekvence obrazkil). Jednotlivé snimky lze prochazet pomoci podlouhlych modrych
dlazdic vlevo dole. Pifed samotnym méfenim je potieba ¢astice naprahovat (nékteré funkce jdou
udé¢lat pro vSechny snimky najednou, jiné nutno pro kazdy zvlast):
e Obrazky nutno pifevést do stupni Sedi (nesmi byt RGB): Obraz -> Konverze
(vSechny snimky)
e Nastavit Treshold (SHIFT+F, Binarni -> Definice prahovani)
e Vycistit obraz od Sumu: Binarni -> Vy¢iSténi-> Nahled ->Pocet (aktualni snimek,
nutno provést jednotlivé pro vSechny snimky)
e Zaplnit otvory: Binarni -> Zaplnit otvory
e Binarni -> eroze (odstranéni krajnich pixeli) a dilatace (ptidani krajnich pixelt)
e Rozdéleni spojenych objektt: Binarni -> Morfologicka separace objekti ->
Néhled -> Pocet (aktualni snimek, nutno provést jednotlivé pro vSechny snimky);
1ze 1 ru¢né pres Automaticka méieni
e Odstranéni objektd dotykajicich se okraju: Binarni -> Odstranit objekty
dotykajici se okraji (vSechny snimky)
Nakonec métime naprahované objekty pomoci funkce Méfeni — Provést méreni (vSechny snimky),
tabulku vyexportujeme do Excelu pro dal$i zpracovani. Vysledna tabulka by méla obsahovat
plochu, ekvivalentni pramér, kruhovitost, délku, Sitku, Max. Feret a Min. Feret (v ¢eské verzi NIS-

Elements uvedeno jako Max a Min. pram¢t).

Snimani vzorku polymeru

Sferulity jsou viditelné jen za pouziti polarizace a piipadné v kombinaci s DIC kontrastni
metodou. Nejprve zasuiite analyzator (A), umisténi na optickém mikroskopu viz Obr. 3. Poté
otacejte polarizatorem a sledujte zmény na vzorku na zivém obrazu na monitoru. Obraz upravte,
vlozte méfitko, stanovte velikost sferuliti pomoci Anotace a Interaktivni méfeni a obrazek

S popiskami velikosti ulozte do TIFF formatu.

Bezpecnostni predpisy
1. Mikroskop lze zacit pouzivat aZ po proSkoleni laborantem.
2. Nepfiblizujte se vzorkem tésné¢ k objektivu, mizete ho poskodit.
3. Ujistéte se, zda pii nastavovani objektivu s vét§sim zveétSenim, nemtze vzorek v dusledku
jeho vysky poskodit objektiv.

4. Analyzator a DIC Soupatko zasouvejte velmi opatrné. DIC Soupatko je nejdrazsim



komponentem na tomto mikroskopu.

5. Obecné: se vSemi soucastky mikroskopu zachézejte opatrné, nikoli hrubou silou.

Kontrolni otazky
1. Na jakém principu funguje opticka mikroskopie?
Jaké dalsi typy mikroskopti znate?
Které typy vzorkll lze zobrazit na optickém mikroskopu a do jakého zvétSeni?
Cim je dano maximalni zvétieni optického mikroskopu?
Co jsou to sferulity a u jakého materidlu je najdeme?
Vysvétlete pojem numerické apertura. Jaky ma vliv na zvétSeni preparatu?
Co je to ekvivalentni pramér a jak ho uréime?

Které dalsi priméry znate?

© 0o N o g bk~ wDN

Jaké znéate kontrastni metody optickych mikroskopii?

10. Jaké jsou cile této ulohy?
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