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Nové metody optické mikroskopie

Jaromir Pldsek, Praha

Uvod

Opticka mikroskopie je rozsahly obor, ktery zahrnuje jak teorii a konstrukci samot-
nych pfistrojd, tak aplikace mikroskopickych metod, sahajici od biologie a mediciny
pies chemii, mineralogii, metalurgii a jiné technologické aplikace aZ ke kriminalisti-
ce a restaurovani umeéleckych dél. Jeji historie za¢ind nékdy kolem roku 1590, kdy
byl pravdépodobné vynalezen mikroskop sloZeny z vice Cofek. Je moZné, Ze jeho
vynalezcem byl Galileo Galilei. DoloZeno je vSak pouze to, Ze Galileo Galilei byl
prvnim védcem, ktery takovy mikroskop pouZival [1]. Dal$i mezniky ve vyvoji optické
mikroskopie jsou shrnuty v Tab. 1.

V pribéhu poslednich dvaceti let doslo k obrovskému rozmachu optické mikroskopie,
a to jak v dusledku vysoké kvality novych objektivii navrhovanych pomoci poéita-
¢4, tak diky spojeni kvalitnich mikroskopt s vyspélou videotechnikou a naslednym
zpracovanim obrazli pomoci vykonnych mikropocitac¢t ¢i s laserovymi zdroji svétla.
Technicky pokrok pozmeénil optickou mikroskopii natolik, Ze v souCasnosti je patrna
jista renesance jejitho uZiti v bunééné biologii, kde v povale¢ném obdobi jednoznacné
dominovala mikroskopie elektronova.

V nésledujicim ¢lanku jsou nejprve struéné pripomenuty zdklady teorie rozliSovaci
schopnosti optického mikroskopu a kontrastu zobrazeni, doplnéné o vyklad nejdi-
lezitéjSich metod pozorovani fazovych objekt. TYeti, zavéreénd Cast je vénovana
principialné novym metodam, jako jsou videomikroskopie a konfokalni mikroskopie.
Kvili pfijatelnému rozsahu byly z pfehledu vypustény bézné metody interferenéni
a polariza¢ni mikroskopie, nebot lze pfedpoklddat, Ze mezi fyzikalni vefejnosti by
mély byt relativné dobfe znamy.

Stru¢né opakovani zakladnich pojmi

Obyc¢ejny opticky mikroskop se skldda z objektivu, ktery vytvaii pfevraceny obraz
objektu, a okuldru, kterym tento obraz pozorujeme jako lupou. Dalsi dileZitou ¢asti
mikroskopu je zdroj svétla s kondenzorem. Na obr. 1 jsou schematicky zndzornény
zékladni typy konstrukce optickych mikroskopi, roztfidéné podle zptisobu usporadani
osvétlovaci soustavy, viz napf. [2] a [3].

RNDr. JAROMSR PLASEK, CSc. (1950), samostatny védecky pracovnik Fyzikalniho dstavu
Karlovy univerzity, Ke Karlovu 5, 12116 Praha 2.
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Tab. 1. Vyznamnd data z historie optické mikroskopie, [1, 2].

Vyrobeny prvni pfistroje, které lze povazovat za pouZzitel-
1590 az 1610 ny mikroskop (Hans a Zaccharis Janssenové z Middleburgu
v Holandsku).

Publikovén prvni traktat o mikroskopickém pozorovani rost-

1665 linnych tkani a struktury mineralt (R. Hook, Micrographia).

A. van Leewenhoek z Leydenu brousil ¢o¢ky vynikajici kva-

prelom 17. a 18. stoleti lity. Vyrobil asi 505 mikroskopi, které zvétSovaly az 270x.

Stoleti skepse, kdy mikroskop byl povaZovan v podstaté za

18. stoleti hratku, pro seriézni védu neuzitecnou.

Amici vyrabi achromaticky objektiv o velké numerické aper-

20. 1éta 19. stoleti tufe a objektiv imerzni.

Lister zdokonalil achromaticky objektiv (koneéné dosaZeno
1829 vétsiho zvétSeni a lepsi kvality nez pomoci Leeuwenhoeko-
vych mikroskopi).
1847 Zahajeni vyroby mikroskopi firmou Carl Zeiss v Jené.
Abbe navrhuje Zeissovy apochromatické objektivy (tyto spo-
lu s Kohlerovym osvétlovacim principem umoZnily dosah-

nout mezni rozliSovaci schopnosti optickych mikroskopi, tj.
zhruba 1/2).

1886

po&. 20. stoleti
1911

VEii se, ze vyvoj optickych mikroskopi byl jiz zavrsen.
Fluorescen¢ni mikroskop s UV excitaci (C. Reichert).

F. Zernick objevil fazovy kontrast (Nobelova cena roku

1932 1953).

1955 Diferencidlni interferenéni kontrast (Nomarski).
Videomikroskopie, pouZiti vidikond, zvySovani obrazového

1960-70 . PRV L.
kontrastu cestou analogového zpracovani videosignalu.

1968 Rastrovaci tandemovy konfokédlni mikroskop (TSCM).

1975 Modulaéni kontrast (Hoffman).

1978 Laserovy konfokélni rastrovaci mikroskop.

Rozlisovaci schopnost mikroskopu

Z4&dny objektiv nezobrazi bodovy objekt opét jako bod. I pfi dokonalé korekci viech
moznych vad zobrazeni jsou obrazem bodu Airyho krouzky (difrakéni obrazec vznika-
jici ohybem svétla na vystupni pupile objektivu). Pfi zobrazeni dvou blizkych bodt
se mohou prislusné Airyho krouzky prekryvat, az se pfi jisté minimalni vzdalenosti
stanou prakticky nerozliSitelnymi. Tato mez se béZzné odhaduje dle Rayleighova kritéria
(1879). Dva sousedni Airyho krouzky se povaZuji za rozliSitelné, pokud se vzdéle-
nost jejich stfedd rovnd priméru prvniho difrakéniho minima. P¥isné vzato, pouziti
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Obr. 1. Zékladni typy uspofadani osvétlovacich soustav optickych mikroskopd: A) pozoro-
vani ve svétlém poli, B) pozorovini v temném poli, C) zobrazeni odrazenym svétlem, D)
fluorescenéni mikroskop.

Rayleighova kritéria je na misté pouze pfi vizudlnim hodnoceni obrazi. V podstaté
totiz vychazi ze skute€nosti, Ze lidsky zrak zaznamena pozvolny predél mezi dvéma
difrakénimi krouzky teprve tehdy, poklesne-li intenzita mezi nimi alespoi o 20 % oproti
pfilehlym maximim, viz napft. [4].
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Spojenim Rayleighova kritéria s teorii difrakce na kruhovém otvoru dospé&jeme ke
zndmému odhadu minimélni vzdalenosti dvou rozlisitelnych bodu:

A

Ymin = 0,61 et

(1)
kde A je vlnova délka svétla ve vakuu, n index lomu prostfedi pred objektivem a ¢
je polovina vrcholového thlu kuZele paprski, které mohou vstoupit do objektivu.
Veli¢ina nsind je tzv. numerickd apertura objektivu, NA. Uvedeny odhad plati pro
zobrazeni nekoherentnim zafenim (pfipad fluorescenéni mikroskopie). P¥i zobrazeni
pomoci koherentniho svétla bude pfislu§nd minimalni vzdilenost ponékud vétsi:

A

Ymin = 0,77 et

(2)
coz je dusledek toho, Ze pfi koherentnim osvétleni musime pocitat s interferenci svétla
v prekryvajicich se Airyho krouZzcich. Numerickd apertura nejkvalitnéjsich imerznich
objektivi byvd NA ~ 1,3-1,4 (imerzni objektivy se vyznaduji tim, Ze v prostoru mezi
Celni Cockou a vzorkem se nachazi imerzni kapalina o indexu lomu blizkém indexu lomu
skla). Pro nejkratsi vinové délky viditelného zafeni, A ~ 400 nm, se pak rozliSovaci
schopnost takovych objektivii bliZi hodnoté kolem 0,17 um. RozliSovaci schopnost
redlnych objektivl zdvisi oviem také na tom, jak dokonale se pfi jejich vyrobé podafilo
korigovat rizné vady zobrazeni.

V redlném mikroskopu je vzorek osvétlen Cistetné koherentnim zérenim, jehoz
stupen koherence zavisi na numerické apertufe kondenzoru, NAg. Nejlepsi rozliSovaci
schopnosti mikroskopu bychom méli dosdhnout, kdyZz tato apertura je rovna zhruba
1,5 ndsobku numerické apertury objektivu, NApp. Za uvedenych podminek bude
rozliSovaci schopnost mikroskopu dokonce mirné lepsi nez pfi nekoherentnim osvétleni
[4], kap. 10.5.

RozliSovaci schopnosti objektivu je uréeno i maximalni uzite¢né zvétSeni mikrosko-
pu. Pfi vizudlnim pozorovani je rovno zhruba 500 az 1000 x NAop. Za téchto podminek
je totiz minimalni vzdalenost dvou rozlisitelnych bodd, které vidime v okularu, srov-
natelnd s rozliSovaci schopnosti lidského oka, napt. [5]. Pokud bychom pouzitim silné
zvétSujiciho okularu prekrocili tuto mez, ziskali bychom jiZ jen tzv. prazdné zvétSeni

v

— to jest pouze rozmérnéjsi obraz objektu bez novych detaili.

Kontrast zobrazeni

Kvalita zobrazeni mikroskopickych objektli nezavisi pouze na dostate¢ném zvétSeni
a rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Pro pohodlné pozorovani detailii také potiebu-
jeme, aby obraz byl dostate¢né kontrastni. Kontrast, K, se definuje pomoci rozdilu
mezi jasem pozadi, Ip, a jasem sledovaného objektu, I, jako pomér:

-1
K:_—_|IIPP|. (3)
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Zbarvené objekty absorbuji svétlo a rozdily v absorbanci riznych jejich ¢asti se stavaji
zdrojem kontrastu. Tyto objekty se nazyvaji objekty amplitudové. Mnohé mikrosko-
pické objekty vS8ak zbarvené nejsou. Neabsorbujici objekty lze také pozorovat, pokud
oviem se od okolniho prostiedi lisi alespofi indexem lomu, ktery spolu s jejich tloustkou
ovliviuje fazi prochézejiciho svételného vinéni (tzv. objekty fizové). '
Kontrast nékterych fizovych objektl biologického ptvodu lze velmi efektivné zvysit
pomoci cytologickych a histologickych barviv, ktera se vyznac¢uji vysokou specificitou
vidi uritym bunéénym strukturdm a typim bunék. Barveni tohoto druhu se vZak
zpravidla neslucuje se zkoumanim procesi probihajicich v Zivych buiikidch. Pro tyto
ucely byvaji zpravidla vhodnéjsi optické metody, které elegantnim zptisobem pfevadéji
rozdily v indexech lomu na jasovy kontrast obrazu (fizovy kontrast, Nomarského
diferencialni interferenéni kontrast a Hoffmantv modulaéni kontrast). Zminéné metody
jsou z fyzikalniho hlediska natolik zajimavé, Ze je jim vénovana samostatna kapitola.

Abbeova teorie mikroskopu

Vénujme se nyni podrobnéji fyzikalni podstaté vzniku obrazu v optickém mikrosko-
pu. Vysvétleni tohoto jevu v zdsadé podal a experimentalné doloZil jiz Ernst Abbe
(1873). Zékladni myslenka jeho teorie spodivd v predstavé, Ze kazdy bod osvétlené-
ho objektu se stava zdrojem sekundarnich sférickych vin (Huygenstv princip). Pro
jednoduchost se dile omezime pouze na dvojrozmérné objekty. Rovina vzorku, do
které je mikroskop pravé zaostien, necht je takovym dvojrozmérnym objektem. Pokud
nepracujeme s polarizovanym svétlem, pak veSkerou informaci o zobrazovaném objektu
bude obsahovat transmisni funkce F(z,y), jejiz proménné z a y znaéi soufadnice
v pfedmé&tové roviné, kterd je kolma na optickou osu mikroskopu. Transmisni funkce
v podstaté popisuje zmény amplitudy a faze svételnych vin prochazejicich vzorkem.
Urduje tedy i amplitudu a fazi jednotlivych sekundarnich sférickych vin.

Zéreni proslé vzorkem vstupuje v podobé sekundérnich sférickych vin do objektivu
a dostava se do jednoho z nejkriti¢téjSich mist mikroskopu — do zadni ohniskové
roviny objektivu F'. Zde se v jednotlivych jejich bodech setkdvaji paprsky, které
opoustéji pfedmétovou rovinu §ifice se stejnym smérem. RozloZeni amplitud kmita
difraktovaného zafeni v zadni ohniskové roviné objektivu proto popisuje Fraunhoferova
formule, kterd v podstaté pfedstavuje vysledek interference sekundarnich sférickych
vin:

U, =G / F(z,y) expik(g—x + ) dzdy, @)
(A) ff

kde £ a n zna&i soufadnice bodid v roviné F', C, je konstanta, k je velikost vinového
vektoru, f je pfisluind ohniskova vzdalenost a integrace probihd pfes celou plochu
objektu (A). Je zfejmé, Ze priichod zéfeni zadni ohniskovou rovinou objektivu lze opé&t
popsat v pojmech Huygensova principu. V souladu s nim se kazdy bod {7, £} v zadni
ohniskové roviné taktéz stava zdrojem sekundarnich sférickych vin. Jejich amplitudy
jsou v8ak tentokrat uréeny amplitudovou funkci U(€,n). Tyto viny pak pfichazeji do
obrazové roviny a jejich interferenci nakonec vznikd zvétSeny obraz objektu.

Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, ro&nik 41 (1996), & 1 5
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Vlnovy popis Sifeni zobrazujiciho svétla vede k novému pohledu na rozlisovaci schop-
nost mikroskopu v ramci konceptu fourierovské optiky [4]. Z formélniho hlediska je
totiz amplitudova funkce U(&,7) Fourierovou transformaci transmisni funkce F(z,y).
Stagi, abychom hodnoty funkce F(z,y) mimo oblast integrace A poloZili rovny nule
a integraci rozsifili na intervaly (—oo,+00). Toto lze bez jmy na obecnosti uéinit.
Podobné lze pfejit od amplitudové distribuce v zadni ohniskové roviné objektivu, tj. od
funkce U(&,n), k amplitudové distribuci v obrazové roviné. Tato necht je V (z',y'), kde
z' a y' znali soufadnice v obrazové roving, které jsou se soufadnicemi bodd transmisni
funkce objektu F(z,y) svdzany jednoduchymi vztahy =’ = zZop a y' = yZos (Zos
je zvétdeni objektivu). Pokud by vrcholovy uhel svételného kuZele vstupujiciho do
objektivu nebyl omezen kone¢nymi rozmeéry ¢ofek (jinymi slovy, pokud by priichod
zéfeni rovinou Fourierova obrazu U (£, n) nebyl omezen na aperturu koneénych rozmeé-
rit), byla by funkce V(z',y') Fourierovym obrazem prvni transformace U (¢, 7). Pak by
ovSem amplitudové distribuce v obrazové roviné byla identickym obrazem transmisni
funkce objektu:

V(z',y'") = const F(z' Z55,y' Z5p), (5a)

pro kterou by platilo:
V(z',y") = const F(z,y). (5b)

Apertura objektivu je viak konecna. To, co vidime v obrazové roviné mikroskopu,
neni proto vérnym obrazem transmisni funkce F'(z,y), nybrZz pouhou Fourierovou
transformaci aperturou nezastinéné ¢asti zadni ohniskové roviny objektivu. Cim vétsi
bude apertura, tim vice se pozorovany obraz bude blizit skutenému zvétSenému
obrazu transmisni funkce objektu. Vliv apertury na kvalitu mikroskopického zobrazeni
se podob4 tomu, co se d&je s proménnym analogovym signilem f(t) pfi priichodu
frekvenénim filtrem. Z rovnice (4) je zfejmé, Ze parametry k€/ f a kn/ f hraji podobnou
roli jako kruhova frekvence w ve Fourierové transformaci signalu meéniciho se v ase:

+o00
Fw) = F(t) exp(—iwt) dt. (6)
— 00
Vyse uvedené parametry k&/f a kn/f lze proto povaZovat za prostorové frekven-
ce Vg a vy, sdruZené se soufadnicemi £ a 7. Z tohoto hlediska je efekt konelné
apertury objektivu zjevné ekvivalentni potlaceni horni ¢asti spektra prostorovych
frekvenci. Z podobnosti s pfenosem analogového signédlu pies dolnofrekvenéni propust
lze odvodit, Ze konetna apertura objektivu zptuisobi odfiltrovani obrazovych detailii
o rozmérech zhruba se rovnajicich d ~ A/NA, coZ je srovnatelné s odhady zaloZenymi
na Rayleighové kritériu.

Obr. 2 (str. 7-10). Pfiklady zobrazeni biologickych objektd pomoci riznych metod optické
mikroskopie: a) lidskd ervend krvinka v normalnim stavu (vlevo) a ve stadiu echinocytu
(vpravo) — temné pole (setka zna¢i 10 mm); b) aZ f) pliseti kropidlék &erny (Aspergillus
niger) — b) svétlé pole (asetka znali 100 um), c) pozitivni fazovy kontrast, d) negativni
fazovy kontrast, e) Nomarského diferencidlni interferenéni kontrast, f) Hoffmaniv modula&ni
kontrast. Autorem vSech snimkt plisné Aspergillus niger je doc. J. Reischig (referenéni
laboratof mikroskopt Olympus, katedra biologie lékafské fakulty UK v Plzni).
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Obr. 2b
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Obr. 2¢

Obr. 2d
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Obr. 2e

Obr. 2f
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Na kvalité a vérnosti obrazu se ale miize negativné projevit i potlaceni nizkych
prostorovych frekvenci, jak ukdzal E. Abbe na piikladu zobrazeni difrakéni miizky [4].
Zde je tfeba upozornit, Ze timto efektem je vyrazné ovlivnén vzhled objekti pfi pozoro-
véani v temném poli. Primdrni (to jest nedifraktované) zafeni nevstupuje do objektivu,
obr. 1. Pozorované objekty se proto jevi jako zafici na temném pozadi, obr. 2. Uvede-
nou upravou osvétlovaci soustavy mikroskopu jsou viak v amplitudové funkci U(&,7)
potlafeny nejniZ$i prostorové frekvence, vCetné frekvence nulové. V disledku toho
obvykle byvaji v temném poli nadmérné zddraznény drobné strukturni detaily nebo
mista, kde se prudce méni tloustka vzorku. P¥i pozorovani v temném poli se vlastné
jednéd o zamérnou modifikaci amplitudové funkce U(&,n) v zadni ohniskové roviné
objektivu. Tento princip je v podstaté zdkladem vSech metod pozorovani fazovych
objektt, kterym je vénovéana dalsi kapitola.

Metody pozorovani fazovych objektd

Fdzouvy kontrast

Fazovy kontrast byl objeven v roce 1935 F. Zernikem, ktery za tento objev pozdéji
ziskal Nobelovu cenu (1953). JiZ v roce 1942 nabidl F. Zernike sviij vynalez Zeissovym
zdvodim v Jen&. Byl v8ak zdvofile odmitnut [6].

Pti fazovém kontrastu je do predni ohniskové roviny kondenzoru vlozena apertura
ve tvaru uzkého mezikruzi, kterd je kondenzorem a za nim nésledujicim objektivem
zobrazena do zadni ohniskové roviny objektivu. Zde se nachazi sklenénd podlozka
s nanesenou fazovou maskou ve tvaru mezikruzi, které se piekryva s obrazem konden-
zorové apertury, obr. 3. Fizovad maska (tenk4 transparentni vrstva o vhodném indexu
lomu) méni fizi prochézejiciho zafeni o thel a, pfipadné miize prochézejici zafeni také
Castetné absorbovat. Jeji vliv na prochazejici vinéni popisujeme prenosovou funkci
A = ae™i@ kde a < 1 znaéi propustnost fizové masky.

Kruhova apertura kondenzoru a konjugovand fazova maska musi byt natolik Gzké,
aby fizova maska pisobila pouze na nedifraktované zafeni zdroje a zafeni difraktované
vzorkem (tj. nenulové prostorové frekvence Fourierova obrazu U (€, 7)) nechavala projit
zadni ohniskovou rovinou objektivu beze zmeény fize. Vnesenim definovaného fizového
rozdilu mezi razné slozky Fourierova obrazu objcktu se pozméni podminky pro jejich
interferenci, a tim samoziejmé i vysledné rozlozeni intenzity svétla v obrazové roving,
tj. I(z',y") = |V(2',y')|*. Podrobné odvozeni vztahu mezi I(z',y') a F(z,y) lze nalézt
v monografii [4]. Zde si pouze shrneme jeho hlavni disledky. Transmisni funkce F'(z,y)
ideéalniho fazového objektu necht ovliviiuje pouze zménu fize prochazejiciho zafeni,
&(z,y):

Fla,y) = 49 ~ 1+ i0(z,y). ™

Rozvoj funkce ei®(z:%) v fadu je piipustny z toho diivodu, ze zména fize svételného
vinéni pfi jeho priichodu mikroskopickymi vzorky je velmi mala. V tomto pfibliZeni je
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Obr. 3. Schéma optické soustavy mikroskopu pro fizovy kontrast.
rozloZeni intenzity svétla v obrazové roviné dano rovnici:
I(z',y') = const |ae!® + i®(z, y)|?. (8)

Fazova destitka byva zhotovena tak, ze méni fizi bud o Ghel n/2 nebo —n/2 (ve
druhém pripadé je fazové zpozdéno difraktované zafeni, které prochdzi mimo anulus).
Dosadime-li tyto hodnoty do rovnice (8), ziskdme jednoduchy vztah:

I(z',y') ~ const [a® + 2ad(z,y)], 9)

ktery rika, Ze pfi fizovém kontrastu se intenzita svétla v obrazu objektu méni linedrné
se zménou faze svétla prochizejiciho objektem. S fizovou maskou ménici fazi o —n/2
se silnéjsi ¢asti objektu (vét3i hodnoty J) jevi tmavsi, tzv. pozitivni fizovy kontrast.
Pfi zméné faze o n/2 je tomu naopak, tzv. negativni fizovy kontrast. Pii fazovém
kontrastu se ¢asto pouZivd kvazimonochromatického osvétleni (Zlutozelené svétlo).
Pokud pouzijeme bilé svétlo, bude obraz vzorku zbarveny, nebot jak &, tak a zavisi
na vlnové délce.

Z rovnic (3) a (9) snadno vyvodime, Ze kontrast obrazu fazového objektu viiéi pozadi
je roven 2&(z,y)/a. Roste tudiz s klesajici propustnosti fizové masky. Tohoto jevu
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vyuziva tzv. anoptrdlni mikroskop, u néhoz je fazova desti¢ka kombinovana s absorp¢-
nim filtrem. Meznim pfipadem je zcela nepropustné fazova desticka, a = 0, s niz se
anoptralni mikroskop vlastné zméni v mikroskop pro pozorovani v temném poli.
Oby¢éejny fazovy kontrast umozhuje detekovat fazové rozdily mensi nez 10~2. Rozdi-
ly v relativnich hodnotach indexu lomu bunék, cytoplazmatickych struktur a vodniho
prostiedi byvaji fddové 1071-10~2, Nejmensi rozdily v tloustce rtiznych bunéénych
struktur, které miizeme pomoci fazového kontrastu zaznamenat, se tedy blizi k hod-
notdm £ 0,1 um. Ponékud paradoxné je v8ak pozorovani silné lomivych objektt

vevs ~

(napiiklad kvasinek) komplikovan&jsi nez pozorovani objekti, které se indexem lomu
blizi okolnimu vodnimu prostfedi. Pfi¢inou je existence tzv. halo, coZ je jasné zafici
rozhrani mezi objektem a okolnim prostifedim, v némz se ztraceji skute¢né hranice
objektl. Halo je zptlisobeno lomem svétla na strukturach s velkym gradientem indexu
lomu a s tim spojenym posuvem obrazu kondenzorové aperturni clony mimo fizovou
masku objektivu. Druhym nedostatkem fazového kontrastu je to, Ze silné absorbujici
zbarvené objekty nemusi byt ve fizovém kontrastu viibec viditelné [7] (viz napf. kvalitu
zobrazeni vytrusi pfi pozitivnim fazovém kontrastu a ve svétlém poli, kde se jevi jako

Cerné tecky, obr. 2).

Nomarského diferencidlni interferencni kontrast (DIC)

Od béZného wikroskopu se tato Uprava li§i pouze vlozenym parem Wollastonovych
hranoll a parem zkfiZenych polarizatorti, obr. 4A. Svétlo vstupujici do kondenzoru je
nejprve linedrné polarizovano polarizatorem P1. Pak prochizi dvojlomnym hranolo-
vym déliem Wollastonova typu (W.), pfi¢emZ smér jeho polarizace svird s optickymi
osami hranolového déli¢e ahel 45°. Druhy Wollastoniv hranol (W, ), shodné orientova-
ny s hranolem W¢, se nachazi tésné za zadni ohniskovou rovinou objektivu. Nasleduje
polarizitor P2, ktery je kvili lepsimu kontrastu zobrazeni zkfizen s P1, [8].

Pro pochopeni principu DIC je podstatna funkce objektivového hranolu W,. Tento
hranol rozdéli ptivodné lineadrné polarizované zobrazujici svétlo na dvé vzajemné kolmo
polarizované slozky (odpovidajici fddnému a mimofadnému paprsku), které z déli¢e
vystupuji riznym smérem. V obrazové roviné objektivu v disledku toho vzniknou
dva identické obrazy pfedmétu, které jsou vici sobé laterdlné posunuty. Wollasto-
novy hranoly pro DIC se vyznacuji tim, Ze thlovy rozdil vystupujicich paprski je
velmi maly. Cini p¥iblizné 10~¢ radidnu. Lateralni posun dvou obrazt, které vznikaji
v obrazové roviné mikroskopu, je za téchto podminek pod hranici rozliSovaci schop-
nosti mikroskopu. V predmétové roviné je ekvivalentem tohoto laterdlniho posunu
vzdalenost odpovidajici asi 0,1 pum. Analyzitor P2, orientovany pod Ghlem 45° vidéi
vzajemné kolmym polarizacim dvou lateralné posunutych obrazi, vytvari podminky
pro jejich interferenci. Tato interference pak vyjevi existenci pfipadnych fiazovych
rozdili mezi zafenim prochézejicim takovymi sousednimi misty vzorku, jejichz diléi
obrazy se navzajem prekryvaji, obr. 4B. Zdrojem fizovych rozdild mohou byt jak
zmény tloustky objektu, tak gradienty indexu lomu. Celkovy fazovy posun mezi
interferujicimi paprsky zavisi samozfejmé také na pfispévku obou Wollastonovych
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hranoli. Efekt objektivového hranolu neni stejny v celé jeho plo3e. Ze zfejmych diivodi
z4visi na tom, kterou jeho Casti svétlo prochazi. To v8ak znamend, Ze hranolem W,
zplisobené fizové rozdily mezi fadnymi a mimofaddnymi paprsky nejsou stejné pro
svétlo pochézejici z riiznjch mist ploiného svételného zdroje. Ukolem kompenza¢niho
hranolu W, je uéinit fizovy rozdil mezi nimi konstantni v celé ploSe objektivového
hranolu W,. Hodnotu konstantniho fazového rozdilu (viz @9 v obr. 4B) lze plynule
ménit laterdlnim posouvanim obou Wollastonovych hranolli viidi sobé. Je ziejmé, Ze
timto zplsobem lze vyznamné ovliviiovat vzhled obrazu. Vidy vSak plati, Ze pokud
uréity gradient optické drdhy vede ke zvy3Seni jasu obrazu, pak gradient opaéného
znaménka se projevi sniZzenim jasu. ZvétSeny obraz vzorku se proto jevi jako ikmo
osvétleny trojrozmérny objekt, viz napfiklad tenkd vldkna mycelia na obr. 2e.

Vztah mezi redlnou fyzikalni strukturou objektl a jejich vzhledem pfi pozorovani
Nomarského mikroskopem je velmi slozity a ne vidy zcela jednoznaény. Je znamo,
Ze vyrazné odliSné prostorové reliéfy objektli se mohou projevit prakticky shodnym
optickym reliéfem, ktery je pro nds obrazem vzorku [8]. U biologickych preparatd se
viak opticky reliéf zpravidla dostateéné shoduje s jejich redlnym prostorovym reliéfem.
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Velkou prednosti DIC, ktera bohaté vyvaZzuje zminéné problémy, je to, Ze obrazy zkou-
manych objekti jsou bez rusivého halo, které se ¢asto vyskytuje pfi faizovém kontrastu.
Pro DIC je navic typicka velmi mala hloubka ostrosti (< 0,25 pm), [3, kap. 1]. P¥icita
se to efektu interference, pro niz se podminky prudce méni pfi preostieni o zlomky
vinové délky. Nemusi to vSak byt vysvétleni Gplné, jak lze vyvodit ze skutecnosti, ze
podobnymi vlastnostmi se vyznacuje i Hoffmantiv modula¢ni kontrast.

Nomarského metodu lze realizovat i pfi hornim osvétleni. Reflexni diferencialni
interferen¢ni mikroskopie umoziuje napiiklad pozorovani struktur na integrovanych
obvodech. Vyznacduje se pfitom mimofadnou schopnosti detekovat pFitomnost stupiio-
vitych vrstev o tloustce o nékolik fadi mensi, neZ je rozliovaci schopnost mikroskopu.
Na rastové spirdle na povrchu Ca;Si byly touto metodou detekovany vrstvy o tloustce
mensi nez 1 nm [8].

Hoffmaniv modulaéni kontrast (HMC)

Hoffmaniv modula¢ni kontrast je v podstaté pouze velmi dokonalou verzi §ikmého
osvétleni, které ke zvyraznéni kontrastu neabsorbujicich objekti pouzival jiz Ernst
Abbe. Virtualnim zdrojem svétla zajitujicim $ikmé osvétleni pfi HMC je obdélnikova
$térbina, nachézejici se v pfedni ohniskové roviné kondenzoru [9]. V misté jejtho obrazu
v zadni ohniskové roviné objektivu je umistén modulator. Moduldtorem je maska
o propustnosti T' ~ 15 %, jejiz tvar se kryje s obrazem 3t&rbiny a ktera z jedné strany
sousedi s absorbujici plochou (T' < 1%), zbyvajici ¢4st moduldtoru je neabsorbujici
(T =~ 100%), obr. 5. Nepropustna zéna modultoru zabira méné nez 10 % apertury
objektivu. Jeji vliv na rozliSovaci schopnost mikroskopu je proto zanedbatelny.

Princip funkce modulitoru je celkem jednoduchy. Zafeni zdroje, které prochazi
oblastmi vzorku s gradientem optické tloustky, se odchyli od ptivodniho sméru $ifeni.
Jeho thlova odchylka je imérné grad D/(n — 1) nebo (grad n)/n, kde D znaé&i prostou
tloustku vzorku, n jeho index lomu [7]. Jednotlivé pfisp&vky k odchylenému zafeni
vytvofi v zadni ohniskové roviné objektivu dil¢i obrazy kondenzorové stérbiny, které
jsou néjak posunuty vici Sedé z6né modulatoru. Je-li gradient kolmy na osu S$térbiny,
posune se jeji obraz v zavislosti na znaménku tohoto gradientu bud do nepropustné
nebo do ¢iré zény modulatoru. Takové posunuti je provizeno ztemnénim (pfi opaéném
gradientu zjasnénim) pfislusného mista v mikroskopickém obrazu. Vysledek budi
dojem Sikmo osvétleného reliéfu a je velmi podobny zobrazeni pomoci Nomarského
DIC a samoziejmé vyrazné zavisi na orientaci zobrazovaného objektu vaéi §térbing,
obr. 2f. Optické gradienty rovnobézné se §térbinou se v obrazu objektu neprojevi.

Z obecného hlediska predstavuje vznik kontrastu pfi HMC dusledek asymetrické
filtrace Fourierova obrazu, typicky pro viechny metody mimoosového (anaxialniho)
osvétleni. Patii sem napfiklad i tzv. §lirovd mikroskopie [7]. HMC zviditelfiuje praktic-
ky tytéz fazové struktury jako Nomarského DIC a navic velmi podobnym zptsobem.
Cena potfebnych dopliikovych komponent mikroskopu je v8ak pfi HMC podstatné
niz8i neZ pfi DIC. Pomineme-li rozdily cenové, pak hlavni pfednosti HMC oproti DIC je
moZnost pozorovat objekty i na dvojlomnych podlozkach (napfiklad bunééné kultury
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Obr. 5. Schéma optické soustavy mikroskopu pro Hoffmaniv modula&ni kontrast; plné ¢ary
vyznaduji skutedny chod paprski, éirkované ukazuji, jak by se tyto paprsky $iFily, pokud by
ve vzorku nebyly gradienty optické tloustky.

v plastikovych kultivalnich kyvetach). Jak vime, pro DIC je podstatna polarizace
zobrazujiciho svétla. Dvojlomné objekty i jejich podlozky se proto mohou stat zdrojem
ruSivych efektd. Rusivé efekty se mohou objevit i na nékterych opticky anizotropnich
strukturach samotnych objektt (viz napfiklad zobrazeni vzpfimengch vldken nesoucich
vytrusnice, obr. 2e). Mezi biology je viak DIC zatim podstatné vice obliben nez HMC
— Casteéné z prostého divodu, Ze je metodou s delsi tradici, zejména v8ak kvili tomu,
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ze ¢asto umoznuje lepsi kontrast zobrazeni jemnych fazovych struktur (viz zobrazeni
vldken mycelia na obr. 2e a 2f).

Konfokalni mikroskopie

Pfi pozorovani silnych transparentnich vzorki, napfiklad tkanovych rezti nebo
velkych bunék, je prakticky nemoZzné plué vyuzit teoretické rozliSovaci schopnosti
mikroskopu. Toto je zpisobeno snizenim obrazového kontrastu a nasledujicim potla-
¢enim nejjemnéjSich obrazovych detailti v disledku prekryvéani se zaostfeného obrazu
s rozmazanymi obrazy struktur, které se nachédzeji mimo zaostfenou rovinu. Obzvlasté
nepfijemny je tento jev pfi fluorescenéni mikroskopii, obr. 6. Rusivého zamlzeni obrazu
zafenim z mimoohniskovych rovin se lze zbavit dvojim zpisobem — numerickou
dekonvoluci digitalizovaného obrazu (viz oddil vénovany videomikroskopii a poéita-
¢ovému zpracovani obrazi) nebo ¢isté instrumentilnim zpisobem, pomoci konfokalni
mikroskopie.

Obr. 6. Rozdil mezi klasickou fluorescenéni mikroskopii a konfokalni fluorescenéni mikroskopii.
Mikrotubuly v my3i jaterni bufice (barveno nepfimou metodou pomoci FITC znacenych
protiladtek proti my#imu a-tubulinu): vlevo dole — standardni fluorescenéni mikroskopie,
dale ve sméru hodinovych ruci¢ek — konfokalni optické fezy v postupné se ménici hloubce
vzorku. Zhotoveno s pouZitim prospektu k laserovému konfokalnimu mikroskopu Nikon RCM
8000.
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Princip konfokalniho mikroskopu
je znazornén na obr. 7. Pozorovany
vzorek je osvétlen bodovym zdrojem
svétla. Nejcastéji k tomu slouzi lase-
rovy paprsek fokusovany na clonku,
kterd je pak objektivem mikroskopu
zobrazena na vzorek do bodu o pri-
méru rovnajicim se difrakéni mezi
dané numerickou aperturou objekti-
vu. Stejny objektiv pak sbird svét-
lo vzorkem odraZené a rozptylené,
pripadné fluorescenci. P¥i zpétném
prichodu tohoto zafeni objektivem
vznikne daldi obraz bodové clonky,
ktery je pomoci déli¢e paprski loka-
lizovan pred fotondsobi¢. V misté to-
hoto obrazu se nachazi druha, konfo-
kalni bodova clonka (dirka v nepro-
pustné masce), kterd blokuje detek-
ci zafeni pochazejiciho z mist vzor-
ku mimo rovinu, do které je mik-
roskop pravé zaostfen. Obraz celé
této roviny ziskdme jejim rastrova-
nim bod po bodu. Existuji tfi rtz-
né zpusoby rastrovani: cestou rozmi-
tani laserového paprsku nebo pri¢-
nym posouvanim vzorku pred objek-
tivem, pfipadné posouvanim objek-
tivu nad vzorkem. Pfi rastrovani je
signdl z fotondasobite registrovan po-
¢itacem spolu s informaci o soufadni-
cich analyzovanych bodi. Cely sou-
bor téchto dat je pak pfeveden na ob-
raz pozorovaného vzorku. Tento ob-
raz jiz diky prostorové filtraci zafeni
dopadajiciho na detektor neobsahuje
neostré pozadi mimofokalnich oblas-

ti vzorku. Konfokalni obrazy jsou proto vidy zaostfené a predstavuji optické fezy
vzorkem. S imerznim objektivem o numerické apertufe NA = 1,3 a pfi pouZiti
modrozelené ¢ary argonového laseru (488 nm) ¢&ini jejich tloustka asi 0,4 pm. Rozdil
mezi oby¢ejnou a konfokalni fluorescenéni mikroskopii demonstruje obr. 6.

Idea konfokalniho mikroskopu pochdzi od Marvina Minskyho, ktery ji patentoval
jiz v roce 1957 [10]. V té dobé viak zistala bez odezvy, nebof Minsky nena3el
vhodny zdroj svétla pro konstrukci funkéniho pfistroje. O deset let pozdé&ji M. Petrah
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a M. Hadravsky z lékaiské fakulty UK v Plzni patentovali konfokalni mikroskop na bazi
rotujiciho kotoue s otvory (obdoba Nipkowova disku). Ten hraje roli soustavy part
pevné spiazenych zdrojovych a konfokalnich bodovych clonek, které pfi rotaci kotouée
rastruji vzorek [11]. S timto pfistrojem (v odborné literatufe je zndm pod ndzvem
Tandem Scanning Confocal Microscope — TSCM) byly poprvé ziskany kvalitni optické
fezy silnym preparatem, konkrétné mozkovou tkani [12]. Jak vyroba, tak pouZiti
Nipkowova kotouce jsou nanestésti provdzeny zna¢nymi technickymi obtiZemi.

Era konfokéalni mikroskopie v podstaté zalind aZ koncem 70. let, kdy byl zkon-
struovan spolehlivy konfokalni mikroskop s rozmitanym laserovym paprskem. Nikoliv
ndhodou to bylo ve stejné dobé, kdy se staly bézné dostupnymi vykonné minipocitace.
V soucasné dobé je na trhu zhruba 10 verzi konfokalniho mikroskopu. Vyhodou lase-
rovych rastrovacich systémi oproti star§imu principu TSCM je lepsi kvalita ziskanych
optickych fezi. Pro TSCM je totiZz typickd urcitd nepfesnost v pfekryvu konfokalni
clonky s obrazem clonky zdrojové, coz je d4no omezenou piesnosti vyroby soustavy dér
v rastrovacim kotouci. Navic TSCM neni pfili§ vhodny pro fluorescen¢ni mikroskopii,
pfedeviim pro nedostatetnou intenzitu budiciho svétla [13]. S tim do zna¢né miry
souvisi i souCasné upfednostiiovani laserovych rastrovacich konfokalnich mikroskopi
v disledku naristajici obliby fluorescenénich sond a znacek v biologickém vyzkumu.
Existuji vSak okruhy aplikaci, kdy TSCM je nezastupitelny, nebot umoziiuje pozorovat
preparaty v redlnych barvich a v redlném case, diky ¢emuz lze okamzité vidét efekt
zaostfovani do riznych rovin. Intenzivné se pracuje na pouziti TSCM pfi pozorovani
bunék in situ (aplikace v oftalmologii a dermatologii). Jinou doménou TSCM jsou
mikromanipulaéni techniky (P. Vesely, Ustav molekularni genetiky AV CR, Praha —
osobni sdéleni). Vice lze o principech konstrukce rtiznych konfokalnich mikroskopt

pfehledu [14].

Potladeni mlhavého pozadi obrazu a opticka tomografie nejsou jedinym pfinosem
konfokélniho zobrazovani. RozliSovaci schopnost konfokalniho mikroskopu zavisi nejen
na numerické apertuie objektivu a vlnové délce pouzitého svétla, nybrz i na priméru
konfokalni clonky. Je-li tento primér roven nejvySe 1/4 priméru Airyho krouzku, je
rozliSovaci schopnost konfokalniho mikroskopu maximalni — pfiblizné o faktor 1,4
lepsi neZ rozliSovaci schopnost standardniho mikroskopu o stejné numerické apertufe
objektivu. S konfokélni clonkou v&tsi nez primér Airyho krouzkt poklesne rozliSovaci
schopnost konfokalniho mikroskopu na hodnotu srovnatelnou s mikroskopem klasic-
kym. Naproti tomu zlepSovani rozliSovaci schopnosti mikroskopu cestou zmensovani
konfokalni clonky je spojeno s prudkym poklesem intenzity detekovaného signdlu.
Blizi-li se primér konfokilni clonky ke zminéné mezni hodnoté 1/4 priiméru Airyho
krouzku, pak se detekuje méné neZ 10% z celkové intenzity svétla emitovaného ze
zobrazovaného bodu. Zpravidla proto musime pristoupit na kompromis mezi zlepsenim
rozliSovaci schopnosti a intenzitou detekovaného zafeni. Obvykle se pouZiva konfokalni
dirka propoustéjici zhruba 50-75 % svétla. Faktor zvy3eni rozliSovaci schopnosti ziista-
v4 pfitom roven pfiblizné 1,2. Axidlni rozliSovaci schopnost konfokalniho mikroskopu,
tj. jeho schopnost vytvofit tenké optické fezy vzorkem, zavisi na priméru konfokalni
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clonky podstatné méné. Za vySe uvedenych podminek se stale jeSté blizi své mezni
hodnoté, ktera pfi vinové délce 488 nm ¢ini asi 0,35 um, [3] (kap. 14).

Zdanlivé pfimocary zpusob zvyS$qvani intenzity detekovaného signdlu zvySenim
vykonu laserového zdroje je Casto nepfipustny. Jmenovité pfi fluorescenéni konfo-
kalni mikroskopii je maximalni intenzita excita¢niho zafeni omezena jak rostouci
rychlosti fotochemickych reakci fluorochromd, po nichZz mizi fluorescence (anglicky
sphotobleaching“), tak saturaci absorpce fluorochromi. Takové omezeni maximalni
intenzity signdlu samoziejmé vede ke sniZeni kvality konfokalnich obrazi. Statisticky
Sum provazejici méfeni intenzity svétla je Gmérny VN /N, kde N je poCet detekovanych
fotonid. Jestlize intenzitu budiciho laserového zafeni nemizeme libovolné zvySovat,
musime zvysit dobu akumulace signalu, pokud chceme dosdhnout pfijatelné trovné
obrazového Sumu. BéZna doba sniméni jednoho optického fezu v rastru 512 x 512
bodii v 256 trovnich jasu se pohybuje od 0,5 sec do desitek sekund. To oviem znamena,
%e pfi konfokalni fluorescenéni mikroskopii nelze z principidlnich divodi dosdhnout
soufasné vysokého prostorového i ¢asového rozlisSeni.

S vyjimkou TSCM mikroskopt jsou konfokalni obrazy optickych fezti produkovany
v digitalizované formé a lze je proto ihned déle upravovat vSemi bé&Znymi zplisoby
pocitafového zpracovani obrazi. Specialitou konfokalni mikroskopie je moZnost pro-
storové rekonstrukce mikroskopickych objekti, opirajici se o nékolik desitek az stovek
optickych fezi, postupné snimanych pfi plynule se ménici hloubce zaostfeni. Velikost
podobnych datovych soubori oviem dosahuje az desitek megabyti. K jejich zpracovani
je proto nezbytny velmi vykonny pocita¢ s velkou paméti. Ze souboru optickych fezl
lze mimo jiné generovat anaglyfy, tj. zvétSené dil¢i obrazy trojrozmérného objektu, jak
by je vidélo pravé a levé oko. P¥i pozorovani pfes vhodné bryle (dle konstrukce displeje
jsou to bud dvojbarevné bryle nebo elektronicky Fizené bryle s kapalnymi krystaly)
skytaji anaglyfy velmi ptisobivé stereoskopické obrazy preparati. Jind moznost soucas-
né prezentace vice optickych fezii spociva v jejich prosté sumaci, ¢imz lze ziskat ostry
obraz objektu s fyzikilné nedosaZitelnou hloubkou ostrosti, v némz navic struktury
nachdazejici se v riznych hloubkach mohou byt odlisné barevné kédovany. Ze souboru
horizontalnich z-y fezi lze také rekonstruovat vertikédlni fezy (z-z nebo y-z). Vertikalni
fezy se ovSem daji ziskat i pfimym zpusobem, pomoci vhodné volby rastrovaciho
algoritmu mikroskopu. Dalsi, pomérné novd metoda konfokalni mikroskopie spoéiva
v soucasném snimdani fluorescenénich obraz pomoci tfi fotonasobic¢l se spektralnimi
filtry pro modrou, zelenou a ¢ervenou barvu. Rekombinaci tfi dilé¢ich obrazt v ziklad-
nich barvéch ziskdme opticky ez v redlnych barvach emitované fluorescence [14].

Aplikace konfokdlni mikroskopie

Unikatni schopnosti konfokilniho mikroskopu zobrazovat preparaty s trojrozmér-
nym rozliSenim se vyuZiva pfi studiu povrchovych vlastnosti materidli. V reflexnim
modu zobrazovani se zkouma textura a sloZeni povrcht i eroze materiali. Konfokalnim
mikroskopem se vyhodnocuji vysledky mikrotest tvrdosti kovi i plastickych mate-
ridli, meéfi se vyska strukturnich elementd na polovodiéovych &ipech.
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Y s

Biologie a lékaisky vyzkum téZi ze skuteCnosti, Ze konfokalni mikroskopie je ve
své podstaté neinvazivnim a nedestruktivnim zpisobem studia prostorové struktury
bunék a tkani. Pfikladem, kdy konfokalni mikroskopie bezesporu pfevySuje moZnosti
metod klasické mikroskopie, miZe byt studium sloZité architektury neuronovych siti
v mozkové tkani (pouziva se klasické Golgiho metody kontrastovani neuronti ¢astecka-
mi stfibra, které idedlné odrazeji svétlo v reflexnim médu). Konfokilnim mikroskopem
Ize kvantitativné méfit rozlozeni iontové selektivnich fluorescenénich molekul v buii-
kidch a takto analyzovat intraceluldrni koncentrace fyziologicky vyznamnych iontd
(napt. K*, Ca?t). Jiné fluorescenéni sondy umoziuji méfit membranovy potencial
nebo vnitrobunééné pH. V obou posledné jmenovanych pfipadech spociva pfinos kon-
fokalni mikroskopie v mozZnosti vzajemné odlisit fluorescenci z molekul nachazejicich
se uvnitf a vné bunék. Prehled vSech prakticky vyznamnych fluorescenénich latek pro
biologicky a lékarsky vyzkum, vcetné referenci k nejdilezitéjSim aplikacim, podava
katalog firmy Molecular Probes [15]. Pomoci imunofluorescenénich metod, které jsou
zaloZeny na pfesné chemické specifité fluorescenéné znalenych protilatek, se studuje
nejen rozloZeni receptorti v membrandch, nybrZz napfiklad i organizace cytoskeletu,
mitoticky aparat béhem déleni, ¢i struktura endoplazmatického retikula. V mnoha
pripadech je zlepSeni kontrastu dokonce tak dramatické, Ze se vyjevi bunééné struk-
tury, které pfi pouZiti klasického mikroskopu nejsou viibec pozorovatelné [16].

Videomikroskopie

Lidsky zrak dokaZze velmi efektivné identifikovat pfitomnost riznych objektd v mi-
kroskopickém obraze, a to i pfi nizkém kontrastu zobrazeni a ¢iste¢ném prekryvu
téchto objekti. Oko vSak neni uzptsobeno ke kvantitativnimu hodnoceni. Bez pa-
tfiénych pomicek nedokdZeme stanovit rozméry a plochu zobrazenych objektd ani
jejich jas. Nejdulezitéjsi pomocnou metodou kvantitativni analyzy mikroskopickych
obrazii byla po dlouhd léta mikrofotografie. Fotograficky zdznam umoZiuje zvysit
obrazovy kontrast, usnadiiuje poéitani objektd a méfeni jejich rozmért. Je vhodny
i pro vyhodnoceni jasu objekti, jejich spektrilnich charakteristik, absorbance apod.
K ziskani dokonalych snimki je v8ak zapotiebi zkuSenych specialisti. Prace s foto-
grafickym zaznamem je navic ¢asové ndro¢nd, coz znesnadiuje zpétnou vazbu mezi
zpusobem pozorovani a optimalnim vysledkem. Vyrazny pokrok v metodach zaznamu
a kvantitativniho hodnoceni mikroskopickych obrazt pfinesla videomikroskopie, jejiz
pocatky spadaji do padesatych let. K jejimu opravdovému rozmachu ale doslo az
po roce 1970 v souvislosti s rozvojem osobnich pocitacl, které umoznily digitalni
zpracovani obrazi [17-20]. A

Pfi videomikroskopii je opticky obraz vytvofeny kvalitnim mikroskopem pfeveden
kamerou na elektricky videosignal. Mezi dnes pouZivanymi kamerami jsou nejbézné&jsi
kamery s CCD snimadi. Jedn4 se v podstaté o unipolarni integrované obvody, vyrobené
MOS technologii jako matice ortogonalné uspofddanych fotometri. Rozméry jednoho
takového detektoru, ktery vlastné pfedstavuje jeden obrazovy element, se pohybuji od
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7x7 um do 30x30 um a ve snimagich pro védecké ucely se jejich celkovy pocet pohybuje
od 512 x 512 do 2000 x 2000. CCD snimade se oproti dfivéj§im vakuovym snimacim
elektronkdm vyzna€uji malou hmotnosti a rozméry, vyssi citlivosti i dynamickym
rozsahem a linearitou, §ir§im spektralnim rozsahem, minimalnim geometrickym zkres-
lenim obrazu a navic i pomérné nizkou cenou.

S kvalitnimi CCD kamerami lze pracovat od osvétleni scény zhruba 0,1 lux (pti
vlnové délce svétla 550 nm tomu odpovida pfiblizné 5 x 10® fotonid/sec mm?), pfiemz
dynamicky rozsah méfeni intenzit, vyjddfeny v jednotkdch Sumu, pfevySuje hodnotu
5 x 103 : 1. U Kklasickych vidikont je dynamicky rozsah pouze 10% : 1. Spektralni ci-
tlivost CCD snimaci je dana optickymi vlastnostmi kifemiku, tj. 400-1100nm. Pouze
specialné pfipravené CCD detektory jsou citlivé i v UV oblasti poéinajici od 300,
pfipadné 200 nm. Pro fadu aplikaci, zejména pro fluorescenéni mikroskopii, je velmi
dulezité, ze citlivost CCD snimagdi lze extrémné zvysit ochlazenim na teplotu —100 °C.
Za téchto podminek klesne tepelny 3um jednotlivych detektord na troven nékolika
fotoni za sekundu. Dolni mez jasu pozorovatelnych objekti se tim posune na trovei
&itani jednotlivych fotont, v disledku éehoZ se dynamicky rozsah chlazeného snimade
pribliZzi hodnot& 10° : 1. Snimany obraz pak miize byt pomérn& dlouho integrovan
cestou soubé&zné akumulace ndboje ve vSech detektorech (podobné je integrovan pfi
prodlouzené fotografické expozici). Takova integrace Géinné potla¢i fotonovy Sum
v obrazech o extrémné nizkém jasu, samoziejmé za cenu obé&tovani ¢asového rozli-
Seni. Alternativni technickou moznosti sniméni velmi mdlych mikroskopickych obrazi
jsou kamery se zesilovali obrazu, napf. [17]. Nevyhodou zesilova&ii obrazu je zvyseni
primarniho fotonového Sumu maélo jasnych obrazi o kvantovy Sum fotokatody, jakoz
i nezanedbatelné geometrické zkresleni na okrajich obrazu a malé rozliSovaci schopnost
(zhruba ekvivalent pouhych 400 obrazovych fadkid). Je proto reilné predpoklidat, ze
s dal§im rozvojem chlazenych CCD snimaéi ustoupi kamery se zesilovadi obrazu do
pozadi.

Metody videomikroskopie se déli do dvou tizce souvisejicich kategorii. Prvni predsta-
vuje videové umocnény kontrast (VEC — Video Enhanced Contrast), druhou zesilend
fluorescenéni mikroskopie (IFM — Intenzified Fluorescence Microscopy), [17, 20].
Ustalend &esk4 terminologie zde prakticky neexistuje. V zdvorkéach jsou proto uvedeny
anglické originaly.

Pod videové umocnény kontrast spadaji viechny metody spoéivajici v analogovém
nebo digitdlnim zesileni relativné malych lokalnich rozdili v intenzité své&tla, které
pfi normélnim zptsobu pozorovéani zanikaji v jasu pozadi. Takto se v zorném poli
zvyrazni slabé prispévky, kterymi se v celkovém obrazu projevuji drobné ¢astice nebo
strukturni elementy uvnitf vétsich objektt. Zesileni spo¢iva v tom, Ze se napred odecte
pozadi, zahrnujici jak v8echny neZadouci odrazy a rozptyl svétla v optické soustavé
mikroskopu, tak neostré obrazy struktur nachazejicich se mimo ohniskovou rovinu. Pak
se ziskany rozdilovy signal vynasobi vhodnym koeficientem. Diky tomu lze pozorovat
objekty aZz o Fdd mensi, neZ je mezni rozliSovaci schopnost mikroskopu (napfiklad
tubuly v cytoplasmé, jejichz primér €ini pouze 20-30nm, nebo &astecky koloidniho
zlata o priméru 20-40 nm, které se pouZzivaji jako sondy proudéni cytoplasmy v Zivych
butfikdch) [21]. Zde je tfeba zdiraznit, Ze pozorovani takto malych objektd neni
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nikterak v rozporu s Abbeovou teorii rozliSovaci schopnosti mikroskopu. Budou-li
totiz dva tubuly nebo céastice zlata vzdileny o méné, nez odpovidd mezni rozliso-
vaci schopnosti, uvidime pouze jeden objekt. Nicméné pro VEC je tato mez zhruba
polovi¢ni oproti hodnotdm stanovenym dle Rayleighova kritéria [20]. Toto zlepSeni je
prostym disledkem pfechodu od vizudlniho pozorovéani zvétSenych obrazi okuldrem
¢ na mikrofotografiich k objektivnimu meéfeni rozloZeni intenzity svétla v obrazové
roviné mikroskopu.

Zesilena fluorescenéni mikroskopie znamend v podstaté fluorescenéni mikroskopii
s pouzitim zesilova¢t obrazu nebo chlazenych CCD kamer. Pouziti takovych detektort
je nezbytné u valné ¢asti biologickych vzorkl, nebot intenzita jejich fluorescence
nebyva postacujici pro obycejné videokamery. Pti zesilené fluorescenéni mikroskopii lze
naopak jeSté sniZovat intenzitu buzeni oproti intenzité potiebné pro obyc¢ejné vizualni
pozorovani, ¢imz lze Gsp&né potlalit nezadouci vybélovani fluorescence. Zesilené
fluorescen¢éni mikroskopie se Casto pouZivd v podminkéch, kdy neni dost fotont na
to, aby vytvofily obraz bez Sumu. Musi se proto kombinovat s pocitacovym zpraco-
vanim obrazu, které umoZiiuje zlepsit pomér signil/Sum integraci nékolika postupné
snimanych obrazi.

Poclitadové zpracovani obrazt

Prvnim krokem k pocitatovému zpracovani obrazu je jeho digitalizace. K tomuto
u&elu nabizi fada firem profesiondlni karty do osobnich potitatli (uspokojivy prehled
o aktualni nabidce takovych obrazovych prevodniki ziskdme prolistovanim nékolika
poslednich &isel magazini Photonics Spectra a European Microscopy). Volba kamery
a obrazového pfevodniku musi pfirozené vychdzet z toho, jaké rozlieni pro danou
aplikaci skuteéné potfebujeme a s kolika obrazovymi body miZeme realné pracovat pfi
dané kapacité paméti a rychlosti poéitace. Obrazové karty pro vétsinu béznych aplikaci
digitalizuji obrazy o velikosti 512 x 512 nebo 640 x 480 obrazovych elementii a rozlisuji
256 jasovych arovni, CemuZz odpovidé 256 kB, resp. 300 kB na jeden snimek. Lidské oko
vSak v pozorovaném obraze rozlisi pouhych 40 az 80 Grovni jasu. K prostému zadznamu
a pozdéjsi reprodukci snimkid na monitoru tedy postaci, aby cely systém pracoval
s pomé&rné nizkym digitdlnim rozlifenim (6 aZ 7 bitli). Pokud potfebujeme detekovat
zmeény jasu, které jiZ pouhym okem nejsou viditelné, musi byt pfesnost digitalizace
alespoii 8 bitid. Pro specidlni fotometrické ucely se pouZzivaji obrazové prevodniky
s pfesnosti alespoii 10 biti.

K zakladnimu arzendlu poéitadového zpracovani obrazi patfi metody filtrace sumu
(dtlezité pro zesilenou fluorescenéni mikroskopii), nebo naopak detekce a zvyraznéni
gradientt intenzity, detekce pohybu mikroskopickych objektl, vychazejici z analyzy
rozdild mezi obrazy snimanymi s definovanou prodlevou, viz napf. [22]. Dale sem
patii segmentace obrazu na objekty, které nas zajimaji, a ty ostatni. Pro segmentaci
je tfeba, aby se jednotlivé objekty lisily bud jasem, nebo barvou. Objekty vyznacené
pii segmentaci obrazu lze pak poditat nebo statisticky hodnotit jejich rozméry a jas.
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Toho se hojné vyuZiva jak pfi studiu bunéénych populaci, tak pfi analyze granularnich
materiali.

Pro biologické aplikace fluorescenéni mikroskopie ma zasadni vyznam pomérové
zobrazovdni (ratio imaging). Tato metoda umozhuje méfit relativni zmény intenzi-
ty fluorescence v buiice vi¢i vhodnému pocdateénimu stavu, méfit poméry intenzit
v dvou riznych emisnich pasmech, pfipadné poméry intenzit fluorescence emitované
pfi riznych excitacnich vinovych délkidch. Zméfené poméry pak lze zobrazit v ne-
pravych barvach dle vhodného barevného kédu. Pomérového zobrazovani se pouziva
k pfevedeni fluorescenénich obrazti bunék, které byly obarveny indikatory citlivymi na
membrénovy potencial nebo na riizné ionty (napt. K+, Ca?*, Ht), na kvantitativni
obrazy rozloZeni téchto fyziologicky vyznamnych faktorG v Zivych bunkach. Touto
metodou se nebudeme podrobné&ji zabyvat, nebot se tyka vice fluorescencnich sond
samotnych neZ podstaty fluorescenéni mikroskopie [15, 23]. Mezi aplikace potitatového
zpracovani obrazi, které naopak s podstatou mikroskopického zobrazovani souvisi vel-
mi Gzce, pat¥i pocitacové restaurovdni (dekonvoluce) trojrozmérnych obrazi. Vychozi,
neupravend informace o objektu se ziskd ve formé série oby¢ejnych dvojrozmérnych
mikroskopickych obrazi b&hem postupného pfeostiovani mikroskopu. Kazdy z nich
zjevné obsahuje ¢&isty obraz zaostfené roviny spolu s rozmazanymi mimoohniskovymi
obrazy zbytku vzorku. Zméfime-li k tomu zavislost obrazu bodového objektu na jeho
vzdalenosti od zaostfené roviny (tzv. funkce bodového rozmazdni — point spread
function), pak miZeme pomé&rné komplikovanym iteranim postupem odstranit z na-
Seho 3D souboru veskerou informaci o mimoohniskovych strukturdch [24]. Poéitadové
restaurovani trojrozmérnych obrazli znamend zpracovani velkého objemu informace.
Je proto pomérné zdlouhavé. Restaurovani obrazti snimanych v rastru 128 x 128 bodi
0 64 arovnich jasu trva pfi pouZiti stanice Silicon Graphics 240 GTX zhruba 10 az
100 minut. Vysledkem je v8ak série optickych fezi, jejichz kvalita miZe byt stejné
dobré jako pfi konfokalni mikroskopii, viz kapitola 14 v monografii [3]. Také kvalitu
obrazi z konfokalniho mikroskopu lze v principu je$té dale vylepSovat pocitatovym
restaurovanim.

Zavér

Pfes svoji dlouhou historii pat¥i optickd mikroskopie nadale mezi rychle se vyvijejici
obory pfistrojové techniky. PFibyvaji jak zdokonaleni existujicich zdkladnich metod
(ptikladem je novy zpisob stereomikroskopie, vyuzivajici dvou Sikmo osvétlujicich
paprski [25] nebo ziskdvani optickych Fezi pomoci laserem excitované dvoufotono-
vé fluorescence), tak pokusy zdsadnim zptisobem posunout rozlifovaci schopnost za
difrakéni mez. Druhy smér je reprezentovan rastrovaci optickou mikroskopii bez ¢ocek,
kterd v podstaté kombinuje princip tunelové rastrovaci mikroskopie s pouzitim optické
sondy o priméru 50-60 nm. Takovou optickou sondou je laserové zareni vychazejici
z extrémné ostrého hrotu pokoveného sklenéného vldkna, a to pouze do vzdélenosti
mensi, neZ je primér apertury, z niZ ono zafeni vystupuje [26].
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Podékovani. Dékuji doc. J. Reischigovi za laskavé poskytnuti snimka plisné Asper-
gillus niger a svoleni k jejich pouZiti v tomto ¢lanku. Dékuji také prof. K. BeneSovi
za radu tykajici se doplnéni seznamu literatury o uéebnice [27, 28], orientované na
uzivatele svételné mikroskopie z fad biologu.
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