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Vad diskuteras

= Mikroskopens anatomi
= Satt att belysa provet

= Praktiska aspekter

= Specialapplikationer



http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/artapr99/rnscope.html
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Mikroskoptyper

Greenough Design

Stereomikroskop
Prepareringsmikroskop

http://lwww.microscopyu.com/articles/stereomicroscopy/stereointro.htmil

CMO (Common Main Objective)

Biologiskt mikroskop
Vanligt mikroskop
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Stereomikroskopl

= Forstoring typiskt 10 - 150 x

=z Tredimensionella bilder

= Provet kan vara nastan vad som helst
=Mycket utrymme for preparering



Vanligt mikroskop

= Forstoring 100 - 1000 x

= Tvadimensionell

=Provet placeras pa mikroskopglas
= Provet ligger nara objektivet



Elementar optik

Linsens forstoring

Reell bild



Elementar optik

Linsens forstoring

<

m=1+% d

- FOr normalt ackommoderat 6ga ar d = 25 cm

-
-
-
f’




Elementar optik

Mikroskop

FOrstoring=M xm

A = optisk langd = approx. b




Numerisk apertur

= Lat 0 vara halva 6ppningsvinkel av ljuskonen som
passar i linsens dimension

= Lat n vara det omgivande materialets brytningsindex (1
for luft, 1,5 for olja)

= Numeriska aperturen ar NA=nsin 6

= Paverkar upplosningen
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Blandartalet

- =Fo6r sma numeriska aperturer ar
blandartalet (f-talet)




Typiska objektiv

~ Magnification NA
4x 0.10
10x 0.25
20x 0.40
100x (dry) 0.95
100x (immersed) 1.25

Torr
NA=0.4

Media

Vatten, n=1.33

Glycerin, n=1.47

Olja, n=1.51

De flesta objektiven med forstoring x60 eller hogre ar
konstruerade for att kunna doppas i olja.

Anvand inte andra medier ty linserna har satts ihop
med lim. Limningarna kan paverkas av andra
vatskor.

http://microscopy.fsu.edu/primer/anatomy/numaperture.htmil

Doppad
| olja
NA=0.6



Upplosning

= Tva narliggande detaljer kan urskiljas om deras avstand
ar storre an Airys radius
A 2NA

Figure 3
Airy Discs

(a)

(c)

Intensity Distributions

http://microscopy.fsu.edu/primer/anatomy/numaperture.html ' ‘ >




Upplosning

NA
r=0.61A/NA
1.25 A=550 nm
0.65 Magnification NA  UpplGsning ym
' 4x 0.10 3.36
10x 0.25 1.34
20x 0.40 0.84
100x (dry) 0.95 0.35
100x (immersed) 1.25 0.27
0.1
B
0.51 0.27 U
3.36 Upplésning @ @90




Skarpedjup

- & Ju storre numerisk apertur (eller mindre f-tal) desto
mindre ar skarpedjupet

Magnification NA Skarpedjup pm

le(;x 8%2 255'5 4 Narmaste detalj i fokus
20x 040 5.8 o
100x (dry) 0.95 0.19 =1
100x (immersed) 1.25 0.85 EJ_
G
X
n

Borterste detalj i fokus



Synfalt

Synliga omradets diameter

- Det synliga omradets diameter (& mm) ar

Pz—N
Moy, 0

N = okularets synfalt, anges ofta som 10/20 (férstoring / N)

M,y = Objektivets forstoring, anges ofta som 40/0.65 (forstoring / NA)

g = tubus, vanligtvis 1, ibland 1.25

| exemplet &r det synliga omradets diameter | provet 20/40 mm = 0.5 mm

Field Size Variations
with
Field Number

Figure 2 pio1g Number = 26 -

Field Number = 20



Mikroskoperingsmetoder

- & Belysning genom provet
» Ljusfalt

> Morkfalt

» Polariserat ljus

» Faskontrastmetod

» Interferenskontrast

= Reflektionsbelysning
» En likadan lista



Objektiv

Fargat prov
Objektbord

Kondensor

Ljusfalt




Morkfalt

Fran provet spritt ljus

Objektiv

Fargat prov
Objektbord

Kondensor

Skarm




Faskontrastmetod

Ljusfalt Faskontrast

http://www.microscope-microscope.org/advanced/phase-contrast-microscope.htm



Faskontrastmetoden

o Anvandbar for hoga forstoringar (400 x ->)

= Anvandbar for farglosa prov eller prov med sa sma
detaljer, att fargerna inte kan urskiljas i ljusfalt

Living Cells in Brightfield and Phase Contrast
E o~

(a)

http://mwww.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.htmi ‘ '



Faskontrastmetoden

Optiskt arrangemang

Phase Contrast Microscope Optical Train
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http:://mww.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.htmi




Faskontrastmetoden

Optiskt arrangemang

Phase Contrast Microscope Configuration
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http://www.microscopyu.com/articles/phasecontrast/phasemicroscopy.html




Interferenskontrastmetod DIC

Differential Interference Contrast

- = Tjockare prov an vanligt kan observeras i fokus




DIC

Unpolarised 45° Polarised

Polarizing Filter (45°) -
Prepares light for the
first Wollaston prism

Differential Interference Contrast
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Separates incoming
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polarised components.

90° Polarised
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Sample & Slide
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Phase shifted
by sample.

Objective Lens

Wollaston Prism -
Recombines incoming
perpendicular polarised
light into the same
polarisation (phase
difference converted

to amplitude).
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Polarizing Filter (135°) -
Removes directly
transmitted light.
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DIC

Differential Interference Contrast
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Polariseringsmetod

Vinsyrakristall

http://www.leica-microsystems.com



Polariseringsmikroskop




Digital fotografi

- = Observera att fotot visar ca 60 % av det synfélt, som kan
observeras i okularet



Praktiska aspekter

= Alla knappar som kan vridas med fingrar utan verktyg far
(och bor) vridas. GOr man inte det regelbundet kan fettet
hardna.

= Putsning
= Installningar
= Optimering av Kohlerilluminering



Rengor objektiven

= Blas bort dammet
» Anvand ren och torr tryckluft

= Tvatta objektivet
» Anvand losning med 70 % eter och 30 % alkohol
» Anvand mjukt optiskt papper
» Anvand cirkulara rorelser

= Inspektera visuellt
» Anvand okularet som forstoringsglas



Justera okularet

- & Fokusera

» Stang hogra ogat

> Justera fokuseringen sa att bilden ar skarp
& Justera for 0gats ackomodering

» Stang vanstra ogat istallet
> Vrid ringen for diopterjustering sa att bilden ar skarp



Kohlerilluminering

Maximera ljusstyrkan vid provet

= Anvand objektiv med forstoringen 10 x

= Fokusera till provet

= Flytta kondensorlinsen till sin Oversta lage

- & Minimera storleken av faltaperturen

= Flytta kondensorlinsen ner sa att aperturens kant ar skarp
= Flytta den belysta punkten till mitten av synfaltet

= Oppna aperturen sa att hela synfaltet ar belyst

Field Diaphragm Alignment
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0 299
@0

(b)

Figure 6



Kohlerilluminering

Mikroskopets ljussystem

Microscope lllumination System
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Specialtillampningar

- = Konfokalmikroskopi

= Fluorescensmikroskopi
= Narfaltmikroskopi

& Bildanalys



Konfokalmikroskopi

Marvin Minsky 1955
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Http:/iwww.cs.ubc.ca/ladic/overview.html



Fluorescensmikroskopi
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Fluorescensmikroskop
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CCD Camera * I P
Arc-Discharge
Eyepleces Field Lamphauﬁ
. alr'!td
ure
- Diaﬁﬁmgms
Vertical
hllzlpis:?aatln .- == - Mercury
uminator — o HBO)
Filter Optical amp
Block Turret
Breathshield —
(UV Shield) Microscope
Frame
Stage —2
Lam
Condenser
Inten
Turret Contro
Field Tungsten
i - Halogen
ﬁ _ Lamphouse
Base — \/"‘»ﬁh ' @0
Figure 1 Transmitted Q9

Light Filters

g =
)



Fluorescensmikroskopi

Tranamission (A=488nm) Fluoresconce (A >5150m)
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Topologi: AFM Transmission Fluorescens




Narfaltmikroskopl

-  Endast totala intensiteten méts. Nalens position ger en
kartlagger ytan

Reflection 4
x ¢ 10 nm 4 X

Transmission




Bildanalys

e —

& E;j-‘gg‘“__‘__‘_-_—_
SN o WS e
AN—

—-—-“
A




