Metody fizyczne
w biologii,
medycynie,
ochronie srodowiska,
diagnostyce medycznej 1 terapu

Wyklad 1- 4

V rok fizyki
Semestr zimowy



Plan:

l.

Mikroskopia

- mikroskopy optyczne (zasada
dzialania, wady)

- mikroskop holograficzny

- mikroskop elektronowy

- mikroskop ultradzwigkowy

2. Aktywacja neutronowa

3.

- fizyczne podstawy metody
- zrodta neutronow

- zastosowania NAA

- ograniczenia 1 wady

Spektrometria masowa
- metody 1 podstawy fizyczne
- zastosowania

7

Analiza fluorescencyjna

- fizyczne podstawy metod
fluorescencyjnych

- detekcja promieniowania X

- analiza 1losciowa 1 jakosciowa
Spektroskopia optyczna UV/VIS
- podstawowe procesy atomowe

- wlasciwosci optyczne cial

- techniki spektroskopii

- przyktady praktycznych zastosowan
(LIDAR)

Systemy pomiarowe stosowane w
fizycznych metodach diagnostyki
medycznej

- detektory

- wzmacniacze

- przetworniki ADC

- transmisja informacji

- przetwarzanie danych

. Podstawy matematyczne tomografii

komputerowych



8. Tomografia promieniowania X
- podstawy fizyczne
- zasada dziatania tomografu
komputerowego
- rekonstrukcja obrazu

9. Tomografia magnetycznego rezonansu
jadrowego
- podstawy NMR
- opis metody obrazowania

10. Pozytonowa tomografia
komputerowa PET
- podstawy fizyczne
- rozwigzania techniczne
-zastosowania diagnostyczne

11. Ultrasonografia
- podstawy fizyczne
- obrazowanie ultrasonograficzne
- ultrasonografia dopplerowska

12. Elektrokardiografia i encefalografia

13. Lasery w medycynie

14. Radioterapia nowotworow

Literatura

1. Fizyczne metody badan w biologii,
medycynie 1 ochronie sSrodowiska,
pod red. A. Hrynkiewicza i E. Rokity,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
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2. Fizyczne metody diagnostyki medycznej i
terapii,
pod red. A. Hrynkiewicza i1 E. Rokity,
Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa
2000



MIKROSKOP

Mikroskop - przyrzad do obserwacji matych obiektow

Klasyfikacja

wg rodzaju promieniowania g odleglosci detektora od obiektu
oswietlajacego e tunelowe (mikroskopy bliskiego
° optyczne pola)
o elektronowe e pozostale
e  jonowe
e  ultradzwigkowe wg uzyskiwanej informacji
e okreslajace ksztalt obiektu
wg metody obrazowania e badajace sklad pierwiastkowy,
chemiczny, strukture krystaliczng
° konwencjonalne e mierzace wlasciwosci mechaniczne,
e  skaningowe elektryczne lub magnetyczne

o holograficzne



Historia rozwoju mikroskopu optycznego

Mikroskop z roku 1700 Mikroskop z roku 1800 Mikroskop z roku 1904  Mikroskop z roku 1920




Lupa i jej powi¢kszenie

Lupa — soczewka zbierajgca lub mikroskop prosty

Powickszenie katowe W

Rysunek 1. Lupa - soczewka zbierajqca
lub mikroskop prosty.




Z rys. 1 znajdziemy, ze

Rysunek 1. Lupa - soczewka zbierajqca
lub mikroskop prosty.

X

:f+5

Przecigtnie 0~25 cm, lecz dla dalekowidza jest wigksza
\)

z powigkszenia lupy bardziej korzysta dalekowidz



Wzor soczewkowy

yl _N

]fl oraz ](2

1 powigkszenie wynosi




W optyce geometrycznej czesto korzystamy ze wzoru soczewkowego

jest on jednak przyblizony - gdzie ono jest?



Droga wyprowadzenia

Z prawa Snella mamy, ze

SIN I

Stosujac twierdzenie sinusOw do trojkatow PIO 1 P'IO oraz po
skorzystaniu z powyzszego mozna znalezC potozenie punktu
przecigcia zatamanego promienia IP' z osig symetri POP'. W
koncowym wzorze mamy ztozona funkcj¢ trygonometryczng katow 9,
9' 1 r. Dla bardzo matych wartosci tych katow zastepujemy sinus kata
przez jego wartos¢ 1 wzor si¢ upraszcza do

-brak zaleznosci od kata emisji 3.

Promienie emitowane z P pod dowolnym, lecz
dostatecznie matym katem 9 w stosunku do osi
symetrii powierzchni kulistej sa po zalamaniu
ogniskowane w jednym punkcie P’.



Dla cienkiej soczewki, tzn. dla osrodka o wspolczynniku zalamania »n
zanurzonego w osrodku o wspotczynniku zalamania #’ 1 ograniczonego z jedne]
strony powierzchnig kulista o promieniu R, a z drugiej powierzchnig kulista o
promieniu R, wzor

Dla powietrza n’=1

Wielko$¢ D=1/f nazywamy zdolnoscia zbierajacq soczewki

D w dioptriach gdy f, R, 1 R, wm




Zasada dzialania mikroskopu

Mikroskop - uktad soczewek Kondensor -

1q@ﬁfépwka@@pm@@ﬁ1&mgk@pnato

rZECZyWISty, OAWIOCONY 1

powigkszony obraz przedmiotu
Powigkszenie obrazu rzeczywisteqlgpago przez obiektyw

lupa, przez ktora ogladamy obraz

MIKROSKOPY
OPTYCZNE




Dla typowego mikroskopu

0 ~250 mm, / praktycznie dtugos¢ tubusa ~160 - 180 mm
f;, ~2 - 15 mm, f,~15-50 mm

wiec

M ~50 - 1500



WADY ukladow optycznych

Aberracja chromatyczna

Zdolnos¢ skupiajaca soczewki to

Poniewaz wspotczynnik n zalezy od dlugosci Swiatla

!

D)




Material Ny

Powietrze 1,0003

Woda 1.333 0.0065
Dwusiarczek wegla 1,628 0,0342

Szklo crown 1,619 0,

Szklo flint 1,620 0,0171
Ciezki flint 1,800 00,0314
Kwarc 1,459 0,0166

Dla lini1 zottey d w widmie helu (d=587.6 nm)



Zmiana dlugosci fali z A do A+dA powoduje
zmiang zdolnosci zbierajacej o

Poniewaz

f.aczac ze soba soczewki wykonane czeSciowo z roznych materiatow
mozna stworzyC soczewke¢ ztozona, o czgsciowo skompensowanej
aberracji chromatyczne;.



Przyklad - ukiad soczewek ze szkta crown 1 cigzki tlin

Ov dla zmiany A
- to zakres Swiatta widzialnego -
zmiana oD/D wynosi odpowiednio 1/60.35 1 1/25.48
OV aby z tych szkiel stworzy¢ achromatyczny uktad o D~1
musza by¢ spetnione warunki

D, D _,
D +D, =1 6035  25.48

Taki uktad S§f€ vﬂ:k&ﬁlﬁjﬁfé\ﬁi 1e D~1 1 silnie skompensowana

aberracj¢ chromatyczna spetniong scisle dla krancow widma swiatla

WidzialnegoDlzl 73 1 D2:-O.73



Uklady achromatyczne z tego samego materialu

Mozna znalez¢, ze zdolnosC zbierajagca dwoch soczewek rozstawionych
w odleglosci d wynosi

=(n-1)K,+(n-1)K, +d(n-1y KK,

gdzie K. - taczy si¢ z promieniami krzywizny




aby uktad byl achromatyczny musi zachodzi¢

D _VS) gt k- 2dn-DK K —0
on on

Jest to spetnione, gdy

mamy tu zaleznos¢ od n a nie od n? - wigc aberracja achromatyczna
zostata silnie zredukowana



ABERRACJE MONOCHROMATYCZNE

Aberracja sferyczna il
/ff/ __...../////

aberracja
podiuzna

Koma 1 astygmatyzm




WADY

!

Mikroskopy optyczne
Teleskopy optyczne
Aparaty fotograficzne

B Optischer Aufbau

@ LD-Element (Low Dispersion) @ Aspharisches Element




Konstrukcja elementow mikroskopu optycznego

Uklad oswietlajacy przedmiot
- lampa + kondensor

na ogol nie jest wymagane by kondensor
byt wolny od aberracji optycznych

Najczesciej uzywane typy
kondensorow:

a) kondensor Abbego skupiajqcy
swiatto lampy na obserwowanym
przedmiocie

b)  kondensor achromatyczny z
czesciowo skompensowanq
aberracjq chromatyczng

c¢) kondensor aplanatyczny ze
zmniejszonq aberracjq sferycznq



OBIEKTYW

Uklad soczewek tworzacy rzeczywisty i powi¢kszony obraz przedmiotu

Najczesciej stosowane typy obiektywow
mikroskopowych.

a) o malym powiekszeniu, ogniskowa
f=25 mm, apertura numeryczna
NA<0.15,

b)  typu Listera f=15-25 mm NA do 0.3,

c)  typu Amici f=4 mm NA=0.7,

d) immersyjny f=2mm, NA 1.3

To najbardziej decyduje o jakosci mikroskopu 1 musi
- bardzo silnie powigkszac obraz

- mieC ogniskowa ~milimetrow

- zbiera¢ swiatlo z mozliwie duzego kata

- by¢ pozbawiony wad optycznych

Obiektywy o najkrotszych ogniskowych - to obiektywy immersyjne



Apertum numerycina
(NA) decyduje o rozdzielczosci mikroskopu:

definiowana jest jako 1loczyn wspoéiczynnika zalamania srodowiska
mi¢dzy obiektywem 1 przedmiotem 1 sinusem kata rozwarcia obiektywu
liczonego od srodkowego punktu plaszczyzny przedmiotu.



Okular - to lupa za pomoc3a ktorej ogladamy obraz przedmiotu

Gdyby okular sktadat si¢ z jednej soczewki
to tubus mikroskopu musiatby miec¢ bardzo
duza Srednicg, aby promienie z krancow
pola widzenia nie byly obcinane przez
Scianki tubusu. By temu zapobiec okulary
buduje si¢ z co nayjmniej dwoch soczewek.
Pierwsza umieszczona tuz przed lub za
obrazem rzeczywistym przedmiotu to
soczewka polowa, kieruyjaca promienie
Swiatta ku os1 mikroskopu

soczewka polowa
]

soczewka
oczna




Okular - to lupa za pomoc3a ktorej ogladamy obraz przedmiotu

soczewka polowa
]

soczewka
oczna

Okular Huyghens'a (a)
- wigksze pole widzenia
- lepsza korekcja
aberracji

Okular Ramsden'a (b)

- gdy chcemy zmierzy¢ rozmiary
przedmiotu - to obraz dawany przez
obiektyw  znajduyje  si¢  przed
soczewka polowa obiektywu 1 w tym
miejscu umieszcza si¢ szkietko ze
skala mikrometryczna, ktora
widoczna ostro wraz z przedmiotem
pozwala okresli¢ jego rozmiary.



Granice zdolnosci rozdzielczej

mikroskopu optycznego

To wynika z falowe]
natury swiatla

Rola ugiecia Swiatla przy tworzeniu
obrazoOw w mikroskopie zostata wyjasniona
przez Abbe'go, a posta¢ graniczne]
zdolnosci rozdzielczej przyrzadow
optycznych pochodzi od Rayleigh'a.

Natezenie swiatta I na ekranie po osSwietleniu go przez punktowe
zrodto opisuje wzor Airy'ego

gdzie J,(v) to funkcja Bessela 1-go rodzaju, v=8p2n/A, gdzie A jest dlugoscia
fali, 9 katem zbieznosci promieni swietlnych a p odlegtos¢ punktu obrazu od

jego srodka na ekranie.



Granicznq zdolnos¢ I’OZdZielCZQ otrzymamy rozpatrujac

dwa otwory 1 szukajac najymniejszej ich odlegtosci, przy ktorej beda
jeszcze rozroznialne.

Otrzymany na ekranie uktad ciemnych 1 jasnych pierscieni

Natezenia pochodzace od tych dwoch szczelin
Bl dodaja si¢ - jesli znajduja sig zbyt blisko to nie
ll zobaczymy oddzielnych plamek. Rayleigh podat

praktyczne krytertum granicznej zdolnosci
rozdzielczej obiektywu przyrzadu optycznego:

jesli maksimum nat¢zenia z jednego zrodla pokrywa si¢ z

pierwszym minimum z drugiego zrodla, to jest to

najmniejsza odleglos¢, Kkiedy mozemy zrodla swiatla

rozroznic.




Pierwsze minimum z funkcji Airy'ego mamy dla v =3.86,
co w przeliczeniu na odlegtosci pomigdzy szczelinami daje

gdzie A jest dlugoscia swiatla, 9 katem rozwartosci obiektywu, a n
wspolczynnikiem zatamania osrodka w ktorym rozchodzi si¢ swiatho.

Przy zatozeniu calkowitej spojnosci Swiatla oswietlajagcego otrzymamy

Zwigkszenie n (olejek imersyjny) lub kata rozwarcia obiektywu
powoduje popraw¢ wartosci - to obecnie daje NA~1.4 — zdolnos¢
rozdzielcza rowna jest prawie potowie dlugosci fali swiatta
Dalsza poprawa Ax to zmnie?%iﬁﬂaiaecﬁgﬁrzez uzycie np. swiatta
ultrafioletowego lub krotkich fal de Broglie'a wiqzki elektronow.



Wartos¢ granicznej zdolnosci rozdzielczej wiaze si¢ tez z zasada
nieoznaczonosci Heisenberga.

Pe¢d fotonu p jest zwigzany z jego wektorem falowym k 1 dlugoscia
fali poprzez

hk=p i  k=2mn/A.

Zgodnie z zasadq nieoznaczonosci Ax- Ap>h, wigc dla kazdej ze
sktadowych wektora falowego zachodzi

AX- Ak >=2T.

Poniewaz nie mozna stwierdzi¢, przez ktory punkt obiektywu wpadt
foton do mikroskopu, wigc przy kacie rozwartosci obiektywu 3,
nieoznaczono$S¢ skladowej wektora falowego AkX£2| k |sind. Z tej
nierOwnosci otrzymujemy, ze nieoznaczonoS¢ polozenia punktu
emitujacego swiatlo wynosi




MIKROSKOP WSPOLOGNISKOWY (KONFOKALNY)

(to rozwiazanie, o zdolnosci lepszej niz to wynika z kryterium Rayleigh'a)

Idea podana przez Minsky'ego w 1957 r. — wykorzystana przez Lemonsa
1 Quate’a w mikroskopie akustycznym w 1974 r. 1 przez Brakenhoffa w
mikroskopie optycznym w 1979 r.

Mikroskop skaningowy- oswietlana jest tylko bardzo mata powierzchnia.

IDEA: Funkcja  rozktadu  natezenia  swiatla
oswietlajacego przedmiot jak 1 funkcja czutosci
detektora sa zgodne ze wzorem Airy'ego, lecz sygnat
‘ zbierany przez detektor jest proporcjonalny do kwadratu
LB funkcji Airy'ego 1 jest wezszy o czynnik ~1.4 od
rozktadu samej funkcji - daje to taka poprawe liniowe;j
zdolnosci  rozdzielczej  mikroskopu -  poprawa
objetosciowa ~(1.4)>° ~3. Do oswietlania uzywa si¢
swiatla monochromatycznego, wiec aberracja
chromatyczna nie wystepuje. Poniewaz oswietlamy 1
obserwujemy tylko 1 punkt na osi mikroskopu to
aberracja sferyczna jest silnie zredukowana.

Dotychczas w mikroskopach optycznych osiqgnieto liniowq zdolnosé
rozdzielczq ~130 nm, a teoretycznie mozna osiqgnqc dwukrotnie wigcej.



MIKROSKOP HOLOGRAFICZNY

Wymagania stawiane obiektywom mikroskopow

musza mie¢ krotka ogniskowa (duze powigkszenie)

duzy kat rozwarcie (duze powigkszenie)

dostatecznie jasny obraz przedmiotu

wolne od aberracji chromatycznej 1 sferyczne; $

Tworzenie kolejnych warstw 1 przetwarzanie w komputerze na obraz 3-D
jest bardzo trudne lub wrgcz niemozliwe.

Duza glebig ostrosci 1 szybka rejestracje otrzymamy stosujac technike
holograficzna.



Zapis hologramu fo zapis natezenia i fazy promieniowania
rozproszonego przez przedmiot.

Interferencja wiagzki odbitej z nie zaburzona tworzy grubg przestrzenng
struktur¢ dyfrakcyjng odwzorowana w kliszy jako 3-D siatka
dyfrakcyjna. Po oswietleniu takiej kliszy tylko promieniowanie o tej
samej fazie 1 biegnace w tym samym kierunku nie ulegnie wygaszeniu.
Zatem w kliszy zobaczymy trojwymiarowy obraz przedmiotu.
Rejestracja holograficzna odznacza si¢ ta wiasciwoscia, ze kazdy
element hologramu dostarcza informacji o calym obrazie. Jesh czgs¢
hologramu ulegnie zniszczeniu, to obraz calego przedmiotu bedzie
widoczny, lecz z mniejsza rozdzielczoscia.




Schemat mikroskopu holograficznego.

bl Taki mikroskop stuzyt do

hologram badania wzrostu

zwierciadto /" N pecherzykéw gazu w
£ |fala odniesienia o naczynlu krw10n0 énym W
funkcji cisnienia.
Osiagnigto rozdzielczosC
lepsza niz 3um.
Hologramy naswietlano
przez 10 LS zZ
czestotliwoscia 20 klatek

2 kondensor

77 zwierciadlo
Y

dzielnik wiazki na sekunde.




MIKROSKOP KONTRASTU FAZOWEGO

(mikroskopy jasnego 1 ciemnego pola)

Obiekt umieszczony w polu Swiatla wprowadza zaburzenie amplitudy
1 fazy swiatta. Oko ludzkie czuje jedynie srednig wartos¢ nat¢zenia, tj.
srednig wartoS¢ kwadratu amplitudy, a zupelnie nie odczuwa fazy
Swiatla 1 jej zmiany.

Catkowicie przezroczysty obiekt majacy inng gestosC optyczna niz
otoczenie wprowadza tylko zmian¢ fazy Swiatta 1 dla oka ludzkiego
jest niewidoczny - taki obiekt nazywamy obiektem fazowym
(np. szkto w wodzie)



SposoOb na ujarzmienie tego - interferencja wigzki odbite;
1 wigzki odniesienia.

jesli faza wigzki odniesienia zostanie przesuni¢ta o nieparzysta
wielokrotnos$¢ potowy dhugosci fali - to zobaczymy obraz obiektu jako
jasny na ciemnym tle.

Mikroskop o takiej konstrukcji to
mikroskop kontrastu fazowego

oswietlenie

., Far,
-_ e o
e, ¥

. e

-

e e

g e
-~ Sy,

- T

Ill e

\/ plytka fazowa

soczewka przesiona T plaszczyzna
pomocnicza pierscieniowa przedmiot obrazu




MIKROSKOP FLUORESCENCYJNY

Rozwiazuje trudnosci zwigzane z

- wykorzystanie w
obserwowanych materialach zjawiska fotoluminescencji
(wzbudzanie Swiatlem ultrafioletowym, niebieskim Iub zielonym
elektronow w atomach do wyzszych poziomow energetycznych - w
czasie deekscytacji nastepuje emisja Swiatla fluorescencyjnego (t<0.1 ns)
lub fosforencyjnego).

» probka moze by¢ wyznakowana barwnikami fluorescencyjnymi

* fluoryzujgce molekuty absorbujg swiatto o okreslonej dtugosci
fali

e wracajgc do stanu podstawowego uwalniajg one energie w
postaci swiatta (fluorescencja) lub ciepta

« emitowane swiatto ma wiekszg dtugosc fali niz wzbudzajgce
(zgodnie z reguta Stockesa), poniewaz czesc¢ energii tracona jest
na ciepto



MIKROSKOP FLUORESCENCYJNY

* rozwinieto szereg rdéznorodnych technik wykorzystujgacych
barwniki fluorescencyjne

« pozwalajg na uwidocznienie w mikroskopie specyficznych
struktur zywych komorek

« od matych nieorganicznych jonéw, jak Ca?* czy H*

« do makromolekut takich jak biatka, RNA czy DNA



 zrodtem swiatta jest specjalna zarowka
(zazwyczaj zarnik rteciowy lub lampa
ksenonowa) emitujgca promieniowanie UV

* mozna takze stosowac wigzki odpowiadajgce

s niebieskiemu i zielonemu obszarowi swiatta

——l widzialnego
s B - filtr wzbudzenia — umieszczony pomiedzy
o zrodtem swiatta a lusterkiem dichroicznym,
iy przepuszcza swiatto o pozadanej dtugosci fali
odpowiadajgcej wzbudzeniu fluorescencji w

badanym preparacie

« filtr barierowy (supresyjny) — wmontowany w
tubus lub okular, przepuszcza jedynie widzialna
czesc widma odpowiadajgcg emisji substancii
fluoryzujacej, pochtania ultrafiolet, chronigc tym
samym narzad wzroku obserwatora przed

szkodliwym dziataniem promieni UV

fa |
i ¥ A

‘E — preparat

okular

= barierowy

1 filtr wzbudzenia




okular

* lusterko dichroiczne - rozdziela sciezki
e wzbudzenia i emisiji, stanowi ono filtr
e interferencyjny odbijajgcy fale o krotszej
diugosci, a przepuszczajacy efektywnie
diuzsze fale, dlatego tez nazwano je
dichroicznym

reciowa [

Zwierciadto

filtr
wzbudzajgcy

« obraz uzyskiwany w mikroskopie
fluorescencyjnym jest niejako negatywem
obrazu z typowego mikroskopu swietlnego: na
ciemnym tle uwidaczniaja si¢ swiecace
(fluoryzujace) struktury komorkowe i tkankowe

1 filtr wzbudzenia

| oblektyw

‘ ’_4 — preparal




W mikroskopach fluorescencyjnych mozna stosowa¢ dwa
sposoby oswietlania preparatu:

okular

Je system diailuminacji - odpowiada przebiegowi wigzki
oswietlajgcej w normalnym mikroskopie optycznym

przedmiot

kondensor
rteciowa #

zwierciadio

wzbudzajgey

‘le system epiiluminacji - standardowy w nowoczesnych
mikroskopach, w ktorych promienie przechodzg przez
obiektyw i padajg na preparat z gory, swiatto emitowane
przez preparat przechodzi z powrotem przez ten sam
obiektyw. W tym przypadku wigzka wzbudzajgca
(promienie UV) po przejsciu przez preparat ulega

> |+ oo rozproszeniu i poza nielicznymi promieniami odbitymi nie

wpada do obiektywu, a obraz tworzony jest wytgcznie

INIEmeeEN. Drzez promienie widzialnego zakresu widma emitowane

iian—— ¥ na drodze fluorescencji. Taki sposob os$wietlenia

- | oblektyw

fa

g preparatu polepsza jakosc¢ obrazu i zmniejsza narazenie
zywych komoérek na kontakt ze szkodliwym ultrafioletem.

#rodo _p
swiatia 5]




w komorce niewiele jest struktur, ktore utrudniatyby przechodzenie przez nie
promieni swietlnych, dlatego tez sg praktycznie niewidoczne w zwyktym
mikroskopie optycznym, mimo ich selekcji i unieruchomienia

jedng z metod umozliwiajgcych ich wizualizacje jest wybarwianie np.
barwnikami organicznymi (Malachite green, Sudan black, Coomassie blue), z
ktorych kazdy posiada powinowactwo do szczegolnych struktur w komorce

np. hematoxylin — ma powinowactwo do ujemnie natadowanych molekut,
dlatego ujawnia lokalizacje DNA, RNA, kwasnych biatek

alternatywng i ogolnie stosowang technikg jest wykorzystanie barwnikow |
biatek fluoryzujgcych

niektore jednak substancje obecne w komorkach i tkankach majg zdolnosc¢
do wiasnej fluorescenciji: lipofuscyny, porfiryny, chlorofil, hemoglobina,
witamina A



barwniki fluorescencyjne uzywane sg do znakowania interesujgcych
molekut (poprzez wigzanie sie z nimi) w utrwalonych i zywych
komorkach

ich czgsteczki najczesciej zawierajg zdelokalizowane elektrony,
formalnie reprezentowane jako sprzezone wigzania podwaojne, a wiec
sg to gtownie wielopierscieniowe zwigzki aromatyczne

barwniki sg szeroko stosowane w monitorowaniu integralnosci komorki,
w badaniach szlakow endo- i egzocytozy, ptynnosci bton, transdukcji
sygnatu i aktywnosci biologicznej enzymow

w dziedzinie genetyki molekularnej sondy fluorescencyjne znalazty
zastosowanie w mapowaniu genomow i analizowaniu chromosomow.



barwnik fluorescencyjny — substancja selektywnie absorbujgca
| emitujgca swiatto o okreslonej dlugosci fali, obserwowana barwa jest
dopetniajgcg do swiatlta zaabsorbowanego.

fotony emitowane przez barwnik maja nizszg energie (a tym samym

wiekszg dlugosc fali) niz fotony absorbowane, co odpowiada za
roznice w potozeniu pikow wzbudzenia i emisiji.

Alexa Fluor §55
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Profil absorpcji i emisji
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ZBUDZEMIE EMISJA

Maksimum absorpcji i emisji
fluorescencji

« kolor fluorescencji zalezy od wtasnosci substanciji
fluoryzujacej

* barwniki emitujg gtéwnie swiatto widzialne, choc¢ niektore
np. Cybd lub Cy7 — podczerwone.

w zaleznosci od dtugosci fali emisji, powszechnie
uzywane barwniki mozna podzielic na emitujgce
Swiatto:

. Cy2, fluoresceina (wzbudzana swiattem
niebieskim)

: rodamina (wzbudzana swiattem zielono-
zO6itym), Texas red

: Cy5, Cy7, Alexa dyes (wszystkie
uzywane gtéwnie do znakowania przeciwciat)

zotte: Cy3, Alexa 568

: DAPI (absorbuje UV, fluoryzuje na
jasnoniebiesko, tworzy fluorescencyjne kompleksy z
sekwencjami bogatymi w pary AT w podwojnym tancuchu
DNA, stabilny barwnik dla DNA, zwtaszcza w utrwalonych
komorkach)



1 .

DNA w jadrze wybarwione DAPI

Trzy markery fluorescencyjne: rodamina — czerwona, barwi
wszystkie mikrotubule; fluoresceina — barwi na zielono tubuline,
wymaga wzbudzenia Swiattem UV, dlatego widoczna na rysunku B,
C, D, niebieski barwnik DNA (From K.E. Sawin and T.J. Mitchison,
J. Cell Biol. 112:941 954, 1991. © The Rockefeller University

Press.)



» wiele bodzcow (np. hormony) powoduje wzrost
cytoplazmatycznego stezenia jonéw Ca?* do
poziomu 10-°M (podczas gdy poziom ten normalnie
waha sie w granicach 10-’M), co w efekcie powoduje
zmiany metabolizmu wewnatrzkomorkowego jak np.
skurcz miesni

« fluorescencyjne identyfikatory jonow wapnia sg
100 um wzbudzane lub emitujg niewiele sie roznigce dtugosci
fali, kiedy sg zwigzane z jonami wapnia i kiedy sg
Przy wykorzystaniu barwnika wolne

]; "t‘;‘;ei . rjjjiii”::;;;gi’gf:fe » poprzez pomiar intensywnosci fluorescencji dla
czerwony — najwyzsze stezenie  AWOChH fal wzbudzenia lub emisji, mozna okresli¢ ilosc
Ca?*, niebieski — najnizsze) w  indykatora zwigzanego z Ca?* i wolnego, jak

komorce Purkinje go w mozdzku réwniez ilos¢ wolnych jonéw wapnia

;V;lznz l’;ﬁ;ﬁffda]gfeyg #52¢ « taki typ barwnikéw pozwala na monitorowanie
reprezentowane w dendrytach,  S€KUNda po sekundzie zmian w stgzeniu jonow Ca**

(D.W. Tank, J.A. Connor, M. w roznych czesciach komorki
Sugimori, and R.R. Llinas.)




Potrojne barwienie
fluorescencyjne w komorkach
ludzkich: niebieskofioletowy —
DNA w dwoch jgdrach
interfazowych, posrodku
chromosomy trzecief komorki

* niektore leki sg fluorochromami, jednym ze
sposobow okreslenia miejsca ich kumulacji w
komorce jest wykorzystanie mikroskopii
fluorescencyjne;

* przyktadem takich lekow sg preparaty stosowane
u chorych na schizofrenie - wywotujg one szereg
efektow ubocznych, niektére zagrazajgce zyciu.

* by okresli¢c miejsca kumulacji toksycznych
substancji w komorce, poddano fibroplasty
dziataniu réznych lekow psychotropowych.

» za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej odkryto,
ze leki wnikajg do komorek gwattownie i kumulujg
sie w licznych organellach komorkowych i
aparacie Golgiego.



Jakie sa potrzebne powi¢kszenia, by zobaczy¢
struktury atomowe

~ =,

0,02 cm (oko widzl takie szczeqgoly)
Powiekszenie = = 2 000 000
k 1/100 000 000 cm (wielkosc atomu) y

=
e -

Koniecznos¢ siegnigcia do krotszych, niz w zakresie widzialnym, fal



Pierwszy mikroskop elektronowy

M. Knoll 1 E. Ruska w 1932 r

35 lat po odkryciu elektronu

kilka lat po skonstruowaniu pierwszych
soczewek elektrostatycznych 1 magnetycznych
v dostateczna korekcja aberracji to nastepne 30 lats™
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Fala de Broglie’a dla elektronu A~1.225/E'? (A -nm, E —¢eV)
(dla elektronu o E = 100 keV A~0.004 nm,
podczas gdy odleglosci atomow w sieci krystalicznej to ~0.2 — 0.7 nm).

AN

To co psuje — to aberracje sferyczne 1 chromatyczne.
Obecnie zdolnos¢ rozdzielcza sigga

~0.2 nm dla obiektow krystalicznych

1~1.5 — 2 nm w materiale biologicznym.



Oddzialywanie elektronow z materialami

Elektrony w materiatach nie pokonuja zwykle zbyt duzych odleglosci

A

100

p—
S

$rednia droga elektronu (A)

p—

v

1 10 100 1000 10000

Energia elektronu (eV)

Elektrony uderzajac w material moga:
* zostac rozproszone wstecz

* wybiC inne elektrony (elektrony wtorne)




Przyczyny ograniczenia:
« w materialach o nieperiodycznej strukturze duzy udzial zderzen

niesprezystych powoduje zwigkszenie rozrzutu
energetycznego wiazki, a przez to wieksza aberracje
chromatyczna

* trudnos¢ przygotowania dostatecznie cienkiego preparatu
powoduje zwig¢kszenie rozmycia geometrycznego i
energetycznego wiazki elektronow przeswietlajacej preparat, a
przez to zwigkszenie aberracji sferycznej 1 chromatyczne;

e straty energii elektronow zaleza od liczby atomowej Z materiatu

probki 1 od jej gestosci. Tymczasem sktad pierwiastkowy 1
gestos¢ probek biologicznych mato zalezy od ich pochodzenia. W
celu uzyskania lepszego kontrastu trzeba zatem uzyC¢ wigzki
elektronow o wigkszym natezeniu, a taka wigzka powoduje
radiacyjne uszkodzenia probki, a przez to znieksztalcenie obrazu.



i Transmisyjny mikroskop
elektronowy
LUl Transmission Electron Microscope

apertura
kondensora

* clektrony z dziala przyspieszane
oy napigciem 10— 100 keV (w High
obiektyw Voltage Electron microscope ~1-3 MeV)
Wbl - Ocniskowane przez soczewki kondensora
soczewka oswietlaja pole widzenia o srednicy ~2-50
um
obraz posredn * po przejsciu przez material, elektrony nie
rozproszone zbierane sg przez soczewke
SRR  obicktywu o aperturze ~20 — 100 um
— ta soczewka tworzy pierwszy obraz
 obraz po powigkszeniu przez soczewke
posrednia 1 soczewke projektora rzucany
obraz koricowy jest na detektor (klisza, ekran, CCD)

=== ekran

kondensaor |l

posrednia




katoda

kondensor |

apertura
kondensora

kondensor ||

przedmiot

R obiektyw
D apertura

obiektywu

soczewka
posradnia

obraz posredni

obraz koncowy

e ekran

Dziata elektronowe
 prady ~10°-10 A/m?/sr

Transmisyjny mikroskop
elektronowy
Transmission Electron Microscope

regulacja pol magnetycznych w soczewkach
pozwala zmienia¢ powigkszenie mikroskopu
w  granicach x000 - x00 000 razy
elektrony rozproszone w probce rejestrowane
sa przez detektor pierscieniowy — niosg one
informacj¢ o grubosci 1 sktadzie
pierwiastkowym

elektrony rozproszone sprezyscie pochodza
od struktur periodycznych w probce 1 niosa
informacje o strukturze krystalograficzne;j
preparatu

 proznia w kolumnie mikroskopu

~102 - 10°° Pa



Transmisyjny mikroskop elektronowy

Zastosowania:

- analiza mikrostrukturalna

e analiza miedzypowierzchni

o struktura krystaliczna

» powigkszenie do 1 000 000 razy — atomowa zdolnos¢ rozdzielcza
* lokalna analiza pierwiastkowa

Probki:
* grubos¢ do ~0.1 mikrona

* minimalna wielko$¢ ~Imm; maksymalna zaleznie od instrumentu
« przygotowanie probki czasochtonne 1 skomplikowane



Scanning Electron Microscope

zastosowanie gtownie do grubych materiatow statych

 w przeciwienstwie do klasycznego mikroskopu transmisyjnego
nie oSwietlamy calej powierzchni, lecz ogniskujemy wiazke na
bardzo matej powierzchni 1 ta wigzka skanujemy powierzchni¢
probki

e rozmieszczone wokot probki detektory rejestruja rozproszone
sprezyscie lub niesprezyscie elektrony z wigzki pierwotnej,
elektrony wtorne o matej energii wybite z materiatu, lub
promieniowanie X

e obraz probki rekonstruuje si¢ w pamigci  komputera

e zdolno$¢ rozdzielcza zdeterminowana jest rozmiarami wigzki
skanujacej (kilka nm), rozproszeniami oraz absorpcja elektronow



Scanning Transmission Electron Microscope
lub
Analytical Electron Microscope

e analogia do optycznego mikroskopu konfokalnego
» wigzka elektronow przechodzi przez probke 1 jest silnie ogniskowana

Probke otaczajq detektory

» clektrony nie rozproszone rejestruje detektor
czuly na energi¢ 1 z dE/dx okreslamy
lokalnie grubos¢ probki

) » elektrony rozproszone sprezyscie do przodu

S pod katem spetiajacym warunek Bragga

= dostarczajq informacji o krystalicznosci
probki

* clektrony rozproszone niesprezyscie do

/i oS przodu pozwalajag nam na obejrzenie

SR S EtElel preparatu wtrybie obserwacji w polu

ciemnym

polu)




Scanning Transmission Electron Microscope
lub
Analytical Electron Microscope

e promieniowanie X daje analiz¢ skladu
pierwiastkowego probki
i *' « elektrony wtorne wybite do tylu umozliwiaja
obejrzenie probki z najwicksza zdolnoscig
rozdzielcza porownywalng z rozmiarami
wiazki
: e elektrony pierwotne rozproszone do tytu (z
e I o kata rozproszenia i energii) daja informacje o
rozkladzie glgbokosciowym materialu
probki
 spektrometria elektronow Augera daje
informacj¢ o skladzie pierwiastkowym
przypowierzchniowych warstw atomowych
materiatu probki




Skaningowy mikroskop elektronowy

Zastosowania:

* obrazy topograficzne

* analiza mikrostrukturalna

* analiza pierwiastkowa w potaczeniu z
odpowiednim detektorem (EDAX)

e powigkszenie 10 — 50 000

Probki:

* minimalna wielkos¢ ~0.1 mm

» probki musza by¢ przewodzace
lub pokryte przewodzaca warstwa



Napis IBM utworzony z atomow
ksenonu  zaadsorbowanych na
atomowo  gtadkiej powierzchni
krysztatu niklu.




Defekty struktury Kkrystalicznej (dyslokacje i granica miedzy dwoma
ziarnami polikrysztatu) widoczne na obrazie uzyskanym za pomocg TEM. Aby
uzyskac taki obraz, trzeba najpierw przygotowal dostatecznie cienkg prdébke z
badanego materiatu. W tym przypadku (stali nierdzewnej) w koncowej fazie
preparatyki zastosowano elektropolerowanie - proces kontrolowanego
rozpuszczania probki w elektrolicie. Defekty deformuja strukture krystaliczng, co
zmienia lokalnie warunki dyfrakcji elektronow przechodzacych przez probke.
Prowadzi to do zrdznicowania kontrastu obrazu. Odcinki dyslokacji znajdujgce sie
pomiedzy obu powierzchniami cienkiej préobki widoczne sg jako ciemne falujgce
linie (obraz jest rzutem przestrzennej struktury na ptaszczyzne). Przecinajaca
obie powierzchnie probki granica ziaren odwzorowana jest jako obszar z
rozmytymi ciemnymi prgzkami (prazki sg wynikiem interferencji fal
elektronowych w klinowym obszarze jednego z ziaren, podobnie jak prazki
Newtona sg wynikiem intereferencji fal swietlnych - widzimy wiec tu bezposrednio
efekt falowej natury elektronow!). W obszarze granicy widoczne sg tez inne
dvslokacie



Obraz przekroju rzesek
pierwotniaka Chilodonella cucullulus
zarejestrowany za pomocqg TEM.
Ciekawe jest to, ze subtelna
struktura rzesek tego pierwotnego
narzgdu ruchu okazata sie taka
sama u wszystkich organizmow, od
pierwotniakow do naczelnych.

Aby uzyskacC taki obraz, pierwotniaka trzeba utrwali¢, wode zastgpi¢ najpierw
alkoholem, a potem zywicg epoksydowg, utwardzi¢, pokroi¢ na plasterki o
grubosci okoto 0.05 mikrometra, umiesci¢ na siateczkach miedzianych, zanurzy¢ w
roztworze zwiekszajacym kontrast, wysuszy¢ i wiozy¢ do mikroskopu
elektronowego. Jest to skomplikowana procedura, ktérej opracowanie zajeto wiele
lat, a ktdérg dzis rutynowo stosujgq biolodzy i lekarze zajmujacy sie badaniami
mikroorganizmow i tkanek dla celow badawczych i diagnostycznych.



Przygotowanie preparatow z materialow biomedycznych

Trudne zadanie z uwagi na:

e proznia ~10-2 — 10~ Pa konieczna jest do zmniejszenia rozproszenia
elektronoOw wiazki, ale rowniez do zapobiezenia kontaminacji apertur
mikroskopu 1 probki resztkami oleju

 probki biomedyczne przed wlozeniem do komory musza by¢ odwodnione i
proces odwodnienia nie moze znieksztatcac struktury istotnych elementow
materiatu (komorek, organelli, ...)

« w mikroskopach transmisyjnych do osiggnigcia dobrej zdolnosci rozdzielcze;
straty energii wiazki musza by¢ bardzo mate, wigc grubos¢ probki musi by¢
od kilku do stu nm

 prady skanujace wiazki elektronowej sa ~10 pA, co przy napigciu
przyspieszajacym ~100kV i $rednicy wiazki ~10nm daje moc ~1'W/100nm?,
czyli ~10GW/mm?

» obraz w mikroskopie transmisyjnym powstaje jako stosunek liczby
elektronow nierozproszonych do liczby elektrondw rozproszonych —
poniewaz prawdopodobienstwo rozproszenia zalezy od liczby atomowej 1
gestosci materiatu, wigc w przypadku materiatow biomedycznych, w ktorych
wystepuja malte roznice gestosci 1 sktadu zmuszeni jestesmy stosowac tzw.

1-Antract



Metody odwadniania materialow biomedycznych

w rozpuszczalnikach (alkohol, aceton)
ten proces usuwa rowniez lipidy 1 inne rozpuszczalne czastki

by temu zapobiec utrwala si¢ lipidy w aldehydzie 1 czterotlenku osmu,

co zatrzymuje rowniez procesy chemiczne zachodzace w zywych
uktadach

aby zapobiec krystalizacji proces zamrozenia musi by¢ nagly
(~10000 K/s) 1 to si¢ przeprowadza w ciektym azocie lub helu 1 taki
preparat oglada si¢ pod mikroskopem na specjalnie chtodzonym
stoliku

Utrwalone 1 odwodnione probki biomedyczne zatopione w specjalne;
zywicy epoksydowej lub wosku tnie si¢ na warstwy o grubosci ~nm przy
pomocy mikrotomu.



Kontrast
e poprawlamy nasycajac materiat biologiczny w sposob wybiorczy
chemikaliami zawierajacymi cigzkie pierwiastki

to jest odpowiednik barwienia w mikroskopii optyczne;

np.
biatka, kwasy nukleinowe tatwo przyswajajq sole uranylowe
polisachardydy — zelazo

kwas garbnikowy podwyzsza ge¢stosc¢ elektronowa kolagenu lub

elastyny
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Obraz mikroskopowo-elektronowy
miesnia szkieletowego (*3000).
Widoczny regularny ukiad biatek
kurczliwych miesnia.




Trojwymiarowa rekonstrukcja aparatu
Golgiego i siateczki srodplazmatycznej
przy pomocy tomografii elektronowej.
Cysterny aparatu Golgiego majg kolor
niebieski, czerwony, fioletowy i zielony.
Siateczka srodplazmatyczna zostata
pokolorowana na Zoftto.

Fot. PNAS.Organellar relationships in the Golgi
region of the pancreatic beta cell line, HIT-T15,
visualized by high resolution electron tomography.
B. J. Marsh, D. N. Mastronarde, K. F. Buttle, K. E.
Howell, J. Richard McIntosh. PNAS 98: 2399-2406

(2001).

Btyskawicznie zamrozona komorka jest cigta na kilkaset cieniutkich plasterkow, a
obraz 3D skladany jest komputerowo z obrazow poszczegolnych plasterkow.

Otrzymany obraz komorki jest wystarczajaco dokladny, zeby mozna bylo na nim
obejrze¢ przestrzenne utozenie poszczegdlnych czesci.



Metody obrazowania powierzchni materialow

TECHNIKA OGRANICZENIA ROZDZIELCZOSC
0)') Retina (siatkowka) 700 000 A
Mikroskop optyczny Dyfrakcja $wiatla 3000 A
Skaningowy ME Dyfrakcja elektronow 30 A
Transmisyjny ME Dyfrakcja elektronow 1A
Jonowy mikroskop polowy  Rozmiar atomow 3A

Skaningowa mikroskopia
bliskich oddziatywan Rozmiar probnika 0.1 -100 A



Skaningowa L-wigzka protonowa

» wykorzystanie wigzki jonow (p, o) z akceleratorow Van de Graaff'a
lub z tandemu w mikroskopie skaningowym

* szczeling obiektywowa o Srednicy 5-200 um wycina si¢ dobrze
skolimowang cz¢s¢ wiazki

 uktad kwadrupolowych soczewek magnetycznych ogniskuje t¢ czgs¢
wiazki na badanej probce, uzyskujac na niej obraz szczeliny
pomniejszony od kilku do kilkuset razy

 skanowanie probki poprzez jej mechaniczny przesuw albo poprzez
odchylanie wiazki w polu magnetycznym lub elektrostatycznym
zdolno$¢ rozdzielcza to rozmiary plamki (1.5um do ~100 nm)
1 rozproszenie jJonOW w czasie przejscia przez probke



Rozmieszczenie detektorow wokol

\ stereoskopowy | mikroskop

[ \mikroskop optyczny ' yezn ) ]
[\ optyozny probki
s SEM '

przy skaningowej mikrowiqzce
protonowej

mikromanipulator
lub goniometr
dla probki

(Particle Induced X-Ray Emission) - analiza fluorescencyjna indukowana jonami
(Rutherford Backscattering) - rozpraszanie rutherfordowskie do tytu
(Rutherford Forward Scattering) - rozpraszanie rutherfordowskie do przodu
(Nuclear Reaction Analysis) - analiza produktéw reakcji jadrowych

(Channeling Contrast Microscopy) - mikroskopia kanatowania

(Scanning Transmission Ion Microscopy)- skaningowa mikroskopia
przechodzacych jonow

(Secondary Electron Microscopy) - mikroskopia elektronow wtornych

Prog czulosci przy pradach ~kilkadziesiat pA uzyskuje si¢ po zogniaskowaniu wiazki do
srednicy 0.7 - 1.5 um. Metody SEM, RFS,STIM mozna stosowac jeszcze przy pradach ~fA
ogniskowanych do rozmiaréw ~100nm.



MIKROSKOPY TUNELOWE

Efekt tunelowy - przenikanie czastki przez bariere potencjatu
wyzsza od energn kinetycznej czastki. Prawdopodobienstwo przejscia
rosnie z energig czastki, a maleje eksponencjalnie z szerokoscig bariery.
Efekt tunelowy opisano w ramach mechaniki kwantowej 1 jest on
konsekwencja zasady nieoznaczonosci.

Historia - Izaak Newton odkryt

tunelowanie fotonow:

» zgodnie z prawem Snella przy przechodzeniu
swiatta z osrodka optycznie gestszego do
rzadszego istnieje kat graniczny, powyzej
ktorego jest ono catkowicie odbite,

 po dosuni¢ciu wypuktej soczewki do scianki pryzmatu, w ktorym zachodzi catkowite
wewngetrzne odbicie §wiatla, Newton zauwazyl, ze wiazka swiatla 'przeskakiwata'
przez szczeling powietrzna, a wigc przez obszar dla niej zabroniony,

* natg¢zenie Swiatha 'przeskakujacego' malato eksponencjalnie z szerokoscia szczeliny.



Z.dolnos¢ rozdzielcza mikroskopow tunelowych

Zasada nieoznaczonosci dla pola bliskiego

o dla tego pola sktadowa wektora falowego prostopadta do granicy
osrodkOow przybiera wartos¢ urojona
o jeshi jedna ze sktadowych wektora falowego przyjmuje wartosc

urojong, to pozostate moga by¢ wigksze od catkowite; dtugosci
wektora, k >> | k |

. dla powyzszego nieoznaczonosC potozenia dopuszcza wartosci
AX<<A

. powyzsza relacja mowi, ze jesli zblizymy detektor do obiektu
tak blisko, ze znajdzie si¢ on w polu bliskim o dostatecznie
duzej amplitudzie, to moze osiagnaé¢ zdolnos¢ rozdzielcza
znacznie lepsza niz dlugos¢ fali promieniowania, a wigc
znacznie lepsza niz wynika to z kryterium Rayleigha - inaczej - dla
odleglosci mniejszych ni7 diugos¢ fali promieniowania nie
zachodzi zjawisko dyfrakcji.



Z.dolnos¢ rozdzielcza mikroskopow tunelowych

Jesli w polu elektromagnetycznym umiescimy oddziatujacy z nim
obiekt, to na granicy osrodkow zaobserwujemy dwie sktadowe pola:

o radiacyjnzl - w postaci fali rozchodzacej si¢ w przestrzeni,
ktora opisuje emitowane lub rozpraszane przez obiekt pole

° ewanescentna - w postaci fali periodycznej rozchodzacej sig
w plaszczyznie rozgraniczajacej obydwa osrodki, ale o amplitudzie
malejace; wykladniczo przy oddalaniu si¢ od tej ptaszczyzny (ta
sktadowa nasi tez nazwe¢ pola bliskiego).

Zjawisko tunelowania opisane jest przez pole bliskie.



Skaningowy mikroskop tunelowy
Scanning Tunneling Microscope

. wykorzystuje tunelowanie

: . lektron ied 5bk

ostrze mikroskopu CICKIronow pomlq Zy pro a’.

v | 1 zblizonym do niej ostrzem

tunelujace elektrony z materialu przewodzacego prad
elektryczny

powierzchnia probki

e napigcie probka-ostrze ~dziesiate
czescl do 1 V (gradient potencjatu
ogromny ~1GV/m)




Skaningowy mikroskop tunelowy
Scanning Tunneling Microscope

E e

ostrze mikroskopu
hr

tunelujace elektrony

powierzchnia probki

e zmiana d o ~Inm powoduje
zmian¢ I o kilka rzedow
wielkosci

e regulujac d tak, by wartosc I
byta stata otrzymujemy mapg
topograficzna - czyli ksztalt
probki

Zasada dzialania

e odleglosc ostrze - probka ~nm

e ruch ostrza gora-dot 1 prostopadle do
powierzchni  umozliwia  skaner
wykonany z rurki piezoelektryczne;
z Jjedna elektroda wewnatrz 1
kilkoma zewng¢trznymi

e pomi¢dzy probka i ostrzem ptynie
prad tunelowy

d - odleglos¢ ostrze-probka

V - napigcie migdzy ostrzem 1 probka

C - proporcjonalne do pierwiastka z wysokosci
bariery potencjatu



. Obraz uzyskany technika skaningowej mikroskopii tunelowej,
. przedstawiajacy 48 atomow zelaza osadzonych na powierzchni miedzi

Z.dolnos¢ rozdzielcza pierwszego
mikroskopu tunelowego pozwalata
juz rozroznia¢ pojedyncze atomy.

dla energiui elektronow tunelujacych
~1leV odpowiadajaca im dtugosc
fali de Broglie A~1.2 nm, a typowe
odleglosci atomow w ciele statym
wynosza ~0.3 nm,

wiec przy d<A zdolnos¢
rozdzielcza nie jest juz
ograniczona dyfrakcja.

e preparaty biologiczne sa zwykle przewodnikami elektrycznosci,
wiec do ich badania mozna uzywac mikroskopow tunelowych

e {0 TOZWI13Zanie nie wymaga umieszczania preparatOw w prozni 1 nie
powoduje zniszczen radiacyjnych, wiec mozna bada¢ zywe komorki



dioda kwadrantowa

promier lasera

sita normalna

kierunek skanowania

belka i ostrze

badana powierzchnia \ 3
- sita lateralna

Fragment powierzchni czerwonego
ciatka krwi poddanego dziataniu
alkoholu etylowego. Widoczne sq
liczne  spekania  spowodowane
procesem hemolizy.

Skaningowy mikroskop sil

Scanning Force Microscope - Atomic Force Microscope

* na ostrze mikroskopu tunelowego
dziataja sity pochodzace od oddziatywania
ostrza z materialem probki

» miarg sity dziatajacej na ostrze jest
ugie¢cie beleczki

* ta metoda mierzy sie sity <10 N (103 N
sita potrzebna do zerwania pojedynczego
wigzania chemicznego)

* przyrzad mierzacy sity pomig¢dzy
atomami ostrza 1 atomami
nienatadowanego obiektu nosi nazwe
mikroskopu sit atomowych

» mikroskop taki pozwala na pomiar nie
tylko ksztaltu, lecz tez wlasciwosci
mechanicznych jak mikrotarcie, adhezja,
wtasciwosci elastyczne.



Skaningowy mikroskop optyczny bliskiego pola
Scanning Near Field Optical Microscope

e pierwszy mikroskop optyczny dziatajacy w polu bliskim - 1986 rok

e tu zdolnosC rozdzielcza lepsza niz to wynika z kryterium Rayleigha - gdy
detektor znajdzie si¢ w nieradiacyjnym polu bliskim

e 0s13ga si¢ to, gdy zblizy si¢ do badanego obiektu swiattowod zakonczony
ostrzem rownie cienkim, jak ostrze w mikroskopie tunelowym

e swiattowod stuzy do oswietlania badanego przedmiotu, albo zbiera
rozproszone przez przedmiot Swiatto 1 doprowadza je do detektora

e konstrukcja sterowania i skanowania podobna do tej stosowane] w
mikroskopie tunelowym

e trudnoscig jest otrzymanie dostatecznie cienkiego zakonczenia Swiattowodu

e najlepsze wyniki dla granicy rozdzielczosci - ~A/200

e mikroskop ten pozwala zajrze¢ pod powierzchni¢ obiektu, podczas gdy
skaningowy mikroskop tunelowy lub mikroskop sit atomowych pozwalaja
tylko na badanie powierzchni obiektu



INNE METODY MIKROSKOPOWE W ZASTOSOWANIACH BIOMEDYCZNYCH

Mikroskop ultradzwi¢kowy

] vt v e soczewka (wykonana zwykle
111111 -

-,

“weiscie ( _) ) wyiscie sygnatu z szafiru) to najwazniejsza czescC

' M mikroskopu
= Pl  © 7 soczewka styka si¢ przetwornik
S piezoelektryczny przetwarzajacy
impuls elektryczny wysokie;
czestosci (od 100 MHz do kilku
i A i GHz) na drgania mechaniczne
e probka umieszczana jest w ognisku
soczewki

e sygnal akustyczny odbity od probki powraca do soczewki 1 przez
przetwornik piezoelektryczny jest przetwarzany na sygnat
elektryczny 1 kierowany do uktadu detekcji

e skanowanie odbywa si¢ przez mechaniczny ruch stolika z probka



INNE METODY MIKROSKOPOWE W ZASTOSOWANIACH BIOMEDYCZNYCH

Mikroskop ultradzwi¢kowy

al we|sciowy
)

- l./- -ﬂ-‘ g .
wejscie | . J | wyjscie sygnafu
—

L ukfad dopasowania
elektrycznego

przetwornik piezoelekiryczny

«_  wklesla soczewk

powigrzchnia probki

e mozliwe jest rozwiazanie z dwoma gtowicami nadawcza 1 odbiorczg -
wowczas mowimy o mikroskopie ultradzwickowym transmisyjnym

e mozna rejestrowac amplitude lub faze sygnatu odbitego od probki

e obrazy akustyczne preparatow biologicznych odznaczajq si¢ bardzo
silng kontrastowoscia, a przestrzenna zdolnos¢ rozdzielcza
mikroskopow ultradzwigkowych sigga utamka mikrometra
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