Microscopie

* Trois buts:
— produire une image agrandie du spécimen,
—séparer les détails dans l'image,

OPTIQUC & MICF‘OSCOPIQ —rendre les détails visibles a I'oeil humain ou a
I'appareil photo.

» Dispositifs avec lentilles multiples, avec
objectifs et condenseurs (composé)

Composants « Dispositifs avec lentille simple, souvent
tenus a la main, comme une loupe.

2 - Historique et principe du microscope

Limite de résolution

Arnauld Sergé http://micro.magnet.fsu.edu/primer/index.html
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Microscopie: Histoire
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curious, but that poflibly, it 1 conld 11Fc_ fome Fu;th(:r diligence, | lf!;;;l:!
find it to be difccrnable with a Aficroftope, T with the fame {harp Pen-
kaife, cut off trom the former fmoorh. lurface an exceeding thin piece of
it, and placing it on a black object Plate, becaule fewas it f{elf a whire
body, and calting the light on it with a deep ploso-conuex Glafs, Teould

exceeding plainly perceive it to e all perforated and porous,much like
aHoney-comb,bur that the pares of it were not regulars yerit wasnot

unlike a Honey-comb in thefe particulars. y 1

Firlk, in that it had a very little folid fubftance, incomparifon of the
empty caviry that wascontain'd between, as does more monifeltly appear
by theFigure A and B of the X L scherve, for the Interflitia, or walls
(as T may fo call them) or pacttions of thofe pores were neer as thin in
proportion to their pores; as thofeWin films of Waxina Honey-comb
{which enclole and conftitute t ﬁx.r aular (.‘d'"r_} are to thelrs,

Next, in that thefe pores, vere not very deep, bue confilted
of a grear many lictle Boxes, out of one continued long pore,
by certuin Draphragaes, as is vilible by the Figure B, which reprcients a
fight of thole pores {plicthe long-wayss S

I no fooner difcern'd thefe (which were indeed the finft microfopical
pores [ever faw, and perhaps,thar were ever feen, for Thad nor met with
any Writer or l’tll'{in], rf1itt g::’d m_adc any mention of them before this)
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Microscopie: Importance

Sciences biomédicales: aspect morphologique global des

spécimens; outil quantitatif

— avancées dans les marqueurs (fluorochromes) et les techniques
avec anticorps monoclonaux : croissance explosive de |'utilisation
de la microscopie de fluorescence a la fois dans l'analyse
biomédicale et la biologie cellulaire.

— microscopie optique : plus importante optiqgue biomédicale
Croissance explosive en physique, sciences des matériaux
et l'industrie de semi-conducteur,

— Observation des caractéristiques de surface de matériaux de

pointe et de de circuits intégrés.
scientifiques légaux

— les poils, les fibres, I'habillement, les taches de sang, les balles, et
autres objets associés aux crimes




Microscopie: Importance

» Les différences entre la microscopie biomédicale et de
matériaux impliquent comment le microscope projette la
lumiére sur I'échantillon.

— Microscope biologique classique:  spécimen mince; la lumiére est
transmise par I'échantillon, focalisée par l'objectif, puis passe dans les
oculaires du microscope. Diascopie

— Pour la surface des circuits intégrés: la lumiére passée par I'objectif et est
alors réfléchie par la surface de I'échantillon et dans I'objectif du
microscope. Episcopie (cf. également fluorescence)

» Principal probléme en microscopie: les faibles contrastes

— la lumiére passe par des spécimens trés minces ou se réfléchie sur des
surfaces avec un degré élevé de réflectivité.

— « trucs » optiques pour augmenter le contraste: lumiére polarisée, imagerie
par contraste de phase, contraste d'interférence différentiel, illumination par
fluorescence, champ noir, illumination de Rheinberg, contraste de
modulation de Hoffman, et utilisation des filtres optiques.

Microscope: Concepts de base

* Le regard dans un microscope voit I'image
du spécimen.

— "flottant" dans I'espace environ 10 millimétres au-

dessous du haut du tube d'observation (au niveau

du diaphragme fixe de l'oculaire) ou l'oculaire est
insére.

* Image observée non réelle;

— "carte" ou représentation du spécimen dans
diverses couleurs et/ou des nuances de gris de
noir au blanc.

— image souhaitée : représentation précise du
spécimen;

— facile de dégrader une image par une technique
inappropriée ou un mauvais équipement.
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 Lentille la plus proche de l'objet o
objectif.

e Source de lumiére : condenseur, itemcinte

produisant un cbne de lumiére Rine
concentré sur I'objet (spécimen).

* La lumiere passe par le spécimen et "
dans l'objectif Condenser| ——&

— projette une image vraie, inversée et
agrandie du spécimen a un plan fixe
dans le microscope: le plan image

intermédiaire vmuax
image = T

10 Inches.
(26 cm)




Microscope composé Microscope composé
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/. Figure6 'S Figure 6

corps a l'extrémité supérieure
— Grossissement supplémentaire de la vraie

« L'objectif: collecte la lumiére de
chacun des divers parties ou points du Eyopisce—@

SpefCIrT:_en- | image projetée par l'objectif.
— focalisé assez étroitement sur le spécimen  jyemediate . , PR Intermediate
de sorte qu'il projette une image agrandie Fiase * Loeil de lobservateur voit limage Fiane

10inches agrandie comme si elle était a une
y distance de 25 centimétres de I'oeil

— limage virtuelle apparait comme si elle .,
était pres de la base du microscope. Candenser| —

et vraie vers le haut dans le tube de corps.

» La distance entre le plan focal arriere ...
de objectif et I'image intermédiaire se  specimen/
nomme la longueur optique de tube, == — ¢ . . o
— longueur mécanique de tube: distance ‘ * Photomicrographie : vraie image

entre la platine (ou l'objectif est monté) au

agrandie projetée par I'objectif.
bord supérieur des tubes d'observation ou

L — projeté sur le film photographique dans un L
les oculaires sont insérés. Yol i appareil photo, sur un écran ou une Veia £y
cameéra placé au-dessus de l'oculaire.

10 Inches.
(26 cm)
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Chemin optique d'un microscope :

(avec optiques =)
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FIGURE 4 Ray path in microscope with infinity-corrected
objective and tube lens.

Optiques Finies Conventionnelles 2
avec systéme de Telan

— /\_/\
- Modified from “Pawley “Handbook of
- Q Ocular Confocal Microscopy”, Plenum Press
... Intermediate Image
195 mm
160 mm )
= Telan Optics
Q Other optics
L—-| <>  Objective
45 mm

—.anmm . Sample being imaged




* Microscope Basics, Magnification, Optical systems
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The main advantage of infinity
corrected lens systems is the
— + < > Tubelens relative insensitivity to

Images from http://micro.magnet.fsu.edu/index.html

. additional optics within the
Infinite Other OPLICS | tube length. Secondly one can
Infinity-Corrected Microscope Ray Paths . focus by moving the objective
Eympives '”?age === Other optics | ang notthe specimen (stage)
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Modified from “Pawley “Handbook of
Confocal Microscopy”, Plenum Press

: , : Microscope droit
Grossissement d'un microscope g
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Composants du microscope

* Ocular

* Objectives

» Condenser

* Numerical Aperture
» Refractive Index

» Aberrations

» Optical Filters

Oculaire - Eyepiece

Essentially a projection lens (5x to 15x
magnification)
Note: there is usually an adjustment call the
inter-pupillary distance on eyepieces for
personal focusing
Huygenian
— Projects the image onto the retina of the eye
— your eye should not be right on the lens, but
back from it (eyecups create this space)
Compensating
— designed to work with specific apochromatic
or flat field objectives - it is color Simple Eyepieces
compensated and cannot be mixed with Ramsden Huygenian
other objectives (or microscopes) :
Photo-adapter
— designed to project the image on the film in
the camera - usually a longer distance and
lower magnification from 0.5x to 5x

Images from http://micro.magnet.fsu.edu/index.html




Condenseur

» Has several purposes
— must focus the light onto the specimen
— fill the entire numerical aperture of the
objective (i.e. it must match the NA of
the objective)

» Most microscopes will have what is
termed an “Abbe” condenser (not
corrected for aberrations)

» Note if you exceed 1.0 NA objective,
you probably will need to use oil on
the condenser as well (except in
inverted scopes)

Objectifs

Achromatic and Apochromatic Objective Correction
Apochromat

Figure 5

Images from http://micro.magnet.fsu.edu/index.html

Objectifs

- Infinity
corrected

PLAN-APO-40X 1.30 N A. 160/0.22

LA

Flat field Apochromat Magnification Numerical Tube Coverglass
Factor Aperture Length Thickness

Inscriptions sur les objectifs

60x Plan Apochromat Objective

/—-—\ Nosepiece
—Mo#nting

Manufacturer T

Aberration
Flat-Field :
Correction 1 ~ Correction
Lateral Numerical
Magnification 0o Aperture

- | Immersion
Specialized .
e Medium

Properties /T Working

Tube Length Distance
< L Magnification
Cover Slip Color Code

Thickness
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Wlierayeonie phaoiopigie

Houvaly Jeadptiizity

points non-résalus

Ernst Abbe

(1840-1905)

Théorie d'Abbe de la résolution
latérale

Figoss 1938 Overlappia imagtt.

Eigare 1037 Grerlappin insecs

Résolution théorique

Image d’un point a travers
une lentille.

Interférence positive et
négative.

Tache de Airy
r=0.61 A/ ONu;
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Haute résolution et échantillonnage =

» La limite a laquelle deux disques de Airy peuvent étre résolue en
deux entités séparées est appelée le critére de Rayleigh.

* Quand la distance centre a centre entre deux pics est moins que la
largeur de ces pics, les deux disques ne sont pas séparables
individuellement d’aprés le critére de Rayleigh (D =r).

Figure 1030 Alry rings (1 Somam ok diamener)

Figure 1029 Airy ring {05 mm bole dismeer)

Formule de Airy - fonction
d'étalement d'un objet ponctuel (PSF)

Wdicroseapia phaiaiigie

Bffatda anvariire mindrigie

1P)=1 [Mj (cercle)
aDsin@ [/ A

=l,sinc(msing/ A)? (fente)

- - T

intensity

1 122n

AVAVE //\

-10 5 0
k a sin(®)
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Ouyelitinciininetuue iNA T ST DT Lan Ce e Ly dil

S diarl BiE




Ouverture numérique, PSF et
résolution

4 4
rgairgavs

Résolution latérale

« critére de Rayleigh :

p— la distance entre 2 objets

doit étre plus grande que la
Umin £ 20 a distance du 1°" minimum du
disque de Airy

lentille
0, T2 1t
a 2NA

Facteur correctif de Rayleigh
NA: Ouverture numeérique

Profondeur de Champ

Depth of Field Ranges Axial Intensity Distribution

Résolution axial

* Changement de
largeur en z

2
A(2) =0 1+( 2 j

min

» profondeur focale

— distance pour
laquelle la taille de

'image double
2
DOF = %mn T _ 1 5 %
a A
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Ouverture numérique

« The wider the angle the lens is capable of receiving light at, the
greater its resolving power

« The higher the NA, the shorter the working distance

NA = n sin(8) NA = n sin(f)
0.25=1.0sin 15.0° 0.50 = 1.0 sin 30.0°
Objective— N Objective —
Na = Numerical Aperture NA = Numerical Aperture
n = Refractive Index n = Refractive Index
= 1.00 (Air) = 1,00 {Air)
Front Lens 0= Angular Aperture Front Lens 0= Angu(lar :xper(ure
NA = 0.26 \ — 8 (30.09) _
— 8 (15.0°) | Na =250
g
Numerical Apert 1
umerical Aperture Specimen Numerical Aperture
I .
Approximate -m
S|wt:imen/I Magnification Approximate
NA = n sin(8)
0.95 = 1.0 sin 74.7°
Objective—
NA = Numerical Aperture
n = Refractive Index
= 1.00 (Ain Images reproduced from:
Front Lens. g (74.7%) © = Angular Aperture .
’ http://micro.magnet.fsu.edu/
/) HA = 0.95
Specimen’

Please go to this site and do
Numerical Aperture the tutorials

Approximate
Magnification

= i acti index

Low High
Wuarme il et (NA) = n sl
HA = 1,11 5in (057}

400 = 1.41 sin (859
= Angrlar Apevture = 63°

n = Pty active Index:

Images reproduced from:

Low High
Rumerical Aperiure (NA) = n sinl)
A = 1,33 5in (65)

120 = 133 sin (657
= Anguiar Aperture = 65

http://micro.magnet.fsu.edu/

Objectifs de microscope

Microscope
60x LANA | Opjective

PlanApo

oIl ™\ Stage

Coverslip [
Specimen

Index de réfraction

n=152 <+— Objective —>

n=152 Qil

n=1.52

<+— Coverslip —>

n=1.52 <— Specimen —*
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