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TABELLA 1.1 | Diversi tipi di microscopia oftica: un confronto

Tipo di microscopia dell’epitelio facciale umano

Tipo di microscopia

In campo luminoso (campione
non colorato): la luce passa diretto-
mente affraverso il campione; a
meno che la cellula non sia pigmen-
tata naturalmente o colorata artifi-
cialmente, I'immagine presenta uno
scarso confrasto.

In campo luminose (campione
colorato): la colorazione con varie
sostanze intensifica il contrasto,

ma quasi tutte le procedure di col-
orazione richiedono che le cellule
siano fissate (preservate).

A fluorescenza: Mostra la localiz-
zazione di specifiche molecole
all'interno della cellula. Le sostanze
fluorescenti assorbono le radiazioni
uliraviolette ed emettono luce visi-
bile. Le molecole fluorescenti pos-
sono essere presenti naturalmente
nel campione, ma pib spesso si gen-
eranc marcando le molecole di infer-
esse con coloranti o anticorpi
fluorescenti.

Fonfe: Campbell e Reece, Biology, ¢th ed. [San Francisco: Benjamin Cummings, 2002}, pag. 110.

50 pm

Contrasto di fase: infensifica

il contrasto nelle cellule non colorate
amplificando le differenze dell'indice
di rifrazione all’inferno del
campione; particolarmente utile per
l'osservazione di cellule viventi non
pigmentate.

Contrasto interferenziale: utilizza
anche modifiche offiche per
esasperare le differenze dell'indice
di rifrazione.

Confocale: uiilizza laser e sistemi
oftici particolari per focalizzare il
fascio di illuminazione su un unico
piano allinterno del campione.

Si offengono soltanto le immagini
delle regioni all'interno di un ristretio
intervallo di profondité rispetio

al piano focalizzato. Le regioni

al di sopra e al di softo del piano
selezionafo appaiono scure.

Oculare
Ingrandisce I'immagine
formata dall’obiettivo
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LENT

IMMAGINE

I'obiettivo raccoglie
un cono di raggi
luminosi per creare
un'immagine

campione
il

il condensatore
mette a fuoco

un cono di raggi
luminosi su ciascun
punto del campione

LUCE

RISOLUZIONE: il potere di risoluzione
del microscopio dipende dalla larghezza
del cono di illuminazione e percid sia
dal condensatore che dall'obiettivo.

Si calcola usando la formula

0,61 A

risoluzione =
nsend

in cui:

8 = meta della larghezza angolare
del cono di raggi raccolti dall’obiettive
da un punto tipico del campione
{poiché la larghezza massima & 180°,
sen B ha un valore massimo di 1)

n = l'indice di rifrazione del mezzo
{in genere aria o olio) che separa
il campione dall'obiettivo
& dal condensatore

A = lalunghezza d'onda della luce usata
(per la luce bianca si assume
comunemente un valore di 0,53 um)

APERTURA NUMERICA: nsen g
nel’equazione riportata sopra si chiama
apertura numerica della lente (NA) ed & una

Per lenti a aria non pud essere superiore a 1,
ma per lenti a immersione in olio pud
raggiungere 1,4,

funzione della sua capacita di raccogliers luce.

Pi0 alta & I"apertura numerica, maggiore

& la risoluzione e pild brillante & I'immagine

{la brillantezza & importante nella microscopia
a fluorescenza). Tuttavia, questo vantaggio

si ottiene a spese di distanze di lavoro

molto corte e con una profondita di campo
molto piccola.
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Objective Lens
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Figure 1 u r

the objoctive lens Il
collects a cone of a2
light rays to create Specimen %
anm imagqgoe
Microscope Abbe
the condenser lens Slide Two-Lens.

focuses o cona of
light rays onto

each point of the perture
SPFecimen Diaphragm

Condenser

1- Light from either an external or internal source is first passed
through the substage condenser, which forms a well-defined
light cone that is concentrated onto the object (specimen).

2- Light passes through the specimen and into the objective which
then projects a

to a fixed plane within the microscope that is termed the intermediate
image plane (Fig 6).

Intermediate
Image —— — 5|
Plane

.
Specimen - o

/ Ay
Condenser| ——— €00

| 10Inches
(26 cm)




Objective Numerical Apertures

(Em Plan Fluorite Plan Apochromat

Magnification Ac:}\rloAr)na! ) (NA)

: NA = (n)sin(p)
Flgure 2 7‘ HA D 12 0.5x 0.025 n/a nla

a = =0
{ } I.I 1x 0.04 n/a nla

= o =
lh] M= 20°NA=0.34 2x 006 nia 0.10
{C] = 60° NA = 0.87 ax o0 o013 0.20
[T 025 030 oas
20x w0 0s0 075
- 40x 065 075 095
40 (oil) nla 1.30 1.00
(a) (b) 60x 0.75 085 095
J F .'l J
60x (oil) n/a nla 1.40
H

100x (oil) 125 130 140
150x nla nia 0.90

Fig 2 illustrates a series of light cones derived from
objectives of varying focal length and numerical aperture.
As the light cones change, the angle 11 increases from 7° in
Fig 2(a) to 60° in Fig 2(c), with a resulting increase

in the NA from 0.12 to 0.87, nearing the limit when air is the
imaging medium.

The NA of an objective is also dependent
upon the amount of correction for optical aberration

Lente frontale
dell’obiettivo

Coprioggetto =

A secco A immersione

© 2001 edi.ermes milano




Aberrazione cromatica

fascia
blu

planare

tubo microscopico
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ingrandimento
40 volte

Pb"\ Al}fn apertura numerica

0.65
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Rapporto dell'ingrandimento

Obiettivo adatto ad un tubo oculare lungo 160 mm

Spessore max del vetrino coprioggetto da usare

Apertura Numerica
(determina il potere di risoluzione dell’obiettivo)
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Phase Contrast Microscope Configuration

Phase contrast = 77T image 'ﬂ

——I:lifl’ral:ted

Observation .‘ Ir|
L.

{Surmund}—

Fritz Zernike developed Phase Contrast °'=i*=°"“{ 1
in the 1930s and received the Nobel prize in 1953
for the invention.

Speclmen——-—

Is a contrast-enhancing optical technique that can be utilized to produce high-contrast images
of transparent specimens such as living cells, microorganisms, thin tissue slices, and sub-cellular particles
(such as nuclei and other organelles).

One of the major advantages of phase contrast microscopy
is that living cells can be examined in their natural state
without being killed, fixed, and stained.

As a result, the dynamics of ongoing biological processes
in live cells can be observed and recorded in high contrast
with sharp clarity of minute specimen detail.
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Microscopio a contrasto di fase
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Microscopio rovesciato

Fluorescenza
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Alexa 568

580 nm

620 nm

ECCITAZIONE EMISSIONE

Microscopio a fluorescenza

YN

oculare —

3 3 secondo filtro barriera: elimina
segnali fluorescenti non voluti,
facendo passare I'emissione
specifica verde della fluoresceina
fra 520 e 560 nm

O ‘
LUMINOSA

1

2 specchio che divide il raggio:
riflette la luce sotto 510 nm

ma trasmette la luce

sopra 510 nm

1 primo filtro barriera: lascia passare
soltanto luce blu con una lunghezza

d'onda fra 450 & 430 nm ——— Obiettivo

——— oggetto




10 um

Anticorpi marcati con un
colorante fluorescente

Gli anticorpi si legano
Y Y J" all'antigene
Anticorpi specifici

direﬂicontro/ /{’ \{;

;itigie y
Y N

(a) Immunofluorescenza

Anticorpi specifici Gli anticorpi si legano
diretti contro |'antigene all’antigene
(anticorpi primari)

Aggiunta di anticorpi
marcati che si legano
agli anticorpi primari
(“anticorpi secondari”)

(b) Immunofluorescenza indiretta




(a) Microscopia a fluorescenza tradizionale
25 pm

(b) Microscopia a fluorescenza confocale

25 pm




Microscopio confocale
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Figure 9-24
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
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