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Opticka (svételna) mikroskopie - Uvod

Prostorove rozliseni lidskeho oka ze vzdalenosti 25 cm je priblizné 14 car na mm
(odpovida rozlisSeni dvou bodu vzdalenych 0,07 mm od sebe).

Lupa muze toto rozliSeni podstatné zvysit (pro velké rozliSeni potfebujeme velky prumér
coCky a kratkou ohniskovou vzdalenost). Lupa vSak nema dostatecné velké rozliSeni pro
studium mikrostruktury zivé hmoty.

Prvni jednoduché mikroskopy byly vyrobeny v Nizozemi jiz na konci 16. stoleti. Anthony
van Leeuwenhoek (1632-1723) zdokonalil jeho konstrukci a pouzil mikroskop pro mnoho
biologickych pozorovani.

Sestrojeni elektronového mikroskopu (ve 30. letech 20. stoleti). RozliSeni se zlepsilo
priblizné 1000x oproti dosavadnim mikroskopum, takze bylo mozno spatfit velké molekuly
(fadové nm). Dnes mUzZeme pozorovat jednotlivé atomy.

V zasadé muzeme pouzit jakékoliv vinéni pro zobrazeni mikroskopickych objektd. Jedinou
podminkou je, aby vinova délka byla kratSi nez rozmery pozorovaného objektu —
Difrak¢ni bariéra.



Prvni slozené mikroskopy
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Fyzikalni principy mikroskopie
Schéma mikroskopu a viastnosti jeho
optickeho systemu

Hlavni casti: dveé soustavy spojnych cocek - objektiv a okular.

Z hlediska kvality obrazu je nejdulezitejSi Casti mikroskopu objektiv,
ktery vytvari skutecny, zvetseny a prevraceny obraz. Pozorovany objekt
musi byt umistén mezi ohnisko a dvojnasobek ohniskoveé vzdalenosti
objektivu (objektiv |ze povazovat za spojnou CoCku s velmi kratkou
ohniskovou vzdalenosti — pro zajisteni vysokeho rozliseni).

Mechanicka cast spojujici objektiv s okularem se nazyva tubus. Obraz
vytvoreny objektivem (umisteny hned za predmeétoveé ohnisko okularu) je
pozorovan okularem jako jednoduchou lupou. Vysledkem je velmi
zvetSeny, prevraceny a neskutecny obraz.

Kondensor je optickym systémem soustredujicim svetlo na pozorovany
objekt, zajistuje jeho dokonale osvetleni.




Fyzikalni principy mikroskopie
Optické schéma a zvetseni mikroskopu

F — ohniska,
- / f— ohniskové vzdélenost,
/} okular y - predmet,
. f
¥ F, — 2 y' — skuteCny obraz pfedmétu
e A tvofeny objektivem,
y" \1\ _ | y" — neskuteény obraz vidény
f y
€ > ! objektiv v okularu,
F, A — opticky interval
b .
mikroskopu.
A-d d — konvencni zrakova vzdalenost (0,25 m),
M=M ;. Mo = A — opticky interval mikroskopu,
ok 1p f., a f,, jsou ohniskové vzdalenosti objektivu

a okularu.



Fyzikalni principy mikroskopie

Objektivy mikroskopu
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http://www.microscopyu.com/articles/optics/objectivespecs.html



Fyzikalni principy mikroskopie

Objektivy mikroskopu

Apochromat Objectives
10X (NA = 0.30) 20X (NA = 0.65) 40X (NA = 0.95) 100X (NA = 1.40)

*_ "1 ‘ !*
& & o

Ruzné objektivy vybavené Plan-apochromaticka korekce opticke
apochromatickou korekci optickych vad vady. Objektiv je urCeny pro mikroskopy
objektivu vyuzivajici fotoaparat nebo kameru k

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

Korekce optickych vad - Achro a Achromat (achromaticke), Fl, Fluar, Fluor,
Neofluar, Fluotar (fluoritové Cocky, lepsi odstranéni kulové a barevné vady), Apo
(apochromaticke, nejvyssi stupen korekce kulové a barevné vady), Plan- korekce
zklenuti zorného pole (zaostfeni rovinného objektu v celém zorném poli mikroskopu)



Fyzikalni principy mikroskopie

Sférické vady

Sférické zkresleni zpusobi deformaci prfimek budto na
soudek (uprostred) nebo na polstarek (vpravo)

http://apfyz.upol.cz/ucebnice/down/optmikro.pdf



Fyzikalni principy mikroskopie
Barevne vady

Rozklad bilého svétla na barevné spektrum, objektivy jsou
korigovany na 2-3 barvy, nejCastéji zluta, zelena a Cervena
oblast.

http://cs.wikiversity.org/wiki/MedFyz



Fyzikalni principy mikroskopie
Specifikace objektivu - numericka apertura (NA)

Numericka apertura —urcuje uhel, pod kterym muze svétlo vstupovat do objektivu
(coz urCuje jas obrazu, Cim je NA vétsi, tim je vetsi zorny uhel),

NA = n-sina
kde n je index lomu prostfedi mezi objektivem a krycim sklickem a a je ,zorny“ uhel.

Pro zvySeni NA se vyuziva imersni prostredi s vyssim indexem lomu n nez ma vzduch
nvzduch = 1,003

Nyo4a = 1,333

nglycerol = 15473

n =1,515

Npromnaftaten = 1;658

n =1,740

metyleniodid ~—

cedrovy olej

NA maximalni hodnota je kolem 1,5



Fyzikalni principy mikroskopie
Pouziti imerzniho prostredi

SUCHY IMERZNI
OBJEKTIV OBJEKTIV

T PREPARAT

Levy paprsek opoustéjici skliCko se lame na jeho rozhrani se vzduchem od kolmice a
nemuze se podilet na tvorbé obrazu. Pravy paprsek prochazi do imersniho prostfedi (jez ma
index lomu podobny jako sklo mezi 1,5 -1,9), neméni svuj smér a podili se na tvorbé obrazu.



Fyzikalni principy mikroskopie
DalSi specifikace objektivu

Tloust’ka kryciho sklicka (standardné 0,17 mm). Nékteré objektivy
maji korekc¢ni krouzek pro kompenzaci odchylek od tohoto standardu.

Pracovni vzdalenost — VVzdalenost mezi Celem CoCky objektivu a
krycim skliCkem, je-li pozorovany predmet v ohnisku. Zmensuje se pfi
rostoucim zvétseni. NovejSi objektivy maji na sobé udaj o pracovni
vzdalenosti v mm.

Barevné kody — Vyrobci mikroskopu oznacuji svoje objektivy

barevnymi kody, aby se usnadnila identifikace zvetseni a pozadavku
na imersni prostredi.



Fyzikalni principy mikroskopie
Mez prostorove rozlisovaci schopnosti
mikroskopu

Mezni rozliSovaci schopnost je umérna numerické aperture NA a neprimo umeérna vinove
délce A pouzitého svétla (némecky fyzik Abbe,1840-1905).

V nekterych ucCebnicich je uvaden vyraz pro rozliSovaci schopnost:

0 = MNA,
kde & je vzdalenost dvou jesté rozliSitelnych bodu (NA = n-sina, kde n je index lomu
prostfedi mezi objektivem a krycim sklickem a a je dfive zminovany zorny uhel).
Prostorové rozliseni roste se zvetsenim. Kombinaci silnych spojnych coCek bychom monhli
sestrojit mikroskop s témér libovolnym zvetSenim, avsak misto toho zjiStujeme, ze za
urCitou hranici (hranice ,uzite¢ného zvétseni“) se rozliSeni jiz nezvétSuje (jde o ,prazdné”
zvetseni).
Jestlize se zmensSuje apertura (otvor) kondenzoru, prostorové rozlisSeni se snizuje, avSak
roste kontrast! Proto musime pri volbé apertury kondenzoru dbat o vyvazenost
prostoroveho rozliSeni a kontrastu. Chceme-li jen snizit jas obrazu, je vhodnéjsi ztlumit
lampu nez zmensit aperturu kondenzoru, protoze takto nedojde ke zhorsSeni rozliSovaci
schopnosti.



Fyzikalni principy mikroskopie
Hloubka ostrosti Z

Jde o tloustku objektu podél osy z, ktera se soucCasne
nachazi v ohnisku. Dulezité u silnéjsich vzorku.

n je index lomu vzorku (resp. tekutiny obklopujici
mikroskopovany objekt).



Varianty optické mikroskopie

Pozorovani ve svetlém nebo tmavem poli

Stereomikroskop (dva mikroskopy se samostatnymi objektivy a okulary,
jejichz optické osy sviraji uhel asi 15 ) — stereoskopické vidéni. V mediciné:
mikrochirurgie. Obraz nesmi byt prevraceny. Operacni pole je osvéetleno
optickymi vlakny. Ohniskova vzdalenost objektivu se muze plynule ménit -
zoom — ruzné prostorové rozliseni.

mikrofotografie nebo mikrokinematografie (video).

Software pro zpracovani obrazu: méni kontrast, jas, ostrost atd. PokrocCily
software umoznuje kvantitativni analyzu obrazu, hledani typickych tvaru atd.

VétSina druhu mikroskopu muze byt sestavena z ruznych objektivu, okulard,
kondenzoru a dodate¢né vybavena ruznymi specialnimi optickymi prvky. Je k
dispozici ruzné prislusenstvi, napf. mikromanipulatory pro umistovani elektrod
do bunék, separovani organel atd.



Varianty optickych mikroskopu
Stereomikroskop

STUDENT T
STEREOMICROSCOPE g

*The OPMI® Vario/NC 33 surgical microscope



Varianty optickych mikroskopu
Mikroskop s fazovym kontrastem

Tato technika vytvari kontrastni obrazy napr. zivych bunek, jejichz struktury
maji podobny utlum (jsou rovhomérné prusvitné a proto malo kontrastni v
mikroskopu zobrazujicim rozdily v amplitude prochazejiciho svétla), avsak
lehce se |iSi svym indexem lomu (v dusledku ¢ehoz dochazi k fazovym
posunum — rozliSeni tzv. fazovych objektu).

Féazové kontrastni technika méni rozdily ve fazi v rozdily v amplitudé. Zivé
bunky mohou byt zkoumany ve svém prirozeném stavu, tj. bez fixace a barveni.



Varianty optickych mikroskopli

Mikroskop s fazovym kontraste N

Do predni ohniskoveé roviny kondenzoru je pridana clona
se Sterbinou ve tvaru mezikruzi, kterou pak prochazi
svetlo. Kdyz svétlo prochazi vzorkem, paprsky jsou
odchylovany z ptuvodniho sméru a soucasné ruzné
zpozdovany pruchodem rtznymi tloustkami materialu
objektu.

V obrazoveé ohniskové roviné objektivu se nachazi
fazova desticka, opét ve tvaru mezikruzi, jez posunuje
fazi o +n/2 nebo -n/2), {j. o Ctvrtinu vinové délky. Tato
desticka propousti paprsky, které nezménily svlj smér na
fazovych objektech. Ostatni paprsky destiCku minou a
jejich faze se nezmeni.

Obraz se vytvari interferenci fazové posunutych a
neposunutych paprsku. Fazové objekty pak vypadaji jako
tmavé nebo svétlé vuci svému okoli (pozitivhi nebo
negativni kontrast).

fazova (étvrtvinova) [
destitka gL

lomené nebo rozptylené — ] I: 1}
svétlo (vzorek zménil 11
jeho fazil) E:_:“iL

svétlo zachovavajici
pUvodni smér
{tj. neovlivnéné

vzorkem) F "
l|' -'|
vzorek —_

&térbina ve tvaru
mezikruzi

Podle

http://www.nobel.se/physics/educational/

microscopes/phase/



Varianty optickych mikroskopli F:gg]mmt

Phase
Plate

Mikroskop s fazovym kontrastem

Phase Contrast Light Pathways

Phase —
Ring
Deflected
Light

Objective

— —— Specimen

Condenser

Annular —

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

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



Varianty optickych mikroskopt
Mikroskop s fazovym kontrastem

Mnohé bezbarvé biologické objekty
(obtizné pozorovatelné v bezném
mikroskopu) jsou fazovymi objekty.
Barviva je mohou zviditelnit, jsou
vSak Casto pro bunky jedovata.
Fazove kontrastni mikroskopy
umoznuji pozorovat takoveto objekty
bez barveni.

Améba ve fazovém kontrastu, Z = 250x
(www.durr.demon.co.uk/ colour.html.)



Varianty optickych mikroskop!
Fluorescencni mikroskop

Fluorescencni mikroskopie je zalozena na schopnosti nékterych latek
emitovat viditelné svétlo po ozareni svetlem o kratsi vinové délce (UV zareni
nebo fialové svetlo).

Optika kondenzoru musi byt pfizpusobena UV zareni (kfemenné, kazivcové
sklo), které vSak muze k preparatu pfichazet téz objektivem (horni osvétleni).
Zbyvajici ¢asti mikroskopu jsou stejné jako u béznych mikroskopu. Nutna je
ochrana ocCi pred UV zarenim (UV filtry).

Fluorescenci vykazuje napr. tryptofan Ci jiné slouceniny s aromatickym kruhem
Ci heterocyklem. Ve vétSiné pfipadu se vSak ke vzorkum pfidavaji
fluorescenéni barviva specificky interagujici s riznymi bunéénymi
strukturami. Casto je barvivo (fluorochrom, fluorescenéni sonda) vazano na
(monoklonalni) protilatku specifickou pro nekterou bilkovinu. Tato
imunofluorescencni metoda muze selektivné zviditelnit napf. cytoskelet,
chromatin ¢i rizné membranove bilkoviny.
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http://micro.magnet.fsu.edu/primer/techniques/fluorescence/fluorhome.html

Varianty optickych mikroskopu
Fluorescencni mikroskop

Aktinova vlakna kvasinek zviditelnena
Viriony v infikované burice - fluorescencni mikroskopii — barveno

http://usa.hamamatsu.com/sys- rhodaminem-phalloidinem

biomedical/slcn2400/slcn-smpl.htm
www.paulgyoung.com/.../

fission_yeast actin_cytoskeleton.htm.



Varianty optickych mikroskopu
Fluorescencni mikroskop

Cytoskelet zviditelneny imunofluorescencni metodou

Mikrotubuly HelLa bunek Mikrofilamenta HelLa bunék



Specialni optické mikroskopy

Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop

L - laser, C — clony s malymi kruhovymi otvory, PPZ —
polopropustné zrcadlo, DET — detektor svetla
(fotonasobic), SM — skenovaci mechanismus, C — ¢o¢ka
objektivu (projektivu), O — bodovy predmét, PREP —
preparat (fez).

Pouze paprsky odrazené od bodovych struktur v ohnisku
mohou projit pfes clonu C pred detektorem. Ostatni
paprsky (rozptylené) jsou zastaveny clonou. Tyto
paprsky by u bézného mikroskopu zhorsovaly kvalitu
obrazu, protoze snizuji kontrast. Pomoci tohoto
mikroskopu muzeme zkoumat pomérné silné nativni
fezy. Skenovaci mechanismus je systém rotujicich
zrcadel, ktera mohou s ohniskem pohybovat v hustych
rovnhobéznych liniich.

X

| PREP




Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop

V praxi se pouziva imunoznacCeni pro specifikaci pozorovanych struktur,
zvyraznéni chromozomu, membranovych receptordu.

3D obraz neuronu, fluorescence - http://www.cs.ubc.ca/nest/magic/neuron.htmi



Konfokalni laserovy skenovaci mikroskop

Live Cell Imaging- sledovani rustu
bunécnych kultur v realném Case v
pratokové komurce

Sledovani pfimych ucinku chemickych
nebo fyzikalnich faktoru na
bunécné kultury.

Soubézné pouziti absorpCniho spektrofotometru jako soucasti konfokalniho mikroskopu,
nahrada bézného laseru za ,bily laser”, j. laser s plynule laditelnymi vinovymi délkami
470-670 nm, urCeny k spektrofotometrickym analyzam - napf. urCeni koncentrace IéCiva
ve sledovaném vzorku béhem kultivace.



Superrozliseni — prolomeni difrakcni bariery

Skenovaci mikroskopie v blizkém optickem poli

(near field optical scanning microscopy - NFOSM)

NFOSM = NSOM = SNOM

Schéma mikroskopu pro pozorovani v blizkém optickém poli. Uzky svazek svétla argonového
laseru prochazi velmi malym otvorem (@ radové desitky nm) v kovem pokrytém (hlinik)
sklenéném hrotu. Tenky fez se pohybuje nad otvorem v konstantni vzdalenosti. Obrazek vlevo

dle Ronté a Tarjana (1994). Vyuzivany vilastnosti tzv. evanescentni svételné viny.

zpracovani F(_:
signalu monitor
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kontrola
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Tapered optical fiber i

Sample-probe gap
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& Aluminumcoat
(50-100 nm thick)

(5-50 nm)
sample lJ
\ ‘V"E“‘--% Aperture (25-100 nm)

/

-

]

J

XYZ scanner



SuperrozliSeni — prolomeni difrakéni bariéry:

Skenovaci mikroskopie v blizkém optickem poli

Plasmidova DNA (10 kb)

Svétlo prochazejici osvétlovacim hrotem *http://www.snom.omicron.de/exampl
pFistroje pro skenovaci mikroskopii v blizkém es/twinsnom/x-tsnom_12.html
optickém poli pozorované v normalnim

optickem mikroskopu

http://physics.nist.gov/Divisions/Div844/facilities/nsom/n
som.html


http://physics.nist.gov/Divisions/Div844/facilities/nsom/Fig4.jpg

Superrozliseni — prolomeni difrak€éni bariéry

Stimulated Emission Depletion — STED

1. Fluorescence Emission

( Diffraction Limited) . P
Analogie konfokalniho

|.-e0d 2. overlgy mikroskopu, ktera
. \ vyuziva zhaseni
fluorescence ke zlepSeni
rozliSovaci schopnosti —
/ Effective dochazi k pfekonani tzv.

super-resolution difrakéniho limitu.

emission beam

2. DOuchnut shaped STED Beam
(Diftraction Limited)

Mikroskop zalozeny na principu fluorescence v kombinaci s jejim potlacenim. Klasicky
fluorescencni mikroskop je omezen difrakci. Pokud ale pro vybuzeni fluorescence
pouzijeme laser, jehoz svazek ma tvar mezikruzi - uvnitr zastinény - a ma nizsi energii
(delsSi vinovou délku) nez svétlo, které by vyvolalo fluorescenci, dojde v misté kam svazek
dopada k potlaceni fluorescence. Vnitrni oblast mezikruzi na vzorku je vystavené laseru s
vyssi energii (kratSi vinovou délkou), ktera fluorescenci vyvola. Ta je zaznamenavana -
skenovacim zplsobem. RozliSeni takového mikroskopu je pak dané velikosti vnitfniho
otvoru "koblihy" (z anglického "donut™), dnes kolem 50 nm i méne.



Superrozliseni — prolomeni difrak€éni bariéry

Stimulated Emission Depletion — STED

Confocal s TED Filtered

Synaptické vezikuly

Record and display. 28fps. Scale: 250nm

Westphal, Rizzoli, Lauterbach, Kamin, Jahn, Hell, Science 2003




Elektronova mikroskopie

,Klasické“ elektronové mikroskopy (EM) pouzivaji pro zobrazeni svazky

urychlenych elektronu. Elektrony maji vinovou délku tzv. de Broglieovych
hmotnostnich vin. Pfipomenme si nasledujici vztahy:

A je vinova délka, h Planckova konstanta, m relativisticka hmotnost elektronu, v
jeho rychlost, e — jeho elektricky naboj a U je urychlovaci napéti. Je-li velikost
pozorovanych objektu srovnatelna s A, dochazi k difrakci a vytvoreni obrazu je
znemozneno. Elektron s energii 1,5 eV ma vinovou délku 1 nm. Pomoci
urychlenych elektront dosahujeme zhruba 10°-krat kratSich L. Viz 6 = A/nsina.
Velké optické vady systému vSak zpusobuiji, Ze numericka apertura je velmi mala
- fadové 10-2. Prostoroveé rozliSeni EM je v praxi na urovni nékolika desetin nm.



Elektronova mikroskopie

Magneticka €ocCka

Pricny rez civkou, ktera je
magneticky stinena panceérovanim.
Elektronovy svazek je fokusovan v
miste, kde je pancérovani preruseno.
Magneticka ¢oCka pusobi na
elektrony jako spojka na svetlo.
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Kazeta s filmem

www.mauricewilkinscentre.org/bioviz/

transmisni
elektronovy
mikroskop (TEM)



Transmisni elektronovy mikroskop

Brookhaven TEM
ZvétSeni 50 000 000x, rozliSeni 0,1 nm,

Lze provadét simultanné chemickou
analyzu vzorku pomoci rentgenoveé
spektrometrie (pouze nékteré prvky).




Transmisni elektronovy mikroskop
Rozdil mezi rezem a replikou

Bunky HL-60, fragment jadra, morfologické zmény v prubéhu apoptozy.
Levy snimek- ultratenky rez, kontrastovani OsO,.

Pravy snimek- replika lomu, naparena vrstva Pt a C.
Snimky z TEM MORGAGNI 268 D (Philips), snimané na CCD kameru.



Transmisni elektronovy mikroskop

http://www.ualberta.ca/~mingch
en/tem.htm

Buriky bfidniho svalu T

Coronavirus, negativni
barveni (ne covid-19!) —
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Skenovaci elektronova mikroskopie

I




elektronovy svazek je
tvoren elektronovym
délem, podobnym jako
v osciloskopu

elektrony jsou pak
urychlovany anodou a
fokusovany
magnetickou &oékou

skenovaci civky nuti
elektronovy paprsek k
rychlému pfebihani po
povrchu vzorku

yZorek pozorujeme v
moédu snimani zpétné

rozptylenych nebo
sekundarnich elektronq

monitor

detektor sekun-

darnich elektroni

elekt

ronove délo

anoda

magneticka
cocka

I3

skenovaci civky

.‘

detektor zpétné
rozptylenych
elektront

-4

vZzorek

podloZka

Skenovaci
elektronova
mikroskopie - SEM

Podobné jako u metody TEM,
jsou i pro SEM vzorky
pripravovany velmi slozitym
zpusobem — zde musi byt
pokryty tenkou kovovou
vrstvou pro zajisténi vodivosti
povrchu.

Podle:
http://www.rpi.edu/dept/materials/COU
RSES/NANO/shaw/BigSEM.gif



VajiCka jezovky obklopena
spermiemi, SEM 3000x

zvetseno

http://www.stanford.edu/dept/news/report
/news/august9/sperm-89.html

Skenovaci elektronova
mikroskopie

Detail nohy mravence v
SEM

http://www.wtn.org/ss/story.phtml?storyld=33&
type=EdOutreach




Mikroskopie skenujici sondou

Skenovaci tunelovy mikroskop (STM)

Zpracovani | PC
Schéma skenovaciho signalu  H [ monitor
tunelového elektronového
mikroskopu (STM). Dole snimaci jehla
detail kovové detekéni zkoumany povrch

jehly. Kladne nabita jehla
kopiruje povrch vzorku.

Podle Ronto a Tarjana (1994).

AP _.'-'F_Elektrqnuuﬁ oblak :

spicka snimaci
jehly )

povrch vzorku



Skenovaci tunelovy mikroskop

3.05 pm

0 pm R AT el N b ]
Opm 153 pm .05 pm

Rozstépené a nenarusené kruhy
plazmidové DNA

http://www.sci.port.ac.uk/spm/overfigd.htm
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Napis IBM vytvorfeny z atomu xenonu
na niklove podlozce

http://www.almaden.ibm.com/vis/stm/images/st
m10.jpg



B

Corner hole

Benzene

Top view

Dimers

STM - Simulace povrchu
kfremiku s navazanym
benzenem. Tato struktura
bude nasledné porovnana se
strukturou zjisténou
experimentalné.



Skenovaci tunelovy mikroskop

Moderni mikroskopy STM (a AFM) umoziuji ovéfovani struktury slozitych molekul ¢i krystald,
coz ma zasadni vyznam pro vyvoj pocitacovych komponent (paméti a procesory na urovni
nanotechnologii). Je zde vidét, ze "adatoms" lezi jakoby nad rovinnou plochou krystalu,
"restatoms" jsou nize - dano trojrozmérnym tvarem krystall. Interakce benzenu, vzhledem k
jeho velikosti, s jednim ad- a jednim restatomem. Proto "nelezi rovné" na povrchu. Jde o
projev van der Waalsovych sil.



STM - Experimentalni

data s naznacCenou polohou
atomul kfemiku a molekuly
benzenu




Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

AFM — Atomic force
microscopy — hrot sleduje
profil povrchu vzorku.

*http://physchem.ox.ac.uk/~rgc/r
esearch/afm/afm1.htm

: ' laserova
""H‘i dioda

snimat ochylek
paprsku

zrcadlo |

snimaci hrot
na pruine pace

——

Zpétna vazha

obhraz --mj

piezoelektricky
XyZ posun



Mikroskopie atomarnich sil

| Staticke AFMNM I Dynamické AFM

—

Sily mezi atomy a hrotem

Dle O. Krej€iho



Mikroskopie atomarnich sil
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3 plasmidova

Inearizovana p

DNA —|

Dle O. Krej¢iho

http://www.snom.omicron.de/examples/twinsnom/

x-tsnom 12.html



Strukturni 4K Ultra-high-vacuum microscope
Iron Phtalocyanine on Gold (111) surface

StUdvl.e’S FePC metallic tip FePC CO-tip (flexible) Theoretical
vyuzitim simulations

CO-ti
STM a =
AFM

Scanning Tunnelling
Microscpy

Possible,

but not-recorded

LY

non-contact
Atomi Force Microscopy

frequency modulation

de la Torre et al. PRL 119,
166001 (2017)



Mikroskopy zalozené na jinych fyzikalnich principech
Akusticka mikroskopie

Odrazova varianta

P : i Ci
o Y ™ kze_suuvama
Pl L T R S ke < osciloskopu

'\_ pulzni generator

alh— Menic

I ~ gotka
.—Hp0 N = _— | (zpravidla safir)
POLYMER
—_
Y i L .. v . ,
= Akusticky sken Cipu s vnitrnim poskozenim
http://www.predictiveimage.fr/en/applications/78/analyse-de-

defaillance-pont-de-diodes-defectueux-microscopie-
spodle: http://www.sv.vt.edu/comp_sim/sam/full.gif acoustique/
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