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NOWY WYMIAR MIKROSKOPII — SKANUJACY LASEROWY MIKROSKOP KONFOKALNY

WPROWADZENIE

W koficu drugiej polowy XIX i na poczat-
ku XX w. mikroskopia Swietlna znéw prze-
zywa swoOj renesans, jako jedna z gléwnych
technik badawczych w naukach przyrodni-
czych. Niewatpliwym powodem wzrostu po-
pularnosci tej techniki bylo powstanie mi-
kroskopii fluorescencyjnej, ktora oferowata
znacznie wieksze mozliwosci badawcze od
konwencjonalnej mikroskopii optycznej, wy-
korzystujacej do obrazowania Swiatlo prze-
chodzace przez probke lub przez nia odbite.
Na tak duzy sukces mikroskopii fluorescen-
cyjnej mogly mie¢ wplyw dwa czynniki.

Po pierwsze nastapit znaczacy rozwoj
technik przygotowywania preparatow w
oparciu o fluorescencyjne znaczniki (fluoro-
chromy). Mozliwe stalo sie dotaczanie r6zno-
kolorowych, fluorescencyjnych czasteczek, za
pomoca przeciwcial, do SciSle okreslonych
antygenOw w wybranych czeSciach utrwalo-
nego preparatu, a nastepnie uzywajac Swiatla
wzbudzajacego o odpowiedniej dtugosci fali
sprawic, ze tylko te poszczegolne wybarwio-
ne struktury beda widoczne na obrazie. Prze-
tomowe bylo rowniez wyizolowanie w latach
60. z meduzy Aequorea victoria zielonego
biatka fluorescencyjnego (ang. green fluore-
scence protein, GFP) (SHIMOMURA i wspotaut.
1962). Metodami inzynierii genetycznej uda-
to sie utworzy¢ czasteczki fuzyjne zltozone z
bialka GFP i badanego biatka, co pozwolilo
na uwidocznienie lokalizacji danego biatka w
komorce lub zobaczenie zmian tej lokalizacji
pod wplywem roéznych czynnik6w. Dodat-
kowo brak toksycznoSci tej metody wobec
organizmOow zywych oraz latwa wizualizacja

biatka GFP w mikroskopie fluorescencyjnym
pozwolily na prawie nieinwazyjne badanie
materialu biologicznego, bez zmiany jego
morfologii, w warunkach Srodowiskowych
odpowiadajacych fizjologicznym realiom.
Ukoronowaniem badan nad biatkami flu-
orescencyjnymi bylo przyznanie Osamu Shi-
momurze, Martinowi Chalfiemu i Rogerowi
Tsienowi w 2008 r. Nagrody Nobla z dzie-
dziny chemii za odkrycie i rozwoj zielonego
biatka fluorescencyjnego. Ostatnie postepy
w udoskonalaniu naturalnie wystepujacych i
syntetycznych fluorochromow, w tym bialek
fluorescencyjnych i kropek kwantowych, do-
datkowo poprawily ich poziom fotostabilno-
Sci oraz swoistoSci znakowania.

Drugim powodem sukcesu mikroskopii
fluorescencyjnej byl rownolegly rozwoj sa-
mych urzadzen optycznych do wizualizacji
preparatow  barwionych fluorochromami,
prowadzacy do powstania konfokalnych mi-
kroskopow fluorescencyjnych. Dzi¢ki za-
stosowaniu nowatorskich rozwiazan, jak
punktowe skanowanie preparatu oraz coraz
doskonalsza optyka mikroskopowa, obrazy
preparatow pochodzace z mikroskopu kon-
fokalnego charakteryzuja si¢ wi¢ksza roz-
dzielczoScia i lepszym kontrastem niz obrazy
z konwencjonalnego mikroskopu fluorescen-
cyjnego (mikroskopu szerokiego pola). Ten
rodzaj mikroskopii osiagnatl juz nie tylko teo-
retyczny prog rozdzielczosci dla mikroskopii
Swietlnej okreslony rownaniem przez Ernsta
Abbego (Wzo6r 1), lecz nawet przekroczyt
ten limit wykorzystujac pewne wlasnosci
fluorochroméw oraz mozliwosci cyfrowej
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obrobki obrazu mikroskopowego (LEUNG i
CHOU 2011). Dodatkowo, dzieki wyelimino-
waniu z obrazowania Swiatla, ktore nie po-
chodzi z plaszczyzny ostroSci preparatu, mi-
kroskop konfokalny umozliwil wykonywanie
serii ostrych zdje¢ preparatOw barwionych
fluorescencyjnie, a tym samym pozwolil na
konstruowanie i analize trojwymiarowego
modelu badanego materiatu (w wymiarach
XYZ).
A

d =
(xy) 2nxsin

gdzie: d (xy) — rozdzielczo$¢ w plaszczyznie
XY; A — dlugos¢ fali Swiatla padajacego na
preparat; o — kat aperturowy soczewki obiek-
tywu; n — wspotczynnik zalamania Swiatla
(bezwymiarowa liczba opisujaca jak Swiatlo
rozprzestrzenia sie przechodzac przez Srodo-
wisko, w ktorym jest badana probka).

Dalsze udoskonalenia technologiczne
systemow konfokalnych zwickszyly liczbe
wymiarow mikroskopowego obrazowania.
Najpierw zostal dodany czwarty wymiar,
poprzez tworzenie trojwymiarowych rekon-
strukcji obrazu powtarzanych w czasie (ob-
razowanie 4D, w wymiarach XYZT). W ko-

(Wzor 1)

lejnych etapach okazalo si¢, ze mikroskopia
konfokalna moze stuzy¢ nie tylko do wierne-
go odwzorowania struktury badanego prepa-
ratu, ale rowniez, wykorzystujac wlasciwosci
fizykochemiczne fluorochroméw, moze nam
powiedzie¢ wiele o procesach zachodzacych
w probce oraz jej wlaSciwoSciach. Analiza
widma emitowanego Swiatla, jego intensyw-
nosci, czy tez czasu zycia fluorescencji (ang.
fluorescence lifetime imaging microscopy,
FLIM), moze dostarczy¢ nam bowiem wielu
informacji o Srodowisku, w ktorym znajduje
si¢ czasteczka barwnika fluorescencyjnego
(KORCZYNSKI i WLODARCZYK 2009). Prowadzi
to do obrazowania z wykorzystaniem pieciu,
szeSciu i wiekszej liczby wymiarow pokazy-
wanych przestrzennie.

Dzicki wspomnianym wyzej udoskona-
leniom, zaréwno znacznikOw fluorescencyj-
nych, jak i systemow mikroskopowych, ska-
nujace laserowe mikroskopy konfokalne zy-
skaty olbrzymia popularnos¢ w Srodowiskach
badaczy. Niniejsza publikacja przedstawia
podstawowe informacje zwiazane z budowa
i dzialaniem tych mikroskopow, ktore zre-
wolucjonizowaly metody badan w naukach
przyrodniczych.

HISTORIA MIKROSKOPII KONFOKALNE]

Za ojca mikroskopii konfokalnej uwazany
jest Marvin Minsky. W latach 50. XX w., pod-
czas swojego podoktorskiego stazu na Uni-
wersytecie Harvarda, Minsky probowat badac
w mikroskopie Swietlnym polaczenia neuro-
now w nieutrwalonej tkance mozgowej. Na-
potykat jednak wiele ograniczen, ktore miat
konwencjonalny mikroskop Swietlny pod-
czas obserwagcji trojwymiarowych struktur w
skrawkach badanego materiahu, stad tez jego
celem stalo sie¢ stworzenie mikroskopu ob-
razujacego te elementy w jak najlepszej roz-
dzielczoSci przestrzennej. Minsky twierdzil,
ze aby tego dokona¢ mikroskop Swietlny po-
winien:

— oddzielnie analizowac¢ Swiatlo pocho-
dzace kolejno z poszczegolnych punktow
preparatu;

— zbiera¢ Swiatlo pochodzace jedynie z
plaszczyzny ogniskowej obiektywu, unikajac
Swiatla dajacego nieostry obraz, emitowane-
go z pozostalych warstw preparatu.

W zbudowanym przez siebie pierwszym
skanujacym mikroskopie konfokalnym Min-
sky uzyl cyrkonowej lampy lukowej o duzej
mocy, z ktorej Swiatlo przechodzilo przez

waska przystone oswietlajac tylko maly punkt
na preparacie. Swiatto pochodzace z prepara-
tu bylo nastepnie zbierane przez obiektyw
znajdujacy si¢ po drugiej stronie probki. W
miejscu ponownego skupienia si¢ Swiatla, w
punkcie konfokalnym, znajdowata sie druga
przystona przepuszczajaca Swiatlo pochodza-
ce tylko z plaszczyzny ostroSci preparatu do
umieszczonego za nia detektora, ktorym byt
fotopowielacz (Ryc. 1). Aby utworzy¢ obraz
calego preparatu, ten pierwszy mikroskop
konfokalny byl wyposazony w ruchomy sto-
lik, ktory przesuwajac sie¢ umozliwial oSwie-
tlanie kolejnych punktéw na badanym ma-
teriale. Uzywajac dwoch elektromagnesow
do przesuwania stolika mikroskopowego w
osiach X i Y oraz specjalnego oprogramo-
wania komputerowego do skladania obrazu,
Minsky byl w stanie uzyska¢ obraz jednego
przekroju optycznego preparatu w czasie 10
sekund (MINSKY 1988).

Opatentowany w 1961 r. wynalazek Ma-
rvina Minskiego pozostat jednak przez diugi
czas niedoceniony. Bylo to spowodowane
glownie brakiem Zrodet Swiatla o wystarcza-
jaco duzej intensywnoSci dla punktowego
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Ryc. 1. Schemat mikroskopu konfokalnego typu trans zamieszczony w patencie Marvina Minskie-

2o (US 3013467).

W mikroskopie konfokalnym punktowe zZrédio Swiatta, oSwietlony punkt preparatu oraz jego obraz leza w
ogniskowych soczewek obiektywu (leza w plaszczyznach konfokalnych) i stad wywodzi si¢ nazwa tej mikro-

skopii.

oSwietlania probki oraz zbyt matej mocy ob-
liczeniowej dostepnych wowczas systemow
komputerowych do analizy obrazu. Dopiero
w 1979 r., krotko po wygaSni¢cciu patentu
Minskiego, Fred Brakenhoff stworzyt wila-
sna konstrukcje skanujacego mikroskopu
konfokalnego wykorzystujac laser jako Zro-
dlo Swiatta (BRAKENHOFF i wspotaut. 1979).
Pierwsze komercyjnie dostepne systemy
konfokalne pojawily si¢ w 1987 r. (CLAXTON

i wspotaut. 2005). Nastepnie, w latach 90,
postepy w optyce i elektronice stworzyly
mozliwos¢ wykorzystania w mikroskopii
konfokalnej laserow o stabilnej, wysokiej
mocy, wydajnych zwierciadel skanujacych
oraz detektorow o wysokim wspotczynniku
odczytu sygnatlu do szumu. W tym czasie
zaczelo powstawac¢ wiele nowych technik,
ktore mogly byc¢ uzyte dzigki skanujacemu
laserowemu mikroskopowi konfokalnemu.

DZIALANIE MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

Nowoczesne mikroskopy konfokalne za-
chowaly najwazniejsze elementy z pierwsze-
go projektu Marvina Minskiego: obecnos¢
przystony konfokalnej oraz punktowe ska-
nowanie probki. JeSli chodzi natomiast o
roznice, to pierwszy projekt systemu konfo-
kalnego byl mikroskopem typu trans, gdzie
fala Swiatla wzbudzajacego przechodzi przez
probke, a detekcja fluorescencji odbywa si¢
po jej drugiej stronie (Ryc. 1). Natomiast
wickszoS¢ obecnie uzywanych mikroskopow
konfokalnych, to mikroskopy epifluorescen-
cyjne. Oznacza to, ze oSwietlenie probki
Swiatlem wzbudzajacym, jak i obserwacja
wyemitowanej fluorescencji zachodza z tej
samej strony probki (Ryc. 2). W takim mikro-
skopie obiektyw pelni rowniez role konden-
sora, co znosi potrzebe wzajemnej kalibracji
obydwu tych elementow, jak w mikrosko-
pach typu trans. Dodatkowa zaleta mikrosko-
pow epifluorescencyjnych jest mozliwos¢ ba-
dania pod mikroskopem wierzchnich warstw
grubszych preparatow, poniewaz Swiatto nie
musi przenika¢ przez cala gruboS¢ probki,

aby dotrze¢ do detektora. Kolejna roznica
miedzy pierwszymi i obecnymi systemami
konfokalnymi jest sposéb skanowania. Ma-
rvin Minsky nie chcial wprowadza¢ rucho-
mych elementow w Sciezke optyczna swo-
jego mikroskopu, aby uniknaé potrzeby do-
datkowych kalibracji systemu. Skan probki w
plaszczyznie XY dokonywal si¢ wiec poprzez
ruch stolika mikroskopowego wzgledem nie-
ruchomej wiazki Swiatta z lampy fluorescen-
cyjnej. Rozwiazanie to mialo swoje dobre
strony: uzyskiwany obraz mogt by¢ wiekszy
niz pole widzenia uzytego obiektywu oraz
wiazka Swiatla wzbudzajacego padata na kaz-
dy punkt preparatu pod tym samym katem,
probka byla wiec osSwietlona w kazdym miej-
scu rownomiernie, przez co unikano powsta-
wania aberracji optycznych (SEMWOGERERE i
WEEKS 2008). Zalety te nie przystanialy jed-
nak wad tego systemu zwiazanych z wolna
akwizycja obrazu oraz z niebezpieczenstwem
przesuwania si¢ probki podczas ciagltych ru-
chow stolika mikroskopowego. W nowszych
mikroskopach konfokalnych Swiatlo emito-
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Ryc. 2. Schemat budowy skanujacego laserowego mikroskopu konfokalnego.

wane przez laser przechodzi przez glowi-
ce skanujaca skladajaca si¢ z przynajmniej
dwoch, poruszanych za pomoca silnikow
galwanometrycznych, luster. Jedno z nich od-
chyla wiazke Swiatla na boki, umozliwiajac
skan linii w osi X, drugie lustro, poruszajace
si¢ w pozycji gora-dol, pozwala na skan ko-
lejnych linii z osi Y (Ryc. 2). Jednolite oSwie-
tlenie obrazu jest tutaj zapewnione przez
obiektywy z korekcja planarna. Nadal row-
niez mozna zobrazowaé wigksze powierzch-
nie za pomoca ruchu zmotoryzowanego sto-
lika mikroskopowego, ktory juz bedzie si¢
przesuwal pomiedzy calymi, sasiadujacymi
ze soba polami widzenia obiektywu. Przy tej
metodzie skanowania mikroskop moze wy-
konywac¢ do kilku zdje¢ preparatu (w forma-
cie 512 x 512 pikseli) na sekunde. Predkos¢
ta moze wzrosna¢ nawet do Kkilkudziesieciu
zdje¢ na sekunde przy wykorzystaniu skane-
ra rezonansowego, w ktorym lustra w glowi-
cy skanujacej, zamiast sterowania silnikami,
wibruja ze stala czestotliwoscia do 12000 Hz
przesuwajac z duza szybkoScia wiazke Swia-
tla lasera po preparacie (DIASPRO i wspotaut.
2008). Czytelnika zainteresowanego mozli-
woSciami mikroskopow konfokalnych w za-
kresie badania szybkich procesow odsylam
do artykutu Wojciecha Brutkowskiego w tym
numerze KOSMOSU.

Podsumowujac powyzsze rozwiazania, w
dzisiejszych skanujacych laserowych mikro-
skopach konfokalnych sSwiatlo wzbudzajace
pochodzace z lasera jest kierowane przez
optyczny dzielnik wiazek w kierunku prepa-
ratu. Nastepnie wiazka Swiatla jest cyklicznie
odchylana przez zwierciadla skanujace, dzieki
czemu po przejSciu przez obiektyw osSwietla
kolejne punkty badanej probki. Swiatto flu-
orescencji wyemitowanej przez wzbudzone
fluorochromy na preparacie trafia z powro-
tem do obiektywu i przechodzi ta sama Sciez-
ka optyczna do dzielnika wiazek. Element
ten, ktorym jest zwykle zwierciadlo dichro-
iczne, odbija Swiatlo lasera, a przepuszcza
Swiatlo fluorescencji pochodzace z badane-
go materiatu (ktére zgodnie z regula Stokesa
bedzie mialo wicksza dlugos¢ fali niz Swiatto
zaabsorbowane przez czasteczke). W ten spo-
sob obie te wiazki Swiatla zostaja od siebie
oddzielone. Swiatlo fluorescencji przechodzi
nastepnie przez jeden z najwazniejszych ele-
mentow mikroskopu konfokalnego, przysto-
n¢ konfokalna (ang. pinhole), znajdujaca si¢
na Sciezce optycznej mikroskopu przed de-
tektorem. Pelni ona funkcje filtra przestrzen-
nego przepuszczajac jedynie Swiatlo pocho-
dzace z plaszczyzny ostroSci obiektywu. W
ten sposOb Swiatto o gorszych parametrach
optycznych, wyemitowane przez fluorochro-
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my z warstw znajdujacych si¢ powyzej i po-
nizej plaszczyzny fokalnej, nie uczestniczy w
procesie tworzenia obrazu. Zmieniajac plasz-
czyzn€ ostroSci preparatu, badz to ruszajac
obiektywem, badz stolikiem mikroskopowym
w osi Z, mozliwa jest analiza Swiatla pocho-
dzacego z kolejnych poziomOow probki, czyli
tworzenie tzw. przekrojow optycznych pre-
paratu. W ten sposOb, po zebraniu wystarcza-
jacej liczby nastepujacych po sobie przekro-
jow optycznych, jest mozliwe utworzenie re-
konstrukcji danego mikroskopijnego obiektu
(Ryc. 3). Z powodu wykluczenia przez przy-
ston¢ konfokalna wickszoSci fluorescencji
emitowanej przez preparat, w mikroskopach
konfokalnych musza by¢ stosowane czute
detektory wykrywajace Swiatto o niskiej in-
tensywnoSci, a niekiedy nawet pojedyncze
fotony Swiatla emitowane przez probke. Ko-
mercyjnie dostepne systemy stosuja zwykle
w tym celu fotopowielacze, czyli punktowe
detektory, ktore potrafia szybko rejestrowacd
ciagly strumien Swiatla o zmiennej intensyw-

Ryc. 3. Obrazy wybranych przekrojow optycz-
nych z réznych poziomoéw preparatu wykona-
nych przy uzyciu mikroskopu konfokalnego Le-
ica TCS SP5.

Liczby pokazuja wysokos¢ danego poziomu nad
szkietkiem nakrywkowym (w osi Z). Ostatnie zdjecie
(w ramce) powstato przez nalozenie wszystkich wy-
konanych przekrojow optycznych na siebie. Prepa-
rat: komorki glejaka C6 z wybarwionym cytoszkiele-
tem aktynowym (barwnik czerwony Alexa 546) oraz
wyznakowanym biatkiem wiazacym aktyne¢ - Kkofili-
na (barwnik zielony Alexa 488). Skala 20 um.

nosci, pochodzacy ze skanowanych na pre-
paracie kolejnych punktow. Nastepnie opro-
gramowanie komputerowe wijgze Czasowo
ilos¢ fotonow Swiatla, ktora dotarla do de-
tektora, z miejscem na preparacie, ktore byto
w tym czasie oSwietlane przez wigzke lasera,
co pozwala na umieszczenie piksela o danej
intensywnoSci w odpowiednim punkcie na
siatce tworzacej obraz skanowanego prepa-
ratu mikroskopowego. W zwiazku z powyz-
sza procedura tworzenia obrazu z pojedyn-
czych punktow, w skanujacym laserowym
mikroskopie konfokalnym uzytkownik moze
widzie¢ konfokalny obraz jedynie na moni-
torze komputera sterujacego systemem kon-
fokalnym. Aby wiec zobaczy¢ badany prepa-
rat w okularach mikroskopowych i ustawic
jego wilaSciwa pozycje w osiach X, Y i Z, na-
dal wykorzystuje si¢ dodatkowe oSwietlenie
probki lampa fluorescencyjna (rteciowa lub
metalohalogenkowa), ktora jest podlaczona
do statywu mikroskopu konfokalnego.

ELEMENTY BUDOWY MIKROSKOPU KONFOKALNEGO

ZRODLO SWIATELA

Jak juz zostalo wspomniane w poprzed-
nim rozdziale, w mikroskopie konfokalnym
do detektora trafia niewielka czeS¢ Swiatla
emitowanego przez preparat. W uzyskaniu ja-
snego i kontrastujacego obrazu badanej prob-
ki kluczowe staja si¢ wiec trzy elementy:

— dobra jakos$¢ znakowania fluorescencyj-
nego preparatu,

— wysoka intensywnoS¢ Swiatla wzbudza-
jacego fluorescencije,

— wysoka czulos¢ detektorOw mikrosko-
pu konfokalnego.

Aby spetni¢ drugi z przedstawionych wy-
mogow uzyskania dobrego obrazu w mikro-

skopie, Marvin Minsky uzyl w swoim pierw-
szym mikroskopie konfokalnym cyrkonowej
lampy tukowej, bedacej mocnym (jak na
tamte czasy) zrodlem Swiatla dla mikroskopii
optycznej. Obecnie w mikroskopach konfo-
kalnych uzywa si¢ w tym celu laserow, kto-
rych promieniowanie ma charakterystyczne
wlasciwosci, trudne lub wrecz niemozliwe
do osiagniecia w innych typach zrodet Swia-
tla. Lasery dzialaja na zasadzie wzmocnienia
Swiatla przez wymuszona emisj¢ promienio-
wania (ang. light amplification by stimulated
emission of radiation). Teoretyczne podstawy
mechanizmow takiego wzmocnienia Swiatla
dal w 1917 r. sam Albert Einstein, a urzeczy-
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wistnieniem teorii promieniowania laserowe-
go bylo zbudowanie w 1960 r. przez Amery-
kanina Teodora Maimana pierwszego lasera
rubinowego (ZIETEK 2008).

Swiatlo emitowane przez lasery jest:

— monochromatyczne — promieniowa-
nie o bardzo malej szerokoSci linii emisyjne;j
(zwykle jest to jedna diugos¢ fali), co row-
nowazone jest bardzo duza intensywnoScia
Swiatla w wybranym obszarze widma;

— koherentne — fale emitowane przez la-
ser posiadaja t¢ sama faze¢, podczas gdy na-
turalne Zrédia Swiatta emituja fale o réznych
fazach;

— skolimowane — wigzka Swiatla lasero-
wego ma niewielka rozbieznos¢, ktorg tatwo
utrzyma¢ nawet na dluzszych dystansach
(Z1ETEK 2008).

Poza powyzszymi cechami, promieniowa-
nie lasera jest tylko specyficznym rodzajem
Swiatla i nie posiada tak szkodliwych cech
charakterystycznych dla  promieniowania
krotkofalowego (jak promieniowanie X czy
promieniowanie substancji radioaktywnych).

Wszystkie powyzsze wlaSciwosci lasera
sprawiaja, ze jest to idealne Zrodlo Swiatla
do wzbudzania fluorescencji w skanujacym
mikroskopie konfokalnym. Punktowa wiazka
Swiatla laserowego, po przejSciu przez obiek-
tyw, oSwietla jednorazowo bardzo niewielki
obszar o Srednicy 0,25 do 0,8 um (w zalezno-
Sci od apertury numerycznej obiektywu), co
podnosi rozdzielczos¢ uzyskiwanego obrazu.
W pozostatych Zrédlach Swiatla nie ma moz
liwosci osiagniecia takiego stopnia kolimacji
wiazki, nawet po zastosowaniu skomplikowa-
nych uktadéw optycznych (CLAXTON i wspot-
aut. 2005). Na rynku jest dostepny szereg
lasero6w dla mikroskopow konfokalnych emi-
tujacych Swiatto w roéznych zakresach widma
od ultrafioletu (laser UV 355 nm) do bliskiej
podczerwieni (laser LDM 685 nm) (http://
www.lasos.com/products). Dodatkowo, pro-
ducenci barwnikoéw fluorescencyjnych szyb-
ko dopasowuja swoja oferte do istniejacych
na rynku konfiguracji laserow w systemach
konfokalnych. Obecnie wiele badan jest pro-
wadzonych nad rozwojem laserow szeroko-
pasmowych (ang. supercontinuum) emituja-
cych Swiatlo o niemal kazdej dtugosci fali w
zakresie Swiatla widzialnego (stad sa nazywa-
ne laserami bialymi — ang. white light laser)
(MORIOKA i wspotaut. 1993).

Wiazka Swiatla lasera przechodzi w mi-
kroskopach konfokalnych przez akusto-
-optycznie strojony krysztat (ang. acousto-
-optic tunable filter, AOTF). Krysztal ten

dziata jak elektronicznie strojony filtr wzbu-
dzenia, ktory nie tylko potrafi przepuszczad
jedynie Swiatlo lasera o zadanej dlugoSci fali,
ale jednoczeSnie moze modulowac intensyw-
noS¢ tego Swiatla. Zmiany w czestotliwosci
fal akustycznych przechodzacych przez dwoj-
fomny krysztat AOTF zmieniaja wlasSciwoSci
dyfrakcji tego krysztalu, umozliwiajac tym
samym bardzo szybkie strojenie parametrow
wybranych linii lasera. W ten sposob mozna
szybko i plynnie sterowa¢ moca Swiatla la-
sera skierowanego na preparat, bez potrze-
by regulacji ustawien mocy samych laserow
(DI1ASPRO i wspotaut. 2008). Dzicki temu na
skanowanym obrazie preparatu mozna zde-
finiowa¢ pola o réznych intensywnosSciach
Swiatla wzbudzajacego, co jest szczegOlnie
pomocne przy prowadzeniu eksperymen-
tow z wyswiecaniem fluorochromow w wy-
branym miejscu (ang. fluorescence recovery
after photobleaching, FRAP; fluorescence
loss in photobleaching, FLIP) lub ich fotoak-
tywacja (ang. photoactivation, PA).

DZIELNIKI WIAZEK SWIATEA

W mikroskopach epifluorescencyjnych
zarOwno wiazka Swiatla wzbudzajacego, jak
i wiazka Swiatla wyemitowanego przez prob-
ke przechodzi przez obiektyw. Rodzi to po-
trzebe rozdzielenia przed detektorem tych
dwoch strumieni Swiatla, aby moc badac
jedynie Swiatlo pochodzace z fluorescencji
preparatu. W tym celu wykorzystuje sie zja-
wisko przesuniecia Stokesa, ktore powoduje,
ze przy konwencjonalnym, jednofotonowym
wzbudzeniu fluorochromu, Swiatlo emisji flu-
orescencji ma zawsze dluzsza fale niz Swiatlo
zaabsorbowane przez dana czasteczke barw-
nika fluorescencyjnego. Dzielnikami wiazek
Swiatta w mikroskopach konfokalnych, po-
dobnie jak w zwyklych mikroskopach flu-
orescencyjnych, sa zwykle zwierciadta di-
chroiczne. Sa to elementy optyczne majace
za zadanie przepuszcza promieniowanie w
wybranych obszarach widma, a odbijac¢ resz-
te Swiatta (Ryc. 4). Zwierciadta dichroiczne
sa zbudowane z naprzemiennie ulozonych
warstw pokrycia optycznego, ktore selektyw-
nie wzmacniaja wybrane dlugoSci fali Swia-
tla. Technologia nakladania tych warstw jest
niezwykle precyzyjna, naktada sie¢ je w proz-
ni, co pozwala na Sciste sterowanie ich gru-
boscia oraz liczba. To natomiast umozliwia
produkcje zwierciadet dichroicznych o zada-
nych, SciSle okreSlonych wtaSciwoSciach —
od bardzo waskiego pasma przepuszczalno-
Sci Swiatla do calkiem szerokiego (RIETDORF
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Ryc. 4. Schemat przebiegu wiazki Swiatla wzbu-
dzajacego (czarna, ciagta linia) oraz Swiatla
emitowanego przez preparat (linia szara, prze-
rywana) przez (A) zwierciadto dichroiczne i
(B) krysztat AOBS.

Fale akustyczne o odpowiedniej czestotliwosci (RF 7)
przechodzace przez krysztal AOBS zmieniaja miej-
scowo jego wspoOtczynnik zatamania Swiatta i powo-
duja zagiecie wiazki Swiatta wzbudzajacego.

i STELZER 20006). Efektywnos¢ nowoczesnych
zwierciadetl przekracza¢ moze nawet 90%,
tj. straty w intensywnosci Swiatla odbijane-
go lub przepuszczanego przez ten element
optyczny moga by¢ mniejsze niz 10%. Row-
niez dostepne sa zwierciadla dichroiczne po-
trafiace przepuszcza¢ Swiatto nawet z kilku
odmiennych barw fluorescencji jednoczesnie
odbijajac pozostate barwy. (http://www.chro-
ma.com/products/individual-filters-mirrors/
widefield-microscopy/dichroic-mirrors).
Zupelnie innym rozwiazaniem jest zasto-
sowanie akusto-optycznego dzielnika wiazki
Swiatla (ang. acousto optical beam splitter,
AOBS), krysztatu dzialajacego na podobnych
zasadach jak opisywany przy zrodtach Swiatla
AOTF. W krysztale AOBS fale akustyczne o
odpowiedniej czestotliwoSci zmieniaja miej-
scowo jego wspotczynnik zalamania Swia-
tla, co powoduje odchylanie wiazki Swiatla
wzbudzajacego o SciSle okreSlonej diugosci
fali (wiazki Swiatla o szerokoSci spektralnej
1-3 nm). W ten sposob akusto-optyczny dziel-
nik moze powodowal specyficzne odchyle-
nie do 8 réznych wiazek Swiatla laserowego
jednoczesnie i skierowac je w strone¢ badane;j
probki. Fluorescencja emitowana przez prob-
ke, majaca dhugos¢ fali inna niz linie mo-
nochromatycznego Swiatla wzbudzajacego,
przechodzi przez krysztal bez ugiecia w stro-
ne detektorow (Ryc. 4). Pojedynczy krysztat

AOBS moze shuzy¢ do rozdzielania dowol-
nych kombinacji Swiatla wzbudzajacego i
emitowanego w zakresie promieniowania
widzialnego. Dodatkowa zaleta tego rozwia-
zania jest krotki czas przelaczania pomiedzy
poszczegolnymi ustawieniami dzielnika (mie-
rzony w mikrosekundach) oraz 95% efektyw-
noS¢ rozdzialu Swiatla (RIETDORF i STELZER
2000).

DETEKTORY SWIATELA

Aby wykry¢ stabe Swiatlo emitowane
przez fluorochromy z punktu oswietlonego
laserem na pojedynczej plaszczyznie optycz-
nej preparatu, detektory w mikroskopach
konfokalnych musza si¢ odznacza¢ duza czu-
toScia okreslana przez wysoki wspotczynnik
sygnalu do szumu (ang. signal to noise ra-
tio). Dosy¢ powszechnie stosuje si¢ wiec w
tym celu fotopowielacze (ang. photomulti-
plier tube, PMT), wykorzystywane rowniez w
czasach Marvina Minskiego.

Fotopowielacz jest urzadzeniem, ktOre za-
mienia strumienl fotonéw na impulsy elektrycz-
ne. Sktada si¢ on z fotokatody, z ukladu dynod
oraz z anody. Foton padajac na fotokatode
wybija z niej elektron w wyniku zjawiska foto-
elektrycznego. Za sprawa przylozonego wyso-
kiego napiecia pomiedzy elektrodami, elektron
jest przyspieszany i uderza o pierwsza dynode
wybijajac z niej N elektronow. Nastepnie tych
N elektronow jest przyspieszanych w kierunku
drugiej dynody, gdzie kazdy z padajacych elek-
tron0w wybija N nowych elektronow. W ten
sposob po przejsciu ukladu sktadajacego si¢ z
M dynod uzyskamy impuls ztozony z NM elek-
tronow (Ryc. 5). Proces ten jest bardzo szyb-
ki — przetwarzanie sygnalu w fotopowielaczu
zajmuje mniej niz 10° s (ART 2006). Oprocz
rzeczywistego sygnalu fotopowielacz genero-
waé moze rOwniez szumy. Przy braku fotonow
Swiatta lub przy zwigkszaniu napiecia przylo-
zonego pradu, emitowane sa z fotokatody i
dynod elektrony tworzace tzw. prad ciemny.
Aby pozby¢ sie tego szumu, fotopowielacze
moga by¢ chlodzone lub Swiatto wchodzace
do fotopowielacza jest poddawane modulaciji.
W takim przypadku fotopowielacz rejestru-
je tylko ta czeSC sygnalu wyjSciowego, ktora
zmienia si¢ z taka sama czestotliwoscia jak sy-
gnal modulujacy wiazke Swiatta (ART 2000).
Dodatkowym elementem branym pod uwage
przy ocenie rejestratorow Swiatla jest ich wy-
dajnos¢ kwantowa (ang. quantum efficiency).
Jest to stosunek iloSci fotonéw uderzajacych
o powierzchnie Swiatloczuta detektora, do
wielkoSci wzbudzonego w tym urzadzeniu fa-
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Ryc. 5. Schemat budowy i dzialania punktowych detektoréw Swiatta uzywanych w mikroskopii
konfokalnej: (A) fotopowielacza (PMT) i (B) fotodiody lawinowej (APD).

dunku (np. na matrycach CCD) lub do iloSci
wybitych z tej powierzchni elektronow (np. w
omawianych fotopowielaczach). Mimo swoich
licznych zalet konwencjonalne fotopowielacze,
wyposazone w katody wykonane z metali alka-
licznych, posiadaja niezbyt wysoka wydajnos¢
kwantowa wynoszaca okoto 25%. Wspotczyn-
nik ten wzrasta do 45% w fotopowielaczach z
fotokatoda wykonana ze stopu arsenku galu i
fosforku galu (GaAsP) tworzaca material pot
przewodnikowy (MIRZOYAN i wspotaut. 20006).

Na materiatach potprzewodnikowych opar-
ta jest rowniez budowa kolejnych detektorow
Swiatta w mikroskopach konfokalnych - foto-
diod lawinowych (ang. avalanche photodiode,
APD). W fotodiodach Swiatlo oSwietlajace zla-
cze dwoch potprzewodnikow jest przeksztatca-
ne na strumien elektronow, analogicznie jak w
fotopowielaczach. Nastepnie, na skutek spola-
ryzowania zlacza potprzewodnikow przez przy-
tozone do nich odpowiednio wysokie napie-
cie, wytwarzane jest pole elektryczne, w kto-
rym powstale fotoelektrony sa przyspieszane
i powoduja wybijanie w materiale kolejnych
elektronow, ktorych liczba ro$nie lawinowo
(Ryc. 5). Pierwotna wiazka elektronéw zostaje
w ten sposob wzmocniona do kilku milionéw
razy, w zaleznoSci od przylozonego napiecia.
Fotodiody lawinowe, o zlaczu potprzewodni-
kow spolaryzowanym przylozonym napieciem
powyzej 1000 V, pozwalaja nawet na wykry-
wanie pojedynczych fotonow przez detekto-
ry SPAD (ang. single-photon avalanche diode)
(STERN i COLE 2009). Diody APD, w poréwna-

niu z detektorami PMT, cechuje wyzsza wydaj-
nosS¢ kwantowa siegajaca nawet 80%, generuja
mniejszy szum, rzadziej ulegaja uszkodzeniom i
wolniej zuzywaja si¢ podczas uzytkowania. Fo-
topowielacze natomiast potrafia szybciej reje-
strowac ciagly strumief Swiatla o zmiennej in-
tensywnosci pochodzacy z preparatu i posiada-
ja wickszy zakres czutoSci na Swiatlo o rézinej
intensywnosci, dzieki czemu detektory te, dalej
konstruowane wedhug podobnych schematow
co w latach 30. XX w., nadal sa wykorzystywa-
ne w budowie mikroskopow Swietlnych (ART
2000).

Ciekawym rozwiazaniem jest polaczenie fo-
topowielacza z potprzewodnikowa dioda APD
w jeden detektor hybrydowy. Fotony Swiatla
uderzajac w fotokatode takiego detektora, dzie-
ki efektowi fotoelektrycznemu wybijaja elek-
trony, ktore nastepnie sa przyspieszane w polu
elektrycznym i uderzaja z jeszcze wicksza ener-
gia w fotodiod¢. W diodzie nast¢puje dodatko-
we lawinowe wzmocnienie sygnatu. Detektory
hybrydowe zapewniaja nie tylko wysoka czu-
fos¢ wykrywania stabego sygnatu fluorescencji
oraz wykonywanie zdje¢ z wysoka rozpietoscia
tonalna (ang. high dynamic range), co jest do-
mena fotopowielaczy, ale réwniez zapewniaja
mniej zaszumiony obraz dzi¢ki uzyciu fotodio-
dy, ktora redukuje wystepowanie ciemnego
pradu (SUYAMA i LARES 2008). Detektory tego
typu wymagaja dokladnej kalibracji obu ele-
mentow skladowych oraz sa wrazliwe na za-
klocenia elektromagnetyczne w otoczeniu mi-
kroskopu (HOLIK i wspotaut. 2011).

DWUFOTONOWA MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Coraz bardziej popularnym rodzajem
mikroskopii konfokalnej jest mikroskopia
dwufotonowa. Usuwa ona jedna z wad kon-

wencjonalnej mikroskopii konfokalnej, gdzie
wiazka lasera wzbudza fluorochromy na ca-
tej grubosci preparatu, a dopiero przystona
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konfokalna przepuszcza do detektora Swiatto
pochodzace z pojedynczej plaszczyzny fokal-
nej obiektywu. Tak wiec wickszoS¢ emito-
wanej przez preparat fluorescencji nie jest
wykorzystywana do tworzenia obrazu, a w
efekcie wielokrotnie wzbudzane czasteczki
barwnikéw fluorescencyjnych szybciej ulega-
ja wySwieceniu lub uszkodzeniu. W dwufo-
tonowej mikroskopii natomiast wzbudzenie
fluorochromoéw jest ograniczone jedynie do
jednej plaszczyzny preparatu o maksymalnej
ostrosci i tylko stamtad nastepuje emisja flu-
orescencji. Znosi to potrzeb¢ uzywania przy-
stony konfokalnej do uzyskiwania przekro-
jow optycznych badanej probki, zmniejsza
ilos¢ wzbudzen poszczegdlnych czasteczek
fluorochromoéw, co zapobiega ich szybkiemu
wySwiecaniu.

Dwufotonowa mikroskopia jest opar-
ta na nietypowej metodzie wzbudzania flu-
orochromoéw, ktorej teoretyczne podstawy
opisata Maria Goeppert-Mayer w swojej pra-
cy doktorskiej w 1931 r. Metoda ta zakla-
da wzbudzenie czasteczki nie przy pomocy
jednego fotonu Swiatla o wlaSciwej energii,
ale za pomoca dwoch fotonéw o dwa razy
stabszej energii kazdy. Aby osiagna¢ prog
energii wzbudzenia takie dwa fotony musza
dotrze¢ do czasteczki fluorochromu w odste-
pie mniejszym niz 10'¢ sekundy, ich energia
kumuluje si¢ w czasteczce i koncowy efekt
wzbudzenia oraz pOZniejsza emisja fluore-
scencji jest podobna jak przy konwencjo-
nalnej, jednofotonowej ekscytacji (DIASPRO i

Wzbudzenie
dwufotonowe

Wzbudzenie
konwencjonalne

Obiektyw

Plaszczyzna

ogniskowej

Ryc. 6. Poréwnanie pomiedzy wzbudzeniem
konwencjonalnym (jednofotonowym) a dwu-
fotonowym. Schemat przedstawia skupianie
promieni Swiatla na preparacie przez soczew-
ke obiektywu. Na czarno zaznaczono obszar, w
ktorym sa wzbudzane fluorochromy.

wspotaut. 2006). Prawdopodobienstwo dwu-
fotonowego wzbudzenia czasteczki w nor-
malnych warunkach jest bardzo mate. Ocenia
si¢, ze czasteczka rodaminy, ktora w jasnym
Swietle stonecznym jest wzbudzana pojedyn-
czym fotonem co sekunde, spontanicznie za-
absorbuje w takich warunkach dwa fotony
jednoczes$nie raz na 10 milionéw lat! (DENK
i SvoBoDA 1997). Poniewaz prawdopodo-
biefistwo absorbgji jest proporcjonalne do
kwadratu chwilowego nat¢zenia Swiatla, aby
wywola¢ efekt dwufotonowego wzbudze-
nia w mikroskopii konfokalnej stosowane sa
piko- lub femtosekundowe lasery generujace
krotkie impulsy Swiatta (od 1072 do 1074 se-
kundy) o bardzo duzej intensywnosci (DENK
i wspotaut. 2006). Przyktadowo, chwilowa
moc pojedynczego pulsu lasera MaiTai firmy
Spectra Physics moze siega¢ 180 kW, jednak
z uwagi na bardzo krotki czas trwania im-
pulsu Swiatlta (10-"3 s) w stosunku do przerw
pomiedzy kolejnymi impulsami (10-%s), Sred-
nia moc takiego lasera wynosi ,tylko” 2,5 W
(http://www.newport.com/Mai-Tai-One-Box-
“Tunable-Ultrafast-Lasers/368124/1033/info.
aspx#tab_Specifications). Dodatkowo, dosta-
teczne zageszczenie fotondow wokot czastecz-
ki, dla dwufotonowego wzbudzenia, otrzymu-
je sie dopiero po skupieniu takiego Swiatla
laserowego przez obiektyw mikroskopowy o
wysokiej aperturze numerycznej. To akurat
jest okolicznoScia sprzyjajaca obrazowaniu,
poniewaz wlasnie dzieki temu wzbudzane sa
fluorochromy jedynie w najostrzejszej ptasz-
czyznie fokalnej obiektywu (Ryc. 6). Czytel-
nika zainteresowanego fenomenem dwufo-
tonowego wzbudzenia odsylam réwniez do
artykutu Bohdana Paterczyka w tym numerze
KOSMOSU.

Poza ochrona fluorochroméw przed wy-
Swieceniem, gtéwna zaleta mikroskopii dwu-
fotonowe;j jest mozliwoS¢ badania grubszych
preparatow, np. skrawkow tkankowych, niz
jest to mozliwe w przypadku wykorzystania
jednofotonowego wzbudzenia. Spowodowa-
ne jest to kilkoma czynnikami. Po pierwsze,
Swiattlo dlugofalowe, uzywane przy dwufo-
tonowym wzbudzeniu, ulega mniejszemu
rozproszeniu podczas przechodzenia przez
badany materiat (Wzor 2). Wedlug wzoru
Rayleigha rozpraszanie (I) jest odwrotnie
proporcjonalne do wartoSci dlugosci fali
Swiatla (1) podniesionej do czwartej potegi.
Przyktadowo Swiatto o dtugosci fali 1000 nm
cechuje 16 razy mniejsze rozpraszanie, niz
Swiatto o dtlugosci fali 500 nm, niosace dwa
razy wicksza energie (SO i Kim 1998).
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Po drugie, w mikroskopii dwufotonowej
wystepuje brak absorbgcji Swiatla wzbudza-
jacego poza plaszczyzna ostroSci preparatu,
przez co wicksza ilos¢ fotonéw Swiatla do-
ciera do plaszczyzny ogniskowej obiektywu,
gdzie jest uzyta do wzbudzenia wtaSciwych
czasteczek. Trzeci powod, to brak koniecz-
noSci uzywania przystony konfokalnej do
eliminacji Swiatla spoza ptaszczyzny fokalnej
obiektywu. Dzi¢ki temu w mikroskopii dwu-
fotonowej mozna uzy¢ zewnetrznych detek-
torow fluorescencji podtaczonych bezposred-
nio do statywu mikroskopu, a Swiatlo pocho-
dzace z preparatu nie zmniejsza swojej inten-
sywnosci wracajac do rejestratora przez ko-
lejne elementy optyczne w mikroskopowym
skanerze. Zwicksza to jakoS¢ obrazu otrzymy-
wanego ze Swiatta fluorescencji pochodzace-
go z glebszych warstw preparatu. Za sprawa
powyzszych cech mikroskopy dwufotonowe
moga wzbudza¢ fluorochromy i tworzy¢ ob-
razy przekrojow optycznych nawet na glebo-
kosci powyzej 400 ym w zaleznosci od przej-

rzystoSci probki, a wiec ponad 5 razy glebiej
niz konwencjonalne mikroskopy konfokalne
(DIASPRO i SHEPPARD 2002).

Moéwiac o wadach mikroskopii dwufo-
tonowej nalezy wspomnie¢ przede wszyst-
kim o koniecznoSci uzycia w niej drogich i
skomplikowanych laseréw piko- lub femtose-
kundowych, z wodnym chtodzeniem, umiesz-
czonych, ze wzgledow kalibracyjnych, na tej
samej lawie optycznej co statyw mikrosko-
pu (DENK i wspotaut. 2006). Réwniez nie
wszystkie preparaty biologiczne nadaja sie
do obrazowania w mikroskopii dwufotono-
wej. Jesli probka jest wyznakowana barwni-
kiem wzbudzanym Swiatlem podczerwonym
lub posiada autofluorescencje w tym zakre-
sie, moze sie okazaé, ze niektore czasteczki
w preparacie beda wzbudzane juz pojedyn-
czym fotonem Swiatla z lasera uzywanego
do wzbudzenia dwufotonowego. Biorac pod
uwage moc impulsu Swiatla takiego lasera,
szybko dochodzi wtedy do wySwiecenia da-
nego barwnika czy nawet zniszczenia prob-
ki pod wpltywem wytworzonej przy ciagltych
wzbudzeniach energii cieplnej (Korczynski,
niepublikowane).

PODSUMOWANIE — ZALETY I WADY SKANUJACEGO LASEROWEGO MIKROSKOPU
KONFOKALNEGO

Podsumowujac rozdzial o skanujacych
laserowych mikroskopach konfokalnych na-
lezatoby podkresli¢ korzySci, ktore te urza-
dzenia wnosza do obrazowania struktur
biologicznych, jak rowniez wspomnie¢ o
wadach, ktére moga miec takie systemy. Mi-
kroskopia konfokalna, jako rodzaj mikrosko-
pii fluorescencyjnej, posiada wszystkie zalety
jakie daje wykorzystanie barwien fluorescen-
cyjnych w badaniach probek biologicznych.
Barwienia te cechuje wysoka specyficznos¢
oraz daja wysoki kontrast powstajacych
zdje¢. Moga byC¢ one uzywane rOwniez w
zywych probkach. Ponadto sama mikrosko-
pia konfokalna pozwala na obrazowanie w
duzo wyzszej rozdzielczoSci przestrzennej
niz konwencjonalna szerokopolowa mikro-
skopia fluorescencyjna. Z jednej strony, jest
to spowodowane przez mozliwoS¢ tworze-
nia przekrojow optycznych, ktorych grubosc¢
moze by¢ ponizej 1 um. Pozwala to na ostre
zobrazowanie kazdego poziomu preparatu,
poprawia rozdzielczoS¢ serii obrazow w osi
Z, co w konsekwencji umozliwia tworze-
nie trojwymiarowych rekonstrukcji badanej
probki. Z drugiej strony, skanowanie punk-

towe preparatu polepsza kontrast i rozdziel-
czo$¢ obrazowania w plaszczyznie XY (CLA-
XTON i wspotaut. 2005). Ta ostatnia moze
schodzi¢ ponizej 35 nm, co nie jest osiagalne
przy uzyciu innych mikroskopow Swietlnych
(VICIDOMINI i wspotaut. 2013). W ten sposob
mikroskopy konfokalne wypelniaja luke w
zdolnosci rozdzielczej pomiedzy mikroskopia
optyczna a elektronowa. Kolejna zaleta ska-
nujacych laserowych mikroskopow konfokal-
nych jest mozliwoS¢ stosowania dodatkowe-
go, plynnego powickszenia elektronicznego
bez koniecznosSci zmiany obiektywu. Powiek-
szenia takie s3 mozliwe dzieki zastosowaniu
skanowania wigzka laserowa, ktora moze
si¢ skupia¢ na wiekszym lub mniejszym ob-
szarze widocznym w obiektywie, i pozwala-
ja na wykorzystanie maksymalnej mozliwej
rozdzielczoSci optyki mikroskopu (CLAXTON
i wspotaut. 2005). Nastepnie, w mikrosko-
pii konfokalnej mozna uzywac szeregu tech-
nik fluorescencyjnych, ktore dzieki analizie
parametrow fluorescencji czastek w probce,
posrednio pozwalaja okresli¢ wlasciwosci
fizykochemiczne Srodowiska, w ktorym flu-
orochrom si¢ znajduje oraz zbadacC procesy,
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ktore tam zachodza. Wystarczy wymieni¢c w
tym miejscu technike FRET (ang. Forster/flu-
orescence resonance energy transfer) do ba-
dania interakcji pomiedzy fluorescencyjnymi
molekutami, techniki FRAP, FLIP i fotoakty-
wacje do badan m.in. wielkoSci frakcji mo-
bilnych czasteczek w probce oraz kierunkow
ich przestrzennej migracji, czy tez techniki
FCS (ang. fluorescence correlation spectro-
scopy) i FCCS (ang. fluorescence cross-cor-
relation spectroscopy), za pomoca ktorych
mozna uzyskac¢ informacje na temat st¢zenia
i dyfuzji ruchomych czastek w badanej cieczy
oraz ich interakcji miedzy soba. Wspomniany
we wstepie pomiar czasu zycia fluorescencji
w mikroskopie konfokalnym (technika FLIM)
pozwala okreSli¢, poza interakcjami mi¢dzy
czasteczkami, rowniez stezenie poszczegol-
nych jonow w probce, koncentracj¢ tlenu
czasteczkowego czy tez poziom pH (KOR-
CZYNSKI i WELODARCZYK 2009). Czytelnika za-
interesowanego ta problematyka odsytam do
bardzo dobrej pracy przegladowej PAWLEY
(20006), jak rowniez do pozostalych artyku-
ow dotyczacych badan z uzyciem mikrosko-
pii konfokalnej w tym numerze KOSMOSU.
Nalezy takze zwroci¢ uwage na wady wy-
nikajace z zastosowania mikroskopu konfo-
kalnego, w porOwnaniu z konwencjonalnym
mikroskopem fluorescencyjnym (SEMWOGE-
RERE i WEEKS 2008). Pierwsza z nich bedzie
dtuzszy czas zbierania obrazu w skanujacym
laserowym mikroskopie konfokalnym. Skano-
wanie preparatu punkt po punkcie, linia po
linii, a nastepnie warstwa po warstwie unie-
mozliwia natychmiastowe zobaczenie calego
badanego obiektu, co mozna zrobi¢ przy uzy-

ciu szerokopolowych mikroskopow fluore-
scencyjnych. Jednak coraz szybsze skanery w
mikroskopach konfokalnych, w potaczeniu z
coraz czulszymi detektorami i lepszymi flu-
orochromami o duzej intensywnosSci Swiece-
nia, pozwalaja zminimalizowa¢ t¢ wade. Po
drugie, koszty zakupu skanujacego laserowe-
go mikroskopu konfokalnego i jego utrzyma-
nie moga by¢ nawet o rzad wielkoSci wyzsze
od wydatkow, ktore przeznacza si¢ na kon-
wencjonalne mikroskopy fluorescencyjne.
Cena jest wiec powaznym czynnikiem ogra-
niczajacym uzycie systemOw konfokalnych
w malych laboratoriach. Ten problem mozna
rozwiaza¢ dzieki nawigzywaniu wspotpracy
przez mniejsze jednostki badawcze lub za
pomoca programow badawczych umozliwia-
jacych wspolne uzywanie jednego, wieloza-
daniowego mikroskopu konfokalnego.

Rosnace zapotrzebowanie na systemy
konfokalne wskazuje, ze opisane wady tej mi-
kroskopii nie przystaniaja jej niewatpliwych
zalet. W przysztosci mikroskopia konfokalna
powinna ewoluowa¢ w 3 kierunkach. Z jed-
nej strony takie systemy beda oferowac co-
raz lepsza rozdzielczos¢ konfokalna w trzech
wymiarach. Z drugiej, caly proces skanowa-
nia tréjwymiarowego preparatu bedzie coraz
krotszy, umozliwiajac badanie i rekonstruk-
cje dynamicznych procesOw biologicznych.
Trzecim elementem, ktory jest ciagle udo-
skonalany w mikroskopach konfokalnych, sa
coraz czulsze detektory wykrywajace sygnat
nawet z pojedynczych czasteczek fluorochro-
mow, przy niskim stezeniu barwnika, badz
przy uzyciu matej intensywnosci Swiatta lase-
ra, bezpiecznej dla zywych komorek.
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Streszczenie

Skanujace laserowe mikroskopy konfokalne sa
nieocenionym narzedziem dla szerokiego zakresu
badan w dziedzinie nauk biologicznych i medycz-
nych. Mikroskopia konfokalna umozliwia tworze-
nie cienkich przekrojow optycznych preparatow,
zywych lub utrwalonych, co pozwala na doktad-
niejsza obserwacje¢ struktury badanej probki oraz
tworzenie trojwymiarowych (3D) rekonstrukcji ob-
razu. Funkcja ta jest mozliwa dzigeki zastosowaniu
przystony konfokalnej, ktora przepuszcza do de-
tektora jedynie Swiatlo pochodzace z plaszczyzny
ogniskowej obiektywu, a wiec z warstwy, w ktorej
powstaje obraz o najlepszych parametrach optycz-
nych. Nowoczesne systemy konfokalne uzywaja la-
serow, bedacych punktowymi Zrédlami Swiatla, do

wzbudzania barwnikow fluorescencyjnych obec-
nych w preparacie, oraz punktowych detektorow
do analizy wyemitowanej fluorescencji. Ciagle
polepszanie budowy mikroskopow konfokalnych
pozwala osiagaé: coraz lepsza rozdzielczoS¢ two-
rzonych obrazéw (rozdzielczoS¢ ponizej 35 nm w
osi XY), coraz wieksza czuloS¢ w detekcji Swiatla
(wykrywanie nawet pojedynczych fotonow) oraz
coraz szybsze tworzenie obrazow badanych pro-
bek (skanowanie z predkoScia do kilkudziesieciu
przekrojow optycznych na sekunde¢). Dzigki tym
udoskonaleniom skanujace laserowe mikroskopy
konfokalne zyskaly olbrzymia popularnoS¢ w Sro-
dowisku badaczy.
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NEW DIMENSION IN MICROSCOPY — LASER SCANNING CONFOCAL MICROSCOPE

Summary

Laser scanning confocal microscope is an invalu-
able tool for a wide range of research in the field
of biological and medical sciences. Confocal micros-
copy allows to create a thin, optical cross-sections
of live or fixed specimens. This characteristic al-
lows for a more precise observation of the struc-
ture on the examined sample as well as creation of
three-dimensional (3D) image reconstruction. This
is possible thanks to the confocal aperture (the pin-
hole), which passes to the detector only light which
comes from the focal plane, so from the layer which
has the best optical performance. Modern confocal

systems use lasers, which are pointlight sources,
to excite fluorescent dyes present in the specimen,
and point detectors for analysis of the emitted flu-
orescence. Continuous improvement of confocal
microscopes allows to achieve: better resolution of
generated images (resolution below 35 nm in the
XY axis), greater sensitivity of light detectors (even
detection of single photons) and increasingly rapid
visualization of samples (scanning speed up to tens
images per second). With these enhancements, laser
scanning confocal microscopy has gained tremen-
dous popularity in the research community.
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