1.) Wstep

Laserowy, konfokalny mikroskop laserowy stat sie niezbednym narzedziem w
naukach biologicznych, biofizycznych, biomateriatowych i materiatowych. Nowoczesne
mikroskopy sa wyposazone w 3-5 systemoéw laserowych, kontrolowanych przez akusto-
optyczne filtry tunelujgce, umozliwiajgce precyzyjng regulacje dtugosci fali i intensywnosci
wzbudzonej. W potgczeniu z fotopowielaczem, ktéry posiada wysokg efektywnosc
(sprawnosé) kwantowg w bliskim ulttrafiolecie, widzialnym i bliskiej podczerwieni regiony
spektralne. Te mikroskopy umozliwiajg analize fluorescencyjg w zakresie 400 do 750
nanometrow.

Wielko$¢ punktu konfokalnego jest determinowana budowg mikroskopu, dtugoscig fali
wigzki wzbudzajacej, budowy obiektywu, ustawieniem elementu skanujgcego, i probka (Rys.

Cover
Glass
= Spemmen -
|c§<|)sdcope
Widefield . Confocal Point
IHlumination Excntatlon Scanning
(Large Volume) Beam (Small Volume)

Rys. 1 Réznice pomiedzy szeroko polowg i konfokalng mikroskopia

Koherentne swiatto laserowe (Zzrédto wzbudzania) przechodzi przez przestone
aperturowg, ustawiong w ptaszczyznie konfokalnej z punktem skanujgcym na probce oraz
druga przestona aperturowg umieszczong na wejsciu do detektora (Rys. 2). Promien
laserowy jest odbijany od lustra dichroiczne i skanuje prébke w zdefiniowanej ptaszczyznie
ogniskowej. Wtdérna fluorescencja, emitowana z punktéw na probce (w tej samej
ptaszczyznie ogniskowej) przechodzi przez lustro dichroiczne i jest ogniskowana jako punkt
konfokalny na przestonie aperturowej detektora. Znaczaca ilos¢ fluorescencji z punktow
ponizej i powyzej ptaszczyzny ogniskowania nie jest konfokalna z przestong i formuje tzw
dyski Airy.
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Rys. 2 Schemat budowy konfokalnego mikroskopu laserowego

Emisja fluorescencji jest zbierana przez obiektyw i powraca poprzez optyczny system
konfokalny (Rys. 3). Predkos¢ zwierciadet skanujgcych jest bardzo wolna, relatywnie do
predkosci Swiatta, dlatego emisja wtérna przechodzi droge swietlng wzdtuz osi optycznej
identycznej z oryginalng wigzkg wzbudzajaca.
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Rys. 3 Schemat uzyskiwania obrazu

Uktad detekcji- Fotopowielacz, detektor promieniowania elektromagnetycznego
ztozony z fotokatody, uktadu elektrod powielajgcych dynody i anody (Rys. 4).



Rys. 4 Schemat fotopowielacza

Zasada dziatania jest oparta na zjawisku fotoelektrycznym. Elektron wybity przez
foton z fotokatody dociera do pierwszej dynody i wybija z niej kolejne elektrony. Proces ten
powtarzany jest na kolejnych dynodach, prowadzgc do wzmocnienia sygnatu o czynnik rzedu
105 + 109 razy. Przy braku sygnatu, na skutek fluktuacji, z fotopowielacza ptynie maty prad
(tzw. prad ciemny). Fotopowielacz zasilany jest wysokim napieciem, dzielonym pomiedzy
kolejnymi elektrodami. Istnieje wiele rodzajéw rozwigzan geometrii ukfadu elektrod.
Fotopowielacze charakteryzujg sie duzg szybkoscig przetwarzania sygnatu (lepszg niz 10-9s)

Fotopowielacz jest urzadzeniem, ktdre zamienia strumien fotondw na impulsy elektryczne.
Fotopowielacz sktada sie z fotokatody, z uktadu dynod oraz z anody. Dynody sg wykonane z
materiatu o duzy wspdfczynniku wtdrnej emisji elektronowej N (musi by¢ > 1). Foton padajac
na fotokatode wybija z niej elektron w wyniku zjawiska fotoelektrycznego. Elektron jest
przyspieszany w kierunku pierwszej dynody wybijajgc z niej N elektronéw. N elektronow jest
przyspieszana w kierunku drugiej dynody, gdzie kazdy z N padajgcych elektronéw wybija N
nowych elektronéw. W sumie mamy wiec N? elektrondw. Wybite elektrony sg nastepnie
przyspieszane do trzeciej dynody, itd. Po przejsciu ukfadu sktadajacego sie z M dynod
uzyskamy impuls ztozony z NV elektronéw.

WeZmy sobie prosty przyktad. Typowe fotopowielacze majg 13 dynod. Zatdéimy, ze
wspotczynnik wtdrnej emisji elektronowej dla pojedynczej dynody wynosi N=6. Przy takich
zatozeniach jeden foton spowoduje powstanie impulsu ztozonego z 613 =1010 elektronéw.

Wielko$¢ impulsu (czy tez pradu elektrycznego) zalezy nie tylko od liczby fotondow
padajacych na fotokatode. Fotony o réznych dtugosciach fali niosg ze sobg rdézng energie.
Czutosc¢ fotokatody zalezy od energii padajgcego fotonu. W rezultacie czutos$¢ fotopowielacza
zalezy od dtugosci fali promieniowania padajgcego na fotokatode. Nalezy o tym pamietac



jezeli chcemy poréwnywac ze sobg natezenia promieniowania z réznych czesci widma.
Przyktadowa zalezno$¢ czutosci fotopowielacza od dtugosci fali jest pokazana ponizej.

Oprécz rzeczywistego sygnatu w fotopowielaczu generowane sg réwniez szumy.
Podstawowym szumem jest tzw. prad ciemny. Pragd ciemny jest generowany przez elektrony
emitowane z dynod i fotokatody w wyniku efektu termoelektrycznego. Najprostszym
sposobem pozbycia sie tego pradu jest schtodzenie fotopowielacza. Innym sposobem na
eliminacje pradu ciemnego jest modulacja sygnatu wejsciowego i rejestracja tylko tej czesci
sygnatu wyjsciowego powielacza, ktéra zmienia sie z taka samg czestoscig jak sygnat
modulujacy wigzke swiatta.

2.) Opis mikroskopu- parametry
2.1 Aparatura

Na Rys. 5 przedstawiono zdjecie mikroskopu konfokalnego.

Rys. 5 Skaningwy, konfokalny mikroskop laserowy

e  Modul konfokalny LSM 5 Exciter, dwa kanaly, RGB
e Laser HeNe 633nm 5mW

e Laser HeNe 543nm 1mW

e Laser argon 458/488/514nm, 25mW

e Llaser diodowy V 405nm

e Main Beam Splitter turret PASCAL

e Oprogramowanie ZEN 2008 LSM 5 EXCITER

e Dzielnik Swiatta (405, 458, 488, 514, 543 nm)
e Filtr BP 505-530

e Filtr BP 505-600

e Filtr BP 530-600

e Filtr BP 560-615

e Fitr LP 420

e Filtr BP 420-480



System ECU LSM 5 EXCITER

Modut DIC 1/0,9 z polaryzatorem

Detektor swiatta przechodzacego T-PMT LSM 710
Whktadka grzewcza

2.2 Oprogramowanie

Gtéwny program sterujgcy- ZEN 2008 (Rys. 6)

Rys. 6 Program sterujgcy

+ Deconvolution ZEN 2008
« Pakiet Physiology ZEN 2008
+ Pakiet Topography

Program obliczeniowy- AxioVision Rel. 4.8 (Rys. 7)

AxioVision SOLUTIONS No.10 English Edition
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Rys. 7 Program obliczeniowy

+ Pakiet oprogramowania AxioVision 4 Module AutoMeasure
Generator makr wykonawczych dla pomiardw automatycznych. Generator wykonawczy:

Funkcje podstawowe obrdbki obrazu - Catkowita lub lokalna segmentacja granic
obiektéw, progowanie przy pomocy histogramu

Automatyczna segmentacja obiektow oraz interaktywna obrobka masek
pomiarowych

Pomiary geometryczne i densytometryczne pojedynczych obiektdow. - Zaznaczanie

obiektéw mierzonych, przedstawianie wynikow w ptaszczyznie obrazu.

Zapisywanie obrazéw w formacie *.CSV kompatybilnym dla plikow Excell

Wykonywanie programow pomiarowych: -

Grupowanie proceséw dla dowolnej liczby zdjec.



- Aktywowanie i dezaktywowanie jak rowniez zmiany parametrow

mierzonych podczas wykonywania pomiaréw.

« Pakiet oprogramowania AxioVision 4 Module AutoMeasure Plus. Segmentacja, binarna
obrébka obrazu i pomiary automatyczne. Segmentacja: - Progowanie przy pomocy
histogramu (manualne, automatyczne, dynamiczne)

- Identyfikacja regionéw zbieznych - Detekcja krawedzi

- ldentyfikacja ciemnych linii na jasnym tle ("Valleys") Obrdbka binarna: - Zmiany
morfologiczne obiektow (erozja, dylatacja, "Open", "Close")

- Uzupetnianie ,dziur”, usuwanie obiektow binarnych; operacje logiczne (AND, OR,
XOR, NOT)

- Skeletonizacja obiektow wyseparowanych Pomiary automatyczne: - Pomiary
geometryczne i densytometryczne



