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3D-Darstellung dicker Proben mit Submikrometer-Auflosung
in Reflektion und Fluoreszenz

Laser-Mikrostrahl
Strahl wird beugungsbegrenzt fokussiert (Objektiv)
Spotdurchmesser 200 nm — 500 nm

Scanning-Einheit
Stage scan — Beam scan
Hochstgeschwindigkeit: 3 Bilder/s
z-Verstellung in 40 nm-Schritten moglich

Konfokale Detektion

Pinhole (Lochblende) -
out-of-focus Signale werden nicht detektiert 2 Sanos
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Studium 1n Harvard und Princeton
(Mathematik, Neurophysiologie, Embryologie, Neuroanatomie,Pyschologie, Mechanik)

Post-Doc 1in Harvard:
Studium der Hirnfunktion (1im Lyman-Physiklabor)

Keine optische 3D-Darstellung von gefarbten
Neuronen moglich imnfolge Mehrfach-Streuung

Konfokale Abbildung (Abrastern der Probe)

Lichtquelle: Bogenlampe, Objektscanning: Roboterarm
Brief vom 18.11.1955 mit Apparatur-Beschreibung

an seinen Schwager (Patentanwalt)
Patentanmeldung 7.11.1957, Erteilung 19.12.1961
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. 19, 1961 M, MINSKY 3,013,467
WICROSCOFY APPARATUS
Filed Hav. 7. 19857
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Laser beam

Confocal principle Diagram by:

Kees van der Wulp

(488 nm) dichroic mirror imgp@mbimp1.mblL.TNO.NL

PMT

emission detector
filter

pinhole

scanning mirrors

Sample characteristic of Dichroic Mirror
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1. Laser (Punktquelle)
Gaslaser (He-Ne, Ar+, Ar+/Kr+)
Festkorperlaser (Nd:YAGQG)

2. X,y-Scanning-Einheit
Beam-Scanning
kHz-Galvanospiegel, Rotationsspiegel
Piezoablenker, AO-Ablenker
Objekt-Scanning
Tischverstellung (Schrittmotor)
3. Pinhole (Blende)
kreistormig, rechteckig
> 50 pwm, variabel, vor Detektor
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Grundgerat: Aufrechtes oder umgekehrtes Forschungsmikroskop
Vertahren:
- konventionell (mit Okularbeobachtung)
Transmission
Reftlektion
Fluoreszenz
tibliche Kontrastverfahren: Phako, DIC
- LSM-Modus
Transmission
Reftlektion/Fluoreszenz
confocal (mit pinhole)
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N ] k On Modular Confocal Microscope System

A confocal microscope that produces images of the highest quality in its
class and supports almost all imaging applications of today and tomorrow.
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Nikon proudly introduces a universal confocal microscope system that is ultra-compact : B O ste [] fl Ir el l l SOlC I I e
and lightweight yet delivers confocal images of unrivaled quality. All the main components
ySLCIM.

are modular, including the world's smallest and lightest scanning head, making expansion
and maintenance easy. Furthermore, 3-channel detection is possible by minimum
upgrade, and operation is facilitated by intuitive software. With the CI, confocal
microscopy is now an affordable mainstream technique.

3-channel simultaneous detection

The Ci supports almost any imaging technique required
oday, including simultaneous 3-channel fluorescence, 3-
channel plus DIC, time-lapse recording. and spatial analysis.

Interchangeable filters

ca. 150000 [

and quick. Thi gn fas
probes or dyes used in laborat

Modular design saves space and facilitates
upgrading
All main components are modular, including the

y des and maintenance

Intuitive software promotes muiltifaceted
microscopic analysis
C phical User Ir

dard op

to configure, easy to operate

he modules is pre- ted
on during setup. |u
i, and you are ready for opti

Sr m CFIl60 Optics are i in all Eclip ies Nikon Micr

NIKON INSTRUMENTS EUROPE B.V.
RO. Box 222, 1170 AE Bad The Netharlands Tel -31 20 4496 222 Fax +31 20 4456 238 website:
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| STAGE |

ATYPICAL LSCM SYSTEM

DICHROIC
MIRROR

PHOTOMULTIPLIER

REJECTION
FILTER

DETECTOR
PINHOLE

ILLUMINATION
PINHOLE

OBJECTIVE

SPECIMEN
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Lance Ladic
ladiciics. ubc.ca
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Laser fur LSM

de - Ne

Art

Ar - Kr

351 364 488 514

351 364 488 514568 647 676
407 531
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EXCITATION/EMISSION MAXIMA FOR SOME COMMON FLUOROPHORES USED FOR LSCM *

* NMote: Values for excitaticniemission maxima for each fluorophore are approximate and may vary depending on
environment (pH, solvent, bound to target, conjugated to antibody, atc.)

I @ ECITATIONMAX.

L
@ EMISSION MAX,
CE-NBD . . - . B )

Lucifer Yellow &

Di0-Cn-{3) - - T —1 T 1 1 1 1 Common Laser Lines
used for LSCM™

FITC
BODIPY-FL . Ar

B te-Ne

] ®rar

B Hecd

Tetramethyl Rhodamine % not all lines shown
P | | | || | | | | ! for each laser type
Cy3

Lissamine Rhodamine B

Eosin

Propidium lodide

Texas Red

Dil-Gn-{5)

Allephycacyanin
Cy5

5o 500 fss0
442 4BB 514 543 568

WAVELENGTH (nm)
Values were taken from several sources including Chen & Scott (1985), Haughland (1882}, Tslen & Waggoner (1980),

Lance Ladic
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Zerschneiden der Probe in Diinnschnitte

Ultradiinnschnitt: 25nm <d < 100 nm

Semi-Diinnschnitt 0.l um<d<1 pm

Normalschnitt: l um <d <100 pm
Mikrotom: lum<d<30pum xn
Vibratom: 10 pum <d <2 mm
Kryostat: I ym<d <210 pm

Abbilden von z-Ebenen der intakien Probe
Schnittdicke: 40 nm < d < Probendicke
Begrenzung: Lichteindringtiefe — Signalaustrittstiete
z-Verstellung: Probentisch oder Objektiv
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- SNOM (Scanning Near-field Optical Microscope
Abstand d << Wellenldnge (nm-Bereich)
Glasfaser als Sonde, Analogie zu Raster-Tunnel-Mikroskopie

- Multiphotonenmikroskopie
bes. 2 -Photonenanregung im NIR
Fluoreszenz im Sichtbaren

- 4D-Mikroskopie
zeitliche Auflosung 1im 3 D- Raum
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Einzelbild
einkanalig T, R, Fl
mehrkanalig: Uberlagerung T, R, FI (bis 5 Kanile)

Bildsequenzen (Schnittstapel) und deren Darstellung als
Gallery
3D-Bilder
Farb-Hohenkarte (Falschfarbenzuordnung)
Schnitte X-y (z = const.)
x-Z (y = const.)
y-Z (X = const.)
Zeitfunktionen
Zeitserien
Time scan (entlang emer Linie -Fluoreszenzabklingzeit
Time spot (z-Richtung bei Punktanregung)




Messfunktionen

Abstidnde, Flachen, Winkel
Falschfarbendarstellung
Histogrammauswertung
Messungen in ROI

Speichern und Laden von Bildern oder Serien
(PC-Schnittstelle)

Bildbearbeitung ist dusserst wichtiges Hilfsmittel fiir die LSCM-
Untersuchungen.
Problem: Datensatze sind recht gross!




Beispiele:
Identifizierung von Stoffwechselmetaboliten
Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen (FRET)
Visualisierung subzellularer Proteinverteilung
Beobachtung von Zellteillungszyklen oder
cytoplasmotischer lonenverteilungen (lifetime)
Intrazelluldre Messung physiologischer Parameter (pH, pCa, pO,.etc.)

Beispiele fir Einsatzgebiete:
Biopharmazie
Bakterien in Gestein
Qualitatssicherung von Druckpapier
Halbleiterforschung
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Bilder bestehen aus 81 individuellen Schnitten, jeder Schnitt 1 MB
Gesamter Datensatz: 81 MB
Probleme bei der Bildbearbeitungin Echtzeit




in drei unterschiedlichen Abbildungsmoden

a.) maximale Intensitat

b.) rendering, Aufsicht im hohen Winkel

c.) nur Oberflache betont

d.) Blick innerhalb der Oberflache in den Datensat

von C.)




Zeitaufgeloste Beobachtung einer
Tetrahymena-Zelle

Zeitabstand: 125 ms
Laserlicht 488 nm

grine und rote Fluoreszenz in der Zelle
kann beobachtet werden
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a.) 1deale konfokale Konf.
b/c/d.) Bildbearbeitung und
Offnen der Irisblende
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= D:\Daten\1B0902-LSM Demo-Axiovert.mdb\Hautstack. lsm - AIM =13
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