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Samenvatting

De confrontale microscoop dankt zijn
3-afbeeldingskwaliteiten aan het vermogen
tot het maken van ‘‘optische coupes’.
Naast deze 3-dimensionale eigenschap-
pen beschikt een confocale microscoop
over een hoger oplossend vermogen dan
met conventionele lichtmicroscopie bereikt
kan worden. Na een beschrijving van het
principe van het instrument zal dit gede-
monstreerd worden aan de hand van diver-
se objecten. Tenslotte worden enkele be-
naderingen van optische scanning micro-
scopie met elkaar vergeleken en hun we-
derzijdse merites belicht.

Inleiding

De confocale scanning laser microscoop is
voortgekomen uit de behoefte om biologi-
sche objecten waar te kunnen nemen bij
een hogere resolutie dan mogelijk is met
conventionele lichtmicroscopie, terwijl het
object toch in zijn natuurljk, waterig milieu
gelaten kan worden Bij observatie via de
electronenmicroscop (EM) is wél een hoog
oplossend vermogen aanwezig, maar de
morphologische veranderingen die optre-
den by} het prepareren van het object voor
electronenmicroscopie (chemische fixatie,
onttrekking van water, inbedding en ulira-
microtomie) zijn vaak zodanig, dat het in di-
verse gevallen onmogelijk i1s om op basis
van electronenmicroscopische beelden
een betrouwbare uitspraak te doen over de
in vivo morphologie. Een tweede punt van
onderscheld, is dat in EM secties van ge-
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sneden matenaal, dikten tot ongeveer 1
um toelaatbaar zijn, terwiji in de confocale
lichtmicroscoop “‘dikke” (tot ca. 50 pm)
plakken materiaal onderzocht kunnen wor-
den. Dit dankzij het vermogen tot het ma-
ken van “‘optische coupes’ In de confoca-
le afbeelding kunnen dan onafhankelke
beeiden van de diverse lagen in het object
verkregen worden met een onderlinge af-
stand van ca. 0.7 um. Deze vormen dan
vervolgens de basis voor de driedimensio-
nale beeldvorming zoals hieronder
beschreven

Confocale beeldvorming

Het principe van confocale microscopie is
aangegeven in Fig 1 en s eerder beschre-
ven door Sheppard (1977) en Brakenhoff et
al (1979) indien de eigenschappen van de
geschikte optica door diffractie effecten be-
paald zijn, kan theoretisch worden aange-
toond dat een dergelijk confocaal systeem
fundamenteel betere afbeeldende eigen-
schappen heeft dan conventionele micro-
scopie: een eigenschap die zowel in trans-
missie als in reflectie geldig s (Sheppard,
1977).

Confocale microscopie is pas dan echt van
waarde wanneer het gecombineerd wordt
met microscoop objectieven met een maxi-
male numerieke apertuur (N.A.), aange-
zien anders klassieke microscopie met wél
maximale N A de gewenste extra resolutie
zou geven. Dit betekent dat voor toepassin-
gen van het confocale principe in de biolo-
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gle immersie optieck (NA = 13 tot 14)
noodzakehjk 1s. Wij hebben aangetoond
(Brakenhoff, 1977) dat de theoretische ver-
wachte (lineaire) resolutieverbetering van
1.4 in confocale microscopie inderdaad ge-
realiseerd kan worden met gebruikmaking
van objectieven met N.A. = 1 3. Werkend
met kortgolvig licht (325 - 440 nm) resul-
teert deze verbetering in waargenomen
punt responsen met een breedte van
140-150 nm By langere goifiengten 1s de
respons naar verhouding breder Deze re-
ductie van de responsbreedte treedt ook

P FL

op in de z-richting langs de optische as,
hetgeen inhoudt dat het door de micro-
scoop afgebeeld volume element 1 4 tot de
3e macht, ofwel ca 3x kleiner is dan funda-
menteel mogelik in klassieke microscopie
Een confocale microscoop kan zodoende
een factor 3 meer informatie verkrijgen van
een preparaat

Daarnaast heeft de microscoop een hoog
dynamisch bereik (verhouding tussen

hoogste en laagste voorkomende intensi-
teit in het beeld). Licht dat verstrooid wordt
aan de diverse opperviakken van lenzen
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In confocale microscopie wordt hetzelfde punt in het object (confocale punt) dat belicht wordt vanuit
de laser belichte pinhole, precies afgebeeld op de detectiepinhole Dit punt wordt confocaal ge-
noemd, aangezien n dit punt de behchtingspinhole en de detectiepinhole een gezamenlijke focus
hebben Het object wordt mechanisch door dit confocale punt gescand, de lichtintensiteit die op de
detector vait, modulerend Deze moduleert vervoigens de intensiteit van de kathode straalbuis waar-
op het uiteindeljke beeld gevormd wordt Transmissie CSLM kan gecombineerd worden met reflec-

tie of fluorescentie confocale microscopie

Afkortingen S = specimen, CL = confocale lens, FL = veld lens, P = pinhole, FM = fotomultipler
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en spiegels plus hetgeen dat door de uit-
focus delen van het preparaat verstrooid
wordt, beperkt in gewone microscopie dit
bereik tot ca. 100, terwijl in confocale mi-
croscopie een factor 10 000 bereikt kan
worden Dit wordt veroorzaakt door het fetit
dat slechts licht van het in de confocale mi-
croscoop afgebeelde vlak met goede effi-
ciency de detector pinhole kan passeren
en bijdragen aan het beeldvormend sig-
naal Experimenteel gerealiseerde resolu-
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Optisch arrangement voor fluorescentie/reflec-
tie microscopie M 1s een gewone bundeldelen-
de spiegel by reflectiemicroscopie en een di-
chroide spiegel bij fluorescentiemicroscopie in
reflectiemicroscopte 1s de blocking filter (BF) af-
wezig Een specifiek aantrekkelyk punt van deze
opstelling i1s dat het object van boven af goed
toegankelijk 1s lets dat manipulatie van dat ob-
Ject gedurende de afbeelding mogelijk maakt
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ties In de transmisste mode hangen af van
de golflengte X en lopen van 196 nm by ),
= 633 1ot ca. 130 nm by A = 325 nm, (Bra.
kenhoff, 1979; Brakenhoff, 1980)

Fluorescentie/Reflectiemicroscopie

Fig. 1b toont het optisch arrangement in
deze gevallen. Zoals direct inzichtelijk i1s uit
vergehijking van Fig. 1a en 1b 1s het confo-
cale principe hier ook van toepassing: het
objectief vervult nu de taak van zowel het
verhichtings- als het detectie objectief in
transmissie CSLM. Eén aspect dient speci-
aal benadrukt te worden: zoals reeds bo-
ven opgemerkt is, onderdrukt het gebruik
van een pinhole in het detectiesysteem in
sterke de mate bydragen van de off-focus
delen van het object Dit resulteert erin dat
in confocale scanning fluorescentie micro-
scopie als het ware een “‘optische coupe”
gesneden wordt uit het object. In convent;-
onele fluorescentie microscopie leiden de-
ze “off-focus’ bijdragen vanuit het object
vaak tot overstraling en vervaging van klei-
ne objectstructuren. Typische resoluties
zoals door ons gerealiseerd in fluorescen-
tie scanning microscopie zijn een transver-
saal de optische as oplossend vermogen
van ca. 200 nm en langs deze as van ca
700 nm. Dit laatste is dus de effectieve dik-
te van een optische sectie Deze waarden
gelden by excitatie bij 483 nm, fluorescen-
tiedetectie boven 520 nm, en een detectie
pinhole met een maat, teruggeprojecteerd
in het objectviak, van 400 nm.

Instrument opbouw

Het instrument bestaat uit de volgende vier

onderdelen:

a) de mechanische scaneenheid samen
met de confocale optiek

b) het optisch bord met laser systeem en
detector arrangement

¢) het instrument besturingssysteem

d) het beeldbewerkingssysteem

ad a) De opstelling van de confocale op-
tiek en geleiding van de mechanische
scanbeweging Is een zeer kritisch onder-
deel van de microscoop De stabilitett en
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Schematische doorsnee van het gebrutkte mechanisch scansysteem Het specimen, geplaatst op de
scantafel, wordt mechanisch gescand in de ruimte tussen de betde confocale lenzen De objecthoog-
te ofwel Z-positie wordt bepaald door de “'schaats’’beweging van een aan de tafel bevestigde robijn
over een zeer vlakgesiepen hardmetalen plaat De bewegingen in de X (getekend) en de Y nchting
{rwet getekend) worden gelerd door membranen die zeer flexibet zyn in de scanrichting, maar zeer
styf tn het viak loodrecht hierop De wteindeljke precisie van de scanbeweging is ongeveer 20 nm,
d wz één orde beter dan het door de diffractie eigenschappen van de optiek begrensd oplossend
vermogen (tot 140 nm) De confocale lenzen zyn immersie objectieven met hoge numerieke apertuur
(N A = 13) Voor het inbrengen van het object kan de boven confocale lens opgeklapt worden, rote-
rend rond het aangegeven draaipunt (Linge) Zowel de onder confocale lens als de hardmetalen
scanplaat kunnen in de hoogte worden ingesteld met een combinatie van een grove voorinsteliing
met hand en een fyn controle met piezo-elecinsche elementen,
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de herhaalbaarheid van de scanbeweging
dienen aanzienhjk beter te zijn dan de ver-
wachte optische resoluties van 100 tot 200
nm. Via een benadering geschetst in Fig. 2
ziyn wiy erin geslaagd een herhaalbaarheid
van de relatieve scanpositie van scan tot
scan te bereiken van 10 tot 20 nm. Essen-
tieel in het ontwerp van de scanner is het
zo klein mogelijk houden van de afstanden
tussen de diverse onderdelen die ntet ten
opzichte van elkaar mogen bewegen. Op
deze wijze wordt de invioed van thermi-
sche drift en trillingen van buitenaf effectief
geminimaliseerd. Verder wordt de scan-
tafel positie gemeten met piezo-electrische
sensors Het signaal van deze sensors
wordt via een terugkoppeling gebruikt om

Fig 3

de gewenste scanbeweging tot stand te
brengen, onafhankehjik van de mechan-
sche resonantie van het systeem

ad b) Het confocale optische systeem/
scan unit is gemonteerd op een verticaal-
staand, tnllingsgedempt optisch bord,
waarop ook de belichtings- en detectie
optiek 1s bevestigd (Fig. 3). Wy kunnen
met de daar gebouwde opstelling zowel in
fluorescentie/reflectie werken als 1n beide
modes tegelijk. De gekozen laser golfleng-
te hangt af van de gewenste resolutie, de
absorptiekarakteristieken van het object, of
in het geval van fluorescentiemicroscopie
van de vereiste excitatiegolflengte van de
gebruikte fluorochroom De ontwikkelingen
op lasergebied maken het op het moment

Foto van het optisch bord met confocale optiek/scaneenheid gemonteerd (centrum) De lichtbundet
van de laser geplaatst aan de achterziide van het bord, bereikt de belichtinsoptiek via een opening
1n het bord en komt de opstelling binnen aan de hinkeronderzyde Na passage van de belichtingspin-
hole wordt het hicht van onder ingespiegeld in de confocale optiek Na passeren van het specimen
bereikt het licht (voor de transmissie mode) de linksboven geplaatste combinatie detectiepinhole/fo-
tomultipher detector Bij werken in de fluorescentie/reflectie mode wordt het terugkerend hcht ge-
bruikt, dat dan ontvangen wordt op de rechtsonder geplaatste/fotomultiplier detector
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mogelijk vrijwel elke gewenste golflengte
te genereren, zij het vaak tegen aanzienlij-
ke kosten Gelukkig ziyn voor de meeste
gebrutkte fluorescentie excitatiegolfleng-
ten (Fluorescine, 480 nm en Rhodamine
520 nm) goedkope luchtgekoelde Argon-
ion lasers zeer geschikt

ad ¢) In het huidige systeem wordt de di-
recte instrumentsturing uitgevoerd met be-
hulp van een eenvoudig 8-bits processor
(Rockwell 6502) In onze benadering ge-
brutken wij deze processor om via de bus
een aantal autonoom-opererende analoge
circuits van de instelwaarde te voorzien
Bivoorbeeld de analoge scancircuits ge-
nereren voortdurend de noodzakelijke wis-
selstromen voor de scanspoelen, nadat de
scanamplitude en frequentie op een be-
paalde waarde ziyn gezet door de compu-
ter Hoewel de microscoop in principe be-
diend zou kunnen worden met behulp van
een toetsenbord van de terminal, hebben
wij toch gekozen voor een bediening via
een klein console met potentiometers en
schakelaars, waarvan de waarde en instel-
ling wordt uitgelezen door de eerderge-
noemde 8-bits processor De instrument-
software genereert vervolgens de benodig-
de stuurcommando’s. Daarnaast zijn op dit
niveau enkele faciliteiten ingebouwd als
een automatische aligneringsroutine voor
confocale condities en een automatische
detectiegevoeligheidsregeling

ad d). Het beeldbewerkingssysteem van
de CSLM 1s gebaseerd op een door het
NIKHEF (Nedertands instituut voor Kernfy-
sica en Hoge Energie Fysica) ontwikkeld
microprocessor systeem met de naam
FAMP (Fast Amsterdam Multi Processor).
Dit systeem bestaat uit een Motorola 68000
microprocessor met ca 1 Mbyte geheu-
gen, een hard disk (Winchester) capaciteit
van 40 Mbyte, een tape backup eenheid en
een aantal modules voor het weergeven en
vastleggen van beelden

Het beeldbewerkingssysteem ontvangt de
beeldgegevens van de microscoop in een
z g. frame store, welke een variabele maat
kan hebben, i.e. 512 x 512 of 256 x 256 by-
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tes. De laatste maat wordt vooral gebruikt
voor het opslaan van de basisbeelden voor
3-D beeldbewerking (zie onder). Om het
werken met dit systeem te vergemakkelij-
ken, hebben wy het zogenaamde Midos
operating systeem geschreven. Het is zeer
geschikt voor beeldbewerkingsoperaties,
omdat de file structuur en file opslag pro-
grammatuur rekening houdt met de eisen
van het snel lezen en schnjven van de om-
vangrike beelddata van en naar de Win-
chester schijven. Ook i1s dit systeem In
staat reeds gecompileerde programma’s
met elkaar te verbinden (‘‘to link”). Daar-
door kunnen de diverse programma onder-
delen onafhankelik ontwikkeld worden op

~ - — > section N

\ 1 s

! ' 4
- — i ! . - section 2
51'527’/.'% R{S1S2= 1.1
/ \ !
7 . ! B section 1
/ Vi
Vi section 0
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Fig 4

In het algoritme voor het maken van steroscopi-
sche beeldparen gaan wiy uit van de data van
een serie beelden van secties verkregen op ver-
schillende hoogten Langs de “kiykiynen’” Len R
kennen wi het maximum van de gevonden
waarden langs die kykliyn toe aan het correspon-
derende beeldpunt in het stereoscopische
beeldpaar. Dus de waarden van een beeldpunt
L,,j (i, h 0o 255) s het maximum van de beeld-
puntwaarden A; + S1 Kk, | + sk, k(K O N-1,
N 1s het aantal beeldsecties waarby A 1, k een
beeldpunt in sectie k aanduidt met coordinaten
h§

21



een apart systeem, zonder gebruik te ma-
ken van de apparatuur hetgeen gebruikers
zou storen

Toepassingsprogramma’s binnen Midos
Binnen het bovengenoemd systeem heb-
ben wij onder meer de volgende program-
ma’s ontwikkeld.

a) Continue beeld. Naast de directe beel-
den synchroon met de mechanische af-
tasting, kunnen binnen Midos de beeld-
data geschreven worden In een video-
buffer van waaruit vervolgens een conti-
nu 60 Hz herhalingsfrequentie flikkervrij
observatiebeeld gemaakt wordt Deze
videobuffer kan ook gebrukt worden
voor middeling van opvolgende beelden
via het zg ‘‘rolling average” principe
met een instelbare realisatietijd

b) Spatiele filters zoals mediaan, Gaus-
sisch met diverse middelingsgebieden
ziin beschikbaar. Speciaal van nut is
een lokaal contrastfilter met behulp
waarvan niet slechts beeldcontrasten
kunnen worden versterkt, maar waar-
mee ook lokale contrasten kunnen wor-
den geoptimahiseerd Dit resulteert in de
mogelykheid om in beelden waarin zo-
wel lichte als donkere partijen voorko-
men, etk met daarin een substructuur,
deze zo weer te geven dat al deze
substructuren in het uneindehjke beeld
aanwezig z||n

c) Drie-dimensionale beeldverwerving. Het
optische coupe-snijdend vermogen van
het instrument (zie onder) maakt het
zeer wenselijk via een routtne automa-
tisch een serie beelden van verschilien-
de hoogten te kunnen registreren In fei-
te wordt dan een 3-dimensionale afbeel-
ding gemaakt van de ruimtelijke verde-
ling binnen het microscopisch preparaat
naar een in het computergeheugen ge-
definieerd 3-dimensionaal array. Het al-
goritme dat deze ‘“‘afbeelding” naar de
computer verzorgt, 1s in staat in ca 80
sec de data van 16 beelden van 256 x
256 pixels van verschillende hoogten in
te lezen in de computer. Dankzi) de uit-
stekende mechanische scanstabiliteit
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zin deze beelden perfect gealigneera
t.o.v elkaar

d) Drie-dimensionale  beeldvorming  De
3-D beeldgegevens kunnen op vele wij-
zen worden gerepresenteerd. Wi heb-
ben in eerste instantie gekozen voor het
in Fig 4 beschreven algoritme via welke
stereoscopisch-waarneembare beelden
verkregen worden vanuit een door de
gebruiker te kiezen kikrichting. Door
een geschikte keuze van de waarden s;
en s, (z1e Fig 4) kan het object vanuit de
optimale kikhoek stereoscopisch wor-
den bekeken voor het zichtbaar maken
van een bepaalde structuur

Resultaten van confocale microscopie
Fig 5 en 6 geven een twestal voorbeelden
van beelden verkregen in transmissie Als
toevoeging aan de elders gepubliceerde
resultaten ‘(Brakenhoff 1979) aan puntob-
Jecten, demonstreert Fig. 5 dat een de fac-
to oplossend vermogen van ca 150 nm be-
haald kan worden, Bovendien zijn er in de
afbeelding geen artefacten waar te nemen
by deze resolutiegrens. In Fig 6 zien wi
een vergelijking tussen standaard fase
contrast en confocale scanning microsco-
pie aan een bacterie. Het CSLM beeld laat
binnen de bacterie een fijne, koordachtige
structuur zien die geassocieerd 18 met het
nucleoplasma (DNA). Ook hier zien wij dat
de klemnst zichtbare structuur overeenkomt
met een responsbreedte van 150 nm ge-
meten aan de puntobjecten Fig. 7 en 8 to-
nen resultaten verkregen in reflectie,
respektievelik fluorescentie van een twee-
tal biologische objecten.

in beide gevallen zijn 8 subbeelden (opti-
sche secties) genomen op een onderlinge
afstand van 0.8 um. De getoonde stereo-
scopische beelden zijn samengesteld vol-
gens de hierboven beschreven algoritmen
Zij stellen ons in staat een direct inzicht te
krijgen in de ruimtelyke organisatie van de
onderzochte structuren.
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Fig 5
Replica van een wafeltype rooster met een roosterafstand van 463 nm, afgebeeld in gewone micro-

scopie en CSLM byj een 3-tal golffengten Alle beelden zijn van dezelfde replica terwiyl die afgebeeld
biy 633 en 442 nm van hetzelfde gebied in de replica afkomstig zin
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Als laatste figuur tonen wij een compilatie-
foto die de diverse aspecten van deze vorm
van microscopie goed illustreert Het beeld
van het groenwier Spirogyra \n gewone mi-
croscopie toont dat de off-focus delen van
het object bijdragen tot het beeld, zij het
onscherp In confocale microscopie zien
wij dat deze bydragen effectief onderdrukt
worden (zie inzet). Samenvattend kunnen
wij, op basis van beelden met een kortere
scherptediepte dan in gewone microscopie
in de confocale microscoop, gekoppeld
aan een computer, komen tot een samen-
gesteld beeld met een zeer grote scherpte-
diepte.

LM

live E.Coli

Fig 8

Discussie

Wij willen in deze discussie voornamelyk
ingaan op de verschillende aspecten van
scanning lichtmicroscopie De diverse be-
naderingen zoals die recentelijk gereali-
seerd zyn, kunnen onderverdeeld worden
langs de scheidsljnen off-axis versus on-
axis en confocaal versus niet-confocaal.
Wi1) spreken van off-axis scanning wanneer
bij het scannen het object afgetast wordt
door een bewegende lichtbundel. Deze
bundel adresseert objectpunten die al of
niet (ver) van de optische as liggen. Wijj
spreken van on-axis wanneer de lichtbun-
del stattonair is en uiteraard op de optische

CSLM j=442nm

({BSA-so0l. N=1.385)

Levende £ coli bacterie afgebeeld links by gewone Zernike fase-contrast en b) dezelfde bacterie on-
geveer 20 minuten later in amplitue- of absorptie contrast in de CSLM (A = 442 nm) De bacterie
is ingebed in een BSA (Bovine Serum Albumine) oplossing van n 1 385, aangepast voor fysiologi-
sche compatibiliteit met de levende bacterie Het beeld 1s contrastversterkt van een oorspronkelik

contrast van 5%
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Fig 7

Stereoscopisch beeldpaar van de buitenwand van de sporen van een Polytndium commune, opge-
nomen in reflectie bij een golflengte van 482 nm Vooral de op de buitenwand aanwezige stekels
met onderitnge afstanden tot 200 nm dragen by tot het reflectiesignaal Een hulp by het stereosco-
pisch waarnemen van dit paar 1s een vel papier tussen de twee beelden te houden en stk oog één
beeld aan te bieden U kunt in dit stereopaar de omtrekken zien van een bolvormige structuur met
een flinke “‘deuk’ in naar de waarnemer gekeerde gedeeite De diameter van de bol is ongeveer
5 um.

Fig. 8

Stereoscopisch beeldpaar van de kern van een muis neuroblastoma 2A cel. Het beeld toont de struc-
tuur van de chromosomen in de vroege anaphase Fluorescentiebeeld (excitatie 482 nm, detectie
510 nm) na kleuring met mithramycine Vrijwel verticaal, 1ets naar links hellend, midden door de ge-
toonde structuur loop het zgn equatorviak, aan weersz)jden waarvan de kern zich aan het delen 1s
Afmeting van de getoonde structuurisca 15 pm Preparaatvan W A M Linnemans Vakgroep Mole-
culaire Celbiologie, Ryksumversiteit Utrecht
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as loop, en het object wordt bewogen t.o.v

de lichtspot.

Beide benaderingen hebben gemeen

a) dat de uitkomende gegevens kwantta-
tief zijn en zeer geschikt zyn als uit-
gangsmateriaal voor latere beeldbewer-
king.

b) dat alleen dat punt van het object dat be-
keken wordt, blootgesteld wordt aan de
stralingsbelasting

c} dat detectors gebruikt kunnen worden
met een aanzienlijk hogere quantumeffi-
ciency dan bij de gewone microscopie
gebruikelijke fotografische methoden.

d) dat de vergroting continu gevarneerd kan
worden via de scan-parameters.
Specifiek voor on-axis microscopie met
mechanische scanning van het object Is:

1) dat de gebruikie optiek slechts optimaal
hoeft te zijn op de optische as en derhal-
ve eenvoudiger en daarom goedkoper
kan zin.

2) dat de afbeeldende condities voor elk
beeldpunt volkomen identiek zijn, wat
voor bepaalde beeldbewerkingsopera-
ties van groot voordeel kan zyn.

3) er zijn geen optische beperkingen aan
de grootte van het beeldveld; deze wordt
bepaald door de uitslag van de mechani-
sche scan, zo is een beeldveld van 1 bjj
1 mm met een immersie-objectief moge-
lijk

4) het scanviak behoeft noch viak te zijn,
noch loodrecht op de optische as te lig-
gen Eris een scanvrijheid in de x, y én
z richting

5) Zowel de amplitude als de fase (met een
interferentie opstelling) in etk beeldpunt
kunnen geregistreerd worden.

Confocale scanning microscopie voegt hier

aan toe

a. een fundamentele verbetering in de re-
solutie

b. een groot dynamisch bereik

c. wellicht het belangrijkste (speciaal in flu-
orescentie} het vermogen tot het snij-
den van optische coupes

Nederfands Tydschrift voor Fotonica, december 1986

In tegenstelling tot de opstelling zoals in dit
artikel beschreven, zijn de meeste benade-
ringen tot nu toe gebaseerd op een off-axis
scanning door de lichtbundel te laten be-
wegen met spiegels of acoutische cellen
(Zeiss Laserscan, zie artikel elders in dit
nummer. Ook komt het gebruik van meer-
voudige pinholes In een van de Nipkov-
schijf afgeleide opstelling voor (Petran,
1985). Op het moment van schrijven is de
Zeiss Laserscan niet confocaal.

De microscoop van Petran 1s in beperkte
mate confocaal omdat de gebruikte pin-
holes, om redenen van lichtefficiency, te
groot zijn voor het bereiken van een goed
confocaal effect.

Tot slot willen wij ingaan op de snelheids-
aspecten van de diverse systemen Waar
wij een door de mechanische scan gelimi-
teerde, beeldopbouwsnelheld hebben,
kunnen in de off-axis scanning mode televi-
siefrequenties bereikt worden Dit laatste
slechts als de (dure) scanmethode van af-
buigsysteem op basis van een roterend po-
lygoon wordt toegepast. Bij mechanische
scanfrequenties van 100-150 Hz, kunnen
wij momentee! beeldopbouwtiden realise-
ren van 0.5 tot 3 sec. per beeld, afhankelijk
van het aantal beeldljnen per beeld. Vol-
gens onze informatie bereikt de Zeiss La-
serscan een vergelijkbare snelheid (2 sec.
over een 512 lijnen beeld)

Voor de vele toepassingen in de biologie,
met name in fluorescentie, moeten per
beeldpunt een voldoend aantal fotonen
verzameld worden om de gewenste sig-
naal/ruis verhouding in het beeld te realise-
ren. Hieruit vioeien dan totale beeldacquisi-
tietijden voort die voor beide genoemde
systemen niet erg verschillend zijn Als
concreet voorbeeld zouden wij willen noe-
men de situatie in onze microscoop, waar-
bij de volgende condities als zeer praktisch
worden ervaren Bij het maken van de opti-
sche coupes wordt in 5 sec. een 256 lijnen-
beeld opgebouwd voor elke coupe. Een ty-
pische serie nodig voor stereoscopische
beeldbewerking bestaat wit 6 tot 12 coupes
en kost derhalve wat minder dan een mi-
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Fig. 9

Boven een opname van de groenalg Spirogyra in gewone microscopie Onder het fluorescentie-
beeld in autofluorescentie van hetzelide organisme (excitatie A = 482 nm) Wi zien de signaalvormi-
ge structuur van de chloroplast waarin het flucrescerende chiorophyl gelokahseerd is De inzet toont
een optische sectie door dit object, terwyyl het hoofdbeeld (een beeld van een stereopaar) de struc-
tuur over een diepte van ca. 14 um toont
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nuut aan tyd Vaak passen wij nog een ze-
kere integratie toe via de “‘rolling average”
methode vanwege signhaal/ruis redenen
waardoor de tijd een factor 2 tot 4 langer
wordt. Naar onze mening vormen bij toe-
passing in de biologie de wat langzamere
scansnetheden van de mechanische scan
geen beperking Een analogie doet zich
voor met de Scanning Electronenmicro-
scoop (SEM). Daar waar in de SEM door la-
ge massa van de electronen moeiteloos TV
scansnetheden gereahseerd kunnen wor-
den, wordt toch voor de opbouw van een
beeld dat gefotografeerd wordt, 20, 40 sec,
of nog langer genomen, uitsluitend vanwe-
ge redenen van signaal/ruis verhouding
Ter conclusie mogen wij stelien dat de hier
beschreven confocale scanning micro-
scoop optisch optimaal is en dankzy de
aangekoppelde computersystemen unieke
ruimtelijke beelden kan opleveren. Onze
apparatuur is ontwikkeld met het oog op
toepassingen in biologisch en medisch on-
derzoek Het gebruk dat nu door diverse
bezoekers vanuit deze richting en ook uit
de voedselindustrie wordt gemaakt, geeft
ons reden te verondersteilen dat dit type
microscoop daar een brede toepassing zal
vinden.
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