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Biopsja optyczna 

•  Obrazowanie na poziomie molekularnym 

(białkowym)   

•  Obserwacja dynamiki wirusów i bakterii 

•Wysokorozdzielcze obrazowanie przyżyciowe 

w czasie rzeczywistym oparte na własnym 

mechaniźmie kontrastującym (rozdzieczość 

komórkowa  dla znacznych objętości) 

Optyka w Biologii i medycynie - wyzwania 

Czujniki biologiczne (Biochips) 

•  POCT Devices (Optofluidic Lab on a Chip) 

•   Wyspecjalizowane próbniki nanocząsteczkowe  

•   Cytometria przepływowa in vivo (Raman) 

•   Osobisty monitoring stanu zdrowia 

•   Szybkie czytniki macierzowe do genomiki 

 

Diagnostyka kliniczna/ terapie 

• Farmakokinetyka w czasie rzeczywistym 

•  Biodozymetry (promieniowanie, 

ekspozycja na wirusy, bakterie) 

•  monitoring  po terapiach 

•  diagnostyka POCT  

• Obrazowo sterowana mikro/nano chirurgia 

•  Nieinwazyjne terapie nowotworów 

•  Monitorowanie  i identyfikacja komórek  

macierzystych 

•  Zdalne nano-kliniki 

POCT –point-of-care testing 

 



Rozwój mikroskopii 

www.nature.com/milestones/light-microscopy 

1595 1871 1873 1911 1935 1939 1942 1961 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f0/HookeFlea01.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fe/Imare_FluoresceineFluorescence.JPG


Poprawa kontrastu w obrazowaniu 



Diagram Jabłońskiego 

Aleksander Jabłoński 
(26 .02.1898 – 09.09.1980 ) , Toruń 

Efficiency of Anti - Stokes Fluorescence in Dyes 
(published in 1933, Nature) 

Procesy luminescencji i rozpraszania 



Od mikroskopii do nanoskopii 

www.nature.com/milestones/light-microscopy 

1976 1990 1994 1981 1987 2000 2006 

http://www.uni-graz.at/~groschne/current_research_topics.htm


Współczesne techniki mikroskopowe 
Mikroskopia optyczna 

Metody powierzchniowe 

• NSOM 
• ANSOM 
• TIRF 
• SPR 
• FLIC 

Metody objętościowe 
Mikroskopia konfokalna 

Mikroskopia 
superrozdzielcza 

Standardowa mikroskopia 
świetlna (CFM) 

Oddziaływania nieliniowe 

Mikroskopia 
wielofotonowa 

Odwracalne 
nasycenie 
(RESOLFT) 

• SHG 
• CARS 
• 2PE 
• 3PE 

• GSD 
• STED 
• SSIM (SPEM) 

Rozplatanie Interferencja 
(SIM) 

• I2M 
• I3M 
• HELM 
• I5M 
• 4Pi 

• PALM 
• FPALM 
• STORM 

Lokalizacja 
fotoaktywowana 

• MMM-4Pi 

Ultramikroskopia 
(SPIM) 

Techniki 
zintegrowane 

(wielomodowe) 



Wzbudzenie jedno i dwufotonowe  

Automatyczna poprawa  

rozdzielczości 

Wzbudzenie dwufotonowe ~  I2 



Mikroskopia 4Pi  

Objętość wzbudzenia w ognisku Rozdzielenie światła na dwa obiektywy 

  
-Oczekiwana wartość zwiększenia rozdzielczości:  5-
7 razy 
- Poprawa rozdzielczości w skutek zmniejszenia 
obszaru wzbudzenia 
- Względnie większa apertura numeryczna w 
układzie zbierającym światło 
- optymalnie działa z dwufotonowym wzbudzeniem 

Światło wzbudzające interferuje 
konstruktywnie w płaszczyźnie 
ogniskowej tworząc mniejszą 
plamkę  



Kształtowanie rozdzielczości - STED  

http://www.mpibpc.gwdg.de/groups/hell/ 



Mikroskopia STED poza limitem dyfrakcyjnym 
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Confocal STED (Resolft) 

500 nm Willig, K. I. et al. (2006): Nature 440 (7086): 935-939. 



Mikroskopia PALM / STORM 

Stochastic optical reconstruction microscopy (STORM) 
photo-activated localization microscopy (PALM) 



Intrinsic molecular Contrast -CARS 



Intrinsic molecular Contrast -CARS 

wR-vibrational  

molecular energy 

Komórki tłuszczowe 
(czerwone )-CARS 

Włókna kolagenowe 
(zielone) -SGH 



SRS tissue imaging of fresh mouse skin. For 
the acquisition of this image stack in mouse 
ear, SRL image contrast was tuned into the 
CH2-stretching vibration. As such, lipid rich 
structures of the skin were highlighted. From 
top (beginning of the movie) to bottom (end of 
the movie): 
Polygonal intercellular space of the stratum 
corneum  
Viable epidermis with hair follicle  
Sebaceous gland  
The image stack was taken on fresh tissue, 
without any preparation or labeling. 



Mikroskopia z oświetleniem strukturalnym  

Structured illumination microscopy 

idea: prążki Moiré  

Obiekt poza  

Możliwością 

obrazowania  

 

(nieznany 

rozkład częstości 

Przestrzennych) 

Nałożony z wzorcowym 

Strukturą 

- 

Mierzalny rozkład częstości 

przestrzennych 

M. Gustafsson, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 627-634 (1999)  



Oświetlenie prążkami 

przesunięcie pasma  

częstości przestrzennych 
obiektów względem układu detekcji 

M. Gustafsson, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 627-634 (1999)  



3-D Sectioning 

M. Gustafsson, Curr. Opin. Struct. Biol. 9, 627-634 (1999)  



Confocal microscopy with structured illumination 

Nucleus of Mouse cell 

New ways of light detection  



Obrazowanie przyżyciowe - in vivo 

Mikroskop 
optyczny 

Mikroskop 
konfokalny 

(CFM) 

Mikroskop 
Fluo-

rescencyjny 

Oświetlenie 
strukturalne 

Mikroskop 
Ramanowski 
(CARS, SARS) 

Zdolność wyr.  
pojedynczej 

warstwy 
 
----- 

 
średnio 

 
b. dobrze 

(STED) 

 
b. dobrze 

 
średnio 

Bezpieczeństwo 
(moc prom. na 

próbkę) 
  

b. dobrze 

  
w normach 

 
----- 

  
słabo 

 
----- 

Czas pomiaru 

  
b. dobrze 

  
b. dobrze 

 
----- 

 
----- 

 
----- 

 Mechanizm 
kontrastu 

rozpraszanie rozpraszanie fluorescencja 
 

fluo/rozpr. Autofluoresc. 
 



Examples of confocal imaging 

Scanning laser microendoscopy 
In vivo Histology 

Photoreceptor 
mosaics 

Adaptive optics Scanning  
Laser Ophthalmoscopy 

Roorda et al.,IOVS, May 2007, Vol. 48, No. 5 

RPE pattern 

Technology Insight: confocal laser endoscopy for in vivo diagnosis of colorectal 

cancer R. Kiesslich, M. Goetz, M. Vieth, P.R. Galle and M.F. Neurath Nature Clinical 

Practice Oncology (2007) 4, 480-490 / Optiscan, Australia 

 

 



Fundamentalne ograniczenie 

W mikroskopii konfokalnej  
Większa apertura – lepsza rozdzielczość 

- krótszy zakres pracy 
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In vivo 3-D Imaging 
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100 µm 1 cm 10 cm 

1 µm 

10 µm 

100 µm 

1 mm 

CONFOCAL 
MICROSCOPY 

ULTRASOUND 

MRI 

COMPUTED 
TOMOGRAPHY 

CONFOCAL MICROSCOPY WITH IMPROVED 
AXIAL SECTIONING 

(OPTICAL COHERENCE TOMOGRAPHY/MICROSCOPY) 



Obrazowanie z wykorzystaniem spójności światła 

Tomografia OCT 



Cel aktywności badawczej OBIGu 

 

Prowadzenie wysokiej jakości badań naukowych i 
stosowanych oraz prac wdrożeniowych w dziedzinie 

obrazowania biomedycznego 
 
 
Tematyka prac: 
 
- Strukturalne i czynnościowe obrazowanie oka 
- Rozwój nowych optycznych technik mikroskopowych 
- Optyczne czynnościowe badania neuronalne 
- Propagacja światła w ośrodkach rozpraszających 
- Rozwój nowych metod analizy danych  

Wsparcie dla prowadzenia dydaktyki na wysokim poziomie dla różnych specjalności włączając: 
fizykę doświadczalną, fizykę medyczną, fizykę techniczną oraz zastosowania informatyki. 
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 Obrazowanie układu mikrokapilarnego siatkówki 



Opto-microfluidics of blood  

Mikroskopia OCM 



Neuro Imaging – mouse brain 
En –face OCT image Cross-srctional OCT image 

Functional OCT –visualization of mouse brain vasculature 
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d. 

Histology section - formaldehyde 
induced fluorescence of a cockoach 
terminal abdominal ganglion slice. 

OCT imaging of american cockroach 
nervous system 

Mikroskopia OCM 



Plany badawcze OBIGu 

1. Kontynuacja prac stosowanych nad rozwojem interferometrycznych technik obrazowania: 

a. Metody obrazowania czynnościowego 

b. Tomografia Optyczna OCT i Mikroskopia OCM 

c. Elastografia optyczna 

d. 3-D Mikroskopia fazowa w badaniach morfologii krwi     

2. Obrazowanie z wykorzystaniem fotoidukowanej autofluorescencji 

3. Badania nad obrazowaniem w ośrodkach silnie rozpraszających z użyciem interferometrii 
światła częściowo spójnego oraz optyki adaptywnej.        

4. Zwiększanie rozdzielczości poprzecznej przez wykorzystanie przestrzennej modulacji fazy 
światła (metody superrozdzielcze w obrazowaniu in-vivo)                       

5. Optyczna tomografia z wykorzystaniem światła polichromatycznego oraz oświetlenia 
strukturalnego (k-microscopy)      

6. Rozwinięcie detekcji interferometrycznej w technikach CARS i SRS 

mechanizmy kontrastu   +    metody detekcji 

  badania podstawowe grant NCN                     badania stosowane TEAM 



Zadanie 1 – Autofluorescencja siatkówki 

Delori et al. 80-90 



JM-2-58_c (fluor./brightfield) 

Mod.  laser: λ= 808 nm 
mod freq. ~1 Hz 
max. power: 10 W/cm2 ? 
Recording: 5.3 fps 

Fluorescence (FITC channel) FD image; 12% mod.power FD image; 50% mod. power 

Fourier-domain images 
at different modulation 

powers: 

Qingshan Wei, Jon Mehtala 

 
Optical Modulation of Fluorescence Emission from 
A2E/xlinked-BSA (Sample_c) 
 



Zwiększenie czułości  - modulacja fluorescencji 
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Lock-in A 

Filtr 
dolnoprzepustow

y 

Lock-in B 

Stały sygnał, proporcjonalny do wielkości 
powolnych zmian amplitudy 
luminescencji 
zachodzących pod wpływem wiązki 
modulującej. 



Motywacja 



Dalsze perspektywy 



Obrazowaniem w ośrodkach silnie rozpraszających  



Obrazowaniem w ośrodkach silnie rozpraszających  



Obrazowaniem w ośrodkach silnie rozpraszających  



Obrazowaniem w ośrodkach silnie rozpraszających  



Kształtowanie przestrzennego rozkładu fazy 

Założenie: 

Uzyskanie efektu analogicznego do 

mikroskopii STED bez wykorzystania 

fluorescencji – w procesie rozpraszania 

światła 

 

 

Zalety: 

Mikroskopia  superrozdzielcza z bardzo 

czułą i szybką detekcją, pomiary 3-D 

przyżyciowe 

 

Wady: 

Brak selektywności molekularnej 

 
European Young Investigator Award (EURYI)  

Przekrój zmodulowanej  

wiązki 



Dziękuję za Uwagę 


