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Bi8920 Fluorescencni mikroskopie — Konfokalni mikroskopie a nové trendy ve fluorescencni mikroskopii

Program prednasky

» Historie a princip konfokalniho mikroskopu
= Typy konfokalnich mikroskopu

» Moznosti zobrazeni

= Multifotonova mikroskopie

= DifrakCni limit a dekonvoluce

» SuperrozliSovaci mikroskopie

= Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF
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Konfokalni mikroskop

Marvin Lee Minsky
l“ (9. srpna 1927 — 24. ledna 2016)

= kognitivni védec; studium umélé
inteligence

= snaha zaznamenavat déje v zivych
tkanich
= studium nervovych siti v mozku

—> Standardni (widefield) fluorescenéni mikroskop

Neostry obraz tkané
mozku z divodu
zachyceni fluorescence
struktur mimo rovinu
ostrosti

Focal plane

ALE JAK?

Historie a princip konfokalniho mikroskopu
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Konfokalni mikroskop

= 1955 — Marvin Minsky sestrojil prvni konfokalni mikroskop (1961 patent)
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» zakladem 2 konfokalni bodové clonky (pinhole apertures)
* a) pred zdrojem svetla — uzky paprsek svétla (svétlo do konkrétniho bodu)
* b) pred detektorem — propusti pouze zaostfene svétlo (na uzkou rovinu)

* navrzeni konstrukce i pro odrazené (emitované svétlo)

Historie a princip konfokalniho mikroskopu 4
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Princip konfokalniho mikroskopu

/" confocal pinholes

./

Svétlo excituje Sirokou laser
5 oblast vzorku a do detektoru
3 se dostava i fluorescence dichroic
& mimo rovinu ostrosti bl
objective
object not in focal plane
S | Bodova clona pi‘ed object in focal plane
9 — detektorem blokuje praniku
g Vil signalt mimo rovinu ostrosti
Konfokalni bodova clona zaostfuje svétlo do shodné
roviny ostrosti v pozorované oblasti — redukce
5 nezadouci fluorescence mimo zaostreni
_.&)_,J
[0} p
2 |
Obé bodové clonky —
_ Dichroické zrcatko umoznuje, aby tZV'_ k?njugovanYCh
2 zdroj svétla byl v ramci mikroskopu rovinach ostrosti
2 umistén ve stejné roviné jako (souc":asné zaostfené)
= dektor
”
~
5

Historie a princip konfokalniho mikroskopu
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Tloust’ka optického fezu — prumér bodové clonky

na:
= vinove délce excitace/emise (R, ,~A/2NA)
= numerické aperture objektivu

* jndexu lomu komponent v optické draze

= pruméru bodové clonky (pinhole) — ve
vétSiné konfokalnich mikroskopu nastavitelna
velikost clony

= R,~asi2x vetsi nez RX_y

I RozliSeni v ose Z = tloustka optického fezu zavisi

Detector

Pinhole — —

Maly pramér bodové clonky — propousti signaly z
tenkého fezu — (+) z jinych rovin jsou signaly
odfiltrovany; (-) prochazi minimum svétla

Velky prumér bodové clonky — (+) vySSi intenzita
signalu; (-) propousti signaly v roviné ostrosti
I mimo ni

Historie a princip konfokalniho mikroskopu 6
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Konfokalni mikroskop dle Marvina Minsky

Memoar Marvina Minsky: http://web.media.mit.edu/~minsky/papers/ConfocalMemoir.html

5

omezeni neostréeho signalu P
“Eani siqns - ‘ Fe.2. " AN
zvyseni signalu proti pozadi %Et g

zvyseni rozliSeni

mikroskopie silnych a ¢lenitych praparatu
s dostateCnym rozliSenim

nemél k dispozici vhodny (vykonny) zdroj svétla
celkovy obraz (slozeni jednotlivych bodu)
vytvaren pomoci pohybu stolku s preparatem

x pocitaCe nebyly dostateCné vykonné a dostupné —
obraz byl promitan skrze armadni radar (bez zaznamu;
snimek zobrazen 10s, pak novy sken)

Historie a princip konfokalniho mikroskopu 7



Bi8920 Fluorescencni mikroskopie — Konfokalni mikroskopie a nové trendy ve fluorescencni mikroskopii

Snimani vzorku — tvorba vysledného obrazu

Z usporadani mikroskopu vyplyva, ze v jednom kroku ziskame informaci pouze
o jednom bodu (velmi omezené oblasti) — pro ziskani obrazu celé roviny je nutné
detekovat sérii signalt z dané roviny.

3 moznosti snimani vzorku
a) pohybuje se vzorek (Minsky)
b) pohybuje se objektiv (David Egger a Paul Davidovits; doi:10.1038/223831a0)
c) pohybuje se paprsek svéetla — (skenovani, rastrovani)
* multiple-beam scanning — na bazi Nipkowova disku
* single-beam scanning — laserovy skenovaci konfokalni mikroskop

Typy konfokalnich mikroskop
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Konfokalni mikroskop na bazi rotujiciho Nipkowova disku

Paul Nipkow (1860—1940)

= némecky inzenyr polského puvodu

» snimani a rozklad obrazu pomoci rotujiciho disku
e po obvodu opatfen otvory umisténymi ve spirale
* vyzaduje 1 snimaci fotoClanek
1884 patentoval

« 1925 byl Nipkowuv disk pouzit pro prvni (mechanickou) tficetifadkovou
televizi (5 snimku/s)

F Second disk
Rotating disk with rotating at the
spiral of holes 3 sams/g speed cheen
3 i g —]

Typy konfokalnich mikroskopt 9
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Konfokalni mikroskop na bazi rotujiciho Nipkowova disku

Spinning Disk Confocal Microscopy

prof. Mojmir Petran (28. brezna 1923) shi¢dnout dokument T
» profesor biofyziky; pusobil na Lékarské fakulté UK v Plzni

» modifikace Nipkowova disku pro optickou mikroskopii a zaroven zajistujici
konfokalni efekt — Tandem-Scanning-Microscope
= vroce 1967 patentoval v USA se spolupracovnikem Milanem Hadravskym
= 1968 — vyroba v ramci JZD Komorno u Plzné v jednotkach kusu
June 30, 1970 M. PETRAN ETAL 3,517,980 Light Light Source
METHOD AND Aﬁﬂlﬂgotg:'.";uoﬁbul:‘?::}:;m THE RfSOL-.NG L OU put lnput
Filed Dec. 4. 1967 S Sheets-Shee Eyeplece

13 — "' -.’ — X
l = A \
G4 7
f=
g Reflected
1
|

. Light
et —— " [} from
”%T._'_X i Specimen

FIG. 1

k Output Port
to MICfOSCOpe

Typy konfokalnich mikroskopt 10
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. . . o % s Rotation : .
- redvukce veI!kost d|§ku | otv_oru, zvyseni Dirsction fl & wupkow Disk Nipkow | Petré Disk
poctu otvoru z desitek na tisice 2t
" nazorné pole prochazi svétlo asi 2"
Z 1000 OtVOI’lOJ . 20' Rotation
. p[| rotacvl jsou p9kryt>/ prostow’ , : ~
puvodné neosvicené — vykryti celého 4 S~
ZornéhO p0|e Pinhole 7 ] = Archimedean Spiral )
Figure 2

= rychlost az 1000 (2000) snimkdu/s

Yokogawa Spinning Disk Unit Optical Configuration

Shaped and Collimated —
Laser Illumination Monochrome

f Microlens CD Camera

bl
s

o X -

Dichromatic Lens
Beamsplitter

(Nipkow)

isc Psigflllt;?e Excai:;'mon

Array ET}-"%‘?"

= g
Objective
: mw r/
Figure 1 L .
9 O] -,---g‘}{,;-, ,:* Specimen

Synchronized
Image

Disk Speed =0

Typy konfokalnich mikroskopt 11
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Laserovy skenovaci (rastrovaci) konfokalni mikroskop (LSCM)

Laser Scanning Confocal Microscope

» rozvoj od konce 70. let 20. stoleti

rastrovani probiha rozmitanim (posunem) paprsku pomoci natacecich zrcadel
— umistény mezi dichroické zrcadlo a objektiv

» snimani vSech bodu roviny (,fadkovani®)
= bézna rychlost maximalné 30 snimku/s

laser

| —Photomultiplier

Detsctor Laser Scanning ‘

Confocal Microscope X-scan mirmor

outotrocs  coOptca g
ut-ol-Focus i
Light Rays onfiguration

Detector
Pinhole
Aperture —

Fluorescence -

BFalrrier Excltet Laser dichroic pinhole filter detector
- “Fitter, " Excitation -SCan miror

In-Focus Source Y

Light Rays |

Dichromatic — &

microsc
Mirror Excitation "
Light -
Objective ) Rays ol Source ’
inhole
Aperture i zstage -
} Focal sample ‘
Planes .
7 Figure 2
. o X -
Specimen”

LSCM Scan Pattern

Typy konfokalnich mikroskopt 12
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Detekce signalu u LSCM

Fotonasobi¢ (photo-multiplier tube, PMT)
= citlivy detektor svetla (UV, VIS, near IR)

= zesiluje signal pfinaseny svételnym paprskem é\“- e\

(fluorescence z preparatu)

Photo-multiplier tube

Incoming EholoumioRer Tubs Princip fotonasobice

P:’:m"\ Window
catl?o?:l-e / { Dynodes “ 1 Anode f u

Focusing
Electrode
\'Iollage l')ropplné
Resistors B
Figua'e 1 Merer
Power Supply

konverze fotonu na elektron
(fotokatoda)

znasobeni elektronu (dynody)
detekce signalu — proudu (anoda)

Typy konfokalnich mikroskopt
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Srovnani LSCM a konfokalni mikroskopie na bazi rotujiciho disku

LSCM

Nutnost snimat obraz bod po bodu —
delSi doba rastrovani = max. 30 snimkuU/s

FotonasobiC schopny detekovat pouze
15—45 % fluorescence = zvySeni rychlosti
skenovani snizuje mnozstvi fotonu, které
dopadnou na fotonasobi€ a tim zvySuje
sum ve vysledném obrazu — nutno vyuzit
vySSi excitacni energii laseru

Postupné snimani bodu — lepSi axialni
rozliSeni (v ose 2)

Snadno Ize vyuzit metody FRAP,
fotoaktivace a fotokonverze

— Vyhodné pro kolokalizacni studie

Nipkowuyv disk

V jednom okamzZiku snimano vice bodi —
obraz rastrovan 100—1000krat rychleji

Obraz rastrovan otvory v disku paralelné — ve
stejném Case (v porovnani s LSCM) je
naskenovano vice bodu obrazu (i opakované)
vysviceni (photobleaching) preparatu, nizsi
fototoxicita

,Pinhole crosstalk“ — prlichod odrazeného
svétla skrze sousedni otvory v disku —
zvysené pozadi pro tlusté vzorky a snizeni
axialniho rozliSeni

Nutno zabudovat pfidavny polohovatelny laser
pro lokalni vysviceni/aktivaci fluorofort

— Vyhodné pro life imaging, zejména
dynamickych procesu

Typy konfokalnich mikroskopt

14
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Moderni konfokalni mikroskopie

= zdroj svétla — laser
= detektor: CCD kamera, fotonasobic¢
= obraz tvoren v PC

e zaznamena intenzitu signalu a
polohu bodu

« v rastru naskenovana jedna rovina
praparatu, posun do jiné roviny

« software umoznuje skladani
obrazul (velké objekty v ose X-Y;
tlusté objekty v ose 2Z)

« 3D a 4D projekce

Konfokalni mikroskop Olympus FluoView FV1200

Typy konfokalnich mikroskopt 15
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Srovnani konfokalniho a standardniho (widefield) mikroskopu

Widefield Versus Point Scanning of Specimens Non-confocal Confocal

Cover
Glass

— — —8pec|men—__ I S —

.~ Microscope = —
Slid

lide
Widefield Scanning Illumlnatlon/POim Scanning
Beam

Standarni fluorescenéni mikroskop Konfokalni fluorescenc¢ni mikroskop
» vznik fluorescence i v oblastech omezeni signalu ktery je mimo

vzorku, ktery je mimo zaostrfeni — rovinu ostrosti — zvySeni rozliSeni
interferuje s fluorescenci v miste = jeden nebo vice svételnych paprsko
Zajmu ,Skenuje” plochu zorného pole

= plati pro preparaty tlustéjsi jak = ziskani optického fezu = 1 obrazek
2um z dané roviny zaostreni

= cely vzorek ozaren — celé zorné = |ze tedy zaostfit do jakékoliv roviny
pole Ize sledovat nebo bufiky (objektu) bez fyzického fezani
zaznamenat (kamera) = automatické ziskani obrazl z vice

= rozliSeni v ose Z: 2-3 ym rovin - tvorba 3D obrazu

= optickeé rozliSeni v ose Z: 0,5um

Typy konfokalnich mikroskopt 16
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Srovnani konfokalniho a standardniho (widefield) mikroskopu

Detector Detector

E

—

N

Pin hole

Beam expander

*  Focal plane

Standardni Konfokalni
fluorescencéni mikroskop
mikroskop

MySi mozkova tkan

Standardni " Konfokalni

fluorescencéni mikroskop
mikroskop

Vyhody konfokalni mikroskopie

» vymezena hloubka ostrosti — moznost
snimani optickych fezll vzorkem

= eliminace signalu (jasu) z rovin mimo
zaostreni

viwv /s wvs

Online tutorial 1

Typy konfokalnich mikroskop

17
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Moznosti zobrazeni

= 1 opticka rovina (fez)

Pollen Grain Serial Optical Sections by Confocal Microscopy

9 10
‘ ‘

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce 18
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Moznosti zobrazeni

Z-Serie a 3D zobrazeni

= sekvence optickych fezu z ruznych rovin kolmych na osu Z
= skladani fezl pfi postupném posouvani preparatu v ose Z
= krok a celkovou hloubku posunu Ize navolit

» fezy lze softwaroveé seclist nebo spojit v animaci

apoptotické buriky linie P19,
modra: DAPI; Cervena: phalloidin-TRITC

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce 19
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Moznosti zobrazeni

3D zobrazeni

= optické fezy z riznych rovin kolmych na osu Z
= tvorba 3D snimku

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce

20
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Moznosti zobrazeni
X-Z, Y-Z zobrazeni
= s pouzitim optickych Fezl Ize vidét preparat ,z boku®

.. center section

SOl VR

)
\

s y
it

detekce nestinu v bunce glioblastomu svalova vlakna

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce 21
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Moznosti zobrazeni

¢asosbérné snimani a zobrazeni zivych bunék (objektu), 4D
» rozdily mezi zivym a fixovanym objektem

Criteria Fixed Cells Living Cells
Fading of fluorophore Phototoxicity and fading of dye
Phenylenediamine, etc. NONE!
Glycerol (n= 1.51) Water (n= 1.33)
1.4 1.2
Unlmited LIy speedofphenomenon

Time-Lapse Imaging

Zivé embryo

D. melanogaster po injekci
calcium green — zmeny
distribuce v Case

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce 22
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Multifotonova fluorescencni mikroskopie

= dvoufotonova: vyuziva soucasné absorbce 2 fotonu k excitaci fluorochromu
» trifotonova: vyuziva soucasné absorbce 3 fotonu

» InfraCerveny pulsni laser - excitace fotony s nizsi energii (vétSi vinova délka
svetla) = mensi poskozeni vzorku

» Biologicky material Iépe absorbuje svétlo o vetsi vinové délce — fotony pronikaiji
hloubéji — idealni pro zivé objekty s vetsi optickou hloubkou (pozorovani
nervovych siti, mikrovaskulatury atp., in vivo studie)

Two-Photon Excitation; 3D Vasculature

Dvoufotonovy (multifotonovy) mikroskop 23
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Dvoufotonova fluorescenc¢ni mikroskopie

Zakladnim principem je exitace fluoroforu dvéma fotony o vétsi vinové

délce (= nizSi energii)

» fotony maji priblizné dvakrat vétsi vinovou délku (a tedy poloviéni
energii) nez jednotlivy foton schopny vyvolat excitaci daného fluorochromu
= soudasna absorbce 2 fotonu fluoroforem (v intervalu 10-18 s)

— excitace 1 elektronu

= pravdépodobnost absorbce 2
fotonu fluoroforem velmi nizka —
nutna vysoka denzita fotonu
(1.000.000x vysSSi nez u
jednofotonoveé)

= vyzaduje vysoce ucinny laser —
pulsni (napf. titan-safirovy) = drahé

Two-Photon Jablonski Energy Diagram

Single
Photon Two-Photon
Excitation Excitation
Gt
ngle
Sta?te :|>VilE)ratlona|
nergy
s1 Sta{gs
(a) (b)
Ultraviolet Infrared Blue
Excitation Excitation Fluorescence
(350 nm) (700 nm) Emission
Figure 1
S g

Ground State

Dvoufotonovy (multifotonovy) mikroskop

24
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Dvoufotonova fluorescenc¢ni mikroskopie

= excitace fluoroforu v misté zaostreni Fluorophore Excitation in Multiphoton Microscopy

paprsku laseru (vysSi pravdépodobnost
absorbce 2 fotonu nez v mistech, kde je CO\,@
paprsek vice rozptyleny) ot L A

. v g e e

= excitace je lokalizovana do velmi 8 Yo ety .. W
malého bodu (1 femtolitr = 10-19) . Of NS Fluorophores g
s ’ , , 9 '. v '_“ J— - -~
* nedochazi k vysviceni v celé hloubce Fluorophores 88 s d &
preparatu + snizuje fototoxicitu Laser Pulses
Figure 2 Glass Microscope Slide

¢ omezeni nezaostreného obrazu =
neni potreba bodova clona !

» snimani signalu pomoci fotonasobiCe
= jeden snimany bod = 1pixel (voxel)

Emise fluorescence v ose Z v ramci preparatu
a) dvoufotonovy mikroskop
b) konfokalni mikroskop

Dvoufotonovy (multifotonovy) mikroskop 25
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Wide-field vs. Confocal vs. Two-photon (Multi-photon)

@ Wide field (® Confocal (® Two photon

Pin hole

Beam expander Beam expander Beam expander

Focal plane

Focal plane

Dvoufotonovy (multifotonovy) mikroskop 26
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Diffraction of Coherent Laser Light

Difrakéni limit st
Difrakce svétla — limit optického rozliSeni

Ohyb svétla na Stérbiné nebo prekazce Jl
(optika mikroskopu) ovliviuje vysledny obraz

a omezuje rozliSeni svételného mikroskopu =
(cca 200 nm) = 2,

Intensity Distribution Figure 3

Coherent ==
Light

Aperture

(L CEFRRREROOICLLE
WWWMNW{L‘\WM
/

Konvoluce

Objekt, ktery pozorujeme v mikroskopu, je konvoluci (,kombinaci®) skutecného
objektu a bodové rozptylové funkce (point spread function, PSF)

Resolution Limit Imposed by Wave Nature of Light Airy Disk Patterns and PSFs from Diffraction
Point Source Point Source Ai Disk
Patterns
Objective, ;
- . . .
§B8 “objective 3
p Q Aperture N
o (a) (b) (c)
.‘ Figure 1 Point
q = Spread
<) ‘_ { ¢ Functions
.Q.
_‘;__" & \ Image Plane
P1 - P
10 Units 18 Units =
Imaged Spot Size Imaged Spot Size Flg ure 5
(High NA) (Low NA)

Moznosti zobrazeni a dekonvoluce
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Konvoluce — praktické dopady

Airyho disky limituji rozliSeni
jednotlivych bodu

Resolution

Limlt\ Unresolved
Resolved\ L . ‘ Al . o , . . .
| \. - . .. $ ./ms’,!s Vliv zaostreni na velikost Airyho disku
- Castice v roviné ostrosti Nezaostrené castice

) 2 .

a b d
¢ ® .

=7 o ®

. Airy

Patterns —

3lsD§n:esnsiongl
oin rea '
Function Flgure 1
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Dekonvoluce

= pocitacové zpracovani obrazu: SW na zakladé znalosti PSF odstrani signal
vznikajici difrakci svétla - odstranéni neostrych ¢asti obrazu

= zvySeni kontrastu a rozliSeni
» |ze vyuzit pro tvorbu 3D obrazu z jednotlivé upravenych nasnimanych rovin

» mozna alternativa ke konfokalni mikroskopii (ale i zde je mozno provést
dekonvoluci)

Acquisition of Optical Sections for Deconvolution

x=— ~—y Optical Sections
— e —
Image ——— w' —
Plane
Focal
< Change
(Az
Microscope _"n-ﬂ
Objective _ e
E X a %. z
1 = - ==
zaxis —— m -
‘ [T
' i
- s
‘_._‘ e 7
.‘;_"-_/
‘____'_._‘-'a

—
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Superrozlisovaci mikroskopie

= opticka mikroskopie umoznujici pozorovat objekty s rozliSenim prekonavajicim
difrakCni limit (200 nm; widefield mikroskop ~250 nm)

2014 —Stefan Hell, Eric Betzig a William Moerner
Nobelova cena za chemii: "for the development of super-resolved
fluorescence microscopy"”
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4pi mikroskopie (1991 - vynalezl Stefan Hell)

vyuziva druhého objektivu, ktery snima opacCnou stranu vzorku

zaostreny do stejného bodu — vysledny soucet 2 signalu (vinoploch) pfinasi az
7x lepSi rozliseni v ose Z oproti béznému konfokalnimu mikroskopu

A

confocal

Histon H2AX

Bewersdorf et al.,
(zelena barva)

Proc Natl Acad
Sci U S A, 2006
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Mikroskopie se strukturovanym osveétlenim (SIM)

Structured lllumination Microscopy

= osvétleni vzorku svétlem s pruhovanym vzorem vzniklym difrakci na mfizce

o] Confocal SIM

—

= vznika moiré efekt — pivodné nepozorované struktury, které ho zpusobily jsou
pocitaCové dopocCitany
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VycCerpani stimulovanou emisi (STED)

Stimulated Emission Depletion

» 1994 — vynalezl Stefan Hell a Jan Winchmann

= spolu s excitacnim paprskem se oblast ozari svétlem s delsi vinovou
délkou (tvar mezikruzi; depletion beam, STED pattern)

= v oblasti STED dochazi k vyzareni fluorescence o vinové délce shodné s

depletion beam = odfiltrovano
= zustava fluorescencni zareni pouze v nezhasené oblasti uvnitf mezikruzi

Video tutorial (Stefan Hell): https://www.youtube.com/watch?v=YyBGiZZSslY

| Detector |

Phase —
mask

STED Saturated
pattern depletion

|

Excitation Effective PSF

| |

b STED laser I |

ol =o I I
—- _E _‘ y N + | | =

= & Excitation { ' I

= v laser X | \ :

| Zero point |

= Objective
So — j
Sample
a [b| i
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STED

» |ateralni rozliseni (osy X-Y) obecné asi 20 nm, axialni (osa Z) 40-50 nm

Widefield Image

A?}:{f The Concept of Superresolution with STED Microscopy
2 =1 - =—Tube

Lens
Depletlon Laser . —Emission to
—\ Detector
7|<
'
1
| |
—b=\t =4—
LI Dichromatic

;\ Mirrors

NS

\ \

SRS S
Excitation Laser A\

(a)

STED 3D PSF
Pattern

STED Microscope
Point-Spread Functions
Excitation STED
Pattern
Zero
Point
Saturated Effective
Depletion PSF
Figure 1

SuperrozliSovaci mikroskopie
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Dual Color STED

3 pm

Dual Color Confocal

Proteinové komplexy jaderného poru

Histon H3 (zelena); mikrotubuly (Cervena)

SuperrozliSovaci mikroskopie
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Single-Molecule Superresolution Imaging

» STORM - stochastic optical reconstruction microscopy
= PALM - photoactivated localization microscopy (vynalezl Eric Betzig)
» FPALM - fluorescence photoactivation localization microscopy

= vyuzivaji widefield mikroskopii

» vychazi z fluorescence jednotlivych (neprekryvajicich se) molekul
fluorochromii (single-molecule imaging)

-i”!j- Single-Molecule Localization Procedure Velké mnozstvi fluorochromd
& ] point.sprea oﬁﬁﬂy Gaussin Contour Map (cilovych molekul) a pfilis blizko
Tt 4
3
2
=1
%0
e,
2
.3
- LA
. 1 4321012234 )
Figure 3 4 e — nelze rozlisit jednotlivé molekuly
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Single-Molecule Superresolution Imaging

=  William Moerner: ,,photoswitchable® znacka - eYFP Ize reaktivovat modrym
svetlem (405 nm) — Ize znovu excitovat svétlem 488 nm

= znacky (fluorescencni proteiny, fluorochromy) musi umoznovat zménu
spektralnich vlastnosti za pomoci svétla o definované délce

(Chozinski et al., FEBS Lett, 2014) Irreversible switching probes

» fotoaktivace (photoactivation)

A snorssmitching ON A crotomitching ON
v r V4 V411 . . LT ‘7
» fotopfepinani® (photoswitching) . —- ° o — ° |
r',‘“ {‘:‘P"‘ I_."u 1 ‘:{M‘ : " ;.” 2 ﬁ”‘ ’

» fotokonverze (photoconversion)

Photoactivatable Photoconvertible

Reversible switching probes

= pouziti laseru s nizkou intenzitou on
; v v . . .
= nahodné zasazeny jednotlivé molekuly . — o
fluorochromd — nizka pravdépodobnost - W,
he Py

zasahu a zmeny stavu (— ON)

Trends in Cell Biology
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Single-Molecule Superresolution Imaging

Target structure g STORM image

1.

Snimek fluorescence
jednotlivych molekul
(neprekryvajicich se)
fluochromd = snimek
obsahuje pouze omezeny
pocet signalt

Softwaroveé urcen stred
(pozice) danych molekul

DalSi snimek zaznamena
jiné neprekryvajici se
fluorochromy

Softwarové uréen stred
(pozice) téchto molekul

Vysledny obraz je tvoren
sloZenim (pfekryvem) tisicu
takovych snimku

SuperrozliSovaci mikroskopie
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Single-Molecule Superresolution Imaging

Systém dvojice fluorochromi: aktivator + ,,photoswitchable‘ reportér

STEP1 Inactivates all molecules
| Aloxaan Alexasd? @ Alexa647 > Alexa 647 5

) L/ N | 7 » -—,
Secondary antibody ¢ @
‘ Alexad05 Alexad05 T _/@ & : Cy2 Alexa647
- N /
i  / A
‘ Target molecule
Primary antibody
\ STEP2 Alexa647 is randomly activated by irradiating Cy2
\ with low-intensity
Target molecule Target molecule Target molecule Q)
Cy2 Alexa647 I
Dye for activation | Dye for image capturing
Alexad05 Aloxa647 Target molecule
@ Alexa647 STEP3 Excite Alexa647 with strong light and capture images
of Ioc‘alization information
Alexa 647
Cy2 Alexa647
r >
Target molecule Repeat

http://www.microscopyu.com/tutorials/flash/superresolution/storm/index.html
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STORM

lateralni rozliSeni <10 nm, axialni rozliSeni <20 nm

Conventional . ' .« f STORM

Mikrotubuly (zelend), klatrinem potazené jamky (Cervena; clathrin-coated pits)

Historie a princip konfokalniho mikroskopu
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3D'STO RM (Huang et al., Science, 2008)

» modifikace: do objektivu pfidana cylindricka €¢ocka — cilena zména PSF
» |ze urcit pozici v roviné Z a zobrazit v ramci snimku

Objective

Cylindrical
Lens

Imaging
Lens

EMCCD

Mikrotubuly — pozice v Z roviné odpovida barvé
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3D-STORM

Aktin — pozice v Z roviné
odpovida barvé

Historie a princip konfokalniho mikroskopu
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Porovnani rozliseni zobrazovacich technik

Spatial Resolution of Biological Imaging Techniques

Small Protein Virus Bacteria Cell Hair Ant Mouse Mouse

% 8 et~

1nm 10nm 100nm 10pm 100pm 1mm 1cm 10cm
=l [ pp—
| _____MRI and Ultrasound
| I'J J_MM"JJ pny |

—MMMML%U—k

" Saturated Structured Il atior bxm.[‘

[ Stimulated Emission Depletion (STED) |
[ PALM,FPALMand STORM |
_LL_nmum-‘-u_l
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_nglf_fra.cuon

li

Scanning laser beam

over the sample

RESOLFT/STED

D Structured illumination
3 patterns*3 modulations = 9 images

microscopy (SIM

Single molecule localization
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o
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Historie a princip konfokalniho mikroskopu
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Light Sheet Fluorescence Microscopy (LSFM)

= zdroj svétla je umistén kolmo k optické draze
= osvétleni vzorku pomoci uzké roviny svetla (light sheet)
» nedochazi k excitaci fluorofort mimo rovinu svétla = vhodné pro optickeé fezy

sample holder mounted

detection |
on xyz translation stage

to image ~ <. objective

sensor

light sheet

cylindrical lens §
for light-sheet
shaping

illumination ’

laser

water-filled
sample chamber

sample embedded
in agarose gel

= vzorek uzavren v agaroze, hydrogelu ve sklenené kapilare (nedochazi k
deformacim objektu); posun objektu a otaCeni — skladani 3D obrazu

= vyhodna zobrazovaci metoda pro 3D zobrazovani velkych objekti

Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF 45
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Light Sheet Fluorescence Microscopy (LSFM)

= zdroj svétla je umistén kolmo k optické draze
= osvétleni vzorku pomoci uzké roviny svetla (light sheet)
» nedochazi k excitaci fluorofort mimo rovinu svétla = vhodné pro optickeé fezy

= snizeni fotopoSkozeni tkani

l lllumination

§ t Detection

g _— — e S S

o -’ =
/

= \ oS

8 &7 o Photodamage
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Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF
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Light Sheet Fluorescence Microscopy (LSFM)

hindbrain

midbrain

forebrain

Medaka japonska — acetylovany tubulin (zelend) Hlava medaky — 20x zvétseno

Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF
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Total internal reflection fluorescence (TIRF)

= velmi vhodna metoda pro studium déjii na membrané

= vyborné axialni rozliseni
= evanescent wave" pronika

v preparatu pouze do hloubky
cca 100nm

Evanescent wave at the
coverglass-specimen interface,
« ¢ typically less than 100 nm

Low refractive |nqex
(specimen) e

High refraction index
(coverglass)

i~
. ~ Incident light
Reflected light Range of incident angles greater

than the critical angle

Specimen
Coverglass

Objective

Laser
illumination

Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF
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Total internal reflection fluorescence (TIRF)

F-aktin (zelena) v nadorové bunécné linii

Lightsheet fluorescence microscopy a TIRF
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