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Excitace a pozorovni fluorescencnich molekul

Velmi Casto pouzivana: vysoké rozliseni, citlivost, nizké pozadi, vice kanald...

Mnoho ruznych variaci
dekonvoluce, OMX (Structured lllumination Microscopy), deltavision
konfokal, spining disk, 2 foton
TIRF, FRAP, FRET, FLIM, iFRAP, FCS ...
PALM, STED, STORM, SIM, (super-resolution)

Stale ve vyvoiji




luminiscencni zareni

hdajiciho zareni (absorbci)

h castic

I, ktereé je charakterizovano
e velmi kratké dobé (radove

* emitovane zareni je vyzareno atomem, ktery
energii pohltil

prechod z prvniho singletového stavu (S;) do

singletove hladiny (Sy) T“\Q
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« Jablonského
diagram

« Aleksander Jabtonski (PL)

excitace
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DelSi vinova délka,
mene energie




Napr.:
 UrCeni lokalizace specifickych proteinu

UrCeni tvaru organu, bunek,
intracelularnich struktur

Zkoumani dynamiky proteinu

Studium interakce proteinu a proteinovych

konformaci
Zkoumani iontovych koncentraci

atd.




« Standartni techniky:

» Special techniky :

wide-field
konfokal
2-photon

FRET
FLIM
FRAP

Fotoactivace
TIRF




Jobbie et al Live Cell Imaging
2nd Edition. Chapter 10.
cold Spring Harbour Press




confocal laser scanning microscope (CLSM)
Confocal - conjugate (sbihat) + focal (ohniskovy)

Termin "konfokalni" znamena "mit stejne
ohnisko/zaostreni ".

Toho je dosazeno tak, ze se zaostri
kondenzorove CocCky do stejne
ohniskove roviny jako CoCky objektivu.

Konfokalni mikroskop je druhem
optického (fluorescenc¢niho) mikroskopu, | ===
jehoz vyhodou je vyssi rozlisovaci |  “rrTTT
schopnost dana detekci svétla pouze z
ohniskové roviny mikroskopu.




* Na detektor dopada pouze obraz rezu
objektu v roviné fokusace (modra)
« Qdstranéni ,nezaostrené” ( )

casti obrazu

* a)opticky (pinhole)

* b) vypocltem — dekonvoluce

Pinhole 1

kondenzerova i objektivova detektor
cocka .. | ¢oCka
zaostrena
rovina

Podle: Handbook of Biological Confocal Microscopy.
J.B.Pawley, Plennum Press, 1989
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Objektiv

J.Paul Robinson - Purdue Universify Cytometry Laboratories

\ Obloukova lampa

Excitacni diafragmal/clona

e = Excitacni filtr

«—

Okular

N

Emisni (bariériovy)
filtr




Laser

Excitacni pinhole
i
=1 Excitaéni filtr

délic paprsku a

rastrovaci zarizeni \

PMT

> (photo multiplier tube)

Objektiv

— L Emisni
filtr

Emisni Pinhole

J.Paul Robinson - Purdue Universitly Cytometry Laboralories




Fluorescencni mikroskop

Obloukova lampa

Excitacni diafragma
] Excitacni filtr

<4

okular

objektiv

- N

Emisni filtr

objektiv

—

J.Paul Robinson - Purdue University Cytometry Laboratories

Konfokalni mikroskop

Laser

Excitacni pinhole

/

Emisni pinhole

«— Excitacni filtr

L\

L

PMT

Emisni
filtr
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Redukované rozostreni obrazu
zpusobené rozptylem svétla

Zvysene efektivni rozliseni
Lepsi pomer signalu ku sumu

Jasne / ,Cisté” pozorovani tlustych
vzorku

Moznost skenovani v ose Z

Vnimani hloubky obrazu a prostoroveho
usporadani v rezech v ose Z




Schéma soucasného konfokalniho q
nzitée

mikroskopu (s rozmitanym laserovym informace o int

svétla

detektor
svétla

paprskem)

Bodovy zdroj svétla: laserovy | =
paprsek fokusovany na clonu °

konfokalni

""" . bodova
Clona je objektivem Soutadnicich bodd clonka
zobrazena do bodu (prumer = (x-Y)
rozliSovaci schopnosti - ] i 2
: - TR t -
objektivu) =) rove
' ' (ra A rcadlova
Objektiv sbira svetlo vt
odrazene a rozptylene — clonka

zpétny pruchod objektivem:
obraz bodové clonky

Druha konfokalni bodova
clonka (blokuje nezaostiené roviny)

FotonasobiC a detektor svétla

objektiv

zaostrena rovina




| PMT

N\ __~Dichroicll = —
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PTIT 3 - D;r:roic
( - Scan I
Mirror
Scan
Mirror D
EroS

£ Objective Lens
ey
=

Laser
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Laser - vystup

k mikroskopu

Laser - vstup
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mikroskop IX 81

konfokalni nastavec

O

lasery

d Tridici jednotky
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Info: http://www.olympusfluoview.com/products/fv500/index.html




Skenovani — str. 7, 3D imaging str. 8:

opticke rezy v rovinach XY, XZ, XYZ , XZY

schopnost zaznamenat zmeny i v casove rovine
XYt, XYZt

soucasneé snimani obrazu v prochazejicim a
fluorescencnim svetle

pouziti 4 kanalu zaroven
sekvencni snimani

volitelnost rychlosti a typu rastrovani => kvalita
snimku

kompenzace sumu, zesileni signalu
3D rekonstrukce obrazu a rotace - Imaris
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http://www.olympusfluoview.com/brochures/pdfs/fluoview.pdf




Stavba — str. 4:

http://www.olympusfluoview.com/brochures/pdfs/fluoview.pdf

20




Wide Field Microscope Scanning Microscope

Scanning Canfocal
picks ane spot to
scan at a timea.

Sample s scanned
and a digital Image
created.

e typy mikroskopu:
ERRARERARE ] * rastrujici konfokalni mikroskop - skenujici
s \“’;a‘ * . zarizeni zafizuje posun ohniska
|h  amnnnts excitujiciho laserového paprsku
L texl6Pidls |  konfokalni mikroskop s rotujicim

diskem - misto skenujiciho zarizeni
o Thepmeat “ obsahuje rotujici Nipkowovuv kotouc,

i ioteach.ubeca - ifesample na kterém je mnoho navzajem
Lo ablain v ,
optical lices. oddélenych clonek
* netvori obraz vcelku, ale bod po bodu, =
radkovanim S
Py y o ’ ’ . , - "'\
* pomoci fadkovani jsou snimany optické [ L
body v rovine XY i jednotlive opticke rezy v EREh P
ose Z diky definovanému posuvu objektivu ® ) | ]

 konfokalni obrazy jsou zaostfené a
predstavuji jednotlivé opticke fezy
vzorkem

* slozeni trojrozmérnych obrazl vychazi z w

moznosti postupného snimani desitek az

stovek optickych fezu v ose Z 21

16x16 Pixels




LIBF

Dec. 19, 1961 M. MINSKY 3,013,46
MICROSCOPY APPARATUS

Flled Hew. T. 180T

* Marvin Minsky
1957 — patent
 nemel vhodny zdroj svetla

FIG. 3.

pirhale object

INVENTOR
MARNIH MINSRY

lrm:;.:fu,%
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condenser objective http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Primeira_P%C3%A1gina_da_Patente_de_Marvin_Minsky_Sobre_o_Microsc%C3%B3pio_Confocal.gif
lens lers http://www.currentprotocols.com/protocol/cy0208

light

SOMFCE photodetector




larnp

* Petran M. a Hadravsky M. S

(1967) - konstrukce
konfokalniho mikroskopu
pracujicino na bazi rotace
Nipkowova kotoucCe (Tandem
Scanning Confocal Microscope)

rozvoj od konce 70. let 20.
stoleti
- rozmitany laserovy paprsek,

i | A E B ARA spinning disk

bearmsplitter -

top wiew of disk

objective lens

-, - focal plane

pOC I ta C http://www.currentprotocols.com/protocol/cy0208
dvou (multi-) fotonovy

mi krOS kOp Doporucuji dokument Ct: Prof. Petran (cca 18 min):

http://www.ceskatelevize.cz/program/102099
88352-07.05.2009-22:45-2-zaslapane-
projekty.html?backaddr=search&tipy=1&onlin
e=1




Predpoklad malée tloustky .
preparatu

Silné vzorky — prekryvani .

obrazu zaostrene roviny
nezaostrenymi (nad i
pod)

Vzorky o tloustce mensi
nez je hloubka ostrosti
objektivu (zavisi na
numericke aperture)

obrazem ne bod, ale
Airyho krouzky @

N

Potlaceni mlhavého
pozadi obrazu

Opticka tomografie
Obraz vznika
skladanim z
jednotlivych bodu, které
Jsou pozorovany pres
clonky, jejiz rozmery
byvaji mensi nez
Airyho krouzky
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mysi mozek mysi hladka svovina pylové zrno, slunecnice

hi m . : ;
ppocampus Poznamka: vyznamné mnozstvi fluorescencniho signalu obrazu v Sirokém4oli

se nachazi mimo ohniskoveé roviny.




Vyhody CLSM {
odstraneéni mimoohniskovych rovin '
vysoky kontrast obrazu

neinvazni metoda

zachovani prostoroveho usporadani
schopnost vytvoreni prostorové rekonstrukce
digitalni forma vystupu - rotace, perspektiva, ...

schopnost zobrazeni bunky - tkane - mnohobunecneho
organismu

souCasné pouziti az 4 kanalu + prochazejici svétlo

26




Nevyhody CLSM

« délka zpracovani materialu i snimku —,,vyhasinani
fluorescence” (photobleaching)

* neostré snimky pfi nizké intenzité fluorescence

e porizovaci cena (mikroskop, konfokalni nastavec,
pocitaCc + program)

Photobleaching Rates in Multiply Stained Specimens Differential Photobleaching in Multiply-Stained Tissues

Figure 4 Figure 1

(d)




Before bleaching After bleaching

4=m Prolong® Gold antifade reagent

- old
a
100° .
| . l l |

? B0%
e
20%

0 . . . . ]
AF 350 AF 483 AFS

55 AFS524 AFB47

Fluorophore

http://abrc.sinica.edu.tw/icm/app_out/main/jpg/theorem04.jpg




XZ slice
P .o e

YZ slice /
along this line

http://microscopy.duke.edu/3D/




smer snimani

NN




10.0um

10.0um

10.0um

10.0um

10.0um

10.0um

10.0um




http://microscopy.duke.edu/3D/




. BITPLANE

» software (Bitplane)
 vizualizace

http://www.imaris.com/go/products/imarisbatch




Dalsi programy:
Leica LAS software, Imaged, MetaMorph and Huygens
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Metaphase : Metaphase Imaris software LSM510 3D
LSM510 3D Imaris software Bitplane Bitplane module (Zeiss)

module (Zeiss)

http://www.crp-sante.lu/en/Competence-centers/Luxembourg-Biomedical-Research-Resources/Confocal-Microscopy/Activities/3D-reconstructions-and-animations




* reflexe - textura a slozeni povrchu - elektronickych
soucastek studium neuronovych Sltl (pomoci Ag), .

.ﬂ\lﬂl’l’l!ﬂﬂ» ¥ n

 prochazejici svetlo
* fluorescence - struktura

bunky a tkani, studium

metabolickych drah,







® vazba aktin-faloidin (FITC)




® vazba aktin-faloidin (FITC)

____________________________________________________________________________




vazba aktin-faloidin (TRITC)




fluorescence Gomoriho trichromu




® vazba tubulin-protilatka (FITC)




® vazba aktin-faloidin (FITC)
vazba DNA-DAPI
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neuron, vazba mikrotubulové proteiny-
protilatka (Texas-RED)

® vazba aktin-faloidin (FITC)
vazba DNA-DAPI

vazba mitochondrie-mitotracker red
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® autofluorescence
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Muller, Worsaae (2006)  Phglloidin, F-actin: Annelida; body wall musculature




NERVOVY SYSTEM - BONELLIA VIRIDIS (ECHIURA)

m Anti-tyrosinatedtubulin
| immunoreactivity,

ventral view, depth-
coding

* “‘*‘*

Hessling, Westheide (2002)




sna>Venus + Bra> + fkh>Cer

I I rulear I merge/df
C d e
In vivo labeling of
2 different embryonic
= territories with three
& . spectrally distinct
fluorescent proteins
i | K

L.
=
e
3
[

Z

.
e

i ,n" "'\.‘ \,

\ Rhee et al. 2005
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Tailbud




glutaraldehyde-introduced
fluorescence for
the microscopic analysis of plant
biotrophic interactions

(9)

FESTER et al. 2008




Srovnani 3 metod
uzivanych ve fluorescencni mikroskopii

rtutova vybojka —> laser — —» laser —»

opticky rez
(0,5-2um)

fluorescencni konfokalni 2-fotonova

excitacni svétlo —» oblast excitace
pozorovanaoblast {"""}  (,vyhasinani“)
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» absorbce 2 fotonu fluorochromem ve stejném okamziku =>
zareni s dvojnasobnou vinovou delkou (poloviCni energie) =>
excitacni zareni 700 nm => emitovane zareni 900 nm

1-photon excitation 2-photon excitation

=

COnstant ------Yermmmmmmef oo n -

One-photon Two-photon

CLSM http://biomicroscopy.bu.edu/r_nonlinear.htm Microscopy

50




Vyhody

* sSe zvysujici se intenzitou zareni zdroje se zvysuje
pravdépodobnost absorpce 2 fotonu fluorochromem

« excitace fluorochromu jen v zaostrené roviné => odpada
nutnost konfokalni clonky => maximum svetla

 velka vinova délka (700 nm) => pomalejsi ,vyhasinani*

1-phaton excitation 2-photon excitation

mensi rozptyl svetla ve vzorku
vetsi penetrace svetla ve vzorku

=gy mala fototoxicita (x UV zafeni)

Nevyhody
» cena Ti:Sapphire laseru

 ohfev vzorku => uziti laserovych pulst nez plynulé ozareri




Superrozlisovaci mikroskopie

o 4Pj mikroskopie - 2 stejné objektivy, kazdy na opacné strané vzorku, zaostfené na stejné misto
» Mikroskopie se strukturovanym osveétlenim (SIM) - osvétieni vzorku svétiem

s pruhovanym vzorem vzniklym difrakci na mfizce

» Skenovaci opticka mikroskopie blizkeého pole (NSOM) - Near-field

Scanning Optical Microscopy) zobrazuje vzorky pomoci skenovani sondou nanometrovych rozméru

* Vyc":erpanl stimulovanou emisi (STED) - (STimulated Emission Depletion) vyuziva
moznosti vyCerpat energii z fluoroforu stimulovanou emisi

« STORM, PALM a FPALM

-(STochastic Optical Reconstruction
Microscopy) , PALM (PhotoActivation
Localization Microscopy)! a FPALM
(Fluorescence PhotoActivation Localization
Microscopy) byly nezavisle publikovany
kratce po sobé a vyuZivaji stejny princip.

Fluorofory pro tyto techniky maiji dva stavy,
jeden schopny fluorescence a druhy
fluorescence neschopny, které se daji
prepinat svétlem rdznych vinovych délek
nebo se prepinaji stochasticky. Ve stavu
schopném fluorescence se nachazi vzdy jen
velmi maly podil vS8ech flouroford, jejichz
fluorescence se snima, dokud nedojde k
jejich vybéleni. Poté se pfevede do stavu
schopného fluorescence dalSi mala ¢ast
flourofort a snimaji se, dokud se nevybéli...




ze zdroje

PIXEL

- picture element, obrazovy prvek

- nékdy téz pel, dale zkracovano na px

- nejmensi jednotka digitalni rastrové grafiky
- jeden bod obrazku zadany svou barvou

VOXEL

(volumetric — objemovy + pixel)
- Castice objemu, predstavujici hodnotu v
pravidelné mfizce tfidimenzionalniho prostoru
pocitatové grafiky

- analogie k pixelu, ktery reprezentuje 2D grafiku
- voxely se pouzivaji nejCastéji pfi vizualizaci a
analyze lékarskych a védeckych dat

k detektoru

Zdroj: Handbook of Biological Confocal

J.Paul Robinson - Purdue University Cytometry Laboratories Microscopy. J.B.Pawley, Plennum Press, 1969




» zkresleni diky
nedokonalosti optickych
zarizeni

* bodova rozptylova funkce

= PSF - Point Spread :
Function - duvod
Jrozmazani“ obrazu

X

Lane Spread

Function “

luminan

Line Solid Image

Sketches illustrating a point spread function (4) and aline

spread funciten (B).

Table of Contents

Spread Functions

Real Object
{Specimen)

matematické zpracovani
obrazu, které redukuje
rozmazani obrazu a

vylepSuje kontrast a
rozliSeni

® PSF —

|

Mathematical Sign for

Convolution

Adapted from 3mith (1966)

Imaged Object
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AutoQuant X
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 http://www.olympusconfocal.com/theory/LSCMIntro.pdf

« http://www.fmhs.auckland.ac.nz/sms/biru/gallery/clsm-images.aspx

« http://www.bcm.edu/cain_foundation/noframes/html/pages/staff/robert mcneil.htm

» Clypeaster subdepressus larva: hitp://mestrado.organelas.com/en/category/confocall/
* http://www.confocal-microscopy.org/

 http://measure.feld.cvut.cz/groups/edu/sz2/prednasky/2sadaPrednasky/Princip konfo
kalni mikroskopie.pdf

« http://www.physics.emory.edu/~weeks/lab/papers/ebbe05.pdf

« http://www.olympusfluoview.com/theory/LSCMIntro.pdf

« http://apfyz.upol.cz/ucebnice/down/optmikro.pdf

*  Fluorofory: http://www1.If1.cuni.cz/~zfisar/fluorescence/soubory/fluorofory.htm
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