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Konfokalni mikroskopie
a
Superrozlisovaci mikroskopie




Konfokalni mikroskopie
,2confocal Microscopy*




Rozmach optické mikroskopie v poslednich letech
(konec 20. a zacatek 21. stoleti)

vysoka kvalita novych objektivi navrhovanych pocitaci
spojeni mikroskopu s vyspélou videotechnikou

technologické pokroky ve vyvoiji laseru, polovodi¢ovych
detektoru svétla (CCD kamer) a pog¢itacii

automatizace mikroskopu
(zahrnuje motorizaci: revolveroveé hlavy, kondenzoru, osvétleni,
fluorescencniho osvétlovace, nosicu filtrt, zaostrovani)



Konfokalni mikroskopie

U preparatu silnych nad 20 um je prudce snizen obrazovy kontrast
potlacenim jemnych strukturalnich detailtl nachazejicich se mimo
zaostrenou rovinu — rusivé zamlzeni obrazu. Tento problém resi
konfokalni mikroskopie.

1957 — patent na princip konfokalniho
mikroskopu Marvin Minski

Rozvoj — konec 70. let (podil i eskych védcu,

Mojmir Petran a Milan Hadravsky — 1968
patent konfokalniho mikroskopu na principu
rotujiciho Nipkowova disku)




Konfokalni mikroskopie

umoznuje sledovani objektl v jedné optické roviné

vyuziti konfokalni clony (,,pinhole*) — umoznuje
prechod zareni pochazejiciho ze zaostreneé roviny v
preparatu. Zareni z oblasti lezicich mimo rovinu
zaostreni konfokalni clonou neprochazi

emitované zareni dopada do fotonasobice a nasledneé
do detektoru, nebo je snimano pomoci citlivé kamery

preparat je skenovan pomoci laseru (zdroj zareni)

Siroké pouziti fluorescencnich proteinu, ale i vhodné
zvolenych fluorescencnich barviv

plné motorizovany pohyb preparatu (osy x, y, z)




Fluorescencni vs. konfokalni mikroskop
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Ishikawa-Ankerhold et al. (2012) Molecules, 17: 4047-4132



Konfokalni mikroskop

Mechanismus skenovani preparatu:

- vyuziti rotujiciho Nipkowova disku
Tandem Scanning Confocal Microscope — TSCM, nebo
Spinning Disc Confocal Microscope — SDCM

- pomoci kmitajiciho laserového paprsku
Confocal Laser Scanning Microscope — CLSM, nebo
Laser Scanning Confocal Microscope — LSCM



Nipkowuyv disk v konfokalni mikroskopii
1884 - nemecky technik Paul Nipkow

- mechanickeé zarizeni, rychle rotujici perforovana desticka, na
které je mnoho vzajemné oddélenych clonek (,,pinhole®)
usporadanych v spirale a pres kterou je svetlo zamérovano na
studovany objekt

- umoznuje zobrazovat nékolik bodt preparatu najednou

"W W /s o=

Direation Nipkow / Petraii Disk

NG Nipkow Disk Architecture

Nipkowulyv disk

Figure 2



Principy skenovani u konfokalnich mikroskopu
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Konfokalni mikroskop

Zdroj zareni - laser

- obvykle soubor laserti o presné definovanych vinovych délkach,
tak aby pokryli celé vinové spektrum, napfr.:

blizky UV (diodovy) — 405 nm
— 457, 488, 515 nm
zeleny (He-Ne) — 543 nm
— 633 nm

Diodovy laser Ar laser



Konfokalni mikroskop

Detekcni zarizeni

- U TSCM je celé zorné pole snimano pomoci citlivé vysokorychlostni
kamery

- v pripadé CLSM fotony emitovany z preparatu dopadaji do
fotonasobice, kde dochazi k emisi elektronu a jejich naslednému

znasobovani. Elektrony jsou posléze detekovany detektorem,
intenzita signalu zavisi od poc¢tu dopadajicich elektront

dopadajici fotony elektrony smérujici k
detektoru
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Konfokalni mikroskop

Olympus FluoView 1000

Zeiss LSM 700
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Konfokalni mikroskopie
Vyhody:

- umoznuje pozorovani zivych objektl v realném case

- obraz neobsahuje neostré pozadi z oblasti vzorku lezicich
mimo rovinu zaostreni

- postupnym snimanim pfi plynule se ménici hloubce zaostreni
(posun v ose z) ziskame sérii desitek optickych rezti — zasobnik
2D obrazu (tloustka optického fezu pfi NA obj. = 1,3 je cca 0,4 um)

- pridatnym softwarem moznost ziskani prostorovych 3D obrazu

- vySsi rozliSovaci schopnost oproti klasickému mikroskopu (1,4x
vySSi pri stejné NA obj., obraz vznika skladanim z jednotlivych bodu
pozorovanych pfes clonku, body byvaji mensi nez primér Airyho
krouzku)

Nevyhody:

- zatizenost statistickym sumem, ktery nelze snadno resit
zvysenim intenzity zareni



Konfokalni mikroskopie
Vyuziti:

- v bunécné biologii a fyziologii:
- tenké optickeé rezy bunkami nebo tkanemi (pletivy)
 sledovani polohy a rozmisténi jednotlivych struktur a
komponent (lokalizace)
 urceni jejich vzajemné polohy (kolokalizace) s vyuzitim
vicenasobného barveni
- Casove serie zaznamenavajici casové zmeny (vcetné velmi
rychlych dynamickych procest — pouziti SDCM)
» sledovani dynamiky proteinti a organel
 sledovani transportnich procesu (trafficking) v realném case
» sledovani zmén nékterych fyziologickych parametru (pH,
koncentrace ruznych iont)
« data pro kvantitativni analyzu dynamickych procesu

- série optickych rezl v ose z (,,z-stack®)
» studium trojrozmérné struktury objektu



Vicenasobné barveni — kolokalizace
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Série optickych fezu v ose z — 3D rekonstrukce

Série optickych rezu ,,z-stack” ,Maximum intensity projection®

3D rekonstrukce

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



Doporucené www adresy

Konfokalni mikroskopie z http://microscopy.duke.edu/

http://microscopy.duke.edu/learn/introtomicroscopy/confocals.html

https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-
resource/primer/techniques/confocal/

Glossary of Terms in Confocal Microscopy
http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/confocal/qgl
ossary.html



http://microscopy.duke.edu/
http://microscopy.duke.edu/learn/introtomicroscopy/confocals.html
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
https://www.olympus-lifescience.com/en/microscope-resource/primer/techniques/confocal/
http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/confocal/glossary.html
http://olympus.magnet.fsu.edu/primer/techniques/confocal/glossary.html

SuperrozliSovaci mikroskopie
»Super-resolution Microscopy*




RozliSeni optické mikroskopie je kvuli difrakénimu limitu
omezené — cca 250 nm

Abbého difrakéni limit (0,2 um)

mravenec savci bunika bakterie mitochondrie bilkovina mala molekula

A UNIE
INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI


http://vesmir.cz/wp-content/uploads/2014/10/rozliseni.jpg
http://e-svet.e15.cz/technika/nobelova-cena-za-chemii-patri-vynalezcum-nanoskopie-1125912
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Nevyhody EM:

- vzorek je vzdy fixovany

- metoda je nachylna k tvorbé artefaktu

- znaceni konkréetnich molekul je slozité
Vyhody superrezoluce:

- vzorek muze byt zivy

- zpracovani vzorku je jednoduché

- (ko)lokalizujeme konkrétni molekuly

Druhy superrezoluce:

= Vylepsena geometrie fluorescencniho mikroskopu
(konfokalni, SIM, 4Pi)

= Stimulovana deplece emise (STED)

» Lokalizace jednotlivych molekul (PALM, STORM)



Nobelova cena za chemii* pro rok 2014

5! y /| \¢ ..

AmeriCané Eric Betzig a William Moerner a Némec Stefan Hell

- oduvodnéni rozhodnuti Kralovské Svédské akademie véd:
"Vyvinutim fluorescencniho mikroskopu s velmi vysokym
rozliSenim premenili optickou mikroskopii do nanoskopie*
(prolomeni vice nez stoletého dogmatu o tom, ze cokoliv mensi
nez zhruba polovina vinové délky svétla (0,2 um) nelze opticky pozorovat)

*NC 2014 za chemii - dimysIné vyuziti fotochemickych nebo fotofyzikalnich vliastnosti
fluorochroma



Prehled superrozlisovacich metod

Konfokalni zobrazovani

STED - STimulated Emission Depletion
API mikroskopie

Celoplosné zobrazovani (,,wide-field*)

Mikroskopie se strukturovanym osvétlenim:

SIM - Structured Illumination Microscopy

Lokalizacni mikroskopie (stochasticka lokalizace):

STORM - Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
PALM - Photoactivation Localization Microscopy
FPALM - Fluorescence Photoactivation Localization Microscopy

GSDIM - Groud State Depletion followed by Individual Molecule
return



STED

(Stimulated Emission Depletion)



http://www.leica-microsystems.com/typo3temp/pics/sted-super-resolution3_798faf3335.jpg

STED
(STimulated Emission Depletion)

= redukce fluorescence stimulovanou emisi - fluorescencni
mikroskopie umoznujici dosahnout rozliseni vyssi (50 nm), nez je
klasicka mez (0,61 . AINA,,,; - tj. asi 250 nm).

Princip metody:

- tlumeni fluorescence excitovanych molekul v okrajovych ¢astich
stopy skenujiciho laserového svazku pomoci dvou Casove
synchronizovanych a prostoroveé koincidujicich (souosych) laserovych
pulsu:

prvni (excitacni) — provadi excitaci fluorochromu

druhy (STED puls) — delSi vinova délka jako excitaCni puls; v okrajovych
castech tlumi emisi vyvolanou excitacnim pulsem a to tzv. stimulovanou
emisi (dojde k ,vyCerpani energie” z flourochromu)

- k tlumeni emise dochazi v okrajovych €astech stopy excitacniho
svazku, jeji stfed vSak neni tlumen — podstatné zmenseni fluorescencni
stopy, a tim vyrazne zvyseni rozliseni



Princip mikroskopie STED u mikroskopu Leica TCS SP5 STED

8 8

|

Q——@)—- — >
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1 — paprsek budiciho laseru (excitaCni zareni)

2 — paprsek deple¢niho laseru (zareni o delSi A)

3 — puvodni excita€ni krouzek (klasicky konfokalni)
Profesor Stefan W. Hell 4= d?plecm, (STE_D)‘, krouzek .r

(n&mecky fyzik) 5 — vysledny excitaéni bod (mensi nez 90 nm)
Nobelova cena za rok 2014 6 — konfokalni clona

7 — detektor

8 — dichroické zrcadla


http://en.wikipedia.org/wiki/File:STED_Mikroskop_PSFs.jpg

STED (STimulated Emission Depletion)

= stimulované potlaceni emise

Fluorescencni zareni tak vznika pouze v nezhasené oblasti uvnitr
mezikruzi, Cimz dochazi ke zlepSeni rozliSeni.

RozliSeni zavisi na tom, jak moc dokazeme omezit oblast, v niz
nedochazi k vyCerpavani fluorescence. Ta je limitovana intenzitou zareni
laseru s delSi vinovou délkou a u biologickych vzorku limituje nejlepsi
dosazitelné rozliSeni, protoze pri prilisné intenzite osvetleni dochazi k
poSkozovani vzorku.

V praxi se maximalni rozliseni pohybuje kolem 50 nm, (v ose z 150
nm)



Confocal

STED

Porovnani vysledkll dosazenych pomoci klasické konfokalni
mikroskopie (nahore) a pomoci mikroskopie STED (dole).
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http://www.leica-microsystems.com/typo3temp/pics/confocal-sted_c2b8df7024.jpg
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Hela cell stained with primary antibodies against the nuclear pore complex
protein Nup153 and secondary antibodies conjugated with ATTO647N. The image
was acquired with a TCS STED confocal microscope (Leica). Bars: 5 uym (insets,

0.5 um).

Schermelleh L., Heintzmann R. and Heinrich L. A guide to super-resolution fluorescence microscopy. JCB 190,
p. 165-175, 2010/6. Dostupné online: http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full



http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full

4P1 MIKROSKOPIE

- podobny klasickému konfokalnimu mikroskopu
- ma 2 stejné objektivy, kazdy na opacné strane vzorku,
zaostreneé na stejné misto

Obrazy z objektivl se skladaji a ve vysledku tak funguji jako jeden
objektiv s dvojnasobkem numerické apertury, coz vede ke
zlepseni rozliseni.

Diky interferenci proti sobé jdoucich paprsku se jesté vice
zmensuje objem, do nejz se promita bod, zejména v axialnim smeru.

Vysledné lateralni (xy) rozliSeni dosahuje az 100 nm a axialni (xz)
rozliseni az 150 nm (bé&zné axialni rozliseni 500-700 nm).

j‘&:\ 5
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4P1 MIKROSKOPIE

DM — dichroické
zrcadlo

" Laser

DM

BS — rozd€lovac

paprsku laseru "

BS . i (é I Detektor
— '

Objektiv Objektiv

.
X
V4

Schéma 4Pi mikroskopu

Upraveno: https://en.wikipedia.org/wiki/4Pi_microscope#/media/File:Scheme-4PiMicroscope.jpg



Confocal y

4Pi raw e

Microtubuli in a neuron cell

Cooperation with Max-Planck-Institut for bio-physical Chemistry, Department
NanoBiophotonik - Prof. Dr. S.W. Hell

https://www.dkfz.de/en/nanoscopy/Science/4pi en.html



https://www.dkfz.de/en/nanoscopy/Science/4pi_en.html
http://www.nanoscopy.de/

SIM

(Structured lllumination Microscopy)
- strukturované osvetleni

vyuziva osvétleni vzorku svetlem s pruhovanym vzorem
vzniklym difrakci na mrizce

interferenci s detaily vzorku vznika moaré efekt

jeho naslednym pocitacovym zpracovanim lze spocitat,

jak vypadaly struktury, jenZ ho zpusobily, a ziskat tak obrazek

obsahujici jemnégjSi detaily s rozliSenim okolo 100 nm
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http://www.physik.uni-bielefeld.de/
http://www.physik.uni-bielefeld.de/
http://www.physik.uni-bielefeld.de/

SIM

(Structured lllumination Microscopy)

aLamin B

Nahore: CLSM

Dole: 3D-SIM

Detail jaderné membrany:
cervené jaderné pory (anti-NPC)
zelené jaderny obal (anti-lamin)
modfe chromatin (DAPI)

http://cs.wikipedia.org/wiki/Superrozli%C5%Alovac%C3%AD mikroskopie



http://commons.wikimedia.org/wiki/File:3D-SIM-1_NPC_Confocal_vs_3D-SIM_detail.jpg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Superrozli%C5%A1ovac%C3%AD_mikroskopie

Wide-field 3D-SIM

Conventional wide-field image (left) and 3D-SIM image of a mouse C2C12 prometaphase cell stained
with primary antibodies against lamin B and tubulin, and secondary antibodies conjugated to Alexa 488
(green) and Alexa 594 (red), respectively. Nuclear chromatin was stained with DAPI (blue). 3D image
stacks were acquired with a DeltaVision OMX prototype system (Applied Precision). The bottom panel
shows the respective orthogonal cross sections. Bars: 5 ym (insets, 0.5 pm).

Schermelleh L., Heintzmann R. and Heinrich L. A guide to super-resolution fluorescence microscopy. JCB 190,
p. 165-175, 2010/6. Dostupné online: http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full



http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full

Metody superrozlisovaci lokalizacni mikroskopie
(Single-Molecule Localization Microscopy - SMLM)
Stochasticka lokalizace

STORM (STochastic Optical Reconstruction Microscopy)
PALM (PhotoActivation Localization Microscopy)
FPALM (Fluorescence PhotoActivation Localization

Microscopy)
GSDIM  (Groud State Depletion followed by Individual
Molecule return)

- Metody byly nezavisle publikovany kratce po sobé a vyuzivaji stejny princip.

- Fluorofory pro tyto metody maji dva stavy - jeden schopny fluorescence a
druhy fluorescence neschopny (fotoaktivace), které se daji prepinat
svétlem ruznych vinovych délek nebo se pfepinaji stochasticky (nahodile).

- Ve stavu schopném fluorescence se nachazi vzdy jen velmi maly podil
vSech fluoroforu, jejichz fluorescence se snima, dokud nedojde k jejich
vybéleni. Poté se prevede do stavu schopného fluorescence dalsi mala Cast
flurofort a snimaiji se, dokud se nevybéli. Tento postup se opakuje, dokud neni
nasnimano dostate€né mnozstvi fluoroforu.



- Fotony nasnimané z jednoho fluoroforu jsou detekovany na SirSim prostoru
podle rozptylové funkce (PSF, point spread function). Poté se matematicky urci
stted PSF a danému fluoroforu se pfifadi tato spo&itana soufadnice. Cim vice
fotonl se detekuje z daného fluoroforu, tim lépe je definovana PSF a tim
presnéjsSi je lokalizace fluoroforu. Lze dosahnout rozliseni az v jednotkach nm.

Single-Molecule Localization Procedure

Point-Spread CCD
+{ Function Display oY GausiSIan
) \

Fit () Pixel
Data

Data Point

- Jako fluorofory se vyuzivaji bud fotoaktivovatelné fluorescencni proteiny
(napf. PA-GFP), nebo fluorescencéni barviva (napr. Cy3,Cy5, Alexa).
- K aktivaci fluoroforu obvykle dochazi osvicenim laserem s nizkou intenzitou,
vyuzivajici jinou barvu, nez se poté vyuziva k vybuzeni fluorescence.

obvykle delsi doba snimani celkového obrazu, protoze
se musi nasnimat velké mnozstvi dilCich obrazu



Princip lokalizaCni superrezolucni mikroskopie

vzdalenost > 0,611/NA

objekt s fluorescencni
sondou

OFF— ON e,
; vytvareni
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V objektu obsahujicim fotoaktivovatelnou nebo fotoregulovatelnou fluorescenéni sondu je
maly pocCet nahodile (stochasticky) vybranych a dostateCné navzajem vzdalenych
fluorochromd prepnut aktivaénim svételnym pulzem do fluorescenéniho stavu. Z jejich
centroidnich souradnic je pak po nékolika desitkach tisic opakovani takové lokalizace
vytvoren superrezolucni obraz distribuce fluorescenc¢ni sondy ve studovaném objektu.



Wide-field TIRF PALM/STORM =~ .-

TdEosFP-paxillin expressed in a Hep G2 cell to label adhesion complexes at the lower
surface. The image was acquired on an ELYRA P.1 prototype system (Carl Zeiss, Inc.) using
TIRF illumination. Single molecule positional information was projected from 10,000 frames
recorded at 30 frames per second. On the left, signals were summed up to generate a TIRF
image with conventional wide-field lateral resolution. Bars: 5 pm (insets, 0.5 um).

Schermelleh L., Heintzmann R. and Heinrich L. A guide to super-resolution fluorescence microscopy. JCB 190,
p. 165-175, 2010/6. Dostupné online: http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full



http://jcb.rupress.org/content/190/2/165.full

Porovnani tri hlavnich strategii superrezolucéni mikroskopie
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Legenda k predchozimu obrazku:

Ve tfech obrazcich levého sloupce je schematicky znazornéna vnitrni
struktura hypotetické bunky s mikrotubularnimi vlakny a granularnimi
utvary. Vlozené bilé ramecky lokalizuji polohu oblasti zobrazené ve
zvétSené podobé v pravém sloupci. Vzhled zvétSenych obrazku
zjednodusené naznacCuje rozdilné moznosti jednotlivych metod.
Zatimco obycejna SIM metoda nabizi pouze dvojnasobné zlepSeni
rozliSovaci schopnosti, které znamena vyrazné zlepSeni oproti
standardni celoplosné mikroskopii (viz vlozeny segment), ale neni jestée
dostateCné pro realistické zobrazeni rozméru jemnych bunécnych
struktur, metody stochastickeé lokalizace (PALM, FPALM, STORM) a
metoda redukce fluorescence stimulovanou emisi (STED)
umozAuji nanoskopické zobrazeni mikrotubulid a dalSich struktur
blizkych k 20 nm.

STED je z hlediska zkoumani dynamickych jevu v zivych burikach
perspektivnéjsSi nez metody lokalizacni.

Plasek, Jaromir (2015): SuperrozliSeni v optické mikroskopii - Nobelova cena
za chemii za rok 2014. Pokroky matematiky, fyziky a astronomie 60, p. 23-28.
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