Méreni rozméru ve SM
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Meéreni rozméru ve SM

Meéreni plochy S
1. Po prekresleni nebo vyfoceni je plocha zjisténa:

a) planimetrem — pfistroj pro méreni obsahu rovinnych ploch
b) vazkovou metodou

2. Rastrové metody: v ohniskové roviné okuldru je rastr (napf. body)

xxxx.x
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3. Pocitacovou analyzou obrazu
* vyuziti ovladaciho programu mikroskopu, prip. specidlnich programa (napf. Imagel)
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Méreni rozméru ve SM

Pocitdni mikroskopickych objekti

* pro zjiStovani poctu mikroobjekt(i v jednotce objemu (koncentrace) se pouzivaji
pocitaci komdrky (napft. Blirkerova komurka)

* pouziti napr. v mediciné pro stanoveni poctu ¢ervenych a bilych krvinek

Cervené krvinky

* krev se fedi 200x v tzv. Hayemové roztoku (HgCl,, Na,SO,, NaCl - zabranuje srazeni
krve)

» pocitaji se v obdélnicich komurky; norma: muzi 5 milion v mm3, Zeny 4.5 milionu v
mm3

Bilé krvinky
* krev se redi 20x v tzv. Turkové roztoku (ledova kyselina octova 1%, 1% roztok
gencianova violet’- 3% H,0)
* nejdfive dojde k hemolyze ¢ervenych krvinek (rozpad), pak obarveni jader bilych
krvinek
* norma: muziizeny 4000 — 10000 v mm3; pocitani ve velkych ¢tvercich komarky
(nad 10 tis. leukdza, nad 30 tis. leukémie)



Méreni rozméru ve SM

Pocitani mikroskopickych objekti

Burkerovo pravidlo:

Statistika — Poissonova: nahodna velicina, ktera vyjadfuje pocet
vyskytu v urcitém intervalu (objemu), kdyz nastavaji nezavisle
na sobé

Pouziva se vyrazu: chyba jednoho méreni

(relativni) = \/% , p — celkovy pocet napocitanych krvinek

Pr.: 400 krvinek — 5 % chyba



Biirker-Turkova komurka

Méreni rozméri ve SM
definovany rastr s hloubkou 0.1 mm
. Ve 7 7

pri znamé vrstve roztoku — 0.1 mm, mame definované objemy pod prislusSnymi vrypy
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Zaznam obrazu ze SM

1. Kresleni

pfimo nebo pouzijeme okular se sitkou a kreslime na mm papir
kreslici zarizeni (obraz se promitne na papir)

Abbélv kreslici pristroj

Nastavec okuldru: dva sklenéné slepené
hranoly

- CasteCné pokovené

- na rameni uchycené zrcatko - vidime
soucasné mikroskopicky obraz i kresbu
(obkreslujeme vidény obraz)

mikrbskop kresba




2. Mikrofotografie

* fotograficky zaznam obrazu v mikroskopu

a) kombinace mikroskop — fotograficky pfristroj

Zaznam obrazu ze SM

* optimalni sestaveni — vystupni pupila splyva se vstupni pupilou fotoaparatu
b) propojeni fotoaparatu (bez objektivu) s mikroskopem pres spojovaci tubus
c) nasazovaci kamera a projektiv

svétlovod

film,
O 7D kamera

—[ —— | magneticka zavérka

T J_dalekohled{vytérfecij

v | | projektiv

ST o

fotonka (expoziéni automat)

3. Mikrokinematografie
e filmova kamera, CCD, CMOS kamery, propojeni na pocitac s ovladacim programem

kamera je bez objektivu
specialni projektiv promita
obraz na film

pomocny systém (dalekohled)
— umoznuje zaostrit mikroskop
a vybrat osvétlené pole



Pocitacova analyza a Uprava obrazu

fada programu pro analyzy mikroskopickych snimk@ (napf. Micro Image, Imagel)

Princip:

1. Porizeni obrazu — pfimo ze SM (digitalni fotoaparat, CCD, CMOS kamera), z fotografie

pres scanner

0,0 j y
i CCD prevodnik

el digitalizaéni karta
y il (framme grabber)

pocitac
program

Obrazova matice: 4096x4096, 2048x2048, 1024x1024, 4008x2664, ...

Digitalizace obrazu
matice obrazovych bodl — pixel( (picture element)

v kazdém pixelu je dan jas urovni intenzity daného bodu - pocet bitl v pixelu
tfidy obrazu: dvouurovnova (Cerna-bild), Sedoténovy (8, 14, 16 bitd)

RGB (red-green-blue) — skute¢né barvy

.: 8 —bitové Sedotdnové vyjadreni — 256 (28) Urovni Sedi

RGB — 224 (24 bitovy RGB triplet)




Charakteristiky digitalizovaného obrazu

Integrovany obvod

o L

A tento jas)

U ma

plocha (kolik pixel
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. Histogram obrdzku — rozlozeni jasu v obraze
=  pomoci matematickych funkci Ize omezit
. tvar histogramu (linearni, logaritmicka,
8 exponencialni, atd.)
n e Uprava histogramu — tzv. equalizace obrazu
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] J‘ I
-—-ﬁ—r
0 100 200

jas od cerné po bilou



Zpracovani obrazu

* Uprava a zpracovani snimk0 dilezité pro jeho vyhodnoceni

1. Aritmetické operace
e scitani — primérovani, redukce Sumu

2 25 13 10 35 8 12 60 21
13 37 14|+ 7 43 12|=(20 80 26
4 17 9 6 21 11 10 38 20
e odecitani — napf. pozadi = zvySeni kontrastu
* nasobeni— napr. korekce kontrastu, aplikace masky

e déleni —napr. korekce kontrastu

2. Logické a pravdépodobnostni operace — pro Cernobily obraz

3. Méreni a pocitani objektu v obraze T — .

pixely

» thel mezi dvéma
useckami

= plocha P (pocet pixeli ve
vyznacené plose)

= pocet objektl v obraze




Zpracovani obrazu

4. Filtrovani— Cislicové filtry

PF.: maticova konvoluce — hodnota pixelu se nahrazuje linedrni kombinaci pixel( v okoli (obnova

ztracenych Udaju, rozostreni, razné typy filtrd)

* velikost konvolu¢ni matice je obvykle 3x3 az 6x6

* hodnota koeficientll v konvoluéni masce zavisi na typu filtru

* pro udrZeni bitové hloubky pixelu nutnd korekce (napr. déleni sou¢tem koef. konvolu¢ni masky)
(1*165+2*255+1*%165+2*225+... = 3555 / (1+2+1+2+5+2+1+2+1) = 209
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4. Filtrovani — Cislicové filtry

zaostreni
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Zpracovani obrazu

5. Fourierova transformace
Fourierova transformace S(m) (funkce frekvence) a ¢asové funkce s(t) je definovana podle

znamého vztahu 0 0
S(w) = js(t)e'i“)tdt = SQ2nf) = fs(t)e‘iznftdt )

* pro pocitacové zpracovani probihajici v diskrétnich bodech vyjadrena pro kazdou
spektralni ¢aru (frekvenci) so%étlem — diskrétni Fourierova transformace:

—inkz—n

S(n)=25(k)e N n=0,...N—1

k=0

Diky separovatelnosti Fourierovy transformace je mozné aplikovat diskrétni Fourierovu
transformaci nejprve na radky a pak-avstaupce vstupné'bto obrézl2<#
F(u,v) = z z f(x, y)e(—iwxu)e(—iﬁyv)

x=0 y—o
0,0 N-1

sloupcu

radku

13




Zpracovani obrazu — Fourierova transformace a zpétna Fourierova transformace
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Fourierova (Fourierova B’
fedmitova transformace zadni ohniskova transformace)’ obrazovi
pree > rovina — > .
rovina rovina

difrak¢ni rovina
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Zpracovani obrazu — Fourierova transformace a zpétna Fourierova transformace

¢oCka F

Fourierova (Fourierova

predmétova transformace zadni ohniskova transformace)?
> rovina —

rovina : L, : rovina
difrak¢ni rovina

obrazova

\ 4
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Fourierova transformace realného obrazu v zadni ohniskové roviné

1/d [mm1]




Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv filtru na rozliseni obrazu predmétu

Clona v zadni ohniskové rovinée

1/d [mm1]




Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliseni obrazu predmétu

(Fourierova
A W 14 - -] 7
piedmétova R Fourierova transformace) obrazova

rovina ; transformace rovina

18



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

o2F

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova Fourierova tranSformaceg obrazova

v

rovina transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

19



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova R Fourierova tranSformaceg obrazova

rovina . transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

20



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova Fourierova tranSformaceg obrazova

v

rovina transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

21



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova Fourierova tranSformaceg obrazova

v

rovina transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

22



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova Fourierova tranSformaceg obrazova

v

rovina transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

23



Clona v zadni ohniskové roviné objektivu - vliv na rozliSeni obrazu predmétu

(Fourierova
v W I4 H -1 r
piedmétova Fourierova tranSformaceg obrazova

v

rovina transformace rovina

Objektivova clona limituje rozliSeni obrazu — ¢im mensi clona, tim mensi rozliseni

24



Normanského diferencidlni interferencni kontrast (DIC)

* obecné plati, Zze interferencni mikroskopie pracuje na principu porovnani paprsku po
pruchodu vzorkem a druhého po priachodu mimo vzorek (vzduchem). To lze
zrealizovat rlznym zplsobem = rdzné metody interferencni mikroskopie

* vhodné pro pozorovani vzorkl s nizkym kontrastem

Usporadani optickych prvka — rozdil oproti klasickému SM

Schematic DIC Configuration L ) . ) o
Light to * vlozeni paru Wollastonovych hranolu a paru zkfizenych

- — Eyepieces polarizatori
R —— A alyzer Chod paprsk:
* linedarni polarizace svétla polarizatorem
Bt e chod paprski dvojlomnym délicem Wollastonova typu

(vzniknou dva polarizované paprsky radny/mimoradny
— Objective )

o SESmman  druhy Wollaston(iv hranol, shodné orientovany s
prvnim je umistén v zadni ohniskové roviné objektivu
Condenser , . , .,
e druhy (zkfizeny) polarizator
Prednosti:
- Wollaston e o o ; .. "
Prism * kolem detailt predmeétu neni v obraze rusiva ,,aura

jako u fazového kontrastu
, * pfi malych hloubkach ostrosti Ize rozlozit stupriovité
| = Light from

\ ~
, Lamp vrstvy ~ nm .




Normanského diferencialni interferencni kontrast (DIC)

Specimen
(inhomogen phase object)
Prism DIC prism
(Nomarski) (Nomarski)
Y4
>4 B
Polarisator Analysator
Phase
difference
X
unpolarized  linear two vertical linear polarized
light polarized polarized light
light waves (analysator vertical

vs. polarisator)

26



Normanského diferencialni interferencni kontrast — funkce Wollastonova hranolu

Wavefront Shear in Wollaston Wavefront Shear in Wollaston
and Nomarski Prisms and Nomarski Prisms

Wavetronts e — . Modifikovany hranol

Together Together

ohnisko kondenzoru

— — Interface Plane s e : — — Interface Plane
— Ordinary Wave flinded — Ordinary Wave

Polarization .
— ExtraOrdinary Wave — ExtraOrdinary Wave

Orientation

hranol rozdéli linearné polarizované svétlo na dvé vzajemné kolmo polarizované slozky (o a e paprsek)

o a e paprsky nejsou paralelni (Uhel 104 rad)

laterarni posuv obrazl je ale velmi maly~ 0.1 um (pod rozliSovaci mezi objektivu — proto vidime 1 obraz)
dvojice paprskd prochazi vzorkem a v disledku napf. rizné tloustky preparatu, indexu lomu dochazi k
fazovému rozdilu mezi o a e paprsky

druhy Wollaston(v hranol (pozice v ohnisku objektivu) sklada o a e paprsky

po prlichodu analyzatorem mohou spolu paprsky interferovat

modifikovany hranol Normanského — o a e paprsky se prekfizi v ohniskové roviné kondenzoru = paprsky

vstupujici do vzorku jsou paralelni = eliminace laterarniho posuvu obrazu
DIC Phase

zdanlivy 3D obraz
27
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Hoffmanuv modulacni kontrast (HMC)

Vyhody oproti Normanskému DIC:

podobné zobrazeni pfi nizsi cené doplnkovych komponent

moznost pozorovat objekty i na dvojlomnych podlozkach (napf. bunécné kultury v plastovych
kultivacnich kyvetach)

pouZiva se ke zvyraznéni kontrastu neabsorbujicich predmétu

HMC je dokonalou verzi Sikmého osvétleni

virtuadlnim zdrojem svétla, zajistujicim Sikmé osvétleni je pfi HMC obdélnikova stérbina umisténa
v predni ohniskové roviné kondenzoru

v obrazové ohniskové roviné objektivu je modulator (amplitudovy filtr) — maska, ktera se kryje s
obrazem stérbiny = ovliviuje mnozstvi svétla propusténého objektivem

Hoffman Modulation Contrast Modulator and Slit Designs

mmm  Polarizer 1 Polarlzer\é,"

Polarizer 2 Slit with i
- Polarizer (l‘

Slit 2 4

Slit

Condensor

“ Specimen
* Microslide

Specimen

e Stérbina ma rlizné umisténi

e obsahuje materidl s riznou
propustnostl' (TG(gradient) a TB (background))

‘ * modulator—tfi oblasti (Tg, Ty, Tp)

Condenser .

Siit Plate e Ts=15% (kryje se s obrazem

Rty Stérbiny)

: « Tp<1%, Tg=100% 28

Objective

Hoffmann Modulator




Hoffmanuv modulacni kontrast (HMC)

Imaging Phase Gradients

Tp<1%
Ts=15%

Q ‘D c ~ T, = 100%

* v mistech gradientu optickych tlousték se paprsky odchyluji (hlovd odchylka) a
jednotlivé prispévky vytvori v zadni ohniskové roviné dil¢i obrazy stérbiny

» obrazy Stérbiny jsou pak posunuty vici Sedé zé6né modulatoru bud do tmavé nebo
svétlé oblasti modulatoru

» Vysledek: dojem Sikmo osvétleného reliéfu (svétlejsi a tmavsi kontura)

vodni mikroorganismy 29




Hoffmanuv modulacni kontrast — odvozeni vzorci uhlové odchylky

uhlova odchylka je umérna 1. (n—1) -% grad tl. pfi n = konst. (n —index lomu)
dn v
2. n-— grad n, pri /= konst. (/ —tl. vzorku)
ad 1) Model 1
Plati: n.sina=sing
4/ odchylka:
Klin  n=1 B / dao=pf - o f-a =smf-sinag
B /! =n.sma-sinag=(n-1). sina
n> 1|l ST gradient tloust’ky:
a_,.
- — = 1,‘_'-.-.|rl'f' 7 i— a
f:i.f Tx ale /
. dl
D igy =lga =sInQ = —
dx
. . dl
—da=F—-c=m-1).sina= (n—l}.d— cbhbd
X

30



Hoffmantv modulacni kontrast — odvozeni vzorcu uhlové odchylky

. , e dl v .. :
uhlova odchylka jeumérnd 1. (n—1) T zmeéneé tl. pfi n = konst. (n —index lomu)
dn v v v
2. n-— zméneé n, pril = konst. (I —tl. vzorku)
ad 2) Model 2 Plati:
!
i__"“}/ . .
§ n="1 si e = i, sin g
I, c_jll L . ( T . Fra 3
A4 nl.sm‘ ——pBll=n,.sin| ——w
.'l':l— ) __i | | 2 = i 2 J,
I /
F— ( )
h .| T
i | sin| —— S |=cos 8
A X \ 2
n=1 \_hO'.| AX
_', 1,.C0S8 f =n,.CO0S®
I

siny = n,sine (sin 2w + cos 2w = 1)

| f . !

. = i 2 S o |
Sy =n,y1-cos" @ = |'1—[—1] cos’ B = \f’” - 1‘| l-————| =

L = |

J

\‘I L1, M,
7 2 . 2
x/ng‘ —n, +sin’ @ = sin’ y —sin’ o = nj —ny Sa=y—a
= (y—a)(y+a)=m,—n).(n,+n)=An2n konst.~ Ly + «

d o~(An/Ax).2n konst~n.dn/dx c.b.d. 31



Rozdéleni:

Konfokalni mikroskopie

(idea Marvina Minkseho z r. 1957 — tzv. tandemova CM)

1. LSCM (konfokalni skenovaci laserova mikroskopie)
2. TSM (tandemova skenovaci mikroskopie)

SIMPLIFIED OPTICS OF ALSCM

ZOURCE PINHOLE

(ILLUMINATING AFERTURE)

LIGHT S0URCE
{0.g. LASER)

FOCAL PLANE

PHOTODETECTOR

(PHOTOMULTIPLIER)

DETECTOR PINHOLE

-'"'"'-.HI-EDHFD-C.AL APERTURE)

Vil HNCHROIC MIRROR
B, (BEAM SPLITTER)

¥y OBJECTIVE LENS

SPECIMEN
FOCLUE

s |N-FOCUS LIGHT RAYS
m— QUT-OF-FOCUS LIGHT RAYS

Lance Ladic

ladicifcs.ubc.ca

Odlisnost od klasického SM:

laserovy paprsek prochazi clonkou a dale je
fokusovan objektivem na vzorek — primeér paprsku
odpovida difrakéni mezi (rozliSovaci mez)
osvétlen je jen jeden bod, signaly od okolnich bodu
(vedle, pod a nad) jsou u detekce omezeny otvorem
rezimy: epi (odrazené) nebo fluo (fluoresecencni)
konfokalni: kondenzor = objektiv (stejné ohnisko,
méné odraz(l)
ziskani celého obrazu pomoci skenovani:

* rozmitani laserového paprsku

e pfiénym posuvem vzorku pred objektivem

* posuvem objektivu nad vzorkem
konfokalni obrazy jsou vzdy zaostfené a predstavuji
optické rezy vzorkem (pro A = 488 nm, tl. = 0.4 um)

Pocitacova rekonstrukce obrazu:

zvyseni hloubky ostrosti sklddanim obraz(

sklddani obraz(i, otaceni obraz(, pronikani do
hloubky vzorku

stereoskopické obrazky, korekce pozadi atd. 32



Konkrétni provedeni LSCM

-
I

[ PHOTOMULTIBLIER
_ REJECTION
FILTER r
DETECTOR
PINHOLE
ILLUMINATION
COMFOCAL PINHOLE
UNIT
DICHROIC
MIRROR |~ LASER CONTROL
| it
EXCITATION
FILTER
XY SCANMING _ MICROCOMPUTER
UNIT o
L !
CONVENTIOMAL
MICROSCOPE
FOCUS

| STAGE |

Y =

realném case (viz tandemova konfokalni mikroskopie)
do optické soustavy se zarazuji polarizacni prvky pro eliminaci odrazeného svétla

pouzity laser, vétSinou Argonovy (¢ary 457, 488, 514 nm), filtry vidy monochromatické
u laserd je nutné zeslabovani svétla (photobleaching) nebo kratka doba osvétleni bodu

pfi slabé fluorescenci je mozné zprdmérovani mnoha obrdazk(

fe.g. HARD DISK,
OPTICAL DISK,
TAPE)

OuTPUT

{e.g. LASER PRINTER,

DYE-3UB. PRINTER,
SLIDES}

Lance Ladic

ladiciics.ubc.ca

zrcadlovy rozmitaci systém muZze byt nahrazen rychlejSim systémem umozniujicim pozorovani v
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Pouziti polarizacnich prvki v konfokalni mikroskopii ke zkvalitnéni obrazu

vzorek

dopadajici laseroveé svétlo

(polarizovang)  — ~ — @ Q@h\

» dopadajici svétlo je linedrné polarizované (laserovy zdroj) a po prlichodu A/4 destickou
vznika kruhoveé polarizované svétlo

* odraZené svétlo od vzorku je také kruhové polarizované, po nasledném prichodu A/4
destickou vznika linedrné polarizované svétlo oto¢ené o 90° viici dopadajicimu

» svétlo odrazené od optickych prvk( je stejné polarizované jako svétlo dopadajici a
polarizator ho nepropusti — eliminace odraZenych paprski

Pouziti CM biologii:
* nedestruktivni a neinvazivni zpusob studia prostorové struktury bunék a tkani

neuronoveé sité v mozkové tkani, selektivni rozloZzeni fluorescen¢nich molekul v
bunkach atd.) 34




Tandemova konfokalni mikroskopie

» vzorek se vétSinou pozoruje okem (nebo chlazenou CCD kamerou) v realném Case

(okuldarem)

* misto rozmitacich zrcadel se pouzivd Nipkowuv kotou¢
» desitky aZ stovky tisic otvorll v Archimedovych spiralach

e kotouc rotuje (desitky Hz)

e otvory konjugované (v dopadajicim a detekovaném svétle)
* v daném okamziku je nad vzorkem (osvétleni) a obrazem (detekce) vyuzit pouze jeden

otvor
Usporadani podle Petrané a Hadravského (1985) LF Plzen
oko
t  okular
<+
R N |
H Nipkow(v Kotoug
i
I

1
1
i objektiv=kondenzor
|

vzorek

Yokogawa Spinning Disk Unit Optical Configuration

Shaped and Collimated —
Laser lllumination

Monochrome

Microlens CCD Camera

Lens Array

Disc

Dichromatic Lens

(l;llnr;‘ole) Beamsplitter
ow!
!g ps,?,ﬁ‘g,‘e Excitaéion
an
Ay Emission
Figure 8

Zeiss microscopy



Flatfish image acquired with Andor Bench Top Confocal BC 43 (spinning disc) using multiple tile acquisition and montage.
6 tiles were acquired to compose the image covering a range of 554 ym. The image was rendered with Imaris. Image
credit: Marco Campinho, University of Algarve and Claudia Florindo, Andor Technology.
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Development of a Drosophila embryo is effortlessly visualised in 3D with up to 4 channels using the confocal
imaging mode of the BC43 (spinning disc). Image credit: Ines Baido-Santos and Alvaro Tavares, University of
Algarve, Claudia Florindo, Andor Technology.




Tandemova konfokalni mikroskopie

Detekce stereo-obrazkl

o/
el

/ \Johyb vzorku

nutné snimat obrazky pod dvéma
uhly (simulace pohledu pravého a
levého oka)

vzorek se pohybuje nejprve podle
jedné osy (simulace pohledu
pravym okem) a postupné se
zaznamena na film. Potom se
pohybuje podle druhé osy
(simulace pohledu levym okem).
rekonstrukce obrazu vidéného
pravym a levym okem
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Video-mikroskopie (video-enhanced microscopy)

* oko dokaze objekty s nizkym kontrastem identifikovat, ne vSak kvantitativné
hodnotit.

* mikrofotografie, dlouho pouzivana ve SM je nahrazovana video— mikroskopii
(rozvijejici se od 70. let s rozvojem CCD prvk( a digitalizaci obrazu)

e kvalitni CCD kamery pracuji s osvétlenim od 0,1 lux

» spektralni citlivost je ddana optickymi vlastnostmi kfemiku (400 — 1100 nm). Specialni
CCD detektory citlivé i od 200 nm

e citlivost kamer se zvySuje chlazenim na teplotu — 100 °C (pokles tepelného Sumu)

Metody video-mikroskopie
1. Videové umocnény kontrast (VEC — Video Enhanced Contrast)
2. Zesilena fluorescenéni mikroskopie (IFM — Intensified Fluorescence Microscopy)

ad 1) VEC

e Patri sem vSechny metody, kdy zanikaji detaily v jasu pozadi. Zesileni se provadi
odectenim pozadi a vynasobeni rozdilového signalu vhodnym koeficientem.

 Tak je mozné pozorovat objekty az o rad mensi nez je mezni rozliSovaci schopnost
SM, napfr. tubuly v cytoplasmé (20 — 30 nm v priméru), nebo ¢astecky koloidniho
zlata (20 — 40 nm) uzivané v mikroskopii jako znacky.



Video-mikroskopie (video-enhanced microscopy)

ad 2) Zesilena fluorescencéni mikroskopie - IFM

pouziva zesilovace obrazl

pri zesilené fluorescencni mikroskopii Ize snizovat intenzitu buzeni oproti intenzité
potfebné k vizualnimu pozorovani, ¢imz se potlacuje ,vybélovani“ fluorescence.
IFM se Casto kombinuje s pocitaCovym zpracovanim obrazu, které umoznuje zlepsit
pomér signdl/Sum integraci nékolika postupné snimanych obrazkd.



SuperrozlisSovaci mikroskopie

mikroskopické metody, které ,,obchazi” difrakéni limit svétla a umoznuji pozorovat
objekty s vysSim rozlisSenim, nez je difrakéni limit

neustaly vyvoj novych metod

Priklady:

skenovaci opticka mikroskopie blizkého pole (Near-field Scanning Optical
Microscopy - NSOM)

mikroskopie evanescentniho pole (Evanescence Field Optical Microscopy -
EFOM)

vycCerpani stimulovanou emisi (Stimulated Emission Depletion Microscopy -
STED)

metoda STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

PALM (PhotoActivation Localization Microscopy)

FPALM (Fluorescence PhotoActivation Localization Microscopy)



Mikroskopie blizkého pole (near-field scanning optical microscopy - NSOM)

oblast blizkého pole je definovana jako oblast v okoli vzorku mensim nez je vinova délka
dopadajiciho svétla. V NSOM je tato vzdalenost v fadu nékolika nanometru.
detekce fluorescence z blizké oblasti se provadi za ucelem dosazeni optického rozliseni lepSiho

nez je difrakéni limit svétla

sonda (mUZe byt pokovena) s miniaturnim otvorem slouZi jako zdroj svétla a/nebo detektor

(zalezi na pracovnim modu)

diky malému rozméru otvoru sondy (25-100 nm, mensim nez vinova délka svétla), svétlo
nemUzZe projit skrz a v okoli hrotu se tvofi evanescentni vina, kterd excituje vzorek v blizkém

poli

detekce signalu v blizkém poli neni zatizena difrakénim limitem jako signal detekovany ve
vzdaleném poli, rozliSeni je dano velikosti otvoru a nezavisi na vinové délce pouzitého svétla

sonda

apertura
a<A

vzorek __ | ___ d< <A

Varianty NSOM — lisi se zplsobem excitace
a detekce fluorescence

daleké
pole objektiv
d >\

JAVAVAVAY

I 4

I excitace, fluorescence

Detekce sondou — reflexni méd

Detekce vlnovodem — transmisni mod "




Detekce signalu v mikroskopii blizkého pole

* piezoelektricky posun preparatu

Single mode optical fiber
- \
Motorized Mictrometer ( ]
.................. CCD
R AT ot T O e—— > | [ [

Objective

CCD

Wibration
Tealation e >

Pocts Mirror

e v zavislosti na pracovnim maddu se uplatni prislusny detektor typu CCD
* mikroskopie evanescentniho pole (EFOM) — detekce gradientu evanescentniho pole v
zavislosti na vzdalenosti hrotu a vzorku — topograficka charakterizace povrchu vzorku
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Superrozlisovaci mikroskopie - STED

e STED obchazi difrakcni limit konfokalni mikroskopie diky stimulované emisi fluoroforu

Fluorescence Depletion
(spontaneous emission)  (stimulated emission) fl. donut STED

(@) Lens

—
AN
—

b)
4 Sj\fz;xt: 5\ ‘ o .

1 I
[

1 H
i

Detector

l

EXC

beam

S
suge \_ ——— ) \_

Depletion Excitation
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(]
O

Excitation
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‘ x
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phase
modulation

[9%]

*J
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Depletion
800nm

(© E xcitation

800nm 500nm

500nm 600nm 700nm

[t0647N |

640nm 780nm

640nm 750nm

* laserovy EXC pulz vyvola spontanni fluorescenci — detekce fluorescence je limitovana difrakénim
limitem

* nasledny STED pulz (At a posunuty k delsi ) ma tvar ,,donatu” (diky prtiichodu specialni fazovou
modulaéni desti¢kou) a vyvola stimulovanou emisi fluorescence (o stejné A jako STED pulz )

» stimulovana fluorescence je mimo detekcni okno spontanni fluorescence = detekujeme
spontanni emisi pochazejici ze stredu ,,donatu” — zpfesnéni polohy fluoroforu — vyssi rozliseni! 44



Superrozlisovaci mikroskopie - STED

Confocal vs time-gated STED

detector exc. donut STED
|
- ‘ ' confocal
H
=
dichroic - -
mirror /3/ ERNRERE
-
dichroic - —
mirror /5/- mm -l- ¥y LD
-
= phase plate
_n
objective ’ I
B
—
«
X,y - scanning stage
with sample
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Mikroskopické metody STORM, PALM a FPALM

metody STORM, PALM a FPALM vyuzivaji stejny princip pro presnou lokalizaci

fluoroforu ve snimku

* mnozstvi pouzitych fluorofort musi byt optimalizovano (jejich vzdadlenost musi byt
vyssi jak Abbeo difrakéni limit, nad cca 250 nm)

» fluorofory maji dva stavy — fluorescencni a temny (neaktivni), které se daji prepinat
svétlem rudznych vinovych délek nebo se prepinaji stochasticky

» opakované se detekuje vidy pouze ¢ast fluoroford (dle pouziti excitace)

e fotony nasnimané z jednoho fluoroforu jsou detekovany pomoci CCD — lokaci
ovliviiuje rozptylova funkce (PSF, point spread function)

* matematicky urci stred PSF a danému fluoroforu se tim priradi presnéjsi pozice

* |ze dosahnout rozliseni az v jednotkach nm

Pouziti:

* Znaceni proteinli pomoci GFP nebo se vyuzivaji organické fluorescenéni barvy

* nevyhodou téchto metod je obvykle delsi doba snimani celkového obrazu, protoze
se musi nasnimat velké mnozstvi dil¢ich obraz(



Ukazka metody STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

\_ STORM Imaging Process |

Specimen Resolved Image

Photobleach & Record Positions

STORM Process Choose a Specimen

Tun |8

https://www.microscopyu.com/tutorials/stochastic-optical-reconstruction-microscopy-storm-imaging
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