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Zastosowania zautomatyzowanych systemow mikroskopgwh do
poklatkowej rejestracji procesow biologicznych

Jedn z maliwosci zastosowania automatycznych mikroskopéw fluaesgjnych
wyposaonych w kamery CCD jest ichzycie do poklatkowej rejestracji procesow
biologicznych. Zapisy tego rodzaju maaw biologii komorki diug historg. Pocatki
stosowania takich metodegaj lat piecdziesatych, kiedy to Rose, Abercrombie i Ambrose
zastosowali filmowe metody zgj poklatkowych i analizy klatka po klatce otrzymaoeg
materiatu. Metody te wniosty wiele do badkiologii komorki. Jednak ich zastosowanie byto
ograniczone przez praco- i czasochtaign®rawdziwy przetom przyniosto dopiero zgsénie
w latach osiemdziegiych metod filmowych, rejestratorami sygnatu video nasgpnie
bezpdrednio sygnatu cyfrowego i zastosowanie do ich iapahetod komputerowej analizy
obrazu. Podstawowym elementem ukiadu pozwedgjo na rejestragjzjawisk na poziomie
pojedynczej komorki jest oczywdie mikroskop. Najpraktyczniejsze z wielu wadpw s w
tym przypadku mikroskopy odwrdcone, najlepiej z japmikroskopii fluorescencyjnej oraz
mozliwoscia zastosowania kontrastu fazowego, interferencyjriegdrastu Nomarskiego lub
Hoffmana. Poniewabadania komorek mugav wiekszaci przypadkéw by prowadzone w
temperaturze 37°C, konieczne jest dodatkowe zastose komory umgiwiajacej
utrzymanie potrzebnej temperatury. ¢8to komory takie kontrolgj rowniez poziom CQ.
Widziany pod mikroskopem obraz jest przenoszonypbgednio do komputera jako obraz
cyfrowy i zapisywany w zadanych odgach czasowych, uzaeonych od kinetyki
rejestrowanego procesu. Rejestracja wzeadi od badanego procesu meozachodzi albo w
trybie mikroskopii fluorescencyjnej albo dwietle przechodazym.

Celem ¢wiczen jest zapoznanie @iz maliwoscia wykorzystania poznanego na
wczesniejszych zajciach mikroskopu Leica DM IRE2 oraz programu Leie#/4000 do
poklatkowej rejestracji proceséw biologicznych. @mych poznanych wczsiej funkcji
mikroskopu nawiczeniach wykorzystane zostajego maliwosci akwizycji obrazu w trybie
JLime-lapse” z maliwoscia dowolnego projektowania przezzyitkownika trybu pracy
(ustawianie parametrow pracy kamery, otwieraniaamykania migawek, zmian filtrow,
ustawiania odgpow czasowych, zmiany padenia stolika zarébwno w plaszcae x,y,z,
mozliwos¢ prowadzenia rejestracji obrazow z kilku miejsc par@tu w czasie jednej
sekwencji). Wykorzystanie tych movosci umazliwi w trakcie jednego eksperymentu
zarejestrowanie ruchu komérek w kilku wybranych jsgach naczynia hodowlanego, bez
konieczndci ingerencji uytkownika.

Poniewa sposdb przygotowania takich aplikacji jest ztwiy w systemach
oferowanych przez #mych producentéw, ¢wiczenie umaliwi uczestnikowi kursu
bezproblemow a przynajmniej znacznie utatwigrobstug tego rodzaju oprogramowania na
réznych typach mikroskopow.

Ze wzgkdu na ograniczony czaswviczen, do zaprezentowania mowosci sytemu
wybrano bardzo dynamiczne pod wggm ruchowym komorki Dictyostelium discoideum,
jednak na podobnych zasadach zme przeprowadzi rejestragg dowolnych komorek
zmieniapc jedynie niektére parametry @doiadczenia takie jak np. czas sdadczenia czy
krok czasowy pomdzy kolejnymi rejestrowanymi klatkami.
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Cel doswiadczenia:

Celem¢wiczenia jest praktyczne zapoznanie sizasadami obstugi automatycznego
mikroskopu fluorescencyjnego oraz przeprowadzenmwiddczenia polegagego na
wykorzystaniu systemu mikroskopowego do rejestranjgracji komoérek w zadanym
okresie czasu, przy oklenym kroku czasowym oraz wybraniu kilku zrych miejsc
analizowanego preparatu.

Przebieg déwiadczenia:
| Przygotowanie komérek:

1. 5 ml zawiesiny komoreBictyostelium discoideum przenigé¢ z kolby hodowlanej do
probowki i odwirowa (5 minut/10000br).

2. Zawiest komorki w roztworze 3 ml roztworu Chalkley a.

3. Zawiesire komorek wysié na szlak Petriego.

4. Po okoto 10 minutach (gdy komorkeds przyczepione do podia i rozptaszczone)
rozpoca¢ rejestragi zachowania komorek.

Il Rejestracja ruchéw komérek

Uruchom progranheica FW4000

W oknie Leica FW4000 wybieraser name — DefaultUsel nacknij Create New

Experiment.

3. W otwtym oknie wpisz nazg swojego eksperymentu., w okniBased on
Experiment wybierz eksperymenEkranwzor” a nastpnie Create New

4. W oknie Enter Information wpisz krotki opis eksperymentu (w okri®mments
i nacgnij OK.

5. Nacinij przyciskX/Y.

6. Okno Live Image Setup:

N =

Ikony kolorowe — poszczegolne kanty dlaadych fluorochromow
Aparat — zrobienie pojedynczego zdja

Zielony kwadrat/2 tréjk aty — wiacznik ,zywego” obrazu
Obiektyw — zmiana obiektywu

Suwak — ustawianie czasu otwarcia przestony kamery

Gain — wzmocnienie obrazu

Black/White — kontrast

Lamp — regulacja intensywroi swiecenia lampy halogenowej

a) Umiesci¢ pod mikroskopem ogtlany preparat

b) Wybrat obiektyw suchy x20 (plus soczewka x1,5) i ustaatpowiednie
potozenie kondensora do pracy w kostig interferencyjnym Nomarskiego
(potozenie kondensora: 10/20, pryzmat: C)

c) Ustawk optymalny kontrast poprzez obrét polaryzatora iawsenie
pryzmatu.

7. Wybra kanat dlaswiatta przechodgcego 6zara ikong.Wiaczy¢ podghd obrazu na
monitorze (kona z zielonym kwadraten), ustawé¢ odpowiedni czas otwarcia
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przestony - taki aby obraz na monitorze byt najgpdVybra opcg binning 2x2 i
8 bitowy tryb pracy (opcja nie jest aktywna w trybigywego” obrazu)
8. Uruchomt panel sterowania stolikienVisit sites) przyciskiemN:

a) Wybrat odpowiednie miejsce na preparacie i zapjsgo wspotrzdnexyz,
naciskajc w oknie -Visit sites przycisk —Add

b) Zmienk potazenie stolika joystikiem i zapig&olejne potaenie preparatu

c) W ten sposob wybta3 miejsca na preparacie a rgsiie przycisa¢ —OK.

9. Uruchomt panel projektowania sekwencji poklatkowych przkimen T. Wprowac
czas trwania eksperymentimgert after, Run for (20 min),Every (15 s),0K, OK,
OK)

10.Uruchomt zapisywanie obrazu przyciskienGapture.

11.0bejrzé zapisane obrazy naciskej przycisk —Review, a nasfpnie 2-krotnie
klikajac miniatue zarejestrowanego obrazu z wybranej pozycji nagreepe.

12.Dokona wstpnego elektronicznego przetworzenia obraz@entrast, Apply to
all).

13.Wybrat zestaw obrazow odpowiaday jednemu z wybranych miejsc i wystdo
dalszej analizy Kile, Select required images, ImageSet = Procedsdnsert,
nastepnie  Stage position = Positionnumber (wybrane miejsce),Insert,
(zaznaczy limit images to those wherg OK.

14.Utwoérz z otrzymanej sekwencji prezentacy formacie avi. Galery, Export
selected images to publishing, Publish, Movie MakerCheck file list, Options
[10 frames per second)yrite avi, zapisz, petne klatkDK),

15.Obejrz€ otrzymarn sekweng poklatkowg

Zagadnienia:

— Zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego kaazer CCD
- Podstawowe pefia dotycace komputerowej analizy obrazu
- Metody okrglania aktywnéci ruchowej komérek
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