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Automatyczny mikroskop fluorescencyjny - zastosowae cyfrowych, chtodzonych
kamer CCD w mikroskopii fluorescencyjnej

Mikroskopia fluorescencyjna jest jedlnz najbardziej powszechnie stosowanych
technik wykorzystywanych w biologii komorki. Metoda pozwala na lokalizagw komérce
dowolnych jej sktadnikow ji tylko posiadamy mgiwos¢é wczeniejszego wyznakowania
ich fluorochromem o oksébonych wiaciwosciach. Fluorescencja preparatu zeomie
rowniez pochodzenie naturalne (np. chlorofil), jedmakw zdecydowanej wkszaci
przypadkow stosowane g sfluorochromy zewastrzne, ktére albo wykazaj zdolng¢
wybiorczego wizania st z badan struktug lub substanajw komorce, albosgsprazgane ze
specyficznymi przeciwciatami lub sondami molekulam. Osobm grupe fluorochroméw
stanowy barwiki stosowane do pomiaréw dlmowych, ktdre zmieniaj swoje widciwosci
spektralne po zwraniu badanej substancji. Do tej grupy fluorochrempaliczamy na
przyktad wskaniki zmian stzenia jondw wapnia w komorce. Powszechne zastosewani
znajdup rowniez ostatnio zielone biatko fluoryzage (ang. green fluorescent protein, GFP).
Jest to naturalnie fluoryzage biatko pochodce z meduzy Aequorea Victoria. W praktyce
wykorzystywane w badaniach wydafeotransfekcji komorek, jako gsteczka reporterowa
oraz jako biatko fuzyjne (zfmne z GFP i badanego biatka) do priowych bada zmian
lokalizacji biatek komorce w czasiezmych procesow.

Obecnie w¢kszas¢ oferowanych i stosowanych mikroskopdéw fluorescgmah to
tzw. mikroskopy epi-fluorescencyjne. W mikroskopdefjo rodzaju wzbudzenie probkifal
swietlna, jak i obserwacjgwiatta emitowanego zachoglz tej samej strony preparatu, przez
obiektyw, ktory peni tutaj rownie funkcje kondensora. Kluczowy dla bardziej zémych
zastosowa mikroskopii fluorescencyjnej jest sposob rejegirabrazu powstajcego pod
mikroskopem. Jednz takich maliwosci jest zastosowanie cyfrowych, chtodzonych kamer
CCD. Technika tak pozwala na bezpamnie zapisanie obrazu w postaci cyfrowej poprzez
pomiar jasnéci poszczegolnych pikseli (punktéw) matrycy CCD, kidra padaswiatto
poprzez obiektyw. Matryca CCD (ang. Charge Coupledice) sktada siwielu elementow
Swiattoczutych, z ktorych kaly rejestruje sygnat elektryczny proporcjonalny imsci
padajpcego na niegdwiatta. Pojedynczy elemenitiattoczuty przekazuje zatem informacj
dotyczca wartdci piksela (w w¢c jego jasnéci) w obrazie na ekranie komputera. Kamery
stosowane w mikroskopii fluorescencyjnej pozawsateg obrazowanie nawet bardzo stabych
sygnatéw z uwagi na mibwosci stosowania dtugich czaséw integracji obrazuleganego
czasu néwietlania). Funkcja ta z uwagi na poziom generoveangzuméw wymaga jednak
stosowania chtodzenia. Dgphe obecnie kamery pozwajaja otrzymywanie bardzo dobrej
jakaosci, kontrastowych obrazéw nawet z preparatow chargkupcych s¢ bardzo stabym
sygnatem emisji.

Stosowane obecnie coraz powszechniej w praktycerdédryjnej mikroskopy
fluorescencyjne charakteryausic coraz wekszy automatyzagj wszystkich podstawowych
funkcji. Celem¢wiczen jest zapoznanie @iz dziatanie mikroskopu Leica DM IRE2 oraz
programu Leica FW4000. Automatyczny mikroskop fesmencyjny Leica DM IRE2
wyposaony jest w cyfrow chtodzom kamee CCD umaliwiajacy m.in. akwizycg obrazu w
trybie ,time-lapse” z maliwoscia dowolnego projektowania przezyikownika trybu pracy
(ustawianie parametréw pracy kamery, otwieraniaaimygkania migawek, zmian filtrow,
ustawiania odgpow czasowych, zmiany patenia stolika zarbwno w ptaszcaye x,y,z,
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mozliwos¢ prowadzenia rejestracji obrazow z kilku miejsc pam@atu w czasie jednej
sekwencji). Oprogramowanie zadzapce systemem pozwala jednogzie na akwizycj
obrazow mikroskopowych w trybie ,z-stack” i zimne operacje na plikach graficznych, w
tym ich dekonwolugj (dekonwolucja w oparciu o funkcje rozproszeniag(amoint-spread
function — PSF)) wyliczan przez program lub uzyskanw wyniku pomiaru przez
uzytkownika, dynamiczne sekcjonowanie preparatow, ipoym analiza obiektow dwu- lub
trojwymiarowych (okrélenie powierzchni, ksztattu, obwodu, pgémia obiektu, parametry
fotometryczne obiektu— sumaryczn@ednie wartéci pikseli z analizowanego regionu itp.).

Oprogramowania sterage praq automatycznych mikroskopdéw fluorescencyjnych,
réznia sie od siebie w zalnosci od producenta i wersji mikroskopu. JedmaHilozofia ich
dziatania jest zwykle bardzo podobna. Poznaniedzag#tania jednego z takich systemow
spowodug, ze poznanie przezytkownika tajnikéw dziatania innych systeméw tegmizaju
bedzie znacznie tatwiejsze i szybsze.

Cel dodwiadczenia:

Celem¢éwiczenia jest praktyczne zapoznanie sipodstawowymi zasadami dziatania
cyfrowych kamer CCD oraz zasadami obstugi autonzatygo mikroskopu
fluorescencyjnego.

Przebieg dédwiadczenia:

1. Uruchom progranheica FW4000.

2. W oknie Leica FW400Qvybierz user name — DefaultUseri nacknij Create New
Experiment.

3. W otwartym oknie wpisz nazw swojego ekspperymentu, wknie Based on
Experiment nacknij Clear a nastepni€reate New

4. W oknie Enter Information wpisz krotki opis eksperymentu (w okr@®mments i

nacknij OK.

Nacinij przyciskSetup a nastpnie przyciska .

W oknie Setup Fluorochromeswybierz odpowiednie bloki filtréw dla stosowanych

fluorochrow (BrightField, DAPI, TRITC) — na@iij przycisk Add, wybierz z listy

odpowiedni fluorochrom, naaij przycisk Add, operacje powtorz dla kolejnych

fluorochromow, na zaki@zenie naénij przyciskClosei OK.

Nacinij przyciskX/Y.

Okno Live Image Setup:

o o

© N

Ikony kolorowe — poszczegdlne kanaty dlazrych fluorochromow
Aparat — zrobienie pojedynczego zdja

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

Suwak — ustawianie czasu otwarcia przestony kamery

Gain — wzmocnienie obrazu

Black/White — kontrast

Lamp — regulacja intensywroi swiecenia lampy halogenowej
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Umiesci¢c pod mikroskopem ogtlany preparat, wybéaobiektyw imersyjny x40 i
ustawt przestony do pracy w kont@e interferencyjnym Nomarskiego (przestona
kondensorowa: 40/63, pryzmat: E).

9. Wybrat kanat dlaswiatta przechodarego 6zara ikong.Wtaczy¢ podghd obrazu na
monitorze (kona z zielonym kwadraten), ustawé¢ odpowiedni czas otwarcia
przestony - taki aby obraz na monitorze byt najgps

10.Wykon& zdjccie naciskajc ikone z aparatem.

11. Zapisac obraz naciskaj poleSave in LabBook.

12.Zmienk kanat na DAPI (niebieska ikona) i wykanzadjecia jak w pkt 9-11.

13. Zmienk kanat na TRITC (czerwona ikona) i wykd@redjecia jak w pkt 9-11.

14. Obejrz€ zapisane obrazy naciskajprzyciskReview.

15. Uaktywnic obraz przez klikricie mysa.

16. Dokona& wskpnego elektronicznego przetworzenia otrzymanychazdw wg
nastpujacego wzorca:

a)
b)
c)
d)

e)

f)
9)

Uaktywni¢ przerabiany obraz klikag ikong odpowiedniego kanatu

Uruchomt opcg Kontarst z menuimage

Korzystapc z suwakdéwContrast, Brighness i Gammaustawt optymalnie
wyglad obrazu

Nastpnie nacisa¢ przycisk Apply — obraz zostanie zapisany w folderze
Processed

W przypadku kanatéw fluorescencyjnych uruchémmastpnie narzdzie
Deconvolution, ustawiajc odpowiednie poteenie suwakowHaze Remova)
Smoothing oraz Spot Removal ustawé najlepszy obraz dla danego kanatu
(podghd przyciskReview, poréwnanie z wyciowym — Toggle powrot do
wyjsciowego obrazu Rese).

Po zakaczeniu procedury wcisk przyciskNo Neighbours.

Operacg powtdrzy dla wszystkich kanatbw a naphie sporzdzi¢ obrazy
ztozone

17. Sporadzi¢ nastpujace obrazy zteone:

a)

b)
c)

Jadra komorkowe/aktyna
NIC/jadra

NIC/aktyna
NIC/aktyna/pdra

(W menulmage uruchomé opcg Compositei sporadzi¢c odpowiednie obrazy
ztozone)

Ustawic odpowiednio intensywiad poszczegolnych kanatéw

Zapis& poszczegOlne obrazy w formackemp (File, save image gsw
kartoteceC:\pulpit\Moje dokumenty\PD.

Z wykorzystaniem ja ustawionych parametrow fleiadczenia (przez wybranie jako
wzorca ju zapisanego eksperymentu) wykorzapis innego miejsca preparatu przez
kolejnych uczestnikowwiczen.

4 BT 206, BT 231



Automatyczny mikroskop quorescencyjnyl.BTzoa BT 231

Automatyczny zapis obrazéw z kilku wybranych miejsqreparatu

1. W oknieLeica FW4000wybierz User name — DefaultUser nacgnij - Create New
Experiment.

2. W otwartym oknie wpisz nazw swojego eksperymentu. W oknie Based on

Experiment wybierz jeden z poprzednio wykonanych eksperymeraonastpnie -

Create New

W oknie Enter Information wpisz krétki opis eksperymentu (w okn@®mments i

nacknij — OK.

Nacinij przycisk -Setup, a nastpnie przycisk\.

Zaznacz na przyciskiN maty biaty kwadracik w dolnym prawym rogu.

Nacinij przyciskX/Y . Nastpi aktywacja okna Live Image Setup.

Wiaczy¢ podghd obrazu na monitorzekpna z 2 tréjkatami), ustawé odpowiedni

czas otwarcia przestony - taki aby obraz na morgtdayt najwyraniejszy.

Uruchomt opcg - Relative focus correction(z Menu Hardware Setup), a ngstie

funkcje - Set Z positions

w

No ok

@

a) W uaktywnionym oknie podgtiu obrazu ustawiw ptaszczynie ostréci preparat
w kanale pierwszym Bright field), zatrzymé& obraz {kona aparat
fotograficzny) i nacisra¢ klawisz —Next, nasipi zmiana kanatu

b) Ponownie ustawi preparat w ptaszczyie ostr@ci, zatrzyma obraz i nacisgt
przyciskNext

c) Cah procedu¢ powtérzy dla 3 kanatu

d) Na zakaczenie nacisat przyciskNext

e) W uaktywnionym oknid-ocus correctionnacisn¢ OK.

9. Uruchomi panel sterowania stolikiemVisit sites) przyciskiem - N.Wybra
odpowiednie miejsce na preparacie i zapigggo wspotrzdne xyz, naciskaic w
oknie - Visit sites przycisk- Add. Zmient potazenie stolika joystikiem i zapigsa
kolejne potaenie preparatu. W ten sposob wybBamiejsca na preparacie a rasie
przycisrmé¢ — OK.

10. Uruchomt zapisywanie obrazu przyciskienGapture.

11. Obejrz& zapisane obrazy naciskajprzycisk -Review.

12.Wybrat najlepszy zestaw obrazéw i wystdo dalszej analizy (zaznacgzyybrane
obrazy klikapc biaty kwadrat przy nazwie, wej do Menu - Gallery i nacisngé -
Export selected Images to Image Processing.

13.Dokon& wstkpnego elektronicznego przetworzenia otrzymanyclaziw.

Zagadnienia:

— Zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego kaazer CCD
- Podstawowe pefia dotycace komputerowej analizy obrazu

Zalecana literatura:
— Podstawy biologii komorki, Wprowadzenie do biologiblekularnej pod redakgjB.

Alberts a.
— http://www.microscopyu.com/articles/digitalimagimgiex.html
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