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Lucie Kubinova

Prvni opticky mikroskop byl sestrojen jiz kolem r. 1595 v dilné Holandana
Hanse a Zachariase Janssena, avsak v nasledujicich staletich byly mikroskopy
stale vice zdokonalovany. V poslednich né€kolika desetiletich zaznamenava optic-
ka mikroskopie bouflivy vyvoj, kdy se diky novym typtm optickych mikroskopti
zalozenych na damyslnych principech vyznamnym zpusobem roz$ifuji jeji moz-
nosti. Mezi stale Castéji vyhledavané metody optické mikroskopie patii konfo-
kalni a dvoufotonova mikroskopie, prinasejici nové moznosti pozorovani a ana-
lyzy zejména biologickych vzorkid. V Ceské republice byl prvni laserovy
konfokalni mikroskop instalovan v r. 1993 v oddéleni biomatematiky Fyziologic-
kého ustavu Akademie véd CR, kde byl o 10 let pozdé&ji uveden do provozu také

prvai dvoufotonovy mikroskop.

Princip konfokalni mikroskopie

Princip konfokalniho mikroskopu si ne-
chal patentovat americky védec M. Minsky
v r. 1957, avSak jeho vynilez naSel $irsi
uplatnéni az o 30 let pozdéji. Do historie
konfokalni mikroskopie se zapsala i ceska
véda — M. Petran a M. Hadravsky z Lékarské
fakulty UK v Plzni zkonstruovali v r. 1965
novy typ konfokilniho mikroskopu, tzv.
tandemovy mikroskop neboli mikroskop
s dvojnasobnym fadkovanim, ktery paten-
tovali v r. 1968. Jak Minski, tak Petran
s Hadravskym sestrojili své mikroskopy pro
ucely studia neuronti v mozku.

Pfi pozorovani v konfokalnim mikrosko-
pu (obr. 1) je studovany vzorek osvétlen
bodovym zdrojem svétla, nejcastéji lasero-
vym paprskem zaostfenym na tzv. prvni
konfokilni clonku, kterou objektiv mikro-
skopu zobrazi do bodu uvniti vzorku.
Odtud pak svétlo odrazené vzorkem Ci
emitované fluorescenci prochazi zpétné

objektivem a vytvorfi dalsi obraz této bodo-
vé clonky v zadni ohniskové rovin€, kde je
umisténa druha konfokalni clonka. Ta za-
brani prichodu zareni z nezaostfenych
mist vzorku a tim i jeho detekci, nebot de-
tektor (fotonasobi€) je umistén az za clon-
kou. Konfokalni clonka tak odstrani pfi¢inu
rozmazani obrazu pfi pozorovani tlustSich
vzorku klasickym optickym mikroskopem
(obr. 3).

V soucasné dobé je nejcastéji pouziva-
nym typem konfokalniho mikroskopu lase-
rovy rastrovaci konfokalni mikroskop, ve
kterém se obraz roviny zaostieni ziska rast-
rovanim zorného pole rozmitanim lasero-
vého paprsku. Tento typ mikroskopu byl
uveden na trh v 80. letech 20. stol. Dalsi
podrobnosti o konfokalni mikroskopii lze
ziskat napf. z knihy J. B. Pawleyho Handbook
of Biological Confocal Microscopy (Plenum
Press 1995), v Cestiné z ¢lanku J. Plaska
(Pokroky matematiky, fyziky a astronomie
1996, 41: 1-24).

Mezi hlavni prednosti konfokalni mikro-
skopie ve srovnani s klasickou optickou
mikroskopii patfi lepsi rozliSeni ve sméru
kolmém k rovin€ pozorovani (tj. vy$si axial-
ni rozliSovaci schopnost, ktera je napf.
rovna 350 nm pii vinové délce budiciho
svétla 488 nm) a potlaceni rusivého zareni
z nezaostfenych casti studovaného vzorku.
Tak je mozné vést tenké optické rezy i tlust-
$im vzorkem a pfi jeho postupném proost-
fovani zaznamenavat i celé série optickych
fezl (obr. 4). Tyto sériové fezy jsou navic
presné slicované, a tak jejich digitalizované
obrazy predstavuji vhodna vstupni data pro
trojrozmérnou rekonstrukci a analyzu mik-
roskopickych struktur.

Princip dvoufotonové mikroskopie

Podobny zptsob trojrozmérného zobra-
zovani mikroskopickych struktur umoznu-
je dalsi, jesté novéjsi typ optického mikro-
skopu, tzv. dvoufotonovy mikroskop, ktery
poprvé predstavili v r. 1990 americti védci
v Cele s W. W. Webbem z Cornellské uni-
verzity. Tento mikroskop zobrazuje tenké
optické fezy tlustsim vzorkem, podobné
jako ,klasicky*“ konfokalni mikroskop, avsak
jeho princip je odlisny. Misto jednofotono-
vé excitace (buzeni) se zde vyuziva excita-
ce dvéma fotony, které jsou absorbovany
prakticky soucasné, tedy v jediném kvanto-
vém okamziku. Toto je mozné zabezpecit
pouze pomoci specidlniho laseru, ktery vy-
sila fotony s sitkou pulzu fadové pouhych
100 femtosekund (10-'3s). K dvoufotonové
excitaci dochdzi pouze v ohnisku objektivu
(obr. 2), a proto k ziskani obrazt optickych
fezi vzorkem nepotiebujeme odstifiovat
obraz z nezaostfenych mist pomoci konfo-
kalni clonky, jako je tomu u jednofotonové-
ho konfokalniho mikroskopu. Vzorek je tak
ozarovan pouze bodové a zhaseni fluores-
cencnich barviv v nezaostfenych mistech
vzorku je vyrazné omezeno.

Obr. 1 Princip konfokdlniho mikroskopu. Podle
L. Ladica kreslil S. Holecek % Obr. 2 Princip
dvoufotonové mikroskopie. Podle M. W. Davidso-
na kreslil S. Holecek
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Mezi dalsi vyhody dvoufotonové mikro-
skopie ve srovnani s klasickou konfokalni
mikroskopii patfi vétsi hloubka proostieni
(az do 400 wm) i u vzorku, jejichZz povr-
chové vrstvy vykazuji silnou fluorescenci
a zvySeny podil signalu k Sumu, tedy i kon-
trastnéjsi obrazy, zejména ve vétsich hloub-
kach vzorku (obr. 5). Dile je to zpravidla
sniZena fototoxicita, umoziujici dlouho-
dobé pozorovani zivych bunék a tkani i pri
pouziti fluorescencnich barviv s UV exci-
taci. Dvoufotonova mikroskopie poskytuje
rovné€z lepsi moznosti pro odliseni jednotli-
vych molekul ve vzorku pomoci nejmoder-
néjsich metod, napt. metodou fluorescen-
ce z rezonan¢niho prenosu energie (FRET
— Fluorescence Resonance Energy Trans-
fer), ktera vyuziva neradia¢niho pfenosu
energie fotonu z excitovaného fluorochro-
mu na druhy fluorochrom a umoziuje mé-
fit interakce mezi dvéma molekulami bilko-
vin nebo dokonce i strukturilni zmény
uvnitf jediné molekuly.
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VyuZziti konfokalni a dvoufotonové
mikroskopie

Konfokalni a dvoufotonova mikroskopie
maji Siroké vyuziti v mnoha biologickych
oborech, napt. v bunécné a molekularni bio-
logii a ve fyziologii. Umoziuji zobrazit ten-
ké optické fezy bunkami ¢i tkinémi a urcit
vzajemnou polohu jejich rtiznych kompo-
nent s vyuzitim vicenasobného fluorescenc-
niho barveni (obr. 6). Pfi fyziologickych stu-
diich byvaji ¢asto vyuzivany cCasové série,
zaznamenavajici ¢asové zmény napf. v kon-
centraci riznych iont v danych oblastech
studovaného vzorku. K zjisténi dynamic-
kych zmén v riznych hloubkach zivych bu-
nék ¢i tkani lze snimat i casoprostorové
série. Digitalni obrazy sérii optickych rezi
predstavuji data vhodna pro kvantitativni
méfeni i pro pocitacové trojrozmérné re-
konstrukce relativné velkych oblasti vzorku,
aniZ by bylo nutné fesit problém licovani
naslednych fyzickych sériovych feza.
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Trojrozmérné rekonstrukce
mikroskopickych struktur

Jednoduchy zptisob trojrozmérné rekon-
strukce mikroskopickych struktur je zalo-
Zen na projekcich celé série fezli objek-
tem. Nejcastéji se pouziva tzv. maximalni
projekce, kterou jsou zobrazeny obrazové
elementy s maximalni hodnotou Sedi ze
vsech rezli v sérii (obr. 7). Trojrozmérny
vjem je mozné zesilit postupnou rotaci pro-
jekce objektu nebo vytvofenim tzv. stereo-
obrazli, které vyuzivaji prostorového vi-
déni clovéka zalozeného na pozorovani
trojrozmérného objektu ze dvou sméru (tj.
dvéma ocima) svirajicich maly uhel. Tato
situace je simulovana vytvorenim dvou pro-
jekci objektu, pootocenych vici sobé
o maly uhel s tim, Ze ¢lovék jednu z téchto
projekci vidi pouze levym a druhou pouze
pravym okem. Tak muazeme dostat napf.
anaglyfovy obraz (obr. 7), kdy je jedna
z projekci obarvena zelené, druhd cervené

Obr. 3 Obraz nohy musky octomilky (Drosophi-
la melanogaster) nasnimany klasickym fluore-
scenénim mikroskopem (vlevo) a konfokdlnim
mikroskopem (vpravo), ktery poskytuje ostiejsi
obraz optického rezu vzorkem. Snimky laskavé
poskytla firma Leica Microsystems

a obé jsou prekryty pres sebe. Specialni
bryle s barevnymi skly pak zajisti, ze jed-
nim okem vidime pouze zelené obarvenou
projekci, zatimco druhym pouze Cervené
obarvenou. Jind mozZnost je polozit vici
sobé natocené projekce vedle sebe (obr. 8)
a bud’ zaostrenim pohledu do nekonecna
nebo specialnimi brylemi docilit splynuti
levého a pravého obrazu a tim dostat obraz
prostorovy.

V pripad€ vizualizace slozitéjsich struk-
tur vyvstava potreba slozitéjsich postupti
jejich trojrozmérné rekonstrukce. Rozlisu-
jeme dva typy trojrozmérnych rekonstrukci,
a to rekonstrukce povrchu (surface rende-
ring) a rekonstrukce objemu (volume ren-
dering).

Pri rekonstrukcich povrchu se generuji
trojrozmérné povrchy, které se osvétluji
tak, aby vynikl jejich tvar (obr. 9 a 13).
Vyzaduji presné vymezeni povrchu objek-
tu, coz nemusi byt vzidy snadné. Neumoz-
nuji pohled na vnitfni strukturu zobrazo-
vaného objektu, ale je mozné kombinovat
rekonstrukce vice objekti dohromady.

Rekonstrukce objemu jsou zaloZeny na
modelovani prichodu paprska zobrazova-
nym objektem. UmozZiuji tak znazornit
i vnitfni stavbu objektu (obr. 10). Maximal-
ni projekce (obr. 7) vlastné patii do této
tfidy rekonstrukci, pricemz jsou zde zobra-
zeny pouze obrazové elementy (tzv. voxe-
ly) s maximalni hodnotou sedi podél dané-

Obr. 4 Sériové tenké optické rezy vzrostnym
vrcholem rostliny merliku cerveného (Chenopo-
dium rubrum), ziskané konfokdlnim mikrosko-
pem. Z celé série 27 optickych rezii je ukdzdin 4.,
8., 12, 16, 20. a 24. iez. Obrazy ziskdny ve
spoluprdci s J. Albrechtovou z Prirodovédecké
Jfakulty UK & Obr. 5 Opticky iez lidskou pla-
centou v hloubce 60 um nasnimany mikrosko-
pem Leica TCS SP2 s vyuZitim jednofotonové
excitace (vlevo, klasické konfokdlni zobrazeni)
a dvoufotonové excitace (vpravo), kterou bylo
doctleno ostiejstho a kontrastnéjstho obrazu.
Obrazy ziskiny ve spoluprdci s M. Jirkovskou
z 1. Lékarské fakulty UK
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Obr. 6 Vicendsobné imunofluorescencni barve-
ni kosterniho svalu krysy. Zelené jsou obarveny
stény krevnich vldsecnic (vlevo) fluorescenénim
barvivem Alexa Fluor 488 s vyuzitim protilitek
proti CD 31 a lektinu rostliny Griffonia simpli-
cifolia z Cel. bobovitych (Fabaceae), lervené na-
vic bazdlni membrdny nachdzejici se ve sténdch
svalovych vliken (uprostied) fluoresceninim
barvivem Alexa Fluor 546 s vyuzitim protildtek
proti lamininu. Na prekryti obou obrazit pres
sebe (vpravo) je mozné pozorovat vzdjemnou
polobu ,Zlutjch* krevnich vliseénic a ,cerve-
wyjch“ stén svalovych vldken. Obrazy ziskdny ve
spoluprdci s I. ErZenovou a V. Cebasekovou
z Univerzity v Lublani & Obr. 7 Maximdini (vle-
v0) a anaglyfovd projekce (vpravo, bliZe v textu)
27 sériovych optickych fezii vzrostnym vrcholem
rostliny merlileu Cerveného (viz také obr. 3)

ho paprsku. Rekonstrukce objemu v zasadé
nevyzaduji segmentaci, tj. vymezeni zobra-
zovanych oblasti, ale nékdy je zadouci vy-
délit rtizné Casti objektu a barevné€ odlisit.
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Méfeni trojrozmérnych
mikroskopickych struktur

Vyuziti sérii pfesné slicovanych optic-
kych feza pro trojrozmérné rekonstrukce
objektt analyzovanych konfokalnim mikro-
skopem je obecné znamé, zatimco dosud
ne plné docenéné zustava pouziti konfokal-
ni mikroskopie pfi méfeni charakteristik
struktury takovychto objektt. Pfitom pri
raznych srovnavacich studiich muze byt
kvantitativai méfeni (napf. urceni objemu
¢i povrchu studovaného objektu ¢i jeho slo-
zeji uplatnéni stereologické metody, které
umoznuji odvodit geometrické charakteris-
tiky trojrozmérnych objektti na zakladé pro-
méfeni jen malych casti téchto objektt
(napft. fez)). Objem objektu lze odhadovat
ze souctu ploch sériovych fezi vedenych
objektem, vynasobeného vzdilenosti mezi
naslednymi fezy. Plocha téchto fezi je pri-
tom umérna poctu bodi testovaciho systé-
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Obr. 8 Stereoobraz ziskany projekct série konfo-
kdlnich tezii nasnimané ze 40 um silného pric-
ného tezu jeblici smrku ztepilého (Picea abies).
Byla vyuzita autofluorescence chlorofylu a feno-
lickych litek v bunéinjch sténdch. Obrazy
ziskdny ve spoluprdci s J. Albrechtovou a Z. Lho-
tdkovou z Pivodovidecké fukeuly UK a s J. Ja-
ndckem z Fyziologického tistavu AV CR

mu lezicich v fezech, pfi méfeni objemu
objektu tedy staci na fezy prfilozit bodovou
mfizku a spocitat body, které lezi v objektu.
Na druhé strané obsah povrchu objektu Ize
méfit z poctu prasecikt povrchu s testova-
cimi ¢arami, pficemz smér téchto testova-
cich ¢ar musi byt nahodny (izotropni).

V posledni dobé se ve stereologii stale
vice dostavaji do popredi metody zalozené
na proostfovani tlustého fyzického frezu,
které lze v zasadé aplikovat i na optické
fezy ziskané v klasickém optickém mikro-
skopu. Konfokalni mikroskop, poskytujici
mnohem ostrejsi obraz optickych rfezu stu-
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Obr. 9 Povrchovd rekonstrukce endoplazmatic-
kého retikula tabdkové buiiky vizualizovaného
pomoct zeleného fluorescenénibho proteinu (vle-
vo) a kapildrniho 7eCiSté v termindlnich klcich
lidské placenty (vpravo). Obrazy ziskiny ve
spoluprdci s K. Schwarzerovou z Prirodové-
decké fakulty UK, M. Jirkovskou z 1. Lékarské
Jakulty UK a s ]. Jandckem z Fyziologického
tistavu AV CR & Obr. 10 Objemovi rekon-
strukce sité¢ endoplazmatického retikula tabd-
kové buiiky (vlevo, stejnd vychozi data jako
u obr. 9) a kosterniho svalu krysy (vpravo,
popis barveni viz obr. 6). Obrazy ziskdny ve

spoluprdci s K. Schwarzerovou z Piirodovédec-
ké fakulty UK, I. Erzenovou a V. Cebasekovou
z Univerzity v Lublani a ddle s ]. Jandckem
z Fyziologického distavu AV CR ¢ Obr. 11
Prostorovd mfizka sestdvajici ze t1'{ navzdjem
kolmyjch fakirskyjch sond, které jsou viidi sobé
»na pil cesty posunuty, pouziti k mérent po-
vrchu trojrozmérného objektu (trojrozmérnd
povrchovd rekonstrukce tabdkovych bunék).
Pocet Cervené vyznalemyjch priisecikii mezi
nzelenymi® fakirskymi sondami a sténami
objektu je piimo umérny obsabu povrchu
objektu. Obraz ziskdn ve spoluprdci s J. Jandc-
kem z Fyziologického distavu AV CR a Z. Opa-
trnym z Prirodovédecké fakulty UK ¢ Obr. 12
PouZiti fakirské metody pro méreni povrchu
tabdkovych bunélk s wvyuzitim programu
FAKIR. Na dvou optickych ezech buiikami je
vidét postup oznacovdni priisecikii mezi povr-
chem bunék a fakirskou sondou pri postupném
proostiovdni buiikami. Testovaci Cdry jsou
oznaceny zelené, fialové body ukazuji priiseci-
ky mezi témito Carami a danym optickym
fezem. Jakmile se pfi prochizeni optickymi
fezy takovy fialovy bod dostane do styku s povr-
chem buirky, musi byt oznaden mysi jako prii-
seik testovaci &dry s povrchem buiiky (vievo).
Jeho barva se pak zméni na cervenou a priise-
ik se zapoclitd. Pocet vsech vyznacenych priise-
Cikii je primo dmérny obsabu povrchu bunék.
Obrazy ziskdiny ve spoluprdci s ]. Jandckem
z Fyziologického tistavu AV CR a Z. Opatrnym
z PFirodovédecké fakulty UK ¢ Obr. 13 Povr-
chovd rekonstrukce embryondlni kuteci ledvi-
ny (vlevo, krevni zdsobeni vyznadeno Cervend,
sbérné kandllky a Wolffiv vijvod zelené, sekrecni
kandllky zluté a klubicka modie) a kapildrniho
7eisté v kiire mozku krysy (vpravo). Obrazy zis-
kdny ve spoluprdci s J. Jandckem z Fyziologic-
kého tistavu AV CR, M. Jirkovskon z 1. Lékarské
Jakulty UK, I Ndprstkovou z Ustavu experi-
mentdlni mediciny AV CR, J. Archambeau
a X. W. Mao z univerzity v Loma Lind¢, USA.
Vsechny snimky z archivu L. Kubinové

dovanou strukturou, je zde vsak stale vice
vyuzivan. Lze tak napf. u méfeni povrchu
,obejit“ mnohdy omezujici pozadavek na-
hodné orientace fezl, protoze nahodné
orientované testovaci pfimky se mohou
generovat pocitacem do série obrazii op-
tickych fezt. Takovy postup se pouziva
v metodé tzv. fakirské sondy (Kubinova
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a Janacek, Journal of Microscopy 1998,
191: 201-211), ktera muze slouzit k odha-
du nejen obsahu povrchu, ale i objemu.
Fakirska sonda je systém rovnobéznych pri-
mek, pripominajicich hrebiky zatlucené
v lbzku fakira. Obsah povrchu je umérny
poctu prusecikt fakirské sondy s povrchem
objektu (pokud je orientace sondy znahod-
néna) a jeho objem délce praniku fakir-
skych sond s objektem. Napf. pfi méreni
povrchu bunky si mizeme predstavit, Ze je
bunka ,propichnuta hrebiky“ fakirské son-
dy a my spocitame, kolikrat ,hfebiky“ po-
vrch buitiky propichly. U¢innost metody se
jesté zvysi, je-li aplikovana kombinace tfi
navzajem kolmych fakirskych sond, které
jsou navic vici sobé ,na pul cesty“ posunu-
ty (obr. 11). Orientace prostorové miizky
pfitom musi byt nahodna (izotropni) v pro-
storu. To je mozné zajistit specialnim poci-
tacovym programem, ktery vytvaii virtualni
fakirské sondy a promita je do sériovych
fezi povrchem. V pribéhu méfeni jsou
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sériové rezy postupné prohlizeny a pruise-
¢iky testovacich car s povrchem se vyzna-
¢uji mysi (obr. 12).

Objem i povrch trojrozmérného objektu
Ize mérit také metodami vyuzivajicimi vhod-
né automatické algoritmy analyzy obrazu.
Tyto metody lze sice plné automatizovat,
avsak na rozdil od interaktivnich stereolo-
gickych postupti vesmés vyzaduji automa-
tickou segmentaci studované struktury (tj.
odliseni struktury od pozadi), ktera byva
u obrazti nasnimanych konfokalnim ¢i dvou-
fotonovym mikroskopem casto obtizna.

Konfokalni a dvoufotonové mikroskopy
jsou neustdle zdokonalovany, napf. je zvy-
Sovana rychlost snimani, tedy mohou byt
zaznamenany stale rychlejsi casové zmény.
Spektrum pouziti tohoto typu mikroskopie
se v poslednich letech vyrazné rozsifuje
a jeho popularita stoupa v fadé oboru vé-
deckého zkoumani. O tom sv€dci i vzriista-
jici zajem Ceskych védcu o tyto techniky.

Ziva 6/2006



