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Dvoufotonova mikroskopie

* Fluorescencni zobrazovaci technika
* Vhodna predevsim pro zobrazovani zivych tkani do hloubky 1 mm

* Dvoufotonova absorpce
* 1931: Maria Goeppert-Mayer

» 2 fotony rovnaké nebo rozdilné frekvence dokazi excitovat molekulu ze stavu 1
(zakladni) do stavu s vyssi energii v jedné kvantové udalosti

* Oba fotony musi zasahnout molekulu béhem 1 femtosekundy

- lasery produkuijici velice rychlé pulzy svétla (80 MHz) s vysokou energii
(150.000 W)



Dvoufotonova mikroskopie
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Tradi¢ni FM:

Jeden foton 390-700 nm

Po excitaci navrat do stabilniho stavu za emise
fotonu s nizsi energii nez excitacni

Dvoufotonova FM:

dva fotony s dvounasobnou vinovou délkou
Po excitaci navrat do stabilniho stavu za emise
fotonu jako u ekvivalentu FM

Excitace fluorescencnich barvicek:
Tradicni FM: 400-500 nm
Dvoufotonova FM: 800-1000 nm

http://www.signaltonoisemag.com/allarticles/2018/9/17/dissecting-two-photon-microscopy



Dvoufotonova mikroskopie

* 1990: Winfried Denk & James Strickler, laborator Dr. Watt W. Webb
(Cornell University)
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Dvoufotonova mikroskopie

* \V\yhody:
* Delsi vinové délky se méné rozptyluji nez kratsi — vysoké rozliseni
* Fotony s nizsi energii zplsobuji méné skod v tkani/vzorku
* Detekce fotonu je ucinnéjsi nez u konfokalni mikroskopie — i rozptylené fotony
prispivaji k pouzitelnému signalu
* Nevyhody:
 \/yssi porizovaci naklady
* Dvoufotonové absorpcni spektrum molekuly se muze signifikantné lisit od
jejiho jednofotonoveého absorpcniho spektra



Dvoufotonova mikroskopie - barvicky

* Klasické fluorescencni proteiny — CFP, GFP, YFP, RFP
e Squarainové barvy
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Dvoufotonova mikroskopie: pouziti

* Embryologie a vyvojova biologie, fyziologie, neurobiologie, vyzkum
rakoviny, tkanové inzenyrstvi

* https://www.youtube.com/watch?v=Pmw-KGgM eo



https://www.youtube.com/watch?v=Pmw-KGgM_eo

Superrozlisovaci mikroskopie

* Techniky sveételné mikroskopie, které umoznuji vyssi rozliseni nez je
difrakcni limit

* 4 Pi mikroskop
e Axial resolution: 500-700 nm = 100-150 nm

Scannable
Object

Mirror



SuperrozliSovaci mikroskopie
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Kirti P, Benedict D, Rainer H, Lothar S. Phil. Trans. R. Soc. A.2022 http://doi.org/10.1098/rsta.2021.0110



Superrozlisovaci mikroskopie: SIM

e Strukturni iluminacni mikroskopie (SIM)
e Excitace struktury neuniformnim svetelnym vzorem — posun v prostorovych
frekvencich vzorku, vznik ,,Moiré fringes”
e 3D SIM: laterdlni posun iluminacéni mrizky (5 fazi), 3 dhly, zaznam prostorové
modelovanych obrazU
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Superrozlisovaci mikroskopie: SIM

e Strukturni iluminacni mikroskopie (SIM)

e Excitace struktury neuniformnim svetelnym vzorem — posun v prostorovych
frekvwencich vzroku, vznik ,,Moiré fringes”

e 3D SIM: laterdlni posun iluminacéni mrizky (5 fazi), 3 dhly, zaznam prostorové
modelovanach obrazl
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Superrozlisovaci mikroskopie: STED

e Stimulovana deplece emise

* Dva pulzy laseru: excitacni a
STED

Confocal

* FWHM
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Ar - Lateralni rezoluce
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|.ax — Vrcholova intenzita STED laseru

|, — hranicni intenzita puro saturovanou
depleci emise




SuperrozliSovaci mikroskopie: STORM, PALM, FPALM

 Stochasticka opticka rekonstrukcni mikroskopie (STORM)
* Fotoaktivacni lokalizacni mikroskopie (PALM)

* Fluorescencni PALM (FPALM)

* Sekvencni aktivace a €asove rozlisena lokalizace fotoprepinatelnych
fluoroford a s C

Nature Photonics, 2009



Superrozlisovaci mikroskopie

__ sm PALM/STORM

Nendrocna priprava vzork Naroc¢na priprava vzorkd

MozZnost pouziti konvencnich fluoroford Fotoaktivovatelné fluorofory, Alexa, Atto
Snimani zivych déji Vhodné zejména pro fixované preparaty
Rozliseni cca 80-100 nm (x,y), 250 nm (z) RozliSeni 10-20 nm (x,y), 50 nm (z)

Vysoka rychlost



Korelacni mikroskopie

* Kombinace dvou technik mikroskopie pro analyzu toto samého vzorku
* Nejcasteji svetelna a elektronova

* CLEM: korelacni (C) svetelna (L) a elektronova (EM)

\ /

kontext + vysoké rozliseni



Korelacni mikroskopie

1. DNA transfection of cells grown on 2. GFP-based time-lapse confocal microscopy
CELLocate coverslip. and fixation of the cells.

of serial sections and
ification of carrier at EM level.

3. Immune labeling and
embedding in resin.

resin block

knife
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Korelacni mikroskopie

Konfokalni + skenovaci elektronova mikroskopie;
Infekce epitelovych bunék salmonelou

Polarized Lifeact-eGFP MDCK cells (green) were
infected with STM WT (red).

Kommnick, C., Lepper, A. & Hensel, M. Sci Rep 9, 17079 (2019). https://doi.org/10.1038/s41598-019-53085-6



Korelacni mikroskopie

00:25

Konfokalni + skenovaci elektronova mikroskopie;
Infekce epitelovych bunék salmonelou
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Polarized Lifeact-eGFP MDCK cells (green) were
infected with STM WT (red).

Kommnick, C., Lepper, A. & Hensel, M. Sci Rep 9, 17079 (2019). https://doi.org/10.1038/s41598-019-53085-6



Korelacni mikroskopie

Konfokalni + skenovaci elektronovd mikroskopie;
Infekce epitelovych bunék enteropatogenni E. coli (EPEC)

Polarized Lifeact-eGFP MDCK cells (green) infected with
EPEC (red)

Kommnick, C., Lepper, A. & Hensel, M. Sci Rep 9, 17079 (2019). https://doi.org/10.1038/s41598-019-53085-6



