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Abstract: This paper deals with FLIM system options in confocal microscopy. It describes the
principles of confocal microscopy, focused primarily on the Leica confocal microscope. The
practical part includes working with a confocal microscope and acquisition of the intensity images.
Resulting product of the practical part is a fluorescence lifetime image. The algorithm is designed
in Matlab software.
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. UVOD

Tato praca blizSie zoznamuje s vyuzitim systému FLIM v konfokalnej mikroskopii a alternativnym
sposobom realizacie FLIM metddou quasi FLIM. Zameriava sa na pracu s konfokalnym mikrosko-
pom Leica TCS SP8 X a popisuje jeho vyhody v podobe hybridnych detektorov a funkcie TimeGa-
te. Prakticka Cast’ prace zahffia zhotovenie sady fluorescenénych snimkov na reze konvalinkou
a snahu vytvorit’ quasiflim pomocou TimeGate a hybridnych detektorov . Zaobstarané snimky boli
naslendne spracované vlastnymi algoritmami V prostredi Matlab. Vysledkom je pseudofarebny ob-
razok vyjadrujuci dobu zivota fluorescencie. Ciel'om je vyvinut' a optimalizovat’ metédu quasi
FLIM s vyuzitim spominanych hybridnych detektorov v konfokalnej mikroskopii a porovnat’ vy-
sledky so Standardnou metédou FLIM.

. METODA FLIM A JEJ REALIZACIA

FLIM (Fluorescence Lifetime Imaging) je zobrazovacia metdda pouzivana v konfokalnej mikro-
skopii, pomocou ktorej sa meria ¢as, kedy fluorofor pretrvava v excitovanom stave, predtym ako sa
vracia do stavu zakladného. FLIM kombinuje meranie trvania fluorescencie s grafickou distribuci-
ou ¢asovych hodnét. Jednotlivé ¢asové tseky Zivotnosti fluorescencie, obdrzané na Grovni pixelov
su farebne kodované. Vysledkom je obraz pozorovanej Struktury, ktory nesie informaciu
0 priestorovom rozlozeni fluorescencie na zaklade rdznych casov jej Zivotnosti, zaroven
s informaciou o skimanom prostredi. Doba trvania fluorescenie je zavisla od okolitého prostredia.
Takato informacia moze byt prospesna predovsetkym pri analyze tkaniva. Prikladom je detekcia
aterosklerdzy, identifikacia Struktur v ramci koze, alebo sietnice. Na molekularnej tirovni je mozné
sledovat’ napriklad distribtciu proteinov, hodnoty pH, alebo lipofilitu prostredia. [1]

2.1. KONFOKALNA MIKROSKOPIA

Niektoré latky su po oziareni svetlom s kratsou vlnovou diZkou schopné emitovat’ svetlo vo vidi-
tel'nej oblasti. Tento jav sa nazyva fluorescencia. Pozorovanie, alebo zvidite'nenie rozdielov v
Struktare sposobenych fluorescenciou umoziiuje konfokalny mikroskop. Pomocou konfokalneho
mikroskopu je mozné ziskat’ snimky, ktoré maju v porovnani s fluorescenénym mikroskopom vy-
soké priestorové rozliSenie (64 milion bodov a viac) a vykazuju vel'mi uzky rez tkanivom. Prave ti-
eto vlastnosti st vhodné pre vyuzitie k sledovaniu fluorescencne znacenych Struktur vo vysokych
detailoch. Vysoka rozliSovacia schopnost’ je dosiahnuta tym, Ze vysledny obraz je rekon$truovany



bod po bode s vysokou hustotou skenovanych bodov. Detekcia svetla prebieha len z ohniskovej ro-
viny mikroskopu. Neziadtce rozptylené svetlo tak neznizuje kvalitu obrazu. Svetlo emitované vzo-
roku d’alej smeruje k bodovej clone, ktora prepusta lac¢e pochadzajice z ohniska a tie sa zhromaz-
d’uji na fotonasobici, kde d’alej prebieha rekonstrukcia obrazu. Konfokalny mikroskop vyzaduje
pouzitie svetla s vysokou intenzitou. V stcasnej dobe st vyuZzivanym zdrojovym svetlom lasere,
ktorych vyhoda spociva v dostupnosti §irokého rozsahu vinovych dizok. [2][3]

2.2. KONFOKALNY MIKROSKOP LEICA TCS SP8 X

Mikroskop Leica TCS SP8 X sa vd’aka svojej presnosti a vysokorychlostnému snimaniu vyuziva
v biomedicinskom vyskume na najvySSej urovni. Je vybaveny piatimi spektralnymi detekénymi
kanalmi, vd’aka comu je prisposobitelny velkej Skale merani a zabezpecuje tak vysoku spektralnu
slobodu a vol'bu fluorescen¢ného farbiva v Sirokom rozsahu. V ramci praktickej Casti prace boli
vyuzité vyhody mikroskopu v podobe funkcie TimeGate a hybridnych detektorov. Hybridné detek-
tory v spojeni s funkciou TimeGate umoziiuju také nastavenie mikroskopu, aby zber signalu nepre-
bichal pocas laserového pulzu a teda detekcia fluorescencie sa deje iba v ¢ase medzi svetelnymi
pulzami. Nastavenim pozadovaného ¢asového okna pomocou funkcie TimeGate sa tak odstrani ne-
zelany signal z obrazovych dat a neziaduca fluorescencia. Tymto spdsobom je mozné ziskat’ vyso-
ko kontrastny snimok bez vedlajsich ruSeni. [3]

. MERANIE KVAZI FLIM POMOCOU FUNKCIE TIME GATE

Prakticka Cast’ prace je zamerana na pracu so systémom FLIM a spracovanie intenzitnych snimkov.
Tie boli zhotovené na konfokalnom mikroskope Leica. Pri praci s mikroskopom boli vyuzité jeho
vyhody a pomocou pulzného laditeI'ného laseru, funkcie TimeGate a hybridnych detektorov boli
zriadené fluorescenéné snimky rezu konvalinkou v roznych ¢asovych oblastiach. Casové odstupy
boli definované postupne od 0-3.5 ns po hodnotu 3.6-7.1 ns, vzdy s odstupom 0.3 ns. Tymto spo-
sobom tak bolo vyhotovenych 13 snimkov. Pozorovany preparat vykazoval fluorescenciu v zelenej
oblasti spektra, pricom jej intenzita s rastiicim ¢asom klesala v kazdej oblasti preparatu.

pseudo 0-3.5ns

Obrazok 1: Intenzitny snimok v ¢asovej oblasti 0-3.5 ns (vl'avo) a ukazka farbenia podprahovych hodnét (vpravo).

3.1. SPRACOVANIE V PROSTREDI MATLAB

Z vyhotovenych snimkov, ktoré sa liia rozdielnym ¢asom detekcie, bol nasledne vytvoreny jeden
snimok, na ktorom je pomocou pseudofarieb vyobrazena doba, pocas ktorej bola fluorescencia pri-
tomna v jednotlivych oblastiach preparatu. V prvom kroku bol zvoleny Vvhodny intenzitny prah,
ktory je spolo¢ny pre vSetky snimky. Tato prahova hodnota predstavuje hranicu intezity, ktora od-
del'uje dve vedl'ajsie pseudofarby. Vyuzivané st Sedotonové snimky s rozsahom intenzity jasu O-
255. Na intezitnej $kale mal zvoleny prah hodnotu 80.



Algoritmus postupne prechadza snimkom, pricom kazdej podprahovej hodnote v danom pixeli
priradi rovnaki pseudofarbu. Po priradeni pseudofarby v prvom obrdzku prejde na snimok nasle-
dujaceho ¢asového useku. V tomto snimku v porovnani s predchadzajticim poklesli hodnoty inten-
zity jasu jednotlivych pixelov. Algoritmus teda opdt prejde cely snimok a vSetkym podprahovym
hodnotam, ktorym nebola priradena farba v predoslom kroku, priradi d’al$iu pseudofarbu v poradi.
Rovnakym sposobom je priradend zodpovedajuca farba vSetkym zhotovenym snimkom, ¢oho vy-
sledkom je jeden snimok, na ktorom je pseudofarebne vyobrazena doba Zzivota fluorescencie
v zavislosti na ¢ase. Na pseudofarbenie bola pouzita farebna mapa typu JET. Koneény vysedok je
zobrazeny na obrazku 2.

pseudo 0-6.2 ns

3ns

1ns

Obrazok 2: Snimky zo $tandardnej metddy FLIM (vlavo) a snimok spracovany metodou quasi FLIM (vpravo).

4. ZAVER

V préci bola dosiahnuté realizacia quasiflim vyuZzitim funkcie TimeGate a hybridnych detektorov
konfokalneho mikroskopu Leica. V programovom prostredi Matlab bol navrhnuty algoritmus pre
spracovanie intenzitnych snimkov v rozli¢nych ¢asovych oblastiach. Na zaklade ur¢eného prahu in-
tenzity bol vytvoreny vysledny snimok, ktory zobrazuje dobu Zivota fluorescencie vo vsetkych ob-
lastiach preparatu.

V nadvizujicej Casti prace bude nasledovat’ vytvorenie grafického uzivatel'ského prostredia, ktoré
umozni jednoduchy import a spracovanie snimkov. V d’alSich experimentoch budu pouzité Zivo-
¢isne bunky vykazujlice oproti su¢asnému prikladu vac¢siu variabilitu doby Zivota fluorescencie a
vysledné snimky quasi FLIM sa budi vyznaCovat’ vy$s§imi detailami. Algoritmus bude optimalizo-
vany pre toto vyuzitie. Tieto experimentalne zriadené snimky spracované metodou quasi FLIM
budt porovnané s vysledkami dosiahnutymi Standartnou metédou FLIM.
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