KOSMOS

PROBLEMY NAUK BIOLOGICZNYCH

Tom 62 2013
Numer 2 (299)
Strony 161-170

Polskie Towarzystwo Przyrodnikéw im. Kopernika

ARTUR WOLNY

Pracownia MikRroskopii Konfokalnej

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN

Pasteura 3, 02-093 Warszawa
E-mail: a.wolny@nencki.gov.pl

WIZUALIZACJE W SWIECIE MIKROSKOPII SWIETLNEJ

WSTEP

Jedna z ogromnych zalet mikroskopow
konfokalnych jest mozliwoS¢ tworzenia, z
optycznych sekcji fluorescencyjnych prepa-
ratow, trojwymiarowych wizualizacji i rekon-
strukcji. Przestrzenne wizualizacje pozwalaja
na dokladniejsza analiz¢ danych oraz umoz-
liwiaja uzyskanie czytelniejszych obrazow.
Rozwoj mikroskopow Swietlnych oraz zna-
czacy przyrost mocy komputerow umozliwia
tworzenie tatwo interpretowalnych i reali-
stycznie wygladajacych wizualizacji. Pomaga
w tym oprogramowanie dolaczone bezpo-
srednio do mikroskopow, na ktoérych pra-
cujemy, komercyjne programy firm trzecich

(np. Imaris, Image Pro, Amira, Autoquant
itp.) oraz darmowe oprogramowanie tworzo-
ne na uczelniach i placowkach naukowych
na calym Swiecie (np. Image Surfer, Image]J,
FluoRender). W celu uzyskania wysokiej ja-
koSci wizualizacji nalezy zarejestrowac obraz
badanej probki przy odpowiednich ustawie-
niach mikroskopu, aby zapewnic jak najlep-
sza rozdzielczoScia. Prawidlowo dobrane pa-
rametry mikroskopowego systemu obrazuja-
cego sa niezbedne do uzyskania, w procesie
obrobki cyfrowej obrazu, optymalnego efek-
tu.

PARAMETRY ZBIERANIA OBRAZU

Zbieranie danych pochodzacych z mikro-
skopu konfokalnego polega na kompromisie
pomiedzy rozdzielczoScia, czuloScia i szyb-
koScia rejestracji. W zaleznoSci od tego jaki
mamy preparat (utrwalony, zywy, szybko
wySwiecajacy si¢) i co chcemy bada¢ (mor-
fologie, intensywnoS¢ fluorescencji, zmiany
w czasie), odpowiednio dobieramy kazdy z
parametrow (Ryc. 1). Niezbedna jest wiec
znajomosSC¢ podstaw formowania si¢ obrazu
w mikroskopie konfokalnym.

ROZDZIELCZOSC I PSF

Waznymi parametrami decydujacymi o ja-
koSci obrazu z mikroskopu konfokalnego sa
rozdzielczo$¢ oraz kontrast. RozdzielczoS¢ w
mikroskopach ograniczona jest przez fizycz-
ne wspotczynniki optyczne i zalezy glownie

od rodzaju zastosowanego obiektywu: jego
apertury numerycznej (ang. numerical aper-
ture, NA) oraz dtlugosSci fal emisji Swiatla.
Apertura numeryczna obiektywu jest miara
jego kata widzenia i okresla maksymalny kat
rozwarcia promieni Swiatla trafiajacych do
obiektywu oraz od wspolczynnika zalamania
Swiatla oSrodka, w ktorym pracuje obiektyw.
Opisana jest wzorem:

NA = n sin0

gdzie:

n — m wspotczynnik zalamania Swiatta da-
nego osrodka (np. n powietrza = 1, n olejku
immersyjnego = 1,55 ), 6 — polowa maksy-
malnego kata, pod ktérym Swiatlo moze pa-
da¢, ograniczonego katem calkowitego we-
wnetrznego odbicia.
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ROZDIELCZOSC XY Z

SZYBKOSC Czutosc

Ryc. 1. Trojkat zaleznoSci pomiedzy rozdziel-
czoScia, czutoscia i szybkoScia dla zbierania ob-
razow z mikroskopow konfokalnych.

Czym wicksza wartoS¢ NA, tym wicksza
rozdzielczoS¢ optyczna obiektywu. Wick-
sza rozdzielczoS¢ wiaze si¢ jednak z mniej-
sza odlegloScia robocza oraz mniejsza glebia
ostrosci, ktora oferuje obiektyw.

Tradycyjnie, zdolnoS¢ rozdzielcza mikro-
skopu to najmniejsza odlegtos¢ miedzy dwo-
ma punktami, ktore mikroskop pozwala od-
rozni¢. Wyrazana jest ona wzorem podanym
przez Abbego:

d = A/2NA

gdzie:
d — rozdzielczos¢, A — dhugosci fali emisji,
NA — apertura numeryczna obiektywu.
Trzeba jednak pamic¢tal, ze teoria Abbe-
go zostala stworzona dla mikroskopii Swiatta
przechodzacego. W mikroskopie fluorescen-
cyjnym widzimy punktowe zrodlo Swiatta
S, ktore powinno bycC rejestrowane na de-
tektorze jako punkt P tej samej wielkoSci
(Ryc. 2a). Jednak, ze wzgledu na falowa cha-
rakterystyke Swiatla, na krawedziach obiek-
tow, rownych albo mniejszych od dlugosci
fali Swiatla, zachodzi zjawisko dyfrakcji

(zalamania sie Swiatla) (Ryc. 2b) i obrazem
punktu jest plama zwana dyskiem Airyego
(Ryc. 2c¢). Otoczona jest koncentrycznymi
jasnymi i ciemnymi kregami w osiach X i Y
oraz zlozonymi, wydtuzonymi stozkami Swia-
tta w osi Z (Ryc. 2d). Przestrzenne rozcho-
dzenie sie Swiatla od punktowego zrodla za-
pisa¢ mozna przy pomocy funkcji PSF (ang.
point spread function).

Preparaty mozna traktowac jako naloze-
nie si¢ nieskoficzonej liczby punktow, ktore
sa mniejsze niz maksymalna rozdzielczos¢
systemu. Rejestrowane sa one jako rozktad
intensywnosci PSF (Ryc. 3b, ¢) w planie
ostroSci, ktory opisany jest przez wzor Airy-
ego (dysk Airyego) (Ryc. 3a). Punkty moze-
my rozrozni¢ od siebie stosujac kryterium
Rayleighta — obrazy dwoch réznych punk-
tow sa rozroznialne, gdy maksimum jedne-
go obrazu dyfrakcyjnego (dysku Airyego)
znajduje sie w miejscu minimum drugiego.
Rozktad intensywnosci PSF w trzech plasz-
czyznach (Ryc. 3¢) jest gtownym czynnikiem
determinujacym rozdzielczoS¢ optyczna mi-
kroskopu konfokalnego.

Obraz z mikroskopu zapisywany jest w
postaci cyfrowej. IntensywnoS¢ strumienia fo-
tonow (fali Swietlnej), pochodzaca z danego
skanowanego punktu, rejestrowana jest przez
kamere¢ albo fotopowielacz (ang. photomul-
tiplier tube, PMT) i zapisywana jako wartoS¢
piksela (najmniejszy pojedynczy punkt obra-
zu). Kazdy piksel charakteryzuje si¢ rozmia-
rem w osiach X i Y, zaleznym od parametrow
skanu. Mikroskop konfokalny skanuje wybra-
ny obszar na preparacie znakowanym flu-
orescencyjnie, punkt po punkcie, rejestrujac

Ny 2 My

\ 4

Ryc. 2. Proces formowania si¢ obrazu punktu poprzez dyfrakcje Swiatta

(szczegotowy opis w tekscie).
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pojedynczy obiekt

nierozwiazane

kryterium Raylieghta rozwiazane

A

Ryc. 3. Zastosowanie kryterium Raylieghta, w celu odroznienia od siebie dwoch osobnych obiek-
tow, na przykladzie dyskow Aiyrego (a), krzywa intensywnoSci PSF (b) oraz PSF (c¢) w trzech

wymiarach.

kolejno informacje o intensywnoSci Swiatla
pochodzacego z kazdego punktu. Wynikowy
obraz jest matryca ztozona z zebranych pikseli,
ktore odpowiadaja punktom z danego obszaru
skanowania. Wykonanie prawidlowego ska-
nu wymaga ustalenia odpowiedniej wielkosci
piksela dla uzyskania maksymalnej lateralne;j
rozdzielczoSci, ktory bedzie odpowiadat struk-
turze probki, spelniat bedzie wymogi ekspe-
rymentu oraz parametry obiektywu. Zgodnie
z teoria Nyquista, wielkoSC piksela powinna
by¢ 2-3 razy mniejsza niz teoretyczna maksy-
malna rozdzielczo$¢ obiektywu. Jako ze obraz
fluorescencyjny skltada si¢ ze Zrodel Swiatta,
uzywamy wzoru wynikajacego z zastosowania
kryterium Rayleigh i otrzymujemy nieco inny
niz poprzednio wzor:

d = 0,61A/NA

gdzie:
d — rozdzielczos¢, L — diugosc fali emisji,
NA — apertura numeryczna obiektywu.
Ustawienie parametrOw formatu obrazu
oraz funkcji zoom (dodatkowego powicksze-
nia), zalezne jest od wybranego do rejestracji
obiektywu. Dobranie odpowiedniej wielkoSci
piksela musi by¢ zgodne ze zdolnoScia roz-
dzielcza osiagana przy danych ustawieniach

mikroskopu. Dla obiektywu o powigkszeniu
wynoszacym 63X, aperturze numerycznej wy-
noszacej 1,4 i dhugosci fali Swiatta 488 nm,
maksymalna rozdzielczo$¢ to ok. 210 nm, a
wiec prawidlowa wielkoS¢ piksela, ktora mo-
zemy zastosowacd, aby uzyskal najlepsza roz-
dzielczos¢, powinna wynosi¢ okoto 70 nm.
Otrzymany obraz sktada sie z okreSlonej
liczby linii oraz liczby probek (pikseli) two-
rzacych kazda z tych linii. WartoSci te, okre-
Slane czesto formatem obrazu, informuja
ile zostanie uzytych pikseli w celu pokrycia
wybranego obszaru. Na przyktad, 512x512
oznacza, ze dana powierzchnia skanowania
pokryta zostanie siatka skladajaca si¢ z 512
linii i kazda z tych linii sktadac sie bedzie
z 512 punktOow, co stworzy siatke wynosza-
ca 512 na 512 pikseli. Uzywajac obiektywu
100x pole, skanu wyniesie 155x155 mikro-
metréow. Zastosowanie formatu 1024x1024
spowoduje, ze dany obszar Wwynoszacy
155x155 um pokryty zostanie 1024 liniami, z
czego kazda linia sktada¢ si¢ bedzie z 1024
pikseli. Rozmiar piksela wyniesie wtedy oko-
o 0,151mikrometra, przez co nie zostanie
uzyskana maksymalna rozdzielczoS¢, na ktora
pozwala wybrany obiektyw. Zmieniajac for-
mat na 2048x2048, to samo pole powierzch-
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512x512 pikseli

2048x2048 pikseli

Ryc. 4. Ta sama wielko$S¢ obszaru skanowania, rézniaca si¢ zastosowanymi formatami skanu;
512x512 i 2048x2048 pikseli. Po zmianie formatu na wickszy.

ni pokryte zostanie 2-krotnie wicksza liczba
linii (w sumie dajac 4-krotnie wicksza liczba
pikseli), dzieki czemu zmniejszy si¢ rozmiar
piksela(wyniesie okoto 0,075 pm, tym sa-
mym spetniajac wymogi kryterium Nyquista)
i zwickszy sie rozdzielczo$¢ obrazu (Ryc. 4).
Zwigkszenie formatu skanu pozwala na re-
jestracje tego samego obszaru za pomocy
wickszej liczby pikseli, przez co zwicksza si¢
rozdzielczos¢ i, co za tym idzie, jakoSC zbie-
ranego obrazu. JednoczeSnie jednak znacza-
co wydluza sie czas potrzebny na skanowa-
nie wybranego obszaru z preparatu.
Dodatkowe powickszenie (zoom), ktore
oferuje mikroskop konfokalny, jest catkowi-
cie odmienne od cyfrowego powickszenia
obrazu, ktore tylko zmienia rozmiar obrazu
poprzez zwickszenie wielkoSci kazdego pik-
sela albo liczby pikseli przy pomocy inter-
polacji (tworzenie nowych pikseli na podsta-
wie juz istniejacych), w wyniku czego sama
rozdzielczos¢ nie ulega poprawie. Powicksza-

nie obrazu w mikroskopie konfokalnym przy
pomocy funkcji zoom zmniejsza katy pracy
luster skanujacych, w wyniku czego zmniej-
sza pole obszaru skanowania, przy jednocze-
snym zachowaniu formatu skanu (Ryc. 5).
Wiazka lasera skanuje mniejszy obszar prepa-
ratu, uzywajac do tego tej samej liczby pik-
seli, zmniejszajac przez to rozmiar piksela w
osiach X i Y, co zwieksza rozdzielczoS¢ i po-
prawia jakoS¢ obrazu. Funkcja zoom pozwala
na rejestracje wickszej iloSci detali prepara-
tu, niestety kosztem wielkosci pola skanowa-
nego obszaru.

Dob6r odpowiednich parametrow for-
matu skanu oraz powigkszenia, wymaga
uwzglednienia dwoch dodatkowych kryte-
riow: podprokowania (ang. under-sampling)
i nadprokownaia (ang. over-sampling). Usta-
wienie powigkszenia albo formatu skanu
(lub obu naraz), przy ktérych wielkoS¢ pik-
sela jest wicksza niz ta, ktora zapewnia pel-
na rozdzielczos$¢, prowadzi do nadproébkowa-
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Ryc. 5. Zmiana parametru zoom zmniejsza pole
skanowania preparatu, zachowujac taki sam
format (512x512 pikseli) dla wszystkich jego
wartosci.

nia (CENTONZE i PAWLEY 2006). Nie zwicksza
ono rozdzielczoSci, a co za tym idzie, liczby
informacji, a jedynie powi¢ksza rozmiar kon-
cowego obrazu oraz powoduje zwickszone
wySwiecanie sie preparatu fluorescencyjne-
go. Nadprobkowanie powinno stosowac si¢
tylko w przypadku obrazow, ktore podda-
ne zostana pozniej procesowi dekonwolucji
(techniki cyfrowej obrobki obrazu).

Podprobkowanie zachodzi wtedy, kie-
dy rozmiar piksela skanowanego obszaru
jest mniejszy niz ten, ktory zapewnia peilna
rozdzielczos¢. Wynikiem tego jest mniejsza
ilos¢ informacji zawarta w koncowym obra-
zie (mniejsza rozdzielczo$¢), a tym samym
zmniejszona podatno$S¢ na wySwiecanie si¢
obiektow na preparacie, co jest wystarczaja-
ce w sytuacjach, gdy wazny jest jedynie ogol-
ny obraz probki.

KONTRAST

Bardzo istotnym parametrem oprocz roz-
dzielczoSci, ktory ma wplyw na jakoS¢ uzy-
skiwanych obrazow w mikroskopach swietl-
nych, jest kontrast. Gdy rozdzielczos¢ od-
powiada za szczegOélowoS¢ obrazu, kontrast
pozwala na rozroznienie poszczegolnych
elementow. Kontrast definiowany jest jako
roznice w intensywnosci koloru i jasnoSci
pomiedzy dwoma obiektami w tym sam
polu widzenia. Wedtug kryterium Rayleigha
rozdzielenie dwoch obiektow mozliwe jest

tylko wtedy, kiedy rdéznica w kontraScie
miedzy nimi wynosi min. 25%, nawet je-
zeli nachodza na siebie (Ryc. 3a). W celu
optymalnego ustawienia kontrastu podczas
zbierania obrazOw wazne jest wykorzysta-
nie pelnego zakresu intensywnoSci, jaki daje
nam detektor. Nowoczesne detektory, wyko-
rzystywane w mikroskopach konfokalnych
pozwalaja na prac¢ w 8, 12 lub 16 bitowe;j
glebi koloru. Okres$la ona liczbe tonalnych
gradientow i poziomOw szaroSci, od czarne-
go do biatego, rozroznialnych przez detek-
tor. Zastosowanie 8 bitowej glebi pozwala
na uzyskanie 256 poziomoéw intensywnosci
szaroSci od 0 (czarny) do 255 (bialy). Licz-
ba ta wzrasta do 65 tys., gdy wykorzystamy
glebie 16 bitowa. Poniewaz ludzkie oko jest
w stanie odrozni¢ zaledwie 60 poziomow
szaroSci, aby prawidlowo ustawi¢ pelny za-
kres intensywnoSci, wykorzystuje sie specjal-
na tabele (ang. look-up table, LUT), w ktora
wyposazone jest oprogramowanie mikrosko-
pu. Tabela ta przypisuje oddzielne kolory dla
pikseli tla (intensywnoS¢ 0) i przesyconych
(intensywnoS¢ 255), ktoére moga by¢ rézne
w zaleznoSci od zastosowanego oprogramo-
wania mikroskopu.

Na poczatku nalezy odpowiednio ustawic
intensywnoS$¢ sygnalu fluorescencji, regulu-
jac wzmocnienie detektora funkcja Gain oraz
poziom mocy lasera, az do uzyskania kilku
(1-2) maksymalnie nasyconych pikseli. Zbyt
duzo przesyconych pikseli oznacza spadek
kontrastu i detali oraz uniemozliwia dalszg
doktadna analize i przestrzenna wizualiza-
cje preparatu. Ustawiajac parametry inten-
sywnosci nalezy pamietac, aby na poczatku
ustawi¢ niska intensywnoS$¢ Swiatta lasera.
Im wicksza intensywnos$¢ Swiatla lasera, tym
wieckszy stopien wySwiecania si¢ prepara-
tu fluorescencyjnego. Regulacja parametrem
Gain nie powoduje zwi¢kszania si¢ poziomu
wySwiecania preparatu, jedynie ma wplyw
na wzmocnienie sygnatu docierajacego do
detektora. Dopiero po przekroczeniu pew-
nej wartoSci parametru Gain (w zaleznoSci
od detektora zastosowanego w mikroskopie),
kiedy to zaczyna pojawiaC si¢ szum genero-
wany przez sam detektor albo po uzyskaniu
maksymalnej jego wartoSci, nalezy zaczac
zwickszac intensywnoS¢ Swiatta lasera.

Kolejnym krokiem jest odpowiednie usta-
wienie poziomu tla za pomoca funkcji (Off-
set) dla detektora. Parametr ten sprowadza
najnizsze wartoSci intensywnosci sygnatu
do zera, dzieki czemu nie sa one widoczne
na obrazie. Pozwala to na pozbycie si¢ moz-
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liwych szumow z tla oraz niespecyficznej
autofluorescencji preparatu, ktore przewaz-
nie posiadaja najnizsza intensywnoS¢ fluore-
scencji. W przypadku jednak, gdy poziom
intensywnoS$ci tla przewyzsza wlasciwy sy-
gnal fluorescencji, moze okazal sie, ze re-
dukcja tla za pomoca funkcji Offset odcina
rownoczesnie istotne dane z sygnatu. Odpo-
wiednie dobranie parametrow Gain, Offset i
intensywnoS$ci Swiatla lasera pozwala na uzy-
skanie dobrze zbalansowanego pod wzgle-
dem intensywnoSci (pelny zakres dynamicz-
ny detektora) i szumu tta obrazu preparatu
fluorescencyjnego.

USREDNIANIE

Bardzo istotnym parametrem podczas
zbierania obrazow z mikroskopu konfokalne-
go jest uSrednianie. USrednianie pozwala ska-
nowad te samg optyczna warstwe okreSlona

ilos¢ razy (od 2 do 32) i automatycznie ob-
licza Srednia wartoS¢ zebranych pikseli, co
znaczaco redukuje szum tla i poprawia ja-
koS¢ obrazu. Oprogramowanie mikroskopu
posiada dwie opcje uSredniania: uSrednianie
po linii i uSredniane po ramce. Istnieje tez
mozliwo$¢ laczenia obu sposobow usred-
niania. W pierwszym przypadku mikroskop
skanuje te sama lini¢ danej ramki wybrana
ilos¢ razy (od 2 do 32), usSredniajac wartoSci
intensywnoS$ci pikseli po kazdym powtorze-
niu. W uSrednianiu po ramce, oprogramowa-
nie operuje na catych ramkach zamiast linii.
Usrednianie wartoSci pikseli nastepuje dopie-
ro po zebraniu kolejny raz (od 2 do 32) tej
samej warstwy. Wada uSredniania jest to, ze
znaczaco wydluza czas skanowania oraz po-
woduje wySwiecanie si¢ preparatu, w szcze-
golnosci, jezeli operuje na duzej iloSci war-
stwach w osi Z.

CYFROWA OBROBKA DANYCH

Nastepnym krokiem, po prawidlowym ze-
braniu zdje¢ z mikroskopu, jest zastosowanie
na nich odpowiedniej cyfrowej filtracji w
celu redukcji szumu i poprawy jakoSci pod-
dawanych obrobce obrazow. Filtry stosowa-
ne na obrazach pochodzacych z mikrosko-
pow konfokalnych, powinny operowac¢ we
wszystkich plaszczyznach przestrzeni, nie tyl-
ko na dwuwymiarowych warstwach (WHITE
2000). Wczesniejsze zastosowanie kryterium
Nyquista podczas akwizycji obrazu pozwa-
la zebrac¢ obraz odpowiedniej jakoSci, dzieki
czemu mozna na nich zastosowac np. cyfro-
wy filtr gaussowski 3D albo przeprowadzic¢
proces dekonwolucji (Ryc. 6).

Zanim promienie Swietlne, pochodzace ze
skanowanego preparatu fluorescencyjnego,
dotra do detektora mikroskopu tworzac ob-
raz, ulegaja ré6znym znieksztalceniom na swo-
jej drodze. Znieksztalcenia te mozna opisac
za pomoca funkcji PSF. Przy zalozeniach, ze
dla kazdego punktu ze skanowanego obszaru
funkcja ta jest taka sama, formowany obraz
koncowy jest wynikiem konwolucji (splotu)
obrazu rzeczywistego z ta funkcja. Dekowo-
lucja, inaczej rozplot, polega na odtworzeniu
rzeczywistego obrazu z obrazu koficowego,
poprzez usuniecie PSF. Funkcje te okresli¢
mozna za pomoca teoretycznych wyliczen
(do estymacji PSF brane sa pod uwage para-
metry skanowania i wilaSciwosci preparatu)
albo zmierzy¢ wykonujac pomiary na specjal-

nych ziarenkach fluorescencyjnych (uzyskany
z nich obraz jest traktowany jako funkcja PSF
punktowego zrodla Swiatla). Dekonwolucja
usuwa Swiatlo z nad i spod planu ostrosci,
redukuje szum, usuwa tlo, poprawia rozdziel-
czo$¢ i kontrast. Wada dekonwolugji jest to,
ze przy zlych ustawieniach programu mozli-
we jest powstawanie artefaktow oraz, ze usu-
wanie rozmycia obrazu moze spowodowacd
zmniejszenie poziomu sygnatu. Dane podda-
ne procesowi dekonwolucji nalezy zebrac
wczesniej, stosujac nadprobkowanie, aby w
pelni wykorzysta¢ mozliwosSci danego algo-
rytmu do dekonwolugcji. Algorytmy te mozna
podzieli¢ na dwie klasy: usuwajace rozmycie
(ang. deblurrring) i odtwarzajace obraz (ang.
image restoration). Pierwsze z nich polegaja
na oszacowaniu stopnia rozmycia w dwodch
wymiarach i odjecia go od wszystkich po-
jedynczych warstw z trojwymiarowej serii.
Algorytmy te operuja na pojedynczych, dwu-
wymiarowych warstwach, plaszczyzna po
plaszczyznie, poddajac warstwy tym samym
obliczeniom. Przeprowadzenie tych operacji
zajmuje malo czasu i nie potrzebuje duzej
mocy obliczeniowej komputera. Wada ich
jest to, ze zmniejsza poziom sygnatu fluore-
scencji oraz dodaja do siebie szum z kilku
warstw z serii. Stosowac te algorytmy nalezy
ostroznie i raczej przy dobrej jakoSci obra-
zach. Algorytmy odtwarzajace obraz bazuja
na tym, ze rozmycie zachodzi w trzech wy-
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Ryc. 6. Obrobka obrazu metoda dekonwolucji. Zdjecie z lewej przedstawia surowe dane zebrane
z mikroskopu. Z prawej, te same dane poddane algorytmowi dekonwolucji.

miarach, a nie w dwoch, jak w przypadku al-
gorytmoOw usuwajacych rozmycie. Poniewaz
koncowy obraz jest wynikiem splotu obiektu
i funkcji PSF, algorytmy te staraja si¢ odtwo-
rzy¢ obiekt poprzez usuniecie PSF, zamiast
usunac¢ tylko rozmycie. Obiekt ten nie moze
by¢ doktadnie odtworzony, ze wzgledu na
fundamentalne limity w systemie. Algorytm
rekonstrukcji okresla jedynie w przyblizeniu
obiekt, bazujac na podanych informacjach,
ktore maja wplyw na proces formowania si¢
obrazu (http://www.olympusmicro.com/pri-
mer/digitalimaging/deconvolution/deconalgo-
rithms.html).

Drzialanie filtru Gaussa 3D polega na tym,
ze do obliczenia nowej wartoSci piksela, bra-
ne sa pod uwage wartosci pikseli z jego oto-
czeniema. Kazdy piksel z otoczenia ma swoja
wage, ktora wplywa na wynik na przeprowa-
dzanego obliczenia. Wagi te zapisywane sa w
postaci maski, ktéra posiada okreSlone roz-
miary np. 3x3x3, 5x5x5 itp. Rozmiar 3x3x3
informuje, ze maska sktada si¢ z bloku o sze-
rokosci 3 piksele na 3 piksele w osiach X i

z

Maska
3x3x3

PSF

Ryc. 7. Po lewej maska filtra Gaussa 3D 3x3x3.
W srodku przestrzenny obraz funkcji PSF. Po
prawej nalozenie maski filtra na funkcje PSF.

Y i wysokoSci 3 piksele w osi Z. Funkcja PSF
obiektywu w mikroskopii konfokalnej ma po-
dobny rozkiad do tego, jaki ma maska filtru
Gaussa 3D (Ryc. 7), dzieki temu zastosowanie
tego filtru ma podobny efekt jak zastosowanie
algorytmow dekonwolucji, w szczegolnosci w
odniesieniu do redukgji szumu.

WIZUALIZACJE

Typowa seria skrawkow optycznych (ang.
Z-stack), pochodzaca z mikroskopu konfo-
kalnego, sktada si¢ z okreSlonej liczby poje-
dynczych, optycznych warstw o wyznaczonej

»grubosci”. Warstwy te zbierane sa w rowno-
miernych odstepach (ang. step-size) w osi Z,
przez co tworza przestrzenne dane. Piksele
sktadajace sie na kazda z tych ptaszczyzn sa
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7, VOXEL

Ryc. 8. Reprezentacja woksela stworzonego
z dwuwymiarowego piksela poprzez dodanie
gltebokosci w osi Z.

dwuwymiarowe, posiadaja rozmiar w osiach
X i Y. Poprzez dodanie do piksela z dwuwy-
miarowej warstwy dodatkowej informacji w
postaci glebokoSci w osi Z, powstaje woksel
(ang. voxel) (Ryc. 8). Glebokos¢ wokseli i
grubosc¢ calej pojedynczej optycznej warstwy
definiowana jest poprzez optyke mikroskopu
(apertura numeryczna) oraz przystone kon-
fokalna (ang. pinhole) i wynosi potowe mak-
symalnej rozdzielczoSci piksela. Woksel, troj-
wymiarowy odpowiednik piksela, oprocz in-
formacji o wymiarze w trzech ptlaszczyznach,
posiada rowniez pewna wartoS¢ intensyw-
noSci przejeta z bazowego piksela, z ktorego
jest stworzony, oraz objetos¢, definiowana
jako iloczyn powierzchni piksela (X razy Y) i
odleglosci pomiedzy warstwami optycznymi.
Na podstawie informacji zebranych z kazde-
go woksela wchodzacego w sklad trojwymia-
rowej serii, odpowiednie oprogramowanie
jest w stanie przeprowadzi¢ rekonstrucje i
stworzy¢ trojwymiarowa mape powierzch-
ni badanego obiektu. Mozna powiedziec¢, ze
woksel to cegietka, dzi¢ki ktorej budujemy
model 3D. O ile o grubosci warstwy konfo-
kalnej decyduja parametry optyczne uzywa-
nego mikroskopu konfokalnego, o tyle juz
o odlegtoSciach miedzy kolejnymi warstwa-
mi i gestoSci skanowanego preparatu w osi
Z (grubosc¢ catej serii) decyduje uzytkownik.
Zapewnienie maksymalnej ilosci informacji
0 preparacie w osi Z wymaga, aby odstep
pomiedzy kolejnymi warstwami optyczny-
mi (gesto$¢ skanu) byl, zgodnie z kryterium
Nyquista, 2-3 razy mniejszy niz glebokoSci
pojedynczej warstwy z danej serii. Skanowa-
nie preparatu z wicksza gestosScia prowadzi
do nadprobkowania, ktore przydatne bedzie
jedynie w celu przeprowadzenie dekonwolu-
¢ji na zebranych danych. Jezeli dane zostana

OPTYCZNE
WARSTWY

Ryc. 9. Tworzenie maksymalnej projekcji z kil-
ku warstw optycznych. Dla kazdej pozycji X i
Y piksela zbierane sa informacje o intensywno-
Sciach z wszystkich plaszczyzn i na podstawie
odpowiedniego kryterium (np. maksymalna
wartoS¢) wybrana wartoSC jest rejestrowana na
projekcji 2D tych warstw.

zebrane z mniejsza gestosScia, spowoduje to
podbrobkowanie, co przektada si¢ na utrate
informacji o preparacie w osi Z.

Wizualizacja, to proces tworzenia prze-
strzennego obrazu z konfokalnej serii optycz-
nych sekwencji, poprzez laczenie warstw z
tej serii w pojedynczy obraz, strukture, ani-
macje. Przestrzenne zbiory danych moga zo-
sta¢ zrekonstruowane i zwizualizowane na
wiele sposobOw. Istnieja trzy podstawowe
metody do reprezentacji danych 3D: projek-
cje, rendering objetoSciowy i rekonstrukcja
powierzchni.

Projekcje, to proste techniki wyswietlaja-
ce trojwymiarowe informacje w formie dwu-
wymiarowego rzutu. Obraz ten tworzony jest
na podstawie informacji zebranych z calej
serii z mikroskopu konfokalnego. Polega na
znalezieniu na przyklad najjaSniejszego pik-
sela, czyli maksymalnej wartoSci z kazdej li-
nii, przechodzacej przez wszystkie warstwy,
i wySwietleniu ich na pojedynczym, dwuwy-
miarowym obrazie (Ryc. 9). Uzyskany obraz
nie jest trojwymiarowym obiektem, zawiera
on jedynie prezentacje calego obiektu z kon-
kretnego punktu widzenia, czyli perspekty-
wy (TRUSK 2011).

Rendering objetosciowy (ang. volume
rendering) jest technika wizualizacji trojwy-
miarowych informacji poprzez tworzenie ich
dwuwymiarowych polprzezroczystych pro-
jekcji (Ryc. 10). Kazdy woksel mozna opi-
sa¢ pewnymi przestrzennymi koordynatami,
X, Y i Z, oraz intensywnoScia fluorescencji.
Aby zobrazowal przestrzenne dane z od-
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Ryc. 10. Reprezentacja rendering obj¢toSciowe-
go. Centralne zdjecie pokazuje widok na prepa-
rat w osiach X i Y. Pozostate zdjecia przedsta-
wiaja ten sam preparat z roznych perspektyw.

powiedniej perspektywy trzeba wyswietli¢
obraz w sposob, ktory pozwoli na popraw-
na obserwacje¢ calej wewnetrznej struktury
obiektu. Aby to osiagnac, dodawany jest do
kazdego woksela parametr przezroczystosSci.
Dzi¢ki temu na obraz wynikowy maja wplyw
wszystkie piksele, a nie, jak w zwyklej pro-
jekcji, ich pewne wybrane wartosci. Pozwala
to na przedstawienie obiektu jako skladajace-
go sie z elementOw o zréznicowanym stop-
niu przezroczystosci. Niestety, ten sposob
prezentacji danych jest powolny i wymaga
duzej mocy obliczeniowej komputera. Tech-
nika ta pozwala tylko na obserwacj¢ prepa-
ratu w catloSci pod réznymi katami, z wybra-
nych perspektyw oraz na tworzenie animacji
ruchu.

Rekonstrukcja powierzchni (ang. surface
rekonstruction) jest to metoda, ktora tworzy
trojwymiarowa powierzchnie obiektu z serii
z mikroskopu konfokalnego (Ryc. 11).

Algorytmy tworza struktur¢ powierzch-
ni, wyznaczajac granice otaczajace wybrany
zakres wokseli. Powierzchnia ta budowana
jest z siatki wielokatow na podstawie progu

Ryc. 11. Na gorze etapy tworzenia rendering
powierzchniowego. Od lewej — seria z mikro-
skopu, Srodek — tworzenie siatki 3D z wokseli,
po prawej — nalozona powierzchnia na siatke.
Na dole reprezentacja calej powierzchni 3D
preparatu.

intensywnoSci wokseli, tzn.. woksele poni-
7zej wybranego progu (zakresu) intensyw-
nosci nie brane sa pod uwage w procesie
wyznaczania  granic do  rekonstrukgji
powierzchni.

Algorytmy rekonstrukcji powierzchni na-
leza do szybkich, ze wzgledu na to, ze od-
nosza sie tylko do powierzchni, nie biorac
pod uwage wewnetrznych struktur (co jest
ich zasadnicza wada), redukujac tym samym
ilos¢ przetwarzanych danych. Dzi¢ki tej tech-
nice nie tylko tworzona jest wizualizacja po-
wierzchni, ale mozliwa jest rOwniez analiza
obrazowanych obiektéw. Mozna oblicza¢ po-
wierzchni¢, objetos¢, gestos¢ oraz ich zmia-
ny w czasie, a takze wiele innych czynnikow,
w zaleznoSci od oprogramowania, ktore zo-
stanie do tego uzyte. Przy uzyciu kilku bar-
wien, mozna pokazaé np., ze dana struktura
z jednego kanatu znajduje sie fizycznie we-
wnatrz struktury z drugiego kanalu albo na
jej powierzchni.

PODSUMOWANIE

Wizualizacje, to potezne narzedzia do
przedstawiania i analizowania danych po-
chodzacych z mikroskopow konfokalnych.
Dzieki nim mozliwe jest obserwowanie i re-

konstrukcja morfologii obiektow, analiza ich
struktur oraz funkcji. Wizualizacje umozliwia-
ja obserwacje obiektow pod réznymi katami,
z perspektyw nieosiagalnych w samym mi-
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kroskopie konfokalnym. ZnajomoS¢ podstaw
dzialania aparatury obrazujacej oraz jej moz-
liwoSci pozwala prawidlowo ustawic¢ para-
metry zbierania obrazu, przez co rejestro-
wany jest on z maksymalna rozdzielczoScia i
ze zwiazana z tym jakoScia. Tym samym, nie
zostaja pomini¢te informacje o strukturze, a
sama rekonstrukcja jest doktadniejsza i bar-

dziej odpowiada fizycznej charakterystyce
obiektow (np. przy zbyt malej gestoSci ska-
nu, pominiete zostaja informacje o prepara-
cie w osi Z). Dodatkowo, zastosowanie cy-
frowych filtrow lub dekonwolucji usuwa z
tla niepozadany szum oraz poprawia jakoSc
sygnatu pochodzacego z fluorescencyjnego
preparatu.

WIZUALIZACJE W SWIECIE MIKROSKOPII SWIETLNE]

Streszczenie

Wizualizacje i rekonstrukcje w mikroskopii
Swietlnej, pozwalaja na lepsza analiz¢ i obserwacje
preparatow. Przed przystapieniem do wizualizacji
nalezy wlasciwie dobra¢ parametry skanowania mi-
kroskopu, aby mozliwie jak najdoktadniej odwzoro-
wac struktury obiektow. Niniejszy artykul przedsta-
wia i omawia podstawowe zagadnienia, z ktorymi
uzytkownik spotyka si¢ podczas akwizycji obrazow.
Dotycza one wlasciwego ustawienia rozdzielczoSci,

rozmiaru piksela i woksela, szybkoSci skanowania,
wielkoSci zoom oraz formatu skanu. Przedstawione
zostaly takze mozliwoSci filtracji obrazu oraz dekon-
wolucja, a takze metody reprezentacji trojwymiaro-
wych danych: projekcje, rendering objetoSciowy i
rendering powierzchniowy oraz mozliwos¢ dodatko-
wej ingerencji w wyglad koficowy obiektow za po-
moca programow do modelowania i animacji 3D.

VISUALIZATIONS IN THE WORLD OF LIGHT MICROSCOPY

Summary

Visualization and reconstruction in light micros-
copy allow us to better analyze and observe our
specimens. Prior to the visualization microscope
scanning parameters should be selected to repro-
duce as closely as possible the structure of objects.
This article presents and discusses the fundamen-
tal issues with which you meet in image acquisi-
tion, ie: resolution, pixel and voxel size, scan speed,

zoom, scan size. The author outlines possible image
filtering and deconvolution. At the end, the three
methods were discussed for three-dimensional rep-
resentation: projections, volume rendering, surface
rendering and the possibility of additional interfer-
ence with the final appearance of objects using the
software for 3D modeling and animation.
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