Konfokalni mikroskop

Konfokalni mikroskop je druhem svételného mikroskopu.

Pri pozorovani redlného preparatu, jehoz tloustka neni zanedbatelna
(idedlIni preparat pro svételnou mikroskopii ma tloustku bliZici se
nule) je pozorovani zkresleno paprsky vychazejicimi z hmoty nad a
pod zaostfenou rovinou. Tomuto nepriznivému efektu zabrarnuje
pravé vyuziti konfokdlniho mikroskopu. Mimo této vyhody poskytuje
konfokalni mikroskop moznost rekonstruovat 3D modely preparatu.

Historie

Idea konfokdlniho mikroskopu pochazi od Marvina Minského,
ktery si ji patentoval jiz r. 1957. V té dobé vsak zlistala bez odezvy,
nebot Minsky nenasel vhodny zdroj svétla pro konstrukci funkéniho
pristroje. O deset let pozdéji M. Petran a M. Hadravsky z
Lékarské fakulty UK v Plzni patentovali konfokdlni mikroskop na
bazi rotujiciho Nipkowova kotouce. S timto pristrojem (v odborné
literature je zndm pod ndzvem Tandem Scanning Confocal
Microscope) byly poprvé ziskany kvalitni optické rezy silnym
preparatem, konkrétné mozkovou tkani. Tandemovy konfokdlni

Fotografie konfokalniho mikroskopu v zatemnéné
mistnosti. Kontrastnéjsi fotografii konfokalniho
mikroskopu naleznete napfriklad zde [1] (https://www
Jjmu.ac.uk/GERI/CEORG_Images/CONF1.jpg)

mikroskop se v3ak v praxi pFili§ nerozsifil. Era konfokalni mikroskopie za¢ina az koncem sedmdesatych let, kdy byl
zkonstruovan prvni spolehlivy konfokdlni mikroskop s rozmitanym laserovym paprskem.

Princip

Zdrojem svétla u konfokalniho mikroskopu je laser (ultrafialové,
infracervené nebo viditelné spektrum), ktery pres bodovou (konfokalni)
clonu a objektiv osvétluje preparat. Stejnym objektivem poté prochazi
svétlo odrazené (pripadné emitované fluorescencni zareni, pokud se jednd
o fluorescencni konfokalni mikroskopii). Paprsky prochazi dichroickym
zrcadlem a pokracuji k bodové cloné, kde dochézi k odfiltrovani svétla z
jinych rovin. Nakonec paprsky vstupuji do fotonasobice (https://cs.wikipedi
a.org/wiki/Foton%C3%A1s0bi%C4%8D), kde jsou zesileny a detekovany.

Z usporadani mikroskopu vyplyva, Ze v jednom kroku ziskdme informaci
pouze o jednom bodu - pro ziskani obrazu celé roviny je nutné vytvorit
serii snimkda.

Podle mechanismu rastrovani rozliSujeme:

= konfokalni mikroskop s rozmitanym laserovym paprskem
(CLSM, LSCM) - rastrovani probiha posouvanim paprsku pomoci
clony (umisténé mezi dichroické zrcadlo a objektiv) postupné do
véech bodl roviny (podobny princip jako pohyb po stinitku televize),
priblizna rychlost: 3 snimky/s

= konfokalni mikroskop na bazi rotujiciho Nipkowova kotouce -
predchlidce rozmitaného laserového paprsku, rychlost az 60 snimkd/s

Pokud je postupné nasniméno dostate¢né mnozstvi rovin, je mozné
pomoci pocitace slozit 3D model preparatu.

Vyuziti

Konfokalni mikroskop je vyuzivan pfi studiu povrchovych vlastnosti
materiall, vyhodnocovani testl tvrdosti kovl a plastickych materiald,
méreni vysky strukturnich elementd na polovodic¢ovych ¢ipech. V biologii
se uplatiuje pri studiu prostorovych struktur bunék (napr.
cytoskeletu). S vyhodou je mozné konfokdlni mikroskopy pouzit pri studiu
architektury neuronovych siti v mozkové tkani pfi jejim barveni pomoci
Golgiho metody. Také je mozné studovat intraceluldrni koncentrace
iontl, mé&fit membranovy potencial a intraceluldrni pH. Pfi pouziti
imunofluorescenc¢nich metod je mozné studovat napf. rozlozeni receptor(
v membrandach. V cytologii a cytogenetice se konfokalni mikroskop
pouziva pfi studiu topologie bunécného jadra (vnitini usporadani
chromatinu).
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= Opticky mikroskop
= Elektronovy mikroskop
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