Konfokalni mikroskopie

Svételny mikroskop je zatizeni, které se pouziva k pozorovani predmétl mensich, nez je
rozliSovaci schopnost oka ¢ili 0,2 mm. RozliSeni svételného mikroskopu je dano vinovou délkou
svétla a numerickou aperturou objektivu (0,2 mm az 0,2 um). Mezi nejrozsifenéjsi metody
svételné mikroskopie patfi metoda svétlého pole, metoda temného pole, polarizaéni
mikroskopie ¢i fluorescencni mikroskopie. VSechny tyto metody funguji vyborné pro tenké
vzorky, kdy svétlo vnikajici do objektivu pochdzi pouze ze zaostfené roviny. U tlustsich vzork
do objektivu vnika i svétlo z rovin které nejsou zaostfené, ¢cimz dochazi k vyraznému zkresleni.
Tento problém resi konfokalni mikroskop. Samotny princip konfokalniho mikroskopu je velmi
jednoduchy a spociva v zafazeni malého otvoru ,pinhole” tésné pred detektor. Diky zarazeni
pinhole dojde k odfiltrovani svétla z nezaostienych ¢asti preparatu (Obr. 1). Ideu konfokalniho
mikroskopu patentoval Marvin Minsky v roce 1957, ovsem tenkrat jeSté nebyl dostatecné silny
zdroj svétla pro sestaveni takového mikroskopu. To se povedlo az Mojmirovi Petranovi a
Milanu Hadravskému z LF UK v Plzni, ktefi v roce 1966 patentovali konfokalni mikroskop na
principu Nipkowova kotouce, dnes oznacovaného jako rotujici disk. V roce 1973 se David Egger
a Robert Galambose z Univerzity v Yale rozhodli nahradit Nipkow(v kotou¢ pohybujicim se
zdrojem svétla. Tento typ mikroskopu je dnes oznacovan jako laserovy rastrovaci/skenovaci
konfokalni mikroskop (LSCM).
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Obr. 1. Princip konfokalniho mikroskopu



Princip rotujiciho disku spociva v soustavé rychle rotujicich desti¢ek, na kterych je mnoho
vzajemné oddélenych clonek, pres které svétlo dopada na preparat. Tento systém umoznuje
zobrazovat vice bodUl najednou, skenovani preparatu je tedy mnohem rychlejsi nez u LSCM
(Obr.2).
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Obr. 2. Schéma rotujiciho disku

LSCM vyuZziva jako zdroj svétla laserovy paprsek, ktery je pfes systém clonek a objektiv
zaméren na pozorovany preparat, pficemz dochdzi k osvétleni pouze malého bodu. Preparat
je postupné skenovan bod po bodu, pficemz se pohybuje bud preparat a zdroj svétla je
staticky, nebo je staticky preparat a pohybuje se laserovym paprskem (Obr. 3).
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Obr. 3. Schéma skenovaciho konfokalniho mikroskopu



Diky digitalnimu zaznamu obrazu a malé hloubce ostrosti je u konfokalni mikroskopie bé&znou
praxi zaznamenavat takzvané Z-stacky. Jedna se o jednotlivé optické fezy preparatem, ze
kterych je nasledné sestaven 2,5D obraz (Obr. 4).

Obr. 4. Z-stack

Pfi zobrazovani bodu dochazi k deformaci obrazu, ¢emuz se tikd konvoluce (obr.5). Miru
deformace popisuje rozptylova funkce (point spread function), kterd zavisi na parametrech
komponent, kterymi prochdazi signal, na indexech lomu a také na pouZzité metodé mikroskopie.
Od toho je odvozen pojem dekonvoluce, Cili proces, pfi kterém se pomoci fady matematickych
algoritmi snazime co mozna nejpresnéji reprodukovat obraz redlného objektu (Obr. 6).

Obr. 5. Struktura do které se vykresli signdl z jednoho bodu vzorku
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Obr. 6. Konvoluce a dekonvoluce

Vramci uUlohy se seznamte s ovladanim stolniho konfokalniho mikroskopu Andor BC43,
prozkoumejte moznosti pofizovani snimku ve fluorescencénim i konfokalnim rezimu, tvorbu Z-
stacku a srovnejte snimky s a bez dekonvoluce. Ve druhé ¢asti ulohy prozkoumejte moznosti
postprocessingu pofizenych snimkd pomoci software Imaris.



