Konfokalni mikroskop

confocal laser scanning microscope (CLSM)




Historie

* Minsky M. (60. leta 20. stoleti)

* Petran M. a Hadravsky M. (1967) - konstrukce konfokalniho
mikroskopu pracujiciho na bazi rotace Nipkowova kotouce

* rozvoj od konce 70. let 20. stoleti
- laserovy paprsek, pocitac

 dvou (multi-) fotonovy mikroskop




Confocal - conjugate (sbihat) + focal (ohniskovy)

obé clonky jsou umistény v ohniscich
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Schéma soucasného
konfokalniho

mikroskopu
(s rozmitanym laserovym
paprskem)

(Vesmir, 19995)
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cip konfokalniho mikroskopu

konfokalni clonka

@ paprsky z ohniskové roviny
------ ohniskova rovina

@ rpaprsky z mimoohniskovych
rovin

...... mimoohniskove roviny




Konfokalni mikroskop na bazi Nipkowova kotouce
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Vyuziti svétla pro CLSM

- reflexe - textura a slozeni povrchu - elektronickych
soucastek, studium neuronovych siti (pomoci Ag), ...

e difuze

« fluorescence - struktura bunky a tkani, studium
metabolickych drah, ...




Vyhody CLSM
* odstraneni mimoohniskovych rovin
* vysoky kontrast obrazu
* neinvazni metoda
« zachovani prostoroveho usporadani
» schopnost vytvoreni prostorove rekonstrukce
« digitalni forma vystupu - rotace, perspektiva, ...

» schopnost zobrazeni bunky - tkane - mnohobunecneho
organismu

« souasné pouziti az 4 kanalu + prochazejici svétlo




Nevyhody CLSM

 délka zpracovani materialu i snimku =>, vyhasinani
fluorescence”

* neostré snimky pri nizke intenzité fluorescence

* porizovaci cena (mikroskop, konfokalni nastavec,
pocitacC + program)




snimek z digitalniho fotoaparatu

snimek z konfokalniho mikroskopu




Srovnani 3 metod

uzivanych ve fluorescencni mikroskopii

rtutova vybojka

pticky rez
(0,5-2um)

fluorescencni

excitacni svétlo —»

pozorovana oblast :

oblast excitace g
( nvyhaSinéni“) B S

(Lacey, 1999)







Dvoufotonova mikroskopie

« absorbce 2 fotonu fluorochromem ve stejném okamziku =>
zareni s dvojnasobnou vinovou délkou (polovicni energie) =>
excitacni zareni 700 nm (Cervena) => emitovane zareni 900 nm

One-photon Two-photon
CLSM Microscopy




Vyhody

* se zvysujici se intenzitou zareni zdroje se zvysuje
pravdépodobnost absorpce 2 fotonu fluorochromem

* excitace fluorochromu jen v zaostrene rovineé => odpada nutnost
konfokalni clonky => maximum svétla

* velka vinova delka (700 nm) => pomalgjsi ,vyhasinani*
mensi rozptyl svetla ve vzorku
vetsi penetrace svétla ve vzorku

mala fototoxicita (x UV zareni)

Nevyhody
« cena Ti Sapphire laseru

* ohf'ev vzorku => uziti laserovych pulsu nez plynulé ozafeni




Srovnani konfokalni a 2-fotonové mikroskopie

konfokalni 2-fotonové

[l oblast excitace (internet)

@ pozorovana oblast




Konfokalni mikroskopy

TCS SP2




Olympus Fluoview 500

 opticke rezy v rovinach XY, XYZ , XZY
* schopnost zaznamenat zmeny i v casove rovine XYt, XY/Zt

* sSoucCasné snimani obrazu v prochazejicim a fluorescencnim
svetle

 pouziti 4 kanalu zaroveri

* sekvencni snimani

» volitelnost rychlosti a typu rastrovani => kvalita snimku
* kompenzace sumu, zesileni signalu

« 3D rekonstrukce obrazu a rotace




vazba aktin-faloidin (FITC)




vazba aktin-faloidin (FITC)




® vazba aktin-faloidin (TRITC)




vazba tubulin-protilatka (FITC)




vazba aktin-faloidin (FITC)
® vazba DNA-DAPI




vazba aktin-faloidin (FITC)

® vazba DNA-DAPI

¢ ® vazba mitochondrie-mitotracker red

® neuron, vazba mikrotubulové proteiny-
protilatka (Texas-RED)




autofluorescence







® fluorescence Gomoriho trichromu




Internetove odkazy

http://137.120.28.214/csim/lpath.mpqg

http://www.microscopyu.com/articles/confocal/index.html

http://www.olympusmicro.com/primer/virtual/confocal/index.html

http://micro.magnet.fsu.edu/primer/java/multiphoton/excitationbleaching/index.html

http://www.olympusmicro.com/primer/java/confocal/index.html

http://www.microscopyu.com/galleries/confocal/index.html

http://www.lob.polytechnique.fr/themes/imagerie fonctionnelle/Anim cell1 small.qgif




