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W POSZUKIWANIU MIKROSKOPU IDEALNEGO —
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Mikroskopia towarzyszy biologii od samego poczatku jej historii. Znaczenie
obserwacji mikroskopowej jest odbiciem nierozerwalnego zwigzku pomiedzy
strukturg a funkcjg elementow zywej materii. Wraz z rozwojem nauki i techniki
pojawiaty sie nowe mikroskopy, poczawszy od elektronowego, a skonczywszy na
mikroskopie tunelowym. Jednak dzi§, po niemal trzystu latach, znaczenie
mikroskopii optycznej nie tylko nie zmalato, ale w ostatnich pietnastu,
dwudziestu latach przezywa ona prawdziwy renesans.

Mikroskop pojawit sie jako narzedzie do obserwacji niewidocznych gotym
okiem struktur organizmu zywego. Jednak zaréwno konstrukcja mikroskopu,
jak ibudowa wiekszosci organizmow, posiadaty cechy czynigce z niego narzedzie
niedoskonale. Z jednej strony, mikroskop optyczny ma nieprzekraczalng
zdolnosc¢ rozdzielczg, nie jesteSmy wiec w stanie dojrze¢ obiektow mniejszych niz
potowa dtugosci fali Swiatta oSwietlajgcego preparat. Z drugiej strony, wiekszo$é
struktur biologicznych jest przezroczysta dla Swiatta widzialnego i z tego
powodu niewidoczna w mikroskopie. Z drugim problemem radzono sobie
tworzac niezliczone procedury barwienia, ale wszystkie one byly stosunkowo
niespecyficzne, w jeszcze wigkszym stopniu zmniejszaty zdolno$¢ rozdzielczg
obserwacji i w wiekszosci wymagaty pracy z martwym, w znacznym stopniu
zmienionym materiatem. Osiggniecie granic 6wczesnych mozliwosci, w potgcze-
niu ze wzrostem znaczenia technik biochemicznych i pojawieniem sie mikro-
skopu elektronowego, spowodowato, ze mikroskop optyczny stawat sie powoli
przyrzagdem pomocniczym.

Dopiero na przetomie lat szes¢dziesigtych i siedemdziesiatych trend ten ulegt
gwattownemu odwrdéceniu. Pojawienie sie szeregu nowych metod, z immunocy-
tochemiag na czele, spowodowato powr6t mikroskopii optycznej do dawnego
znaczenia. Spowodowato réwniez burzliwy rozwdj nowych konstrukcji mikro-
skopdw, ktérego ukoronowaniem jest laserowy skanujacy mikroskop konfokal-
ny — CLSM (ang. Confocal Laser Scanning Microscope) (rys. 1).

Zasada dziatania mikroskopu konfokalnego zostata zgtoszona do biura
patentowego w 1957 roku przez Marvina Minsky’ego. Ale dopiero w 1987 roku
pojawity sie na rynku jej pierwsze, w peini zadowalajace realizacje. Potrzebne
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Rys. 1. Laserowy, skanujacy mikroskop konfokalny Phoibos 100 firmy Molecular Dynamics wraz

z konsolg sterujgcego nim komputera Personal Iris firmy Silicon Graphics. A — Modut optyki

konfokalnej, B— modut sterowania detektorami i laserem, C — Mikroskop optyczny firmy Nikon,

D — blok zasilajgcy lampy rteciowe do klasycznej mikroskopii epifluorescencyjnej i E — konsola
komputera

byto az trzydziesci lat rozwoju technologii, aby to, najbardziej chyba zaawan-
sowane technicznie urzadzenie wykorzystywane w biologii, ujrzato S$wiatto
dzienne. Jak pisze Shinya Inoue (1990), ,niezwykle rzadko wprowadzenie
nowego instrumentu wzbudza takie podniecenie wséréd biologdw jak w przypad-
ku CLSM™”. Niewiarygodnie czysty obraz, mozliwo$¢ wykonywania skrawkow
optycznych przez grube preparaty, mozliwo$¢ generowania obrazéw bedacych
pionowymi przekrojami przez obserwowany obiekt, tworzenie tréjwymiaro-
wych rekonstrukcji o nieosiggalnej dotgd rozdzielczo$ci, czy wreszcie nie-
spotykana dotad dokitadno$¢ pomiaréw mikrofotometrycznych. To krotkie
wyliczenie zalet CLSM tlumaczy dlaczego jest on czesto postrzegany jako nowy,
idealny mikroskop (Amos 1988; White iin. 1987).

Niniejszy artykut ma zapoznac czytelnika z mozliwo$ciami oferowanymi
przez mikroskopie konfokalng, ale tez przedstawi¢ ograniczenia, ktdre sa
natozone nate , tak jak na kazda inng, metode badawczg. Celem moim jest takie
pokazanie tej techniki, by utatwi¢ ewentualng decyzje o wykorzystaniu CLSM
do konkretnych badan w szeroko pojetym zakresie biologii komarki, ze
szczegblnym zwrdceniem uwagi na badania cytoszkieletu i zjawiska lokomocji
komoérek, co wynika z osobistych zainteresowar autora.
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Konstrukcja mikroskopu Minsky’ego byta bardzo prosta (Inoue 1990) (rys.
2). Tradycyjny kondensor zostat zastgpiony ukiadem optycznym identycznym
jak obiektyw. Pomiedzy zrédiem Swiatta a kondensorem, na osi optycznej
przyrzadu, umieszczono przestone o bardzo matym otworze (ang. pinhole).
Zmniejszony obraz tej przestony byt rzutowany na preparat przez kondensor.
Pole widzenia obiektywu byto ograniczone przez druga, bliZniaczg przestone
umieszczong symetrycznie do pierwszej i oddzielajgcej obiektyw do fotodetek-
tora. Tak wiec obie przestony oraz punkt na obserwowanej ptaszczyznie obiektu
byty umieszczone w ogniskach dwdéch uktadéw optycznych, przy czym ognisko
znajdujace sie w polu obserwacji byto wspdlne dla obiektywu i kondensora.
Przestony byty wspoétogniskowe, czyli konfokalne, z ptaszczyzng obserwacji
i stad pochodzi nazwa catego uktadu optycznego. Na skutek takiej konstrukcji,
na detektor byt rzutowany obraz jednego punktu z jednej ptaszczyzny, tym
precyzyjniej im mniejsze byto Swiatto przeston. Obrazy punktdw lezacych poza
poziomem ostrosci nie byly w plaszczyznie przestony punktami lecz mialy
charakter powierzchniowy. W zwigzku z tym wiekszos¢ tworzacego je Swiatta
byta odcinana i nie docierata do fotodetektora. Jesli teraz obiekt przesuwano
i rejestrowano kolejne stany detektora, mozliwe byto odtworzenie punkt po
punkcie obrazu jednej, wycietej spos$rdd innych, warstwy preparatu z nie-
spotykang dotad czystoScig obrazu.

Rys. 2. Schemat najprostszego mikroskopu konfokalnego. 1 — Zrddto Swiatta, 2 — przystona

tworzaca plamke os$wietlajgcg, 3 — kondensor, 4 — obiekt obserwowany, 5 — obiektyw,

6 — przystona odcinajgca $wiatto pochodzace spoza ptaszczyzny ostroéci, 7— detektor, a — punkt

w preparacie lezacy poza ptaszczyzng ostrosci, b — wiazka $wiatta wychodzaca z punktu, a jest
zatrzymywana przez przystone

Realizacja mikroskopu Minsky’ego napotkata na dwie trudnosci. Pierwsza
byta konieczno$é bardzo doktadnego zestawienia optyki, tak aby kondensor
i obiektyw byly wspdtogniskowe. problem ten znacznie wzrastat, jeSli chciano
zastosowac zmienne powiekszenie, co wigzato sie z koniecznos$ciag jednoczesnego
zmieniania kondensora i obiektywu. Druga trudno$¢ to przesuw preparatu.
Doktadnos¢ ruchu stolika musiata byé poréwnywalna ze zdolnoscia rozdzielcza
mikroskopu, przy jednoczesnym duzym zasiegu ruchu i praktycznej, czyli
niezbyt matej predkosci przesuwu.

Pierwszy problem rozwigzano dos$¢ szybko, rezygnujac ze Swiatta przecho-
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dzacego przez preparat na rzecz konstrukcji mikroskopu z epiiluminacjg. W tym
systemie os$wietlenia obiektyw jest jednocze$nie kondensorem, co w sposdb
naturalny typuje go jako baze konstrukcyjng dla mikroskopu konfokalnego.
Decyzja ta ograniczytajednak zastosowanie mikroskopii konfokalnej do metod,
ktore wykorzystujg epiiluminacje, czyli, przede wszystkim do epifluorescencji
oraz mikroskopii $wiatta odbitego. Rezygnacja w mikroskopii konfokalnej ze
Swiatta przechodzacego nie byta wbrew pozorom az tak bolesna jakby sie na
pierwszy rzut oka wydawato. Giebia ostrosci uzyskiwana w konwencjonalnym
mikroskopie wyposazonym w kontrast DIC Nomarskiego jest poréwnywalna
z tg, uzyskiwang w mikroskopie konfokalnym (I noue 1988). Jesli potagczymy
w jednym przyrzadzie CLSM z kontrastem Nomarskiego, co mozna zrobié
(Hook iOdeyale 1989), to powinnismy zaspokoi¢ kazde wymagania, nawet
najwybredniejszego uzytkownika.

Drugi problem okazat sie duzo trudniejszy. Do dzi$ nie udato sie skon-
struowac zadowalajgcego systemu przesuwu stolika, chociaz i tu obserwujemy
ogromny postep. W 1967 roku nastgpita pierwsza préba obejscia trudnosci
z poruszaniem obiektu przez wprawienie w ruch rzutowanej nan plamki Swiatta.
Préoby tej dokonat Mojmir Petran z Pragi konstruujgc konfokalny mikroskop
tandemowy (Kino 1990). Podstawg tego mikroskopu jest dysk Nipkowa (rys.
3), nazwany tak od nazwiska jego konstruktora Paula Nipkowa, niemieckiego
studenta, ktéry zbudowat go w roku 1884 jako urzadzenie do telegraficznego
przekazu obrazu. Przesuniecie dysku o jeden cykl powoduje przejscie przed
detektorem szeregu otworkéw odwzorowujgcych kolejne linie przetwarzanego
obrazu. Jesli na dysku znajduje sie jeden zestaw otwordw, to cykl jest réwny

Rys. 3. Zasada dziatania dysku Nipkowa. 1— obraz rzutowany na powierzchnie dysku, 2 — otwér,

przez ktory cze$¢ Swiatta pochodzacego z obrazu przechodzi w strone obserwatora, 3 — nastepny

otwor w dysku. Po przejSciu otworu 2 przez obraz wejdzie nan otwor 3 i bedzie odwzorowywat
nastepng linie
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obrotowi dysku, jesli zestawdw jest wiecej, to na jeden obrét przypada wiele
cykli. Na dysku stosowanym w tandemowym mikroskopie konfokalnym
znajduje sie parzysta liczba zestawéw otwordéw. Potowa z nich stuzy jako
przestony dla wiazki os$wietlajacej, pozostate — dla $wiatta pochodzacego
z preparatu. Przy odpowiednio duzych obrotach dysku uzyskujemy obraz
charakterystyczny dla mikroskopu konfokalnego. Nadaje sie on do bezposred-
niej obserwacji, bez koniecznosci uzywania detektora i dalszego przetwarzania
sygnatu elektronicznego (Boyde i in. 1990; Sheppard i Wilson 1981).
Pozwata to na dokonywanie obserwacji w czasie rzeczywistym. Ostatnio Gordon
Kino (Kino 1990) z Uniwersytetu w Stanford zmodyfikowat te konstrukcje
tak, ze wystarczy jeden zestaw otwordw, przez ktdre Swiatto przechodzi w obie
strony (Wilson+ /1989). Podstawowe problemy, ktére powstajg przy wyko-
rzystaniu dysku Nipokowa w praktyce, to konieczno$¢ bardzo doktadnego
wykonania samego dysku ijego bardzo precyzyjne ustawienie w wigzce $wiatta,
potagczone ze znaczng szybkoscig wirowania. Dysk taki ma okoto 200 000
precyzyjnie umieszczonych otwordw i kreci sie z predkoscig okoto 2000 obrotow
na minute. Tak precyzyjna mechanika bardzo podnosi koszty urzgdzenia.
Drugim jeszcze wiekszym problemem jest to, ze dysk znacznie redukuje ilo$¢
Swiatta, ktéra najpierw pada na preparat, a potem dochodzi do obserwatora.
Problemy te spowodowaty, ze tandemowe mikroskopy konfokalne, mimo swej
dwudziestoletniej obecnosci na rynku, nigdy nie znalazty szerszego zastosowa-
nia.

W 1987 roku wszedt na rynek CLSM, ktory zyskat juz duzg popularnosc
i wszystko wkazuje, ze jest konstrukcjg, ktora wreszcie zadowolita uzytkow-
nikow. Nie jest on wynikiem jakiego$ jednego, genialnego pomystu, lecz
wykorzystuje postep techniczny, jaki dokonat sie ostatnio w r6znych dziedzinach
od optyki po elektronike (Inoue 1990; Wilson 1989).

Wyrdzniajacg cechg CLSM jest zastosowanie lasera jako Zrddia Swiatta.
Wykorzystanie spdjnego Swiatta laserowego pozwolito na rezygnacje z przestony
poprzedzajacej kondensor. Wiagzka Swiatta laserowego moze by¢ odchylana
i w ten spos6b omiata ona pole widzenia tworzac obraz bez koniecznosci
poruszania preparatu. W odrdznieniu od plamki oswietlajgcej otrzymywanej
przy uzyciu przestony, ktéra zatrzymuje znaczng cze$¢ padajgcego na nig
Swiatta, wigzka lasera ma duzg jasnos¢ i daje czyste, jasne obrazy. Po przejsciu
przez uktad odchylajagcy wiagzka laserowa trafia na okular, a potem na obiektyw,
bedacy jednoczesnie kondensorem. Obiektywy uzywane w CLSM majg aperture
numeryczng rzedu 1,4, co daje jednocze$nie bardzo duzg rozdzielczo$¢ i duze
pole widzenia (Keller 1990). Dopiero $wiatto powracajace z preparatu przez
obiektyw jest rzutowane na przestone konfokalng i uwolnione przez nig od
zaktocen, pochodzacych spoza obserwowanej ptaszczyzny, dociera do detek-
tora. Dostepne na rynku konstrukcje pozwalajg na jednoczesne wykorzystaj
dwoch detektoréw rejestrujgcych swiecenie dwoch barwnikéw (Mossberg
i Ericsson 1990).
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Zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu, rozumiana jako najmniejsza odlegto$¢ pomiedzy
obserwowanymi obiektami, przy ktérej w mikroskopie powstang ich odrebne obrazy, zalezy od
dwadch czynnikéw: dtugosci Swiatta i wiasnosci optycznych uktadu. Determinuje ona minimalny
rozmiar piksela i wyraza sie wzorem:

Zdolno$¢ rozdzielcza = .-
n sin a
gdzie X— dtugos$¢ Swiatta, n — wspétczynnik zatamania $wiatta substancji w ktérej znajduje sie
ogladany obiekt, a — potowa kata widzenia obiektywu.

W mikroskopie konfokalnym réwnie istotny jest najmniejszy odstep miedzy kolejnymi

skrawkami optycznymi. Wielko$¢ ta ma podobne wiasnosci co zdolno$¢ rozdzielcza mikro-
skopu i wyraza sie¢ wzorem:

Minimalny odstep = 4- X —
4nsin2 -y-
W praktyce mozna wykorzysta¢ wzory uproszczone:
Zdolno$¢ rozdzielcza = OII\\IQA
Minimalny odstep = -N.A-.Z
gdzie N.A. — liczba aperturowa obiektywu.

[Wzory uproszczone za Molecular Dynamics]

Integralng czescig takiego mikroskopu jest komputer (rys. 4), ktéry z jednej
strony steruje mechanikg odchylania wigzki i pionowg pozycjg preparatu,
z drugiej za$ zbiera obrazy z detektoréw i wysSwietla je na ekranie. Ten sam
komputer pozwala na dalszg obrobke otrzymanych obrazow, tagcznie z tworze-
niem rozmaitych projekcji i rekonstrukcji trojwymiarowych.

Wszystko to razem tworzy instrument do$¢ skomplikowany i stosunkowo
kosztowny (cena CLSM wynosi powyzej 200 000$) jednak jego mozliwosci
sprawiaja, ze staje sie coraz powszechniejszy. (Obecnie wiele firm oferuje swoje
rozwigzania CLSM. Wszystkie konkretne odniesienia do konstrukcji mikro-
skopu lub oprogramowania, ktére czytelnik napotka w dalszej czesci tego
artykutu, beda dotyczyty mikroskopu Phoibos 1000 firmy Molecular Dynamics
(dawniej Sarastro).

W praktyce CLSM najczesciej wykorzystuje sie jako mikroskop fluorescen-
cyjny. Od tego tez zastosowania rozpoczniemy opis jego mozliwosci. Pod-
stawowag metodg mikroskopii fluorescencyjnej (Ploem 1989), stosowang
w biologii, jest immunofluorescencja. Polega ona na znakowaniu poszczeg6l-
nych biatek w komédrkach i tkankach za pomoca specyficznych dla nich
przeciwciat. Przeciwciata te sg sprzegniete z barwnikami fluorescencyjnymi,
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Rys. 4. Interfejs uzytkownika CLSM Phoibos 1000. Widoczne okna tworzone sa przez graficzny

system operacyjny IRIX, zblizony do systemu UNIX. Widoczne: A — okno z obrazem, B— okno

sterowania mikroskopem, C — okno sterowania programem tworzacym projekcje obrazéw
trojwymiarowych. D — okno regulacji kontrastu oraz E — zegar

Swiecacymi Swiattem wzbudzonym, co pozwala na ich obserwacje. Zastosowanie
CLSM podnosi jako$¢ otrzymywanych obrazéw i pozwala obserwowa¢ rozktad
barwionego epitopu w trzech wymiarach. W celu okres$lenia tego rozktadu
mozemy postuzyé sie serig przekrojow przez obserwowany preparat, jak
réwniez, o czym bedzie mowa w dalszej czesci artykutu, stworzy¢ projekcje
trojwymiarowej rekonstrukcji catego preparatu w zadanej perspektywie. Czesto
uzyteczna jest mozliwos¢ wykonania pionowego przekroju przez obiekt, wzdtuz
ptaszczyzny prostopadtej do ptaszczyzny zazwyczaj obserwowanej. Przygotowa-
nie preparatu dla potrzeb CLSM jest bardzo podobne do przygotowywania
preparatow do tradycyjnej mikroskopii immunofiuorescencyjnej. Wystepuja
jednak pewne drobne réznice. Najwazniejszg jest rezygnacja z wszelkich praktyk
majacych na celu splaszczenie preparatu. Sa one nie tylko niepotrzebne, ale
wrecz szkodliwe, gdyz uniemozliwiajg zachowanie nie zmienionej, trojwymiaro-
wej struktury obserwowanego obiektu. Korzystajgc zmikroskopu konfokalnego
nalezy chronié preparat przed przypadkowym zgnieceniem przez szkietko
przykrywkowe, na przyktad uzywajgc odpowiedniej wielkosci koralikow szkla-
nych lub ziaren sephadex’u wprowadzonych pomiedzy szkietka przed za-
mknieciem preparatu. Nastepna réznica jest wynikiem bardzo dobrego thumie-
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nia Swiatta pochodzacego spoza ptaszczyzny obserwacji mikroskopu konfokal-
nego. Pozwala ono na stosowanie znacznie wiekszych stezeh barwnika niz
w tradycyjnym mikroskopie, gdzie Swiecenie spoza ptaszczyzny ostrosci utrudnia
rozréznianie szczegotow. Wyzsze stezenie barwnika powoduje intensywniejsze
Swiecenie preparatu, a to z kolei umozliwia zmniejszenie czutosci detektora, co
powoduje zmniejszenie szumoOw w obrazie, ktéry staje sie jeszcze bardziej czysty
i bardziej kontrastowy niz by to wynikato z samego wykorzystania efektu
konfokalnego. Aby osiggna¢ wyzsze stezenie barwnika, nalezy podczas przygo-
towywania preparatu zastosowaé wyzsze stezenie sprzezonego z nim przeciw-
ciata. Na ogot stezenie to jest okoto czterdziesci do piecdziesieciu razy wieksze niz
w metodzie tradycyjnej. Niestety stosowanie tak duzych ilosci przeciwciat
w znacznym stopniu podnosi koszty metody. Preparaty barwione niskim
stezeniem sprzeganego z barwnikiem przeciwciata rowniez dajg poprawne
obrazy i doskonale nadajg sie do prac wstepnych, ktérych wyniki nie beda
publikowane.

Przy zastosowaniu CLSM bardzo istotny jest dob6r uzywanego barwnika
fluorescencyjnego (Tsien i Waggoner 1990). Wynika to z ograniczonej
ilosci pasm chromatycznych, jakie daje laser (Gratton i vandeVen 1990).
W normalnym mikroskopie fluorescencyjnym Zrodiem Swiatta jest lampa
rteciowa, produkujgca swiatto o wszystkich dtugosciach fali, jakie wykorzystuje
sie w mikroskopii fluorescencyjnej. Rézne dtugosci majg w jej widmie rozne
natezenia, ale w zasadzie wszystkie mozemy wykorzysta¢ do wzbudzania
barwnika. W przypadku lasera jest inaczej. Laser emituje S$wiatto tylko
w okre$lonych pasmach czestotliwosciowych, czyli o waskich przedziatach
dtugosci fali. Swiatto o posrednich dtugosciach fali nie jest emitowane. W mikro-
skopie Phoibos 1000 (podobnie jak w wiekszosci innych dostepnych na rynku)
zastosowany jest laser gazowy (argonowy) o niskiej mocy w trzech pasmach: 457
nm, 488 nm i 514 nm. Odpowiadajg one mniej wiecej Swiattu: fioletowemu,
niebieskiemu i zielonemu. Uzywane barwniki muszg by¢ tak dobrane, by
diugosci fali wzbudzajgcego je Swiatta odpowiadaty dtugoSciom dostepnym
w pasmach lasera. Laser jest tak wybrany, aby pokrywac dtugosé¢ fali wzbudzaja-
cej najpopularniejszy barwnik fluorescencyjny, izotiocyjanian fluoresceiny,
ktérego maksimum absorpcji znajduje sie w poblizu 488 nm (Tsien i Wag -
goner 1990). Powoduje to jednak bardzo stabe wzbudzanie drugiego bardzo
popularnego barwnika, izotiocyjanianu tetrametylrodaminy (TRITC), ktérego
maksimum absorpcji, zlokalizowane koto 550 nm (Tsien, Waggoner
1990), jest tak odlegte od dtugosci fali wzbudzajacej, ze barwnik $wieci z bardzo
zredukowang intensywnoscig. Naktada sie na to fakt, ze linia 514 nm jest najstabszg
linig lasera. W sumie $wiecenie rodaminy jest stabe ijesli istnieje taka mozliwos¢,
nalezy uzyé innego barwnika. Najlepiej do tego nadaje sie R-fikoerytryna,
wzbudzana przy 488 nm (Tsien i Waggoner 1990). Jej uzycie jest bardzo
dogodne, jesli chcemy obserwowaé preparat podwdjnie barwiony przy uzyciu
dwdch detektoréw. Sprzyja temu wspélna z fluoresceing diugos¢ fali Swiatta
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wzbudzajacego. Barwnik ten majednak znaczng wade. Na rynku jest znacznie mniej
sprzeganych z nim przeciwciat niz sprzeganych z TRITC. Ma to szczego6lne
znaczenie przy wykorzystaniu przeciwcial monoklonalnych, gdzie przeciwciata
wtdrne, przeciw mysim immunoglobulinom, pochodzace od jednego producen-
ta, mogg dawac bardzo stabg lub nie dawac wecale reakcji z pierwotnym, mysim,
przeciwciatem pochodzacym od drugiego producenta. W takich sytuacjach
uzycie TRITC jest mozliwe, cho¢ uzyskane efekty moga odbiega¢ od oczekiwan.

Oprocz immunocytochemicznego, mozliwe jest tez bezposrednie barwienie
struktur komoérkowych barwnikami fluorescencyjnymi. W ostatnich latach
stworzono caly zestaw sond chemicznych, specyficznych dla réznych organelli
komorkowych. Barwniki te, przy stosunkowo niskiej szkodliwo$ci omiatajacego
Swiatlta laserowego, pozwalajg przyzyciowo barwié poszczeg6lne struktury
wewnatrz komérki. Do barwienia mitochondriow mozna wykorzysta¢ rodamine
123 wzbudzong przy 505 nm pasmem zielonym (Haugland 1989). Mniej
specyficznie, ale stosunkowo precyzyjnie, mozna barwi¢ siateczke s$rodplaz-
matyczng uzywajac karbocyjaniny DiOD6, wzbudzanej przy 484 nm pasmem
niebieskim (Haugland 1989). Cala rodzina innych karbocyjanin (gtéwnie
DiOC16iDiOC18) bardzo wydajnie barwi wszystkie struktury btoniaste w komor-
ce. Sposrad nich DiIOC18 wzbudzajaca sie przy 484 nm, dobrze nadaje sie do
uzyciaw CLSM (Haugland 1989). Specyficzng sondg dla aparatu Golgiego
jest ceramid kwasu NBD dodekanowego, wzbudzany pasmem niebieskim przy
481 nm (Cooper iin. 1990). Trudniejsze jest znakowanie jadra komoérkowego.
Wiegkszos¢ popularnych barwnikéw znakujagcych DNA, takich jak oranz
akrydyny, DAPI czy barwniki z grupy Hoechst, wymagajg wzbudzania w za-
kresie ultrafioletu i nie nadajg sie do wykorzystania w mikroskopii konfokalnej.
Pozostaje tylko bromek etydyny, ktéry barwi zarowno DNA, jak i RNA, co
moze zaciemnia¢ obraz. Jego zaletg jest to, ze wzbudzajgc sie podobng dtugoscia
fali co FITC (482 nm) moze by¢ réwniez wykorzystany do wizualizacji jadra
w obserwacji preparatow przygotowanych immunocytochemicznie (Haug-
land 1989). Coraz czesciej pojawiajg sie prace wykorzystujgce barwienie jadra
metodami in situ hybrydyzacji z fluorescencyjnymi sondami (van Dekken
iin. 1990.

Opisane dotad barwniki stuza do tworzenia statycznych obrazéw struktury
badanych obiektow. W ostatnich latach otrzymano rowniez catg grupe barw-
nikbw pozwalajacych okresla¢ fizjologiczny stan komdérki. Najpowszechniej
uzywane barwniki z tej grupy to sondy molekularne pozwalajgce okreslac¢
wewnatrzkomoérkowe stezenie jonéw wapniowych. Najdoskonalsza z tych
substancji, Fura 2, nie nadaje sie do wykorzystania w CLSM, poniewaz wymaga
wzbudzania Swiattem ultrafioletowym. Do wykorzystania w tej metodzie nadaje
siejednak inny barwnik, Fluo-3. Maksimum jego absorpcji przypada na 505 nm,
za$ wydajnos$¢ kwantowa waha sie od 0,0051 przy niskim stezeniujonéw Ca2+do
0,183 przy wysokim stezeniu Ca2+, pozwalajagc precyzyjnie okresla¢ wzgledne
réznice stezenh wapnia (Haugland 1989). Najwiekszg wada Fluo-3 jest to, ze
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w odréznieniu do Fury 2, zmianie indukowanej przez jony wapnia ulega tylko
jeden parametr z charakterystyki barwnika. Niemozliwe jest wiec okreslenie
doktadnego stezenia Ca2+, jesli nie znamy stezenia samej sondy, a wyznaczenie
stezenia barwnika wewngtrz komorki jest praktycznie niewykonalne. Teoretycz-
nie istnieje mozliwosé, ze jego rozktad w cytoplazmie jest nierownomierny, a to
w sposOb zasadniczy rzutowatoby na otrzymane wyniki. Mimo tych wad
wykorzystuje sie barwnik Fluo-3 i mikroskop konfokalny do okreslania zmian
stezenia Ca+2+ na niewielkich obszarach, a to z przyczyn, ktdre szczegotowo
omoéwimy przy okazji opisu parametréw czasowych pracy CLSM (Niggli
i Lederer 1990). Podobniejak z sondg okreslajacg wewngatrzkomaérkowe pH,
z uzyciem fluoresceiny BCECF. Barwnik ten, podobnie jak Fura 2, nalezy do
grupy pozwalajgcej na bezwzgledne okreslenie stezenia badanej substancji na
podstawie wyznaczania stosunku intensywnosci $wiecenia wzbudzanego dwoma
dlugosciami fali. Laser argonowy niskiej mocy, stanowigcy zrodio Swiatta
w CLSM, pozwala na wzbudzenie fluoresceiny BCECF tylko w jednej z tych
dtugosci, 490 nm. Istnieje wiec tu ten sam problem co w przypadku oznaczania
stezenia wapnia za pomocg Fluo-3 (Haugland 1989).

Wada os$wietlenia laserowego, jaka jest dyskretny charakter jego widma,
w jednym przypadku stanowi pewne ulatwienie. W tradycyjnej mikroskopii
fluorescencyjnej preparaty podwdjnie barwione wymagajg osobnej obserwacji
dla kazdego barwnika. Z uwagi na ciggto$¢ widma emisji lampy rteciowej, za
kazdym razem musimy wycinaé (za pomoca filtrow) waski jego wycinek w celu
wzbudzenia barwnika. W przeciwnym razie S$wiatlo emitowane przez ten
barwnik zostatoby catkowicie zagluszone przez odbite od preparatu Swiatto
wzbudzajace o tej samej dtugosci fali. W przypadku lasera, jesli tylko dtugosci
Swiatta emitowanego przez barwniki nie pokrywajg sie z zadnym z jego pasm
aktywnych, mozemy oswietli¢ preparat wigzkg niefiltrowang. Emituje on wtedy
Swiatto pochodzgce z obu barwnikéw, ktdre mozemy skierowa¢ na dwa
detektory irozdzieli¢ za pomoca odpowiednich filtrow barierowych. Pozwala to
na jednoczesng obserwacje obu barwnikéw, co jest szczeg6lnie istotne przy
barwieniach przyzyciowych, gdzie obraz preparatu zmienia sie w czasie
(Mossberg i Ericsson 1990).

Oprdcz wykorzystania technik fluorescencyjnych, CLSM pozwala na prace
z uzyciem $wiatta odbitego. Ten typ oswietlenia pozwala na ogladanie prepara-
tébw znakowanych ztotem koloidalnym (White iin. 1989). Jest to uzyteczna
technika, jesli chcemy potaczy¢é mikroskopie Swietlng z elektronowg. Mozemy
wtedy obejrze¢ przygotowany preparat w niskich powiekszeniach mikroskopu
optycznego i nastepnie, po zatopieniu w zywicy, bada¢ jego ultrastrukture
w mikroskopie elektronowym. Powigzanie tych dwdch technik jest szczegdlnie
obiecujgce w badaniach morfologii cytoszkieletu.

Wspomniano juz, ze CLSM jest szczegllnie uzytyczny do przyzyciowego
badania uktadow dynamicznych. Jest to wynikiem matej, w pordwnaniu
z petnym oswietleniem przez tradycyjng lampa rteciowa, szkodliwosci omiataja-
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cej wigzki laserowej. Istnieje jednak powazne ograniczenie tej metody, jakie
stanowi jej rozdzielczo$¢ czasowa. Czesto nie zdajemy sobie sprawy, ze kazda
obserwacja w konwencjonalnym mikroskopie optycznym przebiega w czasie
rzeczywistym, czyli caly czas mozemy obserwowac catg powierzchnie obiektu.
W przypadku CLSM jest inaczej. Kolejne punkty obrazu sg obserwowane po
kolei. Mimo ze predko$¢ omiatania wigzki jest stosunkowo duza, to jednak
zebranie pojedynczego obrazu wymaga pewnego czasu. W zaleznosci od
wielkosci obserwowanego pola czas ten jest zmienny i wynosi od okoto 1sekundy
dla pola 64 na 64 piksele do okoto 20 sekund dla pola 1024 na 1024 piksele.
Obserwowany proces musi by¢ na tyle powolny, by w ciggu czasu potrzebnego
do zebrania jednego obrazu nie zaszty istotne zmiany. W przeciwnym razie
w jednym obrazie bedg reprezentowane w réznych miejscach rdzne etapy
zjawiska. Uniemozliwia to rejestacje szybko poruszajgcych sie komérek, inten-
sywnych strumieni cytoplazmatycznych i innych szybkich proceséw. W tych
przypadkach trzeba uzy¢ tradycyjnych mikroskopéw optycznych lub, jesli
musimy wykorzysta¢ efekt konfokalny — mikroskopu tandemowego, z rejestra-
cjg obrazu technika video. Uzyskiwana wtedy rozdzielczo$¢ czasowa jest 50 razy
wieksza i wynosi okoto 20 ms. Od tej reguly jest jeden wyjatek. Konstrukcja
CLSM umozliwia osiggniecie rozdzielczosci czasowej lepszej niz przy uzyciu
magnetowidu, jesli zrezygnujemy z odtwarzania catego obrazu na rzecz obser-
wacji jednej linii biegnacej przez preparat. Wynika to z tego, ze wigzka lasera
w mikroskopie konfokalnym jest odchylana przez dwa lustra, tak zwane «lustro
szybkie, obracane galwanometrycznie, i lustro wolne, sterowane mechanicznie.
Jezeli zrezygnujemy z lustra wolnego i bedziemy omiatac jedng linie za pomoca
lustra szybkiego, mozemy uzyskac czas rejestracji linii rzedu 8 ms, czyli znacznie
lepszy niz w przypadku techniki video. Dalsze przyspieszenie rejestracji jest
niemozliwe ze wzgledu na konieczno$¢ zachowania pewnego, minimalnego czasu
catkowania pradu z fotodetektora, by uzyska¢ odpowiedni odstep sygnatu od
szuméw. Metoda ta zostata z powodzeniem zastosowana do badania szybkich
zmian poziomu wapnia w komodrkach miesniowych (Niggli i Lederer
1990).

W tradycyjnej mikroskopii optycznej uzyskanie obrazu koriczy prace.
W przypadku CLSM jest inaczej. Dalsza obrébka cyfrowa surowego obrazu
stanowi integralng cze$¢ procesu obserwacji. W odr6znieniu od obrazu uzys-
kanego inng metoda, na przyktad fotograficznie, ktérego struktura jest ciggta,
juz pierwotny wynik pracy mikroskopu konfokalnego ma charakter cyfrowy.
Obraz taki jest nieciagty, to znaczy sktada sie z okreSlonej liczby punktéw,
zwanych pikselami, dla ktdrych okreslona jest jasnos$¢. Ich duza ilo$¢ zapewnia
ztudzenie ptynnosci zmian szarosci w obrazie (W ebb i Dorey 1990). Obraz
taki, zwany inaczej rastrowym, bardzo dobrze poddaje sie rozmaitym manipula-
cjom. Mozemy swobodnie dobiera¢ forme prezentacji, uzywajac skali szarosci,
by obraz przypominat zdjecie czarno-biate, decydowac sie na jego zabarwienie,
tak by wygladat jak naturalne $wiecenie danego barwnika (tub arbitralnie
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wybranego jakiegokolwiek innego np. obraz uzyskany z preparatu barwionego
fluoresceing mozemy przedstawi¢ jako czerwone Swiecenie rodaminy), czy
wreszcie zastosowaé kodowanie tak zwanym pseudokolorem. Ta ostatnia
metoda polega na arbitralnym przypisaniu jakiego$ koloru do kazdej wartosci
jasnosci obrazu czarno biatego. Powstaje kolorowa mapa jasnosci, bardzo
praktyczna gdy jasno$¢ ta odpowiada na przykiad stezeniu wapnia w danym
miejscu komorki. Taka obrébka moze dotyczy¢ takze wiekszej liczby obrazow.
Na przyktad, znajac site, z jaka fluoresceing $wieci w pasmie rodaminy
i odwrotnie, mozemy dokonac ostatecznej separacji obrazéw preparatu podwoj-
nie barwionego. Mozemy tez oczywiscie dwa takie obrazy zakodowac wias-
ciwymi im kolorami i natozy¢ na siebie. Jesli obraz jest staby, mozemy dokonac
cyfrowego wzmocnienia kontrastu, tak by byt dobrze widoczny. Jesli jest za$
zakt6cony szumami na skutek koniecznosci uzywania bardzo czutego detektora,
mozemy dokonac jego liniowej filtracji zmniejszajac ten niekorzystny efekt.
Oprdcz indywidualnej obrébki kazdego obrazu, CLSM, pozwala na rekon-
strukcje przestrzenng obserwowanego obiektu. W tym celu wykorzystuje sie serie
skrawkdw optycznych. Serig skrawkow jest grupa przekrojéw optycznych
dokonanych w réwnolegtych do siebie ptaszczyznach oddalonych od siebie
0 statg odlegtos¢, réwng lub wieksza od pionowej zdolnosci rozdzielczej
mikroskopu. Kazdy skrawek sktada sie z okreslonej liczby pikseli. Kazdemu
z tych pikseli nadajemy grubo$¢ réwng odlegtosci pomiedzy plaszczyznami
przekrojow, tworzac w ten sposéb woksel (od ang. volume pixel) (Gratton
lvandeVen 1990). W ten spos6b w pamieci komputera powstaje tréjwymiarowa
reprezentacja obserwowanego obiektu. Jest ona dla nas niedostepna bezposred-
nio, gdyz naszg droga komunikacji z komputerem jest dwuwymiarowy ekran
monitora. Aby obejrze¢ tak powstatg rekonstrukcje, musimy stworzy¢ jej
dwuwymiarowg projekcje. Istnieje wiele metod tworzenia tych projekcji. Dobor
metody zalezy od tego, jakie wiasciwosci obiektu chcemy obrazowac (Brake-
nhoff iin. 1988, 1989: Carlsson iin. 1989: Scheynius i Lundhal
1990: van der Voort 1989). Projekcje, z praktycznego punktu widzenia,
dzielimy na szybkie i perspektywiczne. Projekcje szybkie sg tworzone rownolegle
do rejestracji serii obrazéw. Obiekt w takiej projekcji widoczny jest zawsze tak
jak w konwencjonalnym mikroskopie. CLSM Phoibs 1000 pozwala na dwa typy
takich rekonstrukcji: projekcje maksymalnej intensywnosci (rys. 5) i projekcje
typu rentgenowskiego (rys. 6). W pierwszym przypadku jasno$¢ piksela ostatecz-
nego obrazu jest rowna jasnosci najjasniejszego woksela z lezacej pod nim
kolumny, w drugim jasno$¢ ta jest réwna $redniej z kolumny. Warto zdawac
sobie sprawe, ze w przypadku mikroskopii tradycyjnej widziany obraz jest tego
samego typu rekonstrukcja i ostateczna jasno$¢ obrazu jest suma jasnosci
z wszystkich warstw obiektu. Wieksze mozliwosci daje zastosowanie projekcji
perspektywicznych, wymagajg one jednak znacznie wiecej obliczen i otrzymanie
ich zajmuje wiecej czasu. W projekcji perspektywicznej uzytkownik dowolnie
wybiera punkt w przestrzeni z ktérego obserwuje rekonstruowany obiekt. Po
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Rys. 5. Stereopara przedstawiajgca projekcje typu maksymalnej intensywnosci. Obraz przedstawia

komoérke orzeska Paraurostyla weissei barwiong fluoresceing sprzegana z przeciwciatem przeciw

a-tubulinie. Aby uzyska¢ wrazenie tréjwymiarowosci przy ogladaniu stereopar, nalezy rozdzieli¢

zdjecia pionowo ustawiong kartkg papieru i stara¢ si¢ patrze¢ na jedno z nich lewym, a na drugie
prawym okiem

Rys. 6. Stereopara przedstawiajgca projekcje typu rentgenowskiego tej samej komérki. (Preparat
widoczny na rys. 5-6 otrzymany dzieki uprzejmosci p. mgr Matgorzaty Frontczak z Zaktadu Biologii
Komérki IBD im. M. Nenckiego PAN)
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wybraniu kierunku patrzenia wybieramy zasade rekonstrukcji. Szczeg6lniebogato
oprogramowany Phoibos 1000 pozwala na uzycie jednej z czterech takich metod.
Pierwszg jest opisana juz metoda maksymalnej intensywnosci (rys. 7). Roznica
polega na tym, ze najjasniejszy woksel niejest wybierany z kolumny, alejest ustalany
wzdtuz promieni rozchodzacych sie z punktu patrzenia. Drugg jest metoda
rekonstrukcji powierzchniowej (rys. 8). W metodzie tej ustalamy graniczng warto$¢
jasnosci pomiedzy wnetrzem obiektu a jego otoczeniem. Granica ta okres$la
powierzchnie obiektu, ktdra jest nastepnie cieniowana wzgledem pozornego
zrddta Swiatta i obserwowana z wybranego punktu. Metoda ta daje szczegélnie
efektowne obrazy, zblizone do obrazéw tworzonych przez skaningowy mikro-
skop elektronowy. Trzecia metoda, kt6rag mozna nazwa¢ metoda naturalng (rys.
9), polega na sumowaniu jasnosci wzdtuz promieni rozchodzacych sie z punktu

Rys. 7-10. Projekcje tréjwymiarowej rekonstrukcji komorki granulocytu barwionego okradecyl-

rodaming. Zdjecia przedstawiajg projekcje: 7 — maksymalnej intensywnosci, 8 — powierzchniowa,

9 — naturalng i 10— kodowanga gteboko$¢ obrazu (komorki otrzymane dzieki uprzejmosci prof, dr
Jana Doroszewskiego z Centrum Med. Ksztatcenia Podyplomowego)
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Rys. 11 A-H. Obrét rekonstrukcji przestrzennej typu powierzchniowego wokot osi pionowej. Kolejne
projekcje sporzadzano co 20°. Obraz przedstawia ten sam granulocyt co na poprzednich ilustracjach
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obserwacji. Powstajacy obraz jest taki, jaki widzielibySmy obserwujac powiek-
szony obiekt gotym okiem. Ostatnia metoda rekonstrukcji, zwana kodowaniem
gtebokosci (rys. 10), stuzy do obrobki obiektow nieprzezroczystych. Jasnosé
danego punktu obrazu zalezy od odlegto$ci pomiedzy obserwatorem a punktem
na powierzchni obiektu. Mozemy tez tworzy¢ serie projekcji pozwalajgcych nam
obserwowac obiekt ze wszystkich stron (rys. 11).

Podsumowujac, nalezy stwierdzié¢, ze CLSM nie jest mikroskopem dosko-
natym, nie jest tez ulepszong wersjg mikroskopu fluorescencyjnego. Jest
przyrzagdem nowym, ktorego pole mozliwosci pokrywa sie czesciowo z moz-
liwosciami sprzetu tradycyjnego, ale w wielu zastosowaniach umozliwia catkiem
nowe podejscie do badanego materiatu. Rozszerzenie mozliwosci badania
komorek in vivo budzi nadzieje tam, gdzie wazna jest nie tylko badana struktura,
ale i jej zmiany w czasie, jak przy analizie ruchow komdrek i zjawisk im
pokrewnych, takich jak cytokineza, endo- i egzocytoza, ruchy wewngtrzkomaor-
kowe i wiele innych. Najlepszym dowodem na upowszechnianie sie mikroskopii
konfokalnej jest wyktadniczy wzrost liczby publikacji w ktérych metoda ta jest
wykorzystywana ukazujgcych sie w biomedycznych czasopismach naukowych.
Wszystkie te fakty, oraz pojawienie sie pierwszego CLSM w Polsce, sktonito
mnie do napisania tego artykutu, ktorego celem jest przyblizenie mikroskopii
konfokalnej szerokiemu gronu biologéw.

CONFOCAL MICROSCOPY — TOWARD THE IDEAL MICROSCOPE

Summary

Short and simple outline of a new method in optical microscopy — the confocal microscopy is
presented. This new method gives quite new possibilities in visualisation of the biological material.
Confocal Scanning Laser Microscope (CSLM) is one of the most recent constructions in optical
microscopy. It offers improved rejection of out-of-focus noise and greater resolution than the
conventional fluorescence imaging. In the CSLM condenser and objective lenses are identical and
mounted confocally. The image plane is projected onto the pinhole aperture. The only light allowed
through this diaphragm is light emitted from the objective focal plane. This cuts off any out-of-focus
image blurring.

The short history of confocal microscopy, from Marvin Minsky patent to tandem scanning
microscope and CSLM is presented. The second part of the article describes some particular features
of confocal microscopy methods. The limitations of laser as the light source are discussed. Some
fluorescence dyes are not fit for CSLM due to their excitation wavelengths. The most useful dyes for
Ca2+and H +detection and selective membrane dyes are described. Multiple dye staining is described
and the troubles with TRITC as the most popular second dye are stressed. The computer processing
ofsignal from fotodetector is the last topic discussed. The background of two- and three-dimensional
data presentation, simple methods of image contrast enhancement of projecting three-dimensional
vectors onto such images are presented.
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