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MIKROSKOPIA KONFOKALNA A MIKROSKOPIA SZEROKIEGO POLA — DWA
PODEJSCIA DO BADAN PRZYZYCIOW YCH

WSTEP

Rozwo6j mikroskopii jest SciSle zwiazany
z rozwojem biologii i medycyny. Mikroskopy
pozwolily zwickszy¢ rozdzielczoS¢ obserwo-
wanego obrazu, czyli zdolno$¢ rozrozniania
dwoch niewielkich, blisko siebie potozonych
obiektow, jako pojedyncze. Umozliwily tez
zwieckszenie kontrastu (poprzez zastosowanie
znacznikOw fluorescencyjnych), dzieki cze-
mu mozliwe stalo sie wykrywanie roéznych
regionOw badanej probki na podstawie in-
tensywnoSci fluorescencji lub koloru. Jednak
przede wszystkim, mikroskopy pozwolily na
obserwacje malych obiektow w duzym po-
wiekszeniu nawet do 1000x. Ludzkie oko

jest w stanie rozrozniaC obiekty rzedu 0,1
mm, natomiast w mikroskopie Swietlnym
mozliwa jest obserwacja obiektow o wielko-
Sci ok. 200 nm w plaszczyZnie poziomej, a
obecnie wraz z rozwojem mikroskopii wyso-
kiej rozdzielczoSci obserwuje si¢ obiekty rze-
du 50-20 nm (CEBECAUER i wspotaut. 2012).
Poniewaz komorki oraz ich komponenty sa
z reguly bardzo male (typowa komorka ma
rozmiar 20-30 uym, a przykladowe organelle
komorkowe takie jak mitochondria ok. 2-5
um), badacze potrzebuja mikroskopow, kto-
re zapewnia im odpowiednia rozdzielczosc,
kontrast oraz powickszenie.

MIKROSKOPIA W SWIETLE PRZECHODZACYM

Do obserwacji obiektow w badaniach
biologicznych lub medycznych czesto korzy-
sta si¢ z podstawowej mikroskopii Swietlnej
wykorzystujacej Swiatto biale. Najbardziej
podstawowa technika mikroskopii w Swietle
przechodzacym jest jasne pole (ang. bright-
field), ktora polega na oSwietleniu preparatu
wiazka uformowanego Swiatla. Obserwowa-
ny obraz tworzy sie dzi¢ki roznicy w pochia-
nianiu Swiatla oSwietlajacego przez elementy
preparatu. Ze wzgledu na to, ze wickszoS¢
komorek, jak i ich organelli jest przezroczy-
sta i bezbarwna, istotnym problemem w tej
technice jest zaobserwowanie niewielkich
roznic w kontraScie poszczegolnych elemen-
tow. MozliwoS¢ rozréznienia takich elemen-
tow wiaze sie z kolei z koniecznoscia ograni-

czenia stosowanego powickszenia. Problem
ten jest jeszcze wiekszy w przypadku prepa-
ratow tkankowych, gdzie roznice w stopniu
absorpcji Swiatla sa na tyle mate, ze prawie
calkowicie uniemozliwiaja szczegélowa ob-
serwacje. W 1934 r. dunski fizyk Frits Ze-
rnike znalazt rozwiazanie problemu niskiego
kontrastu wystepujacego przy obserwacji zy-
wych komorek, poprzez zastosowanie skon-
struowanego przez siebie mikroskopu Swietl-
nego z kontrastem fazowym. Mikroskop ten
wykorzystywal réznice we wspotczynnikach
zalamania Swiatlta w badanym obiekcie, co
skutkowalo pojawieniem si¢ fal rozniacych
si¢ przesunieciem fazowym. Obraz powsta-
wal poprzez natozenie na siebie dwoch wia-
zek Swiatla, jednej, pochodzacej bezposred-
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajacy zasade obrazowania preparatu przy zastosowaniu metody kontra-
stu interferencyjno-rozniczkowego (http://de.academic.ru/dic.nsf/dewiki/334873).

nio z oSwietlacza, i drugiej, ktora przeszia
przez badany obiekt. Za mozliwoS¢ obserwa-
¢ji probek biologicznych w kontraScie fazo-
wym Frits Zernike dostat w 1953 r. nagrode
Nobla, a technika ta zaczeta by¢ szeroko wy-
korzystywana przez badaczy wszedzie tam,
gdzie poszczegélne elementy preparatu nie
roznia sie wilaSciwoSciami absorpcyjnymi,
a tylko wspotczynnikiem zalamania Swiatla
badz swoja gruboscia. Kolejnym krokiem w
udoskonalaniu obserwacji zywych komorek
przy wykorzystaniu mikroskopu ze Swiattem
przechodzacym bylo wynalezienie przez
Grzegorza Nomarskiego kontrastu interferen-
cyjno-rozniczkowego (ang. differential inter-
ference contrast, DIC). W technice tej wyko-
rzystuje si¢ polaryzator oraz, umieszczone za
nim, dwa pryzmaty Nomarskiego specjalnej
konstrukcji (zmodyfikowane pryzmaty Wol-
lastona). Pryzmat Nomarskiego ma budowe
prostokatnej kostki zlozonej z dwoch trojkat-
nych pryzmatéw sklejonych ze soba, ktore
rozdzielaja wiazke Swiatla na dwa spolaryzo-
wane promienie, rozchodzace sie wzgledem
siebie pod pewnym katem. Swiatlo przecho-
dzi przez pryzmat dwukrotnie, wobec czego
spetnia on réwnocze$nie role kondensora.
Obraz powstaje poprzez nalozenie na sie-
bie dwoch wiazek spolaryzowanego Swiatla
przechodzacego przez pryzmaty, w wyni-
ku czego uzyskujemy oSwietlenie preparatu
przez wiazke normalng oraz przesuni¢ta o
90° (Ryc. 1). Jezeli w badanym obiekcie znaj-
duja sie obszary zdolne do skrecania plasz-
czyzny Swiatla spolaryzowanego liniowo, to
interferencja wiazki penetrujacej z wiazka
odniesienia pozwoli na uwidocznienie tych
obszarow w mikroskopie (ALLEN i wspol

aut. 1969). Zdolno$¢ do skrecania plaszczy-
zny Swiatla maja zwiazki chiralne, takie jak
biatka, polisacharydy czy kwasy nukleinowe.
Kontrast Nomarskiego pozwala na uzyskanie
quasi-przestrzennego obrazu i jest bardzo
czesto wykorzystywany w badaniach przy-
zyciowych migracji czy proliferacji réznego
typu komorek, stabo widocznych w technice
jasnego pola. Porownanie obrazow komorek
uzyskanych w obu technikach przedstawia
Ryc. 2. Udoskonalenie technik z wykorzy-
staniem Swiatla przechodzacego otworzyto
nowa droge do badafn z wykorzystaniem mi-
kroskopu Swietlnego i znacznie poprawito
jakoS¢ uzyskiwanego obrazu. Jednak nadal
pracowano nad mozliwoScia powickszeni ilo-
Sci obserwowanych detali oraz poprawa kon-
trastu ogladanych obiektéw. Rozwiazaniem
tego problemu stalo sie¢ wprowadzenie i za-
stosowanie w badaniach mikroskopowych
fluorescencji. Zjawisko fluorescencji byto in-
tensywnie badane juz na przelomie XVIII i

A B

Ryc. 2. Poré6wnanie obrazow fibroblastow wy-
konanych metoda jasnego pola (A) oraz tech-
nika kontrastu interferencyjno-rozniczkowego

(B).
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Ryc. 3. Diagram Jablonskiego.

W wyniku absorbcji Swiatla czasteczka barwnika flu-
orescencyjnego przechodzi ze stanu podstawowego
do stanu wzbudzonego (S,). Na skutek oddzialywa-
nia z innymi czasteczkami, wzbudzona czasteczka
oddaje czeS¢ energii do otoczenia, w sposob bez-
promienisty (brak emisji fotonu). Nastepnie wraca
z najnizszego poziomu oscylacyjnego (S,) na poziom
podstawowy (S)) oddajac energie w postaci fotonu
Swiatfa.

XIX w., kiedy zauwazono, ze niektore barw-
niki maja zdolnos¢ wybiodrczego wiazania si¢
z wybranymi skladnikami komorek, takimi
jak kwasy nukleinowe, lipidy czy bialka. Ter-
min fluorescencja zostal po raz pierwszy uzy-
ty przez Sir George’a Gabriela Stokesa, ktory
w 1843 r. opisal zjawisko luminescencji w
chlorku wapnia jako fluorescencje. Jako Zro-
dlto Swiatla wzbudzajacego Stokes uzyl Swia-
tla stonecznego przepuszczonego przez filtr
zawierajacy roztwor wodorotlenku miedzi
w wodnym roztworze amoniaku. Po zogni-
skowaniu si¢ na preparacie nastapila emisja
Swiatla, ktore wraz ze Swiattem wzbudzaja-
cym zostalo przepuszczone przez zotty filtr
zawierajacy wodny roztwor dwuchromianu

potasu. Cate zjawisko bylo obserwowane
przez Georga Stokesa golym okiem (STOKES
1852). Jego obserwacje staly sie podstawa
do zbudowania w 1910 r. przez Heinricha
Lehmanna pierwszego epi-fluorescencyjnego
mikroskopu, w ktorym obiektyw petnit role
kondensora, a wzbudzenie probki fala Swietl-
na, jak i obserwacja fali emisji, zachodzilo z
tej samej strony probki (Swiatto dwukrotnie
przechodzilo przez obiektyw, najpierw jako
Swiattlo wzbudzenia, a nastepnie z powro-
tem jako Swiatlo emisji). Dopiero taki sposob
obserwacji preparatu, stosowany rowniez
powszechnie obecnie, umozliwit wykorzysta-
nie mikroskopu fluorescencyjnego do badan
biologicznych. Samo zjawisko fluorescencji
zostalo w pelni opisane dopiero w 1935 r.
przez Aleksandra Jabtonskiego. Stworzyl on
diagram ilustrujacy proces absorbcji Swiatla
przez czasteczke barwnika fluorescencyjne-
g0, a nastepnie emisj¢ fluorescencji podczas
przejScia czasteczki ze stanu wzbudzonego
na poziom podstawowy (Ryc. 3). Rozwoj
mikroskopii fluorescencyjnej spowodowat
ogromny postep technologiczny w budowie
samego mikroskopu, jak rowniez technik flu-
orescencyjnych. Dzi¢ki nim mozliwe stato sie¢
bardzo dokiadne i specyficzne obrazowanie
pojedynczych struktur lub bialek w komor-
kach czy tkankach, jak rowniez badanie in-
terakcji pomiedzy biatkami, oraz Sledzenie
przemieszczania si¢ pojedynczych molekut.
Obecnie dzi¢ki coraz doskonalszym mikro-
skopom oraz ciagle rosnacej iloSci dostep-
nych znacznikow fluorescencyjnych uzyskuje
si¢ coraz bardziej precyzyjne dane. Metody
fluorescencyjne dzieki swojemu potencjalowi
oraz latwoSci stosowania moga wspomagad
lub zastepowac inne dotychczas stosowane
techniki badawcze, takie jak np. znakowania
izotopowe (KANNO i wspolaut. 2012).

FUNKCJONALNA I MORFOLOGICZNA INFORMACJA W TRZECH WYMIARACH

FLUORESCENCYJNE BADANIA PRZYZYCIOWE W
L,KLASYCZNYM” MIKROSKOPIE SZEROKIEGO POLA

W duzym uproszczeniu mikroskopy flu-
orescencyjne mozna podzieli¢ na dwa typy:
szerokiego pola oraz konfokalne. Oba typy
mikroskopow pozwalaja na uzyskanie szcze-
gotowych przestrzennych informacji morfo-
logicznych lub funkcjonalnych o badanych
preparatach i moga by¢ w nich stosowane
takie same znaczniki fluorescencyjne. Row-
niez generalna zasada wzbudzania znaczni-
ka fluorescencyjnego odpowiednim zrodiem

Swiatla i detekcja jego emisji jest taka sama.
Jednoczesnie, pomiedzy obydwoma typami
mikroskopoOw wystepuja znaczace roznice,
nie tylko w budowie i zasadzie dzialania,
ale rowniez w mozliwosciach wykorzystania
ich w rdéznego typu badaniach, w tym row-
niez w badaniach przyzyciowych. W  klasycz-
nym” mikroskopie fluorescencyjnym, inaczej
zwanym mikroskopem szerokiego pola, w
przeciwienstwie do mikroskopu konfokal-
nego, cale pole widzenia jest oSwietlane, a
uzyskany w ten sposob sygnal jest kierowa-
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ny do okularu lub do odpowiedniego detek-
tora. We wczesnych latach 80. jako detektor
sygnalu fluorescencyjnego stuzyl fotopowie-
lacz, ktory szybko zostal zastapiony przez
bardzo czute kamery potrafiace przechwyty-
wac cala przestrzenna informacje. Systemy
mikroskopow fluorescencyjnych oparte na
kamerach znalazly szerokie zastosowanie w
wielu aplikacjach biologicznych. Jezeli mo-
del eksperymentalny nie jest bardzo skom-
plikowany, wykorzystuje si¢ pojedyncza war-
stwe komorek oraz interesuje nas ogolna
przestrzenna lokalizacja roznych elementow
w duzym polu widzenia (bardziej niz we-
wnatrzkomorkowa lokalizacja na poziomie
indywidualnych organelli), to mikroskopia
szerokiego pola moze by¢ uzytecznym narze¢-
dziem doswiadczalnym z wieloma zaletami.
Po pierwsze, wymaga ona bardzo podsta-
wowej konfiguracji, takiej jak dobrej jakosci
mikroskop fluorescencyjny wraz ze zZrodlem
Swiatla, ktorym najczeSciej jest lampa fluore-
scencyjna, dajaca Swiatto w pelnym zakresie
widma. System ten musi posiada¢ rOwniez
mozliwoS¢ kontroli dlugosci fali wzbudzenia
i emisji oraz by¢ wyposazony w czula i szyb-
ka kamer¢ CCD. Zestaw taki jest relatywnie
tani i tatwo mozna zaimplementowac¢ go do
roznych metod obrazowania. Po drugie, w
badaniach przyzyciowych, a w szczegolnosci
badaniach proceséw kinetycznych lub steze-
nia réznego rodzaju jonéw w cytoplazmie,
gdzie bardzo istotna jest szybkoSC zbierania
poszczegolnych obrazow przy jednoczesnym
zachowaniu niskiej fototoksycznoSci, zasto-
sowanie bardzo czulych detektorow, jakimi
sa kamery CCD, moze dac¢ bardzo dobre re-
zultaty. Kamery CCD (ang. charge coupled
device) skladaja sie z wielu Swiatloczutych
elementow umozliwiajacych rejestracje oraz
odczytanie sygnatu elektronicznego propor-
cjonalnego do iloSci padajacego na nie Swia-
tla. Urzadzenia te, w stosunku do fotopo-
wielaczy charakteryzuja si¢ w zakresie Swia-
tta widzialnego istotnie wyzsza wydajnosScia
kwantowa. OkresSla ona, jaka iloS¢ fotonow
padajacych na detektor CCD zamieniana jest
na sygnal wyjSciowy, tzn. ile elektronéw zo-
stalo wybitych z matrycy przy danej iloSci
padajacych fotonoéw. Im wyzsza ilos¢ elektro-
now tym wydajnos¢ kwantowa jest wicksza.
Typowa wydajnoS¢ kwantowa dla nowocze-
snych kamer CCD moze wynosi¢ nawet ok.
80-90% w szerokim zakresie widma, a w
szczegoOlnoSci w Swietle czerwonym i pod-
czerwonym, gdzie czulo$¢ klasycznych foto-
powielaczy znacznie spada. Z drugiej strony,

fotopowielacze charakteryzuja si¢ znacznie
wyzsza wydajnoScia kwantowa w zakresie
Swiatla niebieskiego i ultrafioletowego (Ryc.
4) (JOUBERT i SHARMA 2011). Kamery CCD za-
pewniaja rOwniez wysoka rozdzielczoS¢ i gle-
bie¢ koloru dochodzaca nawet do 16 bitow
(65000 poziomOw intensywnosci), przy za-
chowaniu niskiego stosunku sygnatu do szu-
mu. Jednoczes$nie, caly obraz z pola widzenia
(jedna klatka) jest przechwytywany przez
Swiatloczula matryce, w przeciwienstwie do
detektorow punktowych wykorzystywanych
w mikroskopii konfokalnej, dzieki czemu
mozliwe jest zbieranie nawet kilkuset klatek
na sekunde¢. Obecnie jest dostepnych ko-
mercyjnie wiele roznych typow kamer CCD
(EMCCD — electron-multiplying CCD, scien-
tific imaging CCD, ICCD — intensifier CCD),
charakteryzujacych sie réznymi parametrami
i majacych zastosowania w roéznego rodzaju
aplikacjach. Gdy zalezy nam, na przyklad, na
wysokiej czuloSci, niskim poziomie szumu
odczytu oraz szybkoSci, dobrym wyborem
moze by¢ kamera EMCCD, w ktorej wytwo-
rzone przez fotony na matrycy elektrony sa
dodatkowo powielane przed odczytem. Do
wad tego typu kamer nalezy przede wszyst-
kim nieduzy zakres dynamiczny oraz wyso-
kie koszty samego urzadzenia. Trzeba tez
pamietac, ze dobor odpowiedniego rodzaju
detektora moze mie¢ kluczowe znaczenie
dla przeprowadzanych doswiadczefi. Drugim,
istotnym elementem umozliwiajacym uzyska-
nie wysokiej szybkoSC zbierania obrazow jest
zastosowanie w mikroskopie fluorescencyj-
nym zamiast klasycznych kostek filtrowych,
kot filtrowych zawierajacych filtry wzbudze-
niowe lub filtry emisyjne. Dzi¢ki nim mozli-
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Ryc. 4. Porownanie wydajnosci kwantowej roz-
nego rodzaju detektorow w szerokim zakresie
widma. Wydajnos¢ kwantowa przedstawiono
na skali logarytmicznej. (MCLEAN 1989).
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wa jest szybka zmiana pomiedzy dwoma lub
wiecej dlugoSciami fali wzbudzenia lub emi-
sji. Zastosowanie takiego systemu pozwala
na przyklad przeprowadzac¢ pomiary st¢zenia
jonow z wykorzystaniem znacznikow fluore-
scencyjnych, takich jak Fura2-AM, majacych
dwie dlugosci fali wzbudzenia i jedna emi-
sji, przy zachowaniu bardzo wysokiej szyb-
koSci zbierania obrazu (KAMINSKI i wspotaut.
2012). Klasyczny mikroskop fluorescencyjny
szerokiego pola ma wiele zalet zarOwno w
obrazowaniu utrwalonych probek jak i ba-
daniach przyzyciowych. Mozna do nich za-
liczy¢ szerokie pole widzenia, wysoka szyb-
koS¢ zbierania obrazu przy zastosowaniu
odpowiednich detektorow, mozliwos¢ uzy-
skiwania jasnych obrazow o wysokiej inten-
sywnosci fluorescencji oraz relatywnie niska
fototoksycznos$¢. Dzieki zastosowaniu komo-
ry Srodowiskowej kontrolujacej temperature
oraz stezenie dwutlenku wegla, doskonale
nadaje si¢ do roznego rodzaju dilugotrwatych
(24-72 h) badan przyzyciowych wykorzystu-
jacych Swiatlo przechodzace, takich jak mi-
gracja czy proliferacja. Wydaje si¢ tez jednym
z najlepszych narzedzi do fluorescencyjnych
badan wewnatrzkomorkowego ste¢zenia jo-
now. Glownym ograniczeniem tego typu mi-
kroskopu jest fakt, ze obraz dochodzacy do
detektora nie pochodzi tylko z plaszczyzny
ostroSci, ale rOwniez spoza niej, poniewaz
obiektyw mikroskopu zbiera Swiatlo z calego
przekroju probki. Obraz ogladanych obiek-
tow jest ostry i wyrazny tylko w plaszczyz-
nie ogniskowej, natomiast obrazy obiektow
lezacych przed i za nia tym bardziej traca
ostro$¢, im dalej od tej plaszczyzny sie znaj-
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Ryc. 5. Rysunek przedstawia komorki neuro-
nalne, w ktorych jadra komorkowe (kolor nie-
bieski) znakowano DAPI, a o-tubuline (kolor
czerwony) znakowano przeciwcialem przeciw-
ko o-tubulinie, skoniugowanym z fluoroforem
Alexa 555. Zdjecia wykonano przy pomocy mi-
kroskopu konfokalnego (A) oraz mikroskopu
fluorescencyjnego (B).

duja. W wyniku tego uzyskiwany obraz cha-
rakteryzuje si¢ wysokim ttem i zmniejszona
ostroscia konturé6w. Dodatkowo stosowane
w mikroskopii szerokiego pola filtry emi-
syjne moga powodowac, ze fluorescencja z
dwoch roéznych zastosowanych znacznikow
fluorescencyjnych moze cze¢Sciowo na siebie
nachodzi¢, utrudniajac prawidlowa analize.
Oba te problemy moga zosta¢ wyeliminowa-
ne, gdy do obrazowania wykorzysta si¢ mi-
kroskop konfokalny (Ryc. 5).

FLUORESCENCYJNE BADANIA PRZYZYCIOWE W
MIKROSKOPIE KONFOKALNYM

Za tworce zasad dziatania mikroskopu kon-
fokalnego uwaza sie Marvina Minskiego, ktory
w 1957 r. po raz pierwszy zaprezentowal ten
typ mikroskopu. Jednak dopiero w 1982 r.
firma Carl Zeiss pokazala swoj pierwszy ko-
mercyjnie dost¢pny laserowy mikroskop kon-
fokalny (MASTERS 2010). Podstawowym zaloze-
niem mikroskopii konfokalnej jest wyelimino-
wanie obrazow pochodzacych spoza ptaszczy-
zny ogniskowej poprzez zastosowanie przesto-
ny konfokalnej (pinhole). Dzi¢eki temu mozli-
we jest uzyskanie obrazu o wysokiej ostroSci
i ze znacznie slabszym tlem. Obrazowanie w
mikroskopie konfokalnym jest zupelnie od-
mienne od obrazowania w klasycznym mikro-
skopie fluorescencyjnym. Jak wczeSniej zosta-
o wspominane, w mikroskopach optycznych
oSwietlany jest caly obserwowany obiekt i
tworzony jednoczesSnie caty obraz tego obiek-
tu. Jako zrodlo Swiatta stosuje sie w tym przy-
padku lampe fluorescencyjna. W mikroskopie
konfokalnym lampa fluorescencyjna zastapio-
na jest przez wiazke lasera o odpowiedniej
dhugosci fali, ktora skupiana jest na pojedyn-
czym punkcie obserwowanego obiektu. Swia-
tlo odbite od tego punktu przechodzi przez
uktad optyczny do detektora. Istotna réznica
w stosunku do mikroskopu fluorescencyjne-
g0 jest sposOb tworzenia obrazu, powstajacy
metoda punkt po punkcie, dzigki skokowe-
mu przemieszczaniu si¢ wiazki po obiekcie.
Dodatkowo, zmieniajac polozenie przestony
konfokalnej wzdluz osi optycznej, uzyskuje
si¢ zmiane plaszczyzny ogniskowej, co pozwa-
la na uzyskanie szeregu przekrojow badanego
obiektu na roznej gtebokosci. Dzigki tej wta-
SciwoSci mozliwe jest tworzenie trojwymia-
rowego obrazu badanego obiektu. Ze wzgle-
du na sposOb zbierania sygnalu w mikrosko-
pie konfokalnym, jako detektory stosuje si¢
niskoszumowe fotopowielacze (ang. photo
multiplaing tube, PMP) rejestrujace w formie
cyfrowej natezenie Swiatla. Czytelnika zainte-



176

WOJCIECH BRUTKOWSKI

resowanego szczegolowymi informacjami w
zakresie budowy i funkcji mikroskopu konfo-
kalnego odsylam do artykulu Jarostawa Kor-
czyfiskiego w tym numerze KOSMOSU. Uzy-
skiwane obrazy w mikroskopie konfokalnym
najczesciej charakteryzuja sie wysoka rozdziel-
czoScia oraz Kkontrastem, jakoScia znacznie
przewyzszajac te, ktore mozna uzyska¢ w kla-
sycznym mikroskopie szerokiego pola. Pozwa-
la on rowniez na catkowite odseparowanie
widm emisji dwoch lub wiecej réznych znacz-
nikow fluorescencyjnych, umozliwiajac obra-
zowanie tak wyznakowanych preparatow bez
niebezpieczenstwa pojawienia si¢ zjawiska na-
kladania si¢ poszczegolnych widm (ang. cros-
stalk). Wiaze si¢ to jednak z pewnymi ogra-
niczeniami, ktore zaczynaja miec szczegolne
znaczenie w przypadku badan przyzyciowych.
Pierwszym z napotykanych problemow jest
sposOb wzbudzania probki. Jej punktowy
charakter i zastosowanie jako Zrodla Swia-
tla lasera o relatywnie krotkiej diugosSci fali
(standardowo stosowane lasery maja zakresy
od 400 do 650 nm.), a co za tym idzie duzej
mocy skupionej w jednym punkcie, moze po-
wodowaé wysSwiecanie badanego preparatu,
jak rOwniez mie¢ negatywny wplyw na prze-
zywalnos¢ komorek. W badaniach przyzycio-
wych, prowadzonych szczegolnie przez dhugi
czas, krytyczne znaczenie moze mieC zacho-
wanie komorek w dobrej kondycji, poniewaz
wszelkie zmiany w ich morfologii niespowo-
dowane warunkami doSwiadczenia, a tylko
uszkodzeniem wynikajacym z zastosowanego
Zrodla Swiatla, moga powodowacl problemy
w interpretacji wynikow. Drugim dosyc istot-
nym problemem, na jaki moze natknac si¢ ba-
dacz wykorzystujacy mikroskop konfokalny,
jest jego szybkos¢ dzialania. Gdy w przypadku
utrwalonych preparatOw szybkos¢ zbierania
obraz6w nie musi miec istotnego znaczenia,
wykonanie doswiadczen wymagajacych bar-
dzo szybkiego rejestrowania poszczegolnych
klatek obrazu moze byc¢ problematyczne. Za
zbieranie obrazu w mikroskopie konfokalnym
odpowiada skaner przesuwajacy si¢ z wiazka
Swiatla lasera poziomo od gory do dotu punkt
po punkcie po klatce obrazu. Powoduje to, ze
zebranie jednej klatki zajmuje znacznie wiecej
czasu niz ma to miejsce w klasycznym mikro-
skopie fluorescencyjnym, gdzie oSwietlony
obraz jest od razu w caloSci rejestrowany.
Ilustruje to nast¢pujacy przyktad. Gdy zasto-
sujemy jedna z najczeSciej wykorzystywanych
rozdzielczoSci obrazu 512 x 512 pikseli, to w
przypadku mikroskopu konfokalnego szyb-
koS¢ zbierania kolejnych klatek nie bedzie

wieksza niz 2-3 obrazy na sekunde. Klasycz-
ny mikroskop fluorescencyjny wyposazony
w odpowiednia kamere CCD jest w stanie
zebra¢ 30 klatek na sekunde¢ lub wiecej (PET-
TY 2007). OczywiScie konstruktorzy mikro-
skopow konfokalnych zdawali sobie sprawe
z jego ograniczen, szczegolnie jezeli chodzilo
o szybkoS¢ rejestracji obrazow, dlatego tez
obecnie niektore mikroskopy wyposazone
sa w skaner rezonansowy dzialajacy z jedna
okreSlona szybkoScia skanowania (zazwyczaj
8000 Hz w stosunku do standardowych 1600
Hz lub 16000 Hz do 3200 Hz w trybie ska-
nowania dwukierunkowego) bez mozliwo-
Sci jej zmiany (SHEPPARD i KOMPFNER 1978).
Dzieki zastosowaniu tego elementu mozliwy
jest ok. 10-krotny wzrost szybkoSci rejestra-
¢ji obrazOw przy zachowaniu wszystkich pa-
rametrOw. Jest to juz wystarczajaca szybkosSc¢
umozliwiajaca pomiary zmian st¢zenia jonow,
ruchu czasteczek czy przeplywu plynéw w
zywych komorkach. Z drugiej strony, brak
mozliwosci sterowania szybkoScia skanera
powoduje, ze wszelkiego typu dosSwiadcze-
nia musza by¢ rejestrowane tak samo, nawet
takie, ktore nie wymagaja tak wysokich szyb-
koSci zbierania obrazow. Powoduje to niepo-
trzebne wielokrotne nasSwietlania preparatu,
co moze prowadzi¢ do jego uszkodzenia. Fo-
totoksycznos¢ laserow stosowanych w mikro-
skopii konfokalnej, szczegolnie, gdy mamy do
czynienia z wrazliwymi zywymi preparatami,
moze by¢ czeSciowo zmniejszona poprzez
zastosowanie lasera dwufotonowego. W tego
typu konstrukcjach do wzbudzenia fluoro-
chromu stosuje si¢ promieniowanie z zakresu
bliskiej podczerwieni o energii kwantu row-
nej polowie energii wzbudzenia. Wzbudzenie
czgsteczki fluorochromu nastapi tylko wtedy,
gdy czasteczka zaabsorbuje prawie jednocze-
$nie dwa kwanty promieniowania. (DENK i
wspotaut. 1990) Zastosowanie lasera dwufo-
tonowego ma szereg zalet wynikajacych ze
stosowania wigzki wzbudzenia z zakresu bli-
skiej podczerwieni. Po pierwsze, wiazka tego
lasera niesie znacznie nizsza energi¢c niz tra-
dycyjne lasery, co powoduje znacznie mniej-
sze uszkodzenia fotochemiczne i termiczne
badanego obiektu. Dodatkowo, promieniowa-
nie w zakresie podczerwonym znacznie lepiej
penetruje preparaty biologiczne niz Swiatlo
krotkofalowe, co umozliwia prace ze znacznie
grubszymi obiektami, jednoczeSnie technika
ta charakteryzuje si¢ wieksza czutoScia, co po-
zwala na prace z nizszymi stezeniami fluoro-
chromow.
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ZAAWANSOWANE TECHNIKI FLUORESCENCYJNE W BADANIACH PRZYZYCIOWYCH

Mikroskopia konfokalna daje nie tylko
mozliwos¢ wykonywania wysokiej jakosSci
zdje¢ w trzech wymiarach, ale dzicki swoim
wlasciwoSciom jest takze poteznym narze-
dziem w badaniach przyzyciowych sygnalow
fluorescencyjnych generowanych punktowo
lub pochodzacych z roéznych warstw optycz-
nych komorki. Niektore metody, takie jak
metoda catkowitego wewnetrznego odbicia
fluorescencji (ang. total internal reflection
fluorescence microscopy, TIRF), umozliwia-
ja przeprowadzanie badan bardzo cienkich
warstw komorki majacych 100 lub mniej nm.
Polega ona na detekcji Swiatta wzbudzajace-
go, padajacego pod katem granicznym, czyli
takim, przy ktorym dochodzi do catkowitego
wewnetrznego odbicia, dzieki czemu wzbu-
dzamy selektywnie tylko sondy fluorescen-
cyjne znajdujace si¢ tuz przy szkietku podsta-
wowym, na ktorym umieszczona jest probka.
Stosowanie tej metody pozwala na obserwa-
cje i Sledzenie przemieszczania si¢ pojedyn-
czych znakowanych fluorescencyjnie mole-
kul, badania dynamiki egzocytozy i endocy-
tozy, czy prowadzenie doswiadczen dotycza-
cych lokalizacji, dziatania oraz budowy struk-
turalnej réznych kanatéw jonowych (RAVIER
i wspotaut. 2008). Inna metoda pozwalajaca
uzyskiwa¢ informacje z niewielkich regio-
now lub powierzchni zywych komorek jest
FRET (ang. Forster resonance energy trans-
fer), ktory polega na bezpromienistym trans-
ferze energii z jednego znacznika fluorescen-
cyjnego zwanego donorem do drugiego zwa-

nego akceptorem, ale tylko wtedy, gdy dy-
stans pomiedzy tymi dwiema molekutami nie
jest wiekszy niz 10 nm. Czasteczka bedaca
akceptorem moze nastepnie oddac te ener-
gie w postaci fotonu przy okreSlonej diugo-
Sci fali, ktOra jest analizowana (JARES-ERIJMAN
i JovIN 2003). Technika FRET najczesciej wy-
korzystywana jest do badan interakcji pomie-
dzy r6znymi bialkami lub pomiedzy biatkiem
a blona plazmatyczna (PISTON i KREMERS
2007). Metoda ta umozliwia ze znacznie wyz-
sza precyzja niz standardowe metody koloka-
lizacji wykaza¢ roznego rodzaju oddzialywa-
nia zachodzace w komorce. Kolejna metoda
pozwalajaca na badanie dynamiki bialek w
komorkach jest FRAP (ang. fluorescence re-
cowery after photobliching), czyli przywraca-
nie fluorescencji po fotowygaszaniu. Polega
ona na wygaszaniu fluorescencji we fragmen-
tach struktury subkomorkowej zawierajacej
znakowane fluorescencyjne biatko. Nastepnie
monitoruje si¢ dyfuzje nowych czasteczek
fluorescencyjnych w miejscu, w ktorym wy-
gaszono fluorescencje. Umozliwia to analize
wlasnosci kinetycznych i motorycznych bia-
tek, wspotczynnika dyfuzji czy szybkoSci ich
transportu w zywej komorce. Wymienione
powyzej metody stanowia tylko czeS¢ roz-
nych technik fluorescencyjnych stosowanych
obecnie w mikroskopii, ktore polaczone z
mozliwo$ciami  mikroskopu konfokalnego
pozwalaja bada¢ szereg procesOw zachodza-
cych w zywych komorkach z niespotykana
dotychczas dokladnoscia.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA Z WIRUJACYM DYSKIEM

Zarowno mikroskop konfokalny, jak i
mikroskop szerokiego pola, pozwalaja na
wzglednie latwa i szczegolowa wizualizacje
roznego rodzaju procesOw w zywych ko-
morkach. Niestety oba systemy procz wielu
zalet maja rOwniez wady, ktore w niekto-
rych przypadkach moga uniemozliwiaé prze-
prowadzenie zamierzonego doSwiadczenia.
Rozwiazaniem tych probleméw byloby po-
laczenie mozliwosci mikroskopu konfokal-
nego z szybkoScia rejestrowania obrazow
klasycznego mikroskopu fluorescencyjnego
przy jednoczesnym zachowaniu niskiej foto-
toksycznoSci. Urzadzeniem, ktére w pewnym
stopniu laczy cechy obu typow mikrosko-
poOw jest spinning disk confocal microscope,

czyli mikroskop konfokalny wyposazony w
dodatkowy ukltad dwoch wirujacych dyskow.
Podstawa do stworzenia tego typu mikro-
skopu bylo wynalezienie przez Paula Nipko-
wa specjalnego dysku, w 1884 r., podczas
pracy nad zjawiskiem przesylania obrazu na
odlegtos¢. Jako pierwszy na Swiecie skonstru-
owal on osadzona na osi rotujaca tarcze¢, na-
zwana pozniej od nazwiska tworcy dyskiem
Nipkowa, ktora stala sic w pozniejszych cza-
sach podstawowym elementem pierwszych
telewizorow i kamer telewizyjnych. Wiru-
jaca tarcza ze spiralnie ulozonymi otwora-
mi rozkladala obraz przedmiotu na impulsy
elektryczne, ktére mozna bylo przesyla¢ na
dowolna odleglos¢. Migocaca zarowka, jako
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Swiatto wzbudzenia —
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Ryc. 6. Schemat pokazujacy dziatanie mikroskopu konfokalnego z uktadem dwoch wirujacych dys-
kow (http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/spinningdisk/introduction.html).

zrodlo Swiatlta, modulowata obraz przedmio-
tu (jasny-ciemny). Druga, synchronicznie wi-
rujaca tarcza miata umozliwia¢ rekonstrukcje
obrazu u odbiorcy. Gléwna staboscia dysku
Nipkowa byt fakt, ze relatywnie stabe Swiatlo
przechodzito przez niewielki otwor w dysku,
powodujac pojawianie si¢ matej iloSci impul-
sow elektrycznych, czego efektem byla staba
wydajnos¢ wykrywania i wySwietlania infor-
macji. Dopiero 82 lata pozniej, w 1968 r.,
Mojmir Petran stworzyl pierwszy, skanujacy
pojedyncza wiazka Swiatla mikroskop Swia-
tta odbitego, wykorzystujacy zasad¢ dziatania
dysku Nipkowa, gdzie wzbudzenie preparatu
i detekcja obrazu pojawiala sie w tandemie,
wykorzystujac otworki znajdujace si¢ zarOw-
no po jednej, jak i po drugiej stronie dysku.
Niestety, wciaz gtownym problemem zastoso-
wania tej metody byla niewielka iloS¢ Swia-
tta wzbudzajacego, dochodzacego do detek-
tora, ze wzgledu na organiczna powierzch-
nie z otworkami. Dodatkowo, pojawialy si¢
problemy z precyzyjnym rozmieszczeniem
otworow na dysku, aby mozliwe bylo zasto-
sowanie ich zarowno do wzbudzenia, jak i
emisji (PETRAN i wspolaut. 1968). Rozwdj
technologiczny, zwiazany szczegoélnie z mi-
kroskopia konfokalna oraz kamerami CCD,

spowodowal, ze poczatkowe problemy z mi-
kroskopem z dyskiem Nipkowa zostaly pra-
wie calkowicie rozwigzane. Zasada dzialania
nowoczesnego urzadzenia tego typu opiera
si¢ obecnie najczeSciej na zastosowaniu za-
miast pojedynczej przestony konfokalnej,
lub pojedynczego dysku, uktadu dwoch dys-
kow. System ten zostal stworzony i opaten-
towany przez firme Yokogawa Electric i od
tej pory nazywany jest jednostka Yokogawy
(ang. Yokogawa unit) lub CSU (ang. confocal
scanning unit). Powierzchnia pierwszego z
dyskow wyposazona jest w uklad wielu mi-
krosoczewek, ktore maja za zadanie zbierac
jak najwicksza iloS¢ Swiatla i skupia¢ go na
powierzchni pokrytej ok. 1000 przeston kon-
fokalnych (pinholes), znajdujacych si¢ na
drugim dysku (dysk Nipkowa). Powoduje to
rozdzielenie Swiatla wzbudzajacego na wiele
znacznie stabszych wiazek, ktore nastepnie
oSwietlaja preparat ze znacznie nizsza moca.
Dzieki temu fototoksycznoS$¢ takiej wiaz-
ki jest znacznie mniejsza niz w przypadku
klasycznego sposobu wzbudzania. Nastep-
nie Swiatlo przekazywane jest w caloSci po-
przez odpowiedni filtr emisyjny do detek-
tora (Ryc. 6). Zastosowanie takiego ukladu
pozwala na natychmiastowe przekazanie ca-
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tego obrazu z pola widzenia na Swiatloczula
matryce przy jednoczesnym zachowaniu roz-
dzielczoSci konfokalnej. Umozliwia to wyko-
nywanie bardzo szybkich serii zdje¢, zarow-
no w roznych plaszczyznach ostrosci, jak i
W 0si czasowej, co pozwala na wykonywanie
nawet takich przyzyciowych doswiadczen,
w ktorych duza iloS¢ rejestrowanych klatek
na sekunde oraz wysoka rozdzielczoS¢ (roz-
dzielczos¢ konfokalna) w trzech wymiarach
moze by¢ krytyczna dla jego powodzenia.
Jako zrédio Swiatta w tym typie mikroskopu
stosuje sie lasery o roznych dlugosSciach fali
wzbudzenia, natomiast detektorami sa szyb-
kie kamery EMCCD. W zaleznoSsci od typu za-
stosowanej jednostki Yokogawy, maksymalna
predkos¢ rotacji dyskow moze wynosi¢ od
1800 nawet do 10 000 obr/min, co pozwa-
la na skanowanie 12 ramek podczas jednego
obrotu. Dzieki temu mozna osiagna¢ maksy-
malna teoretyczna szybkoS¢ zbierania obra-

zu nawet 2000 ramek na sekunde (NAKANO
2002). Oczywiscie w realnych doswiadcze-
niach predkos¢ ta, ze wzgledu na koniecz-
no$¢ zsynchronizowania obrotow dysku z
czasem ekspozycji potrzebnym do zebrania
pojedynczego zdjecia, jest znacznie nizsza i
zalezy gltownie od typu kamery CCD. Obec-
nie, dostepne kamery charakteryzuja si¢ bar-
dzo wysoka czuloScia i szybkoScia dzialania
dzieki zastosowaniu w nich réznych zaawan-
sowanych technologii. Dzieki temu mozliwe
jest znaczne zmniejszenie czasu ekspozycji
pojedynczego zdjecia, obnizenie fototoksycz-
noSci i wzrost szybkoSci zbierania obrazu
(ADAMS i wspotaut. 2003). Mikroskop z wi-
rujacymi dyskami nie oferuje tak duzej ela-
stycznoSci i mozliwosci konfiguracji, jakie
oferuje mikroskopia konfokalna, jednakze w
niektorych zastosowaniach, szczegolnie, jeze-
li dotyczy to badan przyzyciowych, moze byc¢
bardzo dobra alternatywa.

PODSUMOWANIE

Dzieki wynalezieniu i rozwinieciu tech-
nik mikroskopowych mozliwe bylo znaczne
rozwiniecie roéznego rodzaju badan przyzy-
ciowych. Dodatkowo, pojawienie si¢ i ciagly
rozwoj roéznorodnych znacznikow fluore-
scencyjnych pozwala obecnie na obserwacje
w czasie rzeczywistym procesow zachodza-
cych w zywych komorkach, takich jak prze-
mieszczanie si¢ okreSlonych struktur komor-
kowych czy interakcja pomiedzy biatkami.
Mozliwe statlo sie rowniez Sledzenie i anali-
zowanie zmian w komorce pod wpltywem
roznych czynnikow zewnetrznych. Techniki
mikroskopowe, zaczynajac od prostego ob-
razowania, a konczac na zaawansowanych
technikach FRET, FRAP czy TIRF, catkowicie
zrewolucjonizowaly nasze badania zywych
komorek czy skrawkow tkankowych. Ogrom-
na iloS¢ roéznych urzadzen na rynku pozwa-

la badaczom na wybo6r mikroskopu dopa-
sowanego dokladnie do jego profilu badan.
Zarowno mikroskop szerokiego pola, jak i
mikroskop konfokalny, w odpowiednich za-
stosowaniach, potrafia by¢ bardzo poteznymi
narzedziami badawczymi, niepozbawionymi
jednak wad, ktore zostaly opisane w powyz-
szym artykule. Dodatkowo trzeba pamietac,
ze w metodach obrazowania bardzo istotny
jest rowniez rodzaj jak i sposob wyznakowa-
nia badanych preparatow. Prawidlowe zasto-
sowanie i wybor odpowiednich znacznikow
fluorescencyjnych w polaczeniu z nowocze-
snym mikroskopem pozwala w znaczny spo-
sob pomoéc w uzyskiwaniu prawidlowych
wynikOw i moze miec istotne znaczenie w
badaniach przyzyciowych, w ktorych bardzo
czesto moga pojawiaC sie problemy z foto-
toksycznoscia, czy zanikiem sygnatu.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA A MIKROSKOPIA SZEROKIEGO POLA- DWA PODEJSCIA DO
BADAN PRZYZYCIOWYCH

Streszczenie

DosSwiadczenia na zywych organizmach od lat
byly podstawa badan w naukach biologicznych.
Pozwalaja one na bezpoSrednia obserwacj¢ mecha-
nizmoéw biologicznych zachodzacych w réznego ro-
dzaju komorkach, mikrobach czy nawet w zywych
zwierze¢tach. Dzieki rozwojowi réznego rodzaju
technik fluorescencyjnych i wykorzystaniu trady-
cyjnej mikroskopii fluorescencyjnej czy mikrosko-
pii konfokalnej badania przyzyciowe prowadzi si¢

obecnie w laboratoriach na calym Swiecie. Rozwoj
technik obrazowania przyzyciowego na wielu ptasz-
czyznach technologicznych, zaczynajac od rdéznego
rodzaju komponentow optycznych, mechanicznych
czy elektronicznych, poprzez koncepcyjne podej-
Scia do tego typu badan, a konczac na tworzeniu
nowych znacznikow fluorescencyjnych, ktorych
wlasciwoSci chemiczne s3a dostosowane do kon-
kretnych dosSwiadczen, pozwolit na obserwacje i
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Sledzenie nawet pojedynczych molekut czy badanie
interakcji pomiedzy biatkami. Artykul ten przybliza
podstawowe techniki badan przyzyciowych z wy-

korzystaniem mikroskopu szerokiego pola oraz mi-
kroskopu konfokalnego, jak rowniez zalety i wady
stosowania obu rodzajow mikroskopow.

CONFOCAL MICROSCOPY AND WIDE-FIELD MICROSCOPY, TWO APPROACHES TO THE LIVE
STUDY

Summary

Experiments on living organisms has always
been one of the most important research in the life
sciences. They allow direct observation of biological
mechanisms occurring in different types of cells, mi-
crobes, or even in living animals. With the develop-
ment of the various techniques for measuring fluo-
rescence signals, using either wide field or confocal
microscopy, are by now extremely well established
and routine in many laboratories in the world. This
resulted in development of live techniques in many
areas of technology, starting with the various com-
ponents (optical components, mechanical or elec-

tronic) by a conceptual approach to this type of re-
search, ending with the creation of new fluorescent
dyes which chemical properties are adjusted to the
specific experiments. Thanks to the current avail-
able techniques, it is possible to observe and track
even single molecules or study the interactions be-
tween proteins. This article introduces the basic
techniques of live experiments using a wide field
microscopy and confocal microscopy as well as the
advantages and disadvantages of those two micro-
scopes.
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