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Przez wiele tysiacleci cztowiek gromadzit wiedzg o obiektach ozywionych na podstawie
tego, co mogl zobaczy¢ golym okiem. Dopiero na przelomie XVI i XVIIw. pojawily si¢ pierwsze
mikroskopy. Otworzyly one przed badaczami $wiat komorek i1 ,,mikrobow”. Kolejnym przetomem
byto wynalezienie w latach ‘30 XXw. mikroskopu elektronowego.

Przetomem zupetnie innego rodzaju byto odkrycie przez Roentgena tzw. promieni X. Odkrycie to
zapoczatkowato rozwoj tzw. metod obrazowania pozwalajacych na nieinwazyjne badanie wngtrza
organizméw zywych. Rozwdj tych technik, wspierany coraz szybszymi 1 potezniejszymi
komputerami, otwiera przed naukami biologicznymi i medycznymi zupelnie nowe perspektywy

badawcze.

Mikroskopia optyczna

Za tworcéw mikroskopu uwaza si¢ Holendréw, braci Hansa i Zachariasza Janssennow.
Pierwsze konstrukcje wykonali oni okoto roku 1590. Ze wzgledu na stabe powigkszenie (ok. 10
razy) mikroskopy nie zdobyly wtedy uznania jako narzedzie badawcze. Przetomu dokonat
wynalazca 1 przedsigbiorca Antonie van Leeuwenhoek, ktory w XVII wieku udoskonalit
konstrukcj¢ mikroskopu, a nastgpnie rozwinal produkcje tych urzadzen. Leeuwenhoek jako

pierwszy obserwowat zywe komorki — plemniki, pierwotniaki, erytrocyty itp.


http://pl.wikipedia.org/w/index.php?title=Powi%C4%99kszenie&action=edit
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Konstrukcja mikroskopu

Konstrukcja mikroskopu nie zmienita si¢ w zasadzie od ok. 150 lat. Zdjgcie

obok przedstawia mikroskop firmy Zeiss z roku 1879. Zawiera on juz wszystkie

typowe elementy wspotczesnego mikroskopu:

- uktad o$wietlajacy (lusterko 1 soczewke skupiajaca, tzw. kondensor)

- stolik do zamocowania szkietka z preparatem

- zestaw wymiennych obiektywow z uchwytem rewolwerowym

- $rube mikrometryczna do regulacji odlegltosci okularu od obiektywu

- regulacj¢ ostrosci widzenia

Przedstawiony ponizej rysunek wspotczesnego mikroskopu zawiera doktadnie te same elementy.

okular
sruba makrometryczna tubus
sruba mikrometryczna
-_—

rewolwer

B

obiektywy
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lusterko

Ograniczenia mikroskopii optycznej

Poczatkowo podstawowym ograniczeniem jakosci uzyskiwanych obrazoéw mikroskopowych

byly wady soczewek (aberacja chromatyczna, aberacja sferyczna). Problem ten pokonano,

przynajmniej w najdrozszych modelach, w 2. potowie XIX w.
Napotkano  wtedy na  kolejna  barierg. Zjawiska
dyfrakcji/interferencji powoduja, ze ostro zobaczy¢ mozna
tylko obiekty o rozmiarach wielokrotnie wigkszych niz
dlugo$¢ stosowanej fali. Obiekty mniejsze niz % dtugosci fali
nie sa3 w ogole widoczne. Obiekty o wielkosci rzedu dtugosci
fali pojawiaja si¢ w obrazie mikroskopowym, ale w formie

znieksztatcone;j: otoczone barwnymi obwodkami,

zwielokrotnionymi krawegdziami itp. (patrz zdjecie obok). Dlatego tez nawet najlepsze mikroskopy

optyczne pracujace w zakresie $wiatta widzialnego osiagaja maksymalne powigkszenia rzedu
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1 500x. Mikroskopy pracujace w zakresie ultrafioletu osiagaja maksymalne powigkszenie do ok.

3 500x.

Mikroskopia transmisyjna

W badaniach biologicznych 1 medycznych korzysta si¢ najczgsciej z mikroskopii
transmisyjnej — obserwujemy $wiatlo przechodzace przez badany obiekt. Poniewaz wigkszos¢
sktadnikéw komorkowych jest przezroczysta i pozbawiona barwy, wigc istotnym ograniczeniem
mozliwego do zastosowania powigkszenia jest problem zaobserwowania niewielkich rézni¢ w
nat¢zeniu przechodzacego $wiatla. Ponizsze dwie mikrofotografie alg Spirogyra wykonano przy
réznych powigkszeniach, jednak ilo$¢ informacji o budowie komoérek mozliwa do uzyskania z obu
fotografii jest w zasadzie taka sama. Wyraznie wida¢ jedynie §ciang komoérkowa i spiralnie utozone

chloroplasty. Pozostale elementy wngtrza komorki tak mato réznia sig¢ stopniem absorpcji $wiatla,

ze nie dadza si¢ zaobserwowac niezaleznie od zastosowanego powiekszenia.

Mikroskopia z kontrastem fazowym

Jeszcze silniej problem ten wystepuje w przypadku skrawkow tkanek lub komorek zwierzecych
(rys. ponizej po lewej). Poszukiwano wigc metod pozwalajacych zwigkszy¢ kontrast pomigdzy
réznymi elementami sktadowymi komorki. Jednym z takich sposobow okazato si¢ zastosowanie

tzw. kontrastu fazowego (rys. po prawej).

Tl

W technice tej obraz poWstajé I;fiéz-ﬁéioZenie na siebie dwoch iqzek Swiatta: jedne;j pochozqcej

bezposrednio z o$wietlacza i drugiej, ktora przeszia przez badany obiekt. Wiazki te interferuja ze
soba. Jezeli w badanym obiekcie znajduja si¢ przestrzenie o rdéznych wspotczynnikach zatamania,

to w wiagzce $wiatta po przejéciu przez obiekt bedziemy mieli promienie rdézniace sig przesuni¢ciem
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fazowym. Interferencja takiej wiazki z wiazka odniesienia uwidoczni w obrazie mikroskopowym

obszary rozniace si¢ nie stopniem absorpcji, lecz wspotczynnikiem zatamania.

Mikroskopia polaryzacyjna

Inng technika pozwalajaca uwidoczni¢ w obrazie mikroskopowym wigcej szczegdlow jest tzw.

kontrast interferencyjno-rézniczkowy (rys. po prawej).

W technice tej obraz powstaje réwniez przez natozenie na siebie dwoch wiazek $wiatla, ale tym
razem S$wiatta spolaryzowanego. Jezeli w badanym obiekcie znajduja si¢ obszary zdolne do
skrgcania plaszczyzny $wiatta spolaryzowanego liniowo, to interferencja wiazki penetrujacej z
wiazka odniesienia uwidoczni te obszary w obrazie mikroskopowym. Zdolno§¢ do skrgcania
plaszczyzny S$wiatla posiadaja zwiazki chiralne, a wigc w obiektach biologicznych biatka,
polisacharydy 1 kwasy nukleinowe. Zastosowanie kontrastu interferencyjno-rézniczkowego

uwidacznia w obrazie mikroskopowym obszary r6zniace si¢ st¢zeniami tych biopolimerow.

Mikroskopia 7 ciemnym tlem

Przy niezbyt duzych powigkszeniach mozna czgsto zaobserwowac trochg wigcej
szczegotow obserwowanego obiektu stosujac tzw. ,,ciemne tlo”. W technice tej obserwuje si¢ nie
swiatlo przechodzace przez badany obiekt, lecz §wiatto rozpraszane przez obiekt. Stopien i sposob

rozpraszania §wiatla jest duzo bardziej zréznicowany niz ostabianie §wiatta przechodzacego.

Technika z ciemnym tlem wymaga specjalnego sposobu o§wietlenia preparatu (rysunel) Wiazle

Swiatla ogniskowana jest na badanym preparacie, jednak pada na niego nie w

mikroskopu lecz w formie pobocznicy stozka. Obiektyw mikroskopu znajduje si¢ w 1
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tworzonego przez $wiatlo przechodzace przez preparat. Tym samym do obiektywu mikroskopu

trafia jedynie $wiatlo rozproszone na preparacie.

Mikroskopia z ciemnym ttem jest szczegoOlnie przydatna do obserwacji delikatnych struktur

znajdujacych si¢ na zewnatrz organizmu lub komorki, np. odndza, rzgski, filamenty itp.

Wybarwianie preparatow

Konstrukcja mikroskopow optycznych nie zmienita si¢ praktycznie od ponad 100 lat.
Pomimo to, po chwilowym zastoju w latach 60 XXw mikroskopia optyczna §wigci obecnie coraz
wigksze tryumfy i dostarcza coraz bardziej wartosciowych danych. Jest to wynikiem rozwoju

metod wybarwiania preparatow.

Barwniki tradycyjne

Juz w XIXw. zauwazono, ze niektore barwniki maja
zdolno$¢ wybidrczego oddziatywania z wybranymi sktadnikami
komorek: biatkami, lipidami, kwasami nukleinowymi itp. Z biegiem
czasu opracowano standardowe procedury wybarwiania preparatow
pozwalajace na uwidocznienie szeregu kluczowych dla komorki
elementow. Rysunek obok pokazuje mikrofotografi¢ komorek

nablonka  wybarwionych  mieszaning dwéch  barwnikow:

barwnikiem czerwonym wiazacym si¢ wybiodrczo z biatkiem
keratyna 1 barwnikiem zielonym wiazacym si¢ z DNA. Dzigki takiej kombinacji barwnikéw widaé
jednoczesénie btony komorkowe i jadra komorek.
Aby uzyska¢ wybarwienie struktur wewnatrzkomoérkowych czynnik barwiacy musi spetniaé szereg
warunkow:

v Musi wnika¢ do wnetrza komorki (ew. po jej permeabilizacji)

v' Musi wybidrczo wiazaé sie z okreSlonymi elementami komorki
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v' Musi na tyle silnie oddziatywa¢ z wybarwianym elementem, aby jego lokalne stezenie
zapewniato dostatecznie silna absorpcj¢ $wiatta nawet przy bardzo duzym stopniu
powigkszenia

v Nie moze wiaza¢ si¢ z biatkami zawartymi w cytoplazmie

Stosowane sa rowniez barwniki wrazliwe na warunki panujace w $rodowisku i zmieniajace

swoja barwe przy zmianie warunkow (np. pH).

Mikroskopia fluorescencyjna

Roéwniez niektore barwniki fluorescencyjne posiadaja i
zdolnoéé do wybidrczego wiazania sie z elementami komorki. -l
Wykorzystano to w tzw. mikroskopii fluorescencyjnej. W

metodzie tej oswietla si¢ preparat od strony obiektywu

zwierciadlo
1~ rozszczepiajgoe
winzke

$wiatlem o dhugosci fali wywolujacej fluorescencje barwnika,

a obserwuje preparat przy dtugosci fali odpowiadajacej silnej

- preparal

fluorescencji. Stosujac odpowiedni zestaw filtrow mozna
uzyskac¢ efekt ciemnego pola. We wspodlczesnych mikroskopach fluorescencyjnych najczesciej
$wiatlo wzbudzajace kierowane jest na preparat poprzez obiektyw (rysunek obok). Swiatlo
emitowane z preparatu zbierane jest przez obiektyw i po przejsciu przez zestaw filtrow kierowane
jest do okularu. W starszych konstrukcjach stosowano uklad optyczny podobny do uktadu
wywolujacego efekt ciemnego pola w mikroskopach $§wietlnych. Obecnie stosowany system
wzbudzenia (obiektyw skupia $wiatlo wzbudzajace na preparacie) pozwala uzyska¢ duze lokalne

nat¢zenia Swiatta wzbudzajacego przy niewielkiej mody zrodta.

Barwniki fluorescencyjne (fluorochromy)

Zastosowanie barwnikéw fluorescencyjnych ma szereg zalet:
- obserwuje si¢ emisj¢ Swiatta na ciemnym tle, co zwigksza czuto$§¢ metody i poprawia kontrast
obserwowanych szczeg6tow. Ten wzrost czutosci jest na tyle istotny, ze we

wszystkich ~ technikach ~ wybidrczego  wybarwiania  konkretnych

makroczasteczek stosuje si¢ prawie wylacznie barwniki fluorescencyjne, a
nie klasyczne barwniki absorpcyjne.

- sita i barwa fluorescencji moga zaleze¢ od warunkéw panujacych w srodowisku: pH, potencjat
redox, lipofilowo$¢, potencjat blonowy. Pozwala to zréznicowac¢ komorki

lub ich fragmenty ze wzgledu na panujace w nich warunki. Rysunek obok
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pokazuje jadra komorkowe wybarwione barwnikiem DAPI. Zwiazek ten fluoryzuje na
niebiesko po interkalacji do DNA.

- sita i barwa fluorescencji moga zaleze¢ od stezenia niektérych jonow,
np. Ca*". Pozwala to wykry¢ réznice w stezeniu tego jonu. Rysunek
obok pokazuje rozklad stgzenia jonéw Ca’" w komorce nerwowej.

Wysokie stgzenie - kolor czerwony, niskie st¢zenie — kolor niebieski.

Przeciwciata fluoryzujqce

Szczegoblnie interesujace dane o lokalizacji poszczegodlnych
struktur komoérkowych i/lub ich skladnikow uzyskuje si¢ stosujac
barwniki fluorescencyjne potaczone kowalencyjnie z przeciwciatami
monoklonalnymi. Zdjgcie obok pokazuje komoérki pateczek dzumy
uwidocznione dzigki przeciwciatlom zwiazanym z barwnikiem

fluoryzujacym na zielono i specyficznym w stosunku do antygenow

powierzchniowych tej bakterii.

Wysoka specyficznos¢ przeciwciat pozwala
identyfikowa¢ (wybarwia¢) w komorce lub tkance pojedyncze
biatka. Zdjgcie pokazuje rozmieszczenie widkien aktynowych
stanowiacych sktadnik cytoszkieletu komorki. Zielony barwnik

fluorescencyjny zostat w tym przypadku zwiazany z

przeciwciatami  monoklonalnymi dla aktyny F. Kolorem
czerwonym wybarwione jest jadro komorki.

Bardzo bogate w informacje sa obrazy
mikroskopowe uzyskane dzigki wybarwieniu przy
pomocy mieszaniny kilku przeciwcial o roznej
specyficznosci i r6znej barwie fluorescencji. Dzigki takim
obrazom mozna wykry¢ wzajemne relacje pomigdzy
rozmieszczeniem réznych organelli 1 sktadnikow

komorki. Zdjecie obok przedstawia komorki wybarwione

2 rodzajami przeciwcial (fluorescencja zielona — wtdkna aktynowe; fluorescencja zoita —
mitochondria) oraz specyficznym w stosunku do DNA czerwonym barwnikiem fluorescencyjnym.

Charakterystyczne sa puste miejsca odpowiadajace wakuolom wewnatrzkomorkowym.
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Biatka fluorescencyjne

Podczas badan nad morskimi organizmami glebinowymi odkryto szereg bialek
wykazujacych naturalng fluorescencjg. Pierwszym z tych
biatek byto biatko o zielonej fluorescencji (GFP, ang. Green

Fluorescence Protein). Obecnie znane sa juz biatka o

fluorescencji w kolorze niebieskim (BFP), zéttym (YFP) i
czerwonym (RFP). Sa to wszystko niewielkie biatka tatwe do
manipulacji technikami inzynierii genetycznej. Dotaczenie
takiego biatka do wektora transfekujacego przenoszacego inne

biatko pozwala wygodnie $ledzi¢ ekspresj¢ badanego biatka:

tylko w komoérkach w ktérych doszto do ekspresji biatka transfekujacego beda zawieraty biatka
fluorescencyjne. Rysunek obok pokazuje komorki drozdzy do ktorych wprowadzono 2 rézne
wektory. Jeden zawieral GFP, a drugi RFP. Jednoczesna ekspresja obu gendow przejawia sig

fluorescencja o wypadkowej barwie od zo6ttej do pomaranczowe;.

Mikroskopia konfokalna

Jednym z istotnych ograniczen klasycznej mikroskopii optycznej (zarowno transmisyjnej
jak 1 fluorescencyjnej) jest $wiatlo pochodzace spoza ptaszczyzny ogniskowania. Obiektyw
mikroskopu zbiera obrazy nie tylko z ptaszczyzny ogniskowania, ale z calego przekroju probki.
Obraz obiektow lezacych w plaszczyznie ogniskowania jest ostry i
wyrazny. Obrazy obiektéw lezacych przed i za ta plaszczyzna sa nieostre
(rozmyte) 1 to tym bardziej im dalej od tej ptaszczyzny leza. W efekcie
wypadkowy obraz obiektu obserwowany w klasycznym mikroskopie
charakteryzuje si¢ wysokim tlem zmniejszajacym ostro$¢ konturéw
(zdjgcie obok).

Zatozeniem mikroskopii konfokalnej jest wyeliminowanie obrazow
pochodzacych spoza ptaszczyzny ogniskowania. Uzyskany w efekcie obraz
warstwicowy charakteryzuje si¢ stabszym ttem 1 ostrzejszymi konturami

(zdjgcie obok). Pozwala to stosowa¢ wigksze powigkszenia i ulatwia

interpretacje uzyskanych obrazéw. Dodatkowa zaleta mikroskopii konfokalnej jest mozliwos¢
uzyskania obrazéw warstwicowych dla kolejnych przekrojow obiektu poprzez zmiang polozenia
ptaszczyzny ogniskowania. Zestaw takich obrazow warstwicowych pozwala odtworzy¢

trojwymiarowy obraz obiektu wraz z jego budowa wewngtrzna.
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Zasada dzialania

Zrédlem $wiatta w mikroskopii konfokalnej jest laser zapewniajacy skupiona wiazke
swiatla o dostatecznie duzej intensywnosci. Wiazka ta jest ogniskowana na obserwowanym
obiekcie.

Zasada pracy mikroskopu konfokalnego jest zupetnie odmienna od mikroskopu optycznego,
zarowno transmisyjnego, odbiciowego jak 1 fluorescencyjnego. W mikroskopach optycznych
oswietlany jest caly obserwowany obiekt, w mikroskopie konfokacyjnym wiazka lasera skupiana
jest w cienka wiazke przechodzaca przez obiekt. Swiatto odbite od obiektu (lub emitowane w
przypadku znacznika fluorescencyjnego) przechodzi przez uklad optyczny (obiektyw)
zogniskowany na pewnej ptaszczyznie prostopadtej do osi optyczne;.

Promienie $wiatta pochodzace z plaszczyzny ogniskowania

Detektor
(linie zielone na rysunku), po przejsciu przez obiektyw

Przestona
z otworem

przecinaja si¢ w pewnym punkcie osi optycznej. Promienie

pochodzace spoza ptaszczyzny ogniskowania (np. linie
czerwone na rysunku) przecinaja si¢ w innym punkcie. Jezeli
w punkcie przecigcia si¢ promieni z plaszczyzny
ogniskowania umiescimy przestong z bardzo malym  obiektyw
otworkiem, to do detektora dotra tylko promienie z tej

ptaszczyzny. Promienie pochodzace z innych miejsc obiektu
Ptaszczyzna
B" ~bgniskowania

DIA

Obiekt

zostang przez przestong odbite lub pochtonigte.

Zmieniajac polozenie przestlony z otworem wzdluz osi
optycznej uzyskuje si¢ zmiang ptaszczyzny ogniskowania.
Pozwala to na uzyskanie szeregu ,,przekrojoéw” badanego obiektu na rdéznej glebokosci. Zbior
takich przekrojow umozliwia, dzigki cyfrowej obrébce danych, stworzenie tréjwymiarowego
obrazu analizowanego obiektu.

Detektorem w mikroskopie konfokalnym jest niskoszumowy fotopowielacz rejestrujacy w
formie cyfrowej nat¢zenie §wiatla, ktére przeszto przez przestong. Zmieniajac kierunek wiazki
laserowej otrzymujemy informacj¢ o natgzeniu $wiatta pochodzacego z réznych punktow
plaszczyzny ogniskowania. Ostateczny obraz przekroju obiektu w plaszczyznie ogniskowania
tworzony jest przez cyfrowa obrobke zgromadzonych danych i wyswietlany na ekranie monitora o
wysokiej rozdzielczosci. Jezeli obraz ma zosta¢ zachowany, to przeksztalca si¢ go w postaé typowa

dla zdje¢ cyfrowych. W tej postaci moze by¢ przechowywany i dodatkowo opracowywany (np.
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kolorowany) cyfrowo, a jego ostateczna posta¢ moze by¢ utrwalona na drukarce lub papierze

fotograficznym.

Rozwigzania konstrukcyjne

We wspotczesnych mikroskopach konfokalnych stosuje si¢ 2 odmienne rozwigzania
konstrukcyjne. W obydwu otrzymuje si¢ obraz przekroju obiektu na okreslonej glebokosci,

jednakze obrazy te otrzymywane sa w odmienny sposob.

Metoda LSCM

W laserowym skanujacym mikroskopie konfokalnym (ang. Laser Scanning Confocal
Microscope) skupiona wiazka $wiatta laserowego przemieszcza si¢ skokowo po obiekcie. Na
swojej drodze wzbudza ona czasteczki fluorochroméw do emisji. Aby uzyska¢ mozliwie silne
skupienie wiazki w ptaszczyznie ogniskowania, na drodze optycznej umieszczona jest przestona z
niewielkim otworkiem. Wiazka po przejsciu przez otworek w przestonie trafia na lustro
dichromatyczne. Lustro to odbita $wiatlo wiazki wzbudzajacej, a przepuszcza $wiatlo emitowane
przez fluorochrom ( o wigkszej dtugosci fali). Wiazka wzbudzajaca przechodzi nast¢pnie przez

obiektyw, ktory ostatecznie skupia ja w postaci mikroskopijnej plamki na plaszczyznie

=

ogniskowania.

Laser I \ Lustro

— — : ~\\d|chromatyczne

s S R S

Swiatlo emitowane przez czasteczki fluorochromu przechodzi przez obiektyw, lustro

dichromatyczne (bez odbicia) i trafia na druga przestong z otworkiem. Promienie ktére pochodza z

10
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plaszczyzny ogniskowania przechodza przez otworek i trafiaja do detektora, pozostate
zatrzymywane sa na przestonie.

Zmiana potozenia lustra dichromatycznego pozwala zmieni¢ potozenie punktu skupienia
wiazki na ptaszczyznie ogniskowania (rysunek ponizej). Potozenie lustra kontrolowane jest przez
uktad komputerowy, ktéry jednoczesnie rejestruje potozenie plamki $wietlnej 1 nat¢zenie §wiatta
rejestrowane przez detektor. Systematyczne przemiatanie (skanowanie) ptaszczyzny ogniskowania

pozwala uzyska¢ informacj¢ o analizowanym obiekcie.

Laser Lustro

dichromatyczne

Metoda TPCM

W dwufotonowych mikroskopach konfokalnych (TPCM, ang. Two-photon Confocal
Microscope) do wzbudzenia fluorochromu stosuje si¢ promieniowanie z zakresu bliskiej
podczerwieni o energii kwantu réwnej potowie energii wzbudzenia. W takich warunkach
wzbudzenie czasteczki fluorochromu nastapi tylko wtedy, gdy czasteczka zaabsorbuje prawie
jednoczesnie dwa kwanty promieniowania. W praktyce zjawisko takie zachodzi tylko w miejscu
silnego zogniskowania wiazki. Dlatego w mikroskopach dwufotonowych nie jest potrzebna
przestona z otworkiem przed detektorem - 1 tak emitowane $wiatlo pochodzi wylacznie z
ptaszczyzny ogniskowania.

Laser wytwarza krotkie impulsy promieniowania o duzej gesto$ci fotonow (dziesiatki kW w

maksimum impulsu), jednakze o niskiej energii impulsu (nJ na impuls).
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Czes¢ II: Zobaczy¢ zycie

Zasada skanowania obiektu jest w tej konstrukcji analogiczna jak w mikroskopie ze skanowaniem
laserowym.
Mikroskopy dwu- lub wielofotonowe maja szereg zalet wynikajacych ze stosowania wiazki
wzbudzenia z zakresu bliskiej podczerwieni:
» niska energia niesiona przez wiazke powoduje znacznie mniejsze uszkodzenie fotochemiczne
1 termiczne obiektu
* promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni lepiej penetruje preparaty biologiczne niz
krotkofalowe $wiatlo widzialne lub promieniowanie UV. Umozliwia to pracg¢ z grubszymi
obiektami
» technika ta charakteryzuje si¢ wigksza czuloscia niz LSCM, co pozwala pracowa¢ z nizszymi

stezeniami fluorochromow

Obrazowanie

Dane o analizowanym obiekcie zbierane sa w formie intensywnos$ci $wiecenia danego
punktu 1 ze swej natury sa monochromatyczne, rys. a). Po zebraniu kompletu danych obraz
przetwarzany jest w format typowy dla zdje¢ cyfrowych. W tej formie moze by¢ tatwo kolorowany,
rys. b). Jezeli obiekt barwiony jest wigcej niz jednym fluorochromem, to musza si¢ one ro6znié
dhlugoscia fali $wiatla wzbudzajacego. Dla kazdej dlugosci fali zbierane sa niezalezne dane o
obiekcie (monochromatyczne, rys. ¢) i d)). Emisji pochodzacej od poszczegdlnych fluorochromow
przypisuje si¢ zwykle kontrastowe barwy, rys. e) i f). Dane te kompiluje si¢ w jeden obraz na etapie

tworzenia zdjgcia cyfrowego, rys.g).
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Czes¢ II: Zobaczy¢ zycie

Obrazy uzyskane dzigki zastosowaniu mikroskopii konfokalnej charakteryzuja si¢ przede
wszystkim niespotykana wczesniej rozdzielczo$cia i kontrastem, rys. h). Kolorem zielonym
pokazano obraz uzyskany dzigki fluorescencji fluorochromu przytaczonego do przeciwcial
specyficznych w stosunku do aktyny, kolorem czerwonym w stosunku do biatka zawartego w
btonie zewnetrznej mitochondriow, a kolorem niebieskim w stosunku do aparatu Golgiego. W
chwili obecnej dostgpne sa handlowo mikroskopy konfokalne pozwalajace na wzbudzenie przy 3
lub wigcej zakresach fal. Wraz z rozwojem oferty dostgpnych fluorochromow i wzrostem ich
specyficznosci mikroskopia konfokalna staje si¢ rutynowo dostgpna technika badawcza
dostarczajaca ogromnych ilo$ci bardzo szczegdtowej informacji.

W chwili obecnej mozliwe jest uzyskanie pojedynczego skanu w czasie ponizej 0,05 s.
Pozwala to rejestrowaé przebieg szybkozmiennych procesow w zywej komoérce lub tkance 1

obserwowac je potem w formie filmu wideo.
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Czes¢ II: Zobaczy¢ zycie

Niedostgpna innymi technikami przewaga mikroskopii konfokalnej jest mozliwo$¢
uzyskania serii przekrojéw badanego obiektu na réznych glebokosciach. Taka seria przekrojow

moze by¢ wykorzystana do odtworzenia przestrzennej struktury obiektu.
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Czes¢ II: Zobaczy¢ zycie

Mikroskopia elektronowa

Podstawowym ograniczeniem mikroskopii optycznej jest wystgpowanie zjawisk dyfrakcji i

interferencji. Najmniejsze obserwowane obiekty musza mie¢ rozmiar wigkszy niz 2 dtugosci fali.
Dla $wiatta widzialnego oznacza to, ze nie mozna zaobserwowac obiektéw mniejszych niz ok.
200 nm (0,2 um). Tym samym wielu waznych organelli komérkowych, np. rybosoméw, nigdy nie
bedzie mozna zobaczy¢ w mikroskopie optycznym.
Ograniczenie to nie wynika z przyczyn technicznych (jakos$¢ soczewek), ale z samej natury §wiatla.
Zastosowanie promieniowania ultrafioletowego umozliwia przesunigcie tej granicy do ok. 100 nm,
ale jako$¢ optyki kwarcowej (szklo absorbuje promienie UV) pozostawia obecnie wiele do
zyczenia. Zastosowanie promieniowania elektromagnetycznego o jeszcze mniejszej dlugosci fali
(promienie X, y) napotyka na niemozliwe do pokonania obecnie bariery techniczne: brak jest
materialéw z ktorych mozna by wykona¢ soczewki lub zwierciadta.

Po odkryciu przez de Broglie’a fal materii pojawita si¢ mozliwos¢ ich wykorzystania w
mikroskopii. Poniewaz dilugos¢ fali materii zalezy od pedu czastki, wigc stosujac np. wiazke
szybkich elektroné6w mozna uzyskac fale materii o dtugosci ponizej 1 nm. W przypadku strumienia
natadowanych czastek rolg soczewek moze petni¢ odpowiednio uksztalttowane pole magnetyczne.
Pierwszy mikroskop elektronowy zbudowano w Niemczech w latach *30 XX w. Zastosowanie tej

techniki do ukladow biologicznych ~wymagato

pokonania szeregu problemow technicznych, tak wigc
dopiero na poczatku lat *50 uzyskano pierwsze zdjgcia
komorek w mikroskopie elektronowym. Warto zwréci¢
uwagge, ze zamieszczony na zdjeciu obok znacznik skali
odpowiada w przyblizeniu dlugosci fali $wiatta

widzialnego. Widoczne na zdjgciu ciemne ziarnisto$ci

to kompleksy rybosoméw na powierzchni retikulum

endoplazmatycznego.

Elektronowy mikroskop transmisyjny

Najprostszym typem mikroskopu elektronowego jest mikroskop transmisyjny. Wyrzucany z
dziala elektronowego strumien elektrondéw przyspieszany jest roznica potencjalow rzedu
kilkudziesigciu kV i skupiany przez kondensor na badanym preparacie. Przechodzac przez preparat

elektrony ulegaja pochtonigciu i/lub rozproszeniu. Te ktore przejda przez preparat trafiaja na uktad
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Czes¢ II: Zobaczy¢ zycie

dwoch soczewek magnetycznych, ktore ogniskuja je na kliszy fotograficznej lub
elekironowe i_

ekranie fluorescencyjnym.

Mikroskopia elektronowa ukladéw biologicznych wymaga specjalnego ienensora
przygotowania preparatu, We wng¢trzu mikroskopu musi panowa¢ wysoka — jepam
proznia, aby elektrony nie rozpraszaly si¢ na czasteczkach powietrza. Ponadto o,

preparat musi by¢ bardzo cienki (ponizej 1 um). W grubszych warstwach

soczewki
projektora

elektrony ulegaja rozproszeniu 1 spowolnieniu co uniemozliwia ich
zogniskowanie 1 otrzymanie ostrego obrazu. Z drugiej strony wiazka elektronow 13,[5,';?;%;'3:: skien L
ulega rozproszeniu i spowolnieniu przez materi¢ organiczng prawie niezaleznie 3
od jej struktury. Typowe przygotowanie preparatu do elektronowej mikroskopii transmisyjnej
obejmuje:

¢ nasycenie obiektu badan zywica syntetyczna i jej polimeryzacje

e pocigcie bloku zywicy na ultracienkie skrawki

e wybarwienie” skrawkéw solami metali cigzkich: olowiu, uranu, ztota
Tym samym w mikroskopie elektronowym obserwujemy elementy struktury komorki rézniace sig
powinowactwem do jondw metali cigzkich. Technika ta umozliwia bardzo szczegoétowe poznanie
budowy martwych obiektéw biologicznych.

We wspotczesnych mikroskopach elektronowych mozna
uzyska¢ powigkszenie rzgdu 1000 000 razy i rozdzielczos¢ ok.
I nm. Pozwala to zaobserwowaé wiele szczegoldow wnetrza
komoérki. Na zdjeciu obok pokazano fragment leukocytu
zainfekowanego wirusem HIV. Mate kuliste twory przy
powierzchni komorki (w czerwonych kotkach), to czasteczki wirusa ! :'}'
uwalniajace si¢ z komorki po namnozeniu.
We wspotczesnej mikroskopii elektronowej uktadéow biologicznych problemem nie jest
rozdzielczos¢, lecz mozliwos¢ specyficznego ,,wybarwienia”
wybranych struktur subkomodrkowych. Ostatnio podjgto
préby zastosowania w tym celu przeciwcial monoklonalnych

obarczonych nanoczastkami metali cigzkich. Zdjgcie obok

przedstawia fragment komorki trzustki potraktowanej

0,5 um

przeciwcialami w stosunku do insuliny. Mate czarne punkciki to nanoczastki ztota zawarte w
czasteczkach przeciwcial. Badania tego typu pozwalaja okresli¢ miejsce wystgpowania insuliny we

wnetrzu komorki.
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Elektronowy mikroskop skaningowy

Transmisyjny mikroskop elektronowy daje obraz drobnych szczegdétow wnetrza komorki,
jednak uzyskany obraz jest ,,ptaski”, dwuwymiarowy. Wraz z rozwojem wiedzy o wewngtrznych
strukturach komorkowych zaczely si¢ pojawiaé przestanki, ze istotna role w funkcji tych struktur

odgrywa ich ksztatt.

| dziatko
elekironowe

Zrédtem informacji o ksztattach struktur subkomoérkowych
moze by¢ skaningowy mikroskop elektronowy. Skupiona

soczewki
kondensora

wiazka elektrondw przemieszcza si¢ skokowo (skanuje) po

powierzchni analizowanego obiektu. Czg§¢ wiazki zostaje

urzadzenia
uginajgce wigzke

soczewki

odbita i rozproszona. Te wihasnie elektrony wykrywane sa e

przez detektor 1 stanowia podstawg¢ do stworzenia

elekirony odbite
preez proparal

przestrzennego obrazu obiektu. Przestrzenny charakter I,
obrazu wynika z ustalonego z gory polozenia detektora.

Liczba elektronow trafiajaca do niego zalezy bowiem w znacznym stopniu od pochylenia
powierzchni obiektu oraz od efektu cienia.

Poniewaz badanie probki odbywa si¢ w wysokiej prézni, musi by¢ ona odpowiednio spreparowana.
Jedna z czgstych technik preparowania probek pochodzenia biologicznego jest liofilizacja
niskotemperaturowa. Pozostata po liofilizacji substancja organiczna raczej hamuje niz odbija
szybkie elektrony, dlatego aby uzyska¢ ostry obraz obiektu nalezy go najpierw pokry¢ cienka
warstewka metalu, tzw. replika. Dokonuje si¢ to technika napylania préozniowego. Uzyskana replika
jest na tyle trwala, ze moze by¢ przechowywana nawet latami i wielokrotnie wykorzystywana do
uzyskiwania obrazéw, np. pod réznymi katami.

Jako przyktad mozliwos$ci skaningowej mikroskopii elektronowej przedstawig
badania dotyczace struktur czuciowych w uchu wewngtrznym. Rzgsate

komorki zmystowe wyscietajacych wnetrze §limaka

posiadaja na swojej powierzchni struktury zwane

stereociliami. Obraz tych struktur w mikroskopie
optycznym na granicy jego rozdzielczosci przedstawia zdjecie po prawe;.
Ta sama struktura badana w skaningowym mikroskopie elektronowym
ujawnia swoja bardzo urozmaicona struktur¢ wewngtrzna i bardzo

charakterystyczny ksztatt (zdjecie po lewej). Widoczny obok zdjecia

o znacznik skali odpowiada odlegtosci 1 um.

17



	Mikroskopia optyczna
	Konstrukcja mikroskopu
	Ograniczenia mikroskopii optycznej
	Mikroskopia transmisyjna
	Mikroskopia z kontrastem fazowym
	Mikroskopia polaryzacyjna
	Mikroskopia z ciemnym tłem
	Wybarwianie preparatów
	Barwniki tradycyjne

	Mikroskopia fluorescencyjna
	Barwniki fluorescencyjne (fluorochromy)
	Przeciwciała fluoryzujące
	Białka fluorescencyjne


	Mikroskopia konfokalna
	Zasada działania
	Rozwiązania konstrukcyjne
	Metoda LSCM
	Metoda TPCM

	Obrazowanie


	Mikroskopia elektronowa
	Elektronowy mikroskop transmisyjny
	Elektronowy mikroskop skaningowy


