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\ jow mukroskopii optycznej. Do zarejestrowania obrazow uzyto mikroskopu swietlnego wraz z filtrami do mikroskopi1 fluorescencyjnej, a takze do
mikroskopi1 DIC (differential interference microscopy — mikroskopia réznicowo-interferencyjna). Do obserwacji wykorzystano preparaty z korzenia
konwali1, przekroju poprzecznego rdzenia kr¢gowego 1 dzielgcych sie¢ komorek jaj nicienia rodziny Ascaradidae. Obrazy otrzymane z preparatOw po-

/| rOwnano dla roznych powiekszen, apertury numerycznej, czy tez stanu zamkniecia przestony kondensora danego podtypu mikroskopu. Korzystajac z
obrazow 1 oprogramowania obliczono wymiary widocznych struktur. 2
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Opis teoretyczny

Mikroskopia jasnego pola — najprostszy rodzaj Mikroskopia fluorescencyjna - wykorzystuje zja-
. mikroskopii. Wymaga czesto przygotowania i wybar- ~ wisku fluorescencji. Preparat nalezy wybarwic¢ sub-
Marzena Pierzchata wienia preparatu, aby ZWleSZYé kontrast 1 p()zw()hé stancjg, ktora bedzie zdolna do fluorescencji (np. me-
dostrzec wezesniej niezauwazalne struktury. Niepo-  toda immunofluorescencji). Na czym w zasadzie po-
3":\5’;}’2"2““ o zwala na obserwowanie preparatow fazowych. lega fluorescencja? Jest to zdoIno$¢ substancji do po-
chtonig¢cia kwantu energii 1 wzbudzenia elektronu na

Mikroskopia DIC — stosowana do obserwacji
obiektow przezroczystych, fazowych. Ludzkie oko
nie dostrzega réznicy w fazie obrazow, dlatego wia-
snie nie widzimy obiektow przezroczystych. Za po-
mocg zmodyfikowanego uktadu optycznego, zmie-
nia roznic¢ faz preparatu na réznic¢ amplitud
(Rys.1). Bierze si¢ to zasady dziatania tego mikro-
skopu — dwie wigzki sSwiatta spolaryzowane wobec

siebie 0 90 stopni, przechodza przez preparat w sza. Roznica energii $wiatla nazywa sie przesunie-

przystajacych do siebie punktach —roznica w grubo- i Stokesa. Schemat procesu przedstawia Rys. 2. N i 2 ; reaction
Sc1 migdzy tymi punktami powoduje zmiane fazy = | photoproducts .

Swiatta. Oprocz obserwacji obiektdw, stuzy do mie- phosphorescence
rzenia grubosci preparatow, st¢zenia substancji 1 in-

nych pomiaréw fizycznych. [1][2] —— ground state , I o~
Rys. 2. Schemat przedstawiajacy diagram Jabtonskiego, ukazujgcy zmiany energetyczne 1 przejscia mig-

dzy stanami procesow prowadzace do fosforescencji 1 fluorescenci. [4] ‘
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Zdolnos$¢ rozdzielcza mikroskopu Schemat doswiadczenia ‘

wyZzszy poziom energetyczny. Nastepuje konwersja,
przy ktorej nie jest tracona energia, natomiast elek-
tron przechodzi w stan wzbudzenia S;. Stad moze na-
stap1¢ powrot do stanu podstawowego z emisjg ener-
gli w postact fotonu. Taki proces nazywa si¢ fluore- _ e ion
scencja. Utracenie energii przez relaksacje wibracyj- 4 ° " photoproducts
ng, powoduje, ze swiatto emitowane bedzie miato IV 4 P omversion

mniejsza energie, a co za tym 1dzie — fala bedzie dtuz- :

I

Zdolno$¢ rozdzielcza r — okresla odlegtos¢ miedzy dwoma rozréznial- Najpierw zapoznano si¢ z obstugg mikroskopu 1 oprogramowaniem komputerowym. Nastepnie uzywajac dowolnego [*

nymi punktami na obrazie. Im mniejsza warto$¢ zdolnosci rozdziel- B preparatu histologicznego, ustawiono mikroskop zgodnie z zasadg Kohlera, celem uzyskania jednakowego oswietle-
czej, tym wiece] szczegotdow mozna dostrzec. Opisuje jg wzor :

nia preparatu. Dla mikroskopu jasnego pola obserwowano preparaty z rdzenia kregowego dla roznych powigkszen 1
S 0,614 (1) apertur numerycznych. Z kole1 dla preparatow z jaj nicienia poroOwnano obrazy zebrane w mikroskopii jasnego pola 1
NA P DIC przy roznych powigkszeniach. Dla korzenia konwalii zmieniono tryb mikroskopu na fluorescencyjny 1 porow-

nywano obrazy przy roznych powigkszeniach oraz kilku dlugosciach swiatta wzbudzajgcego (biale, zielone 1 czerwone).
Zmierzono wymiary wybranych struktur na otrzymanych obrazach 1 za pomocg wzoru 2, przeliczono na wymiary rzeczywiste.
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gdzie 4 — dlugos¢ fali, NA — wartosC apertury numerycznej. [5]

Uklad doswiadczalny

Doswiadczenie przeprowadzono za pomocg mikro-
skopu odwroconego IX71 firmy Olympus wyposa-
zonym w kamere CCD (Rys. 4). Kamera mikro-
skopu byt podigczona do komputera z odpowied-
nim oprogramowaniem, umozliwiajagcym obserwa-

Tab. 1 Zestawienie obliczonych wymiarow danych struktur.

Struktura Szerokos¢ (um) Dlugos¢ (um)
Kanal centralny

, ) rdzenia kregowego
cje obrazu preparatu pood mlkroskopem na kompu- 20x 186,755 192,633
t61'26.W czasle .rzeczyw1stym. Mlkroskop IX7 1. ma | Kanat centralny
mozhyvosc zmiany ﬁltrpw, tak aby zmieniC jego | rdzenia kregowego 156,113 191,674
funkcje ze zwykltego mikroskopu jasnego pola do 40x _ Lo |
przyktadowo fluorescencyjnego, a takze DIC. Najmniejsza odle- Rys. 6 Zdjecia obrazu z mikroskopu dla preparatu jaj nicienia z rodziny Ascaradidae. Obydwa zdjecia dla
glos¢ miedzy jajami : powiekszenia 20x. Po lewej obraz z mikroskopu jasnego pola. Po prawej z mikroskopii DIC.

Z¢ zdje¢ z Rys. 6 widac, 1z mikroskopia DIC, daje mozliwos¢ dostrzezenia
struktur 1 wymiarowosci preparatu, ktorej mikroskopia jasnego pola nie za-
Rzeczywiste wymiary R obliczono ze wzoru: pewnia. Na zdjeciach z mikroskopu DIC lepiej wida¢ granice struktur jak np.

} blony komorkowe. Jednak na zdjeciach Rys. 6 w z mikroskopii jasnego pola
T e & rommitr el mozna zobaczy¢ chromosomy w jadrach komorkowych (male czame kropki

R = _ _ : _ _ (2)  wkulkach), czego nie widac¢ zbyt dobrze w DIC.
powiekszenie obiektywu = powiekszenie kamery | e

A A e
g, 1 W HR :“';( j! o, ‘gﬂ?,i; i %“iRyS 5 Zdjecia obrazu z mi-
RS\ R £ A ;;Q;c, ;Akroskopu dla preparatow z
P o NGRS ~ rdzenia kregowego. U gory
| pow1e;kszeme 20x, u dolu

|

Rys.4 Zdjecie przedstawiajgce mikroskop odwrdcony |
IX71 Olympus [6] ;:;r = 'Na podstawie zdjeC z Rys. 5,

‘;5 “iz mozna wywnioskowac, 1z 1st-

S ‘T' a *«} nieje granica dla ktdre] moze-

my otrzymywac obrazy o do-
brej rozdzielczosci —na zdje-
ciu gémym stracono rozdziel-
czoS¢ na rzecz powiekszenia.

Zastosowanie olejkOw immer- | ‘ 8980
S}’j nych mo globy pom(')c uzy- I’{ys. 7 Zdjecia obrazu z mikroskopu fluorescencyjnego dla preparatu z korzeni konwalii, powiekszenie 10x.
Swiatlem wzbudzajgcym jest kolejno 1 - czerwone; 2 - zielone ; 3 - biale. Zdjecie podpisane numerem
4powstato w wyniku natozenia trzech pozostatych po uprzednim wybarwieniu w programie Imagel.
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Wle%ksza( rozdz1elczo§c, gdyz Odmuenny sktad chemiczny danych struktur przekiada sie na ich fluorescencie.

zwigksza NA (v. wzor 1). Daje to duze pole do manewru w badaniach skadu chemicznego 1 struktural-
nych komorek oraz tkanek. Konwalia wykazuje naturalng fluorescencie, nato-
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trow stanow1 wyzwanie dla naukowcow. ,,
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