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Z3 NOWOCZESNE METODY MIKROSKOPII OPTYCZNEJ
W BADANIACH UKEADOW BIOLOGICZNYCH

1. Cel éwiczenia

Celem ¢wiczenia jest obserwacja uktadow biologicznych za pomocag wspotczesnych
technik mikroskopii optycznej, takich jak mikroskopia kontrastowo-fazowa, mikroskopia z
kontrastem r6znicowo — interferencyjnym i mikroskopia fluorescencyjna.

2. Aparatura

e Mikroskop fluorescencyjny IX71 firmy Olympus z kamerg cyfrowa
e Zasilacze
e Komputer z oprogramowaniem

3. Program ¢wiczenia

e Obserwacja preparatéw biologicznych metoda mikroskopii optycznej jasnego pola

e Obserwacja preparatow biologicznych metoda mikroskopii kontrastowo — fazowej

e Obserwacja preparatow biologicznych metoda mikroskopii z kontrastem réznicowo —
interferencyjnym

e Obserwacja preparatow biologicznych metodg mikroskopii fluorescencyjnej

4. Tematy do kolokwium

e Podstawowe zjawiska optyczne: dyfrakcja, interferencja, polaryzacja, fluorescencja
e Budowa i zasada dziatania mikroskopu optycznego

e Budowa i zasada dziatania mikroskopu kontrastowo — fazowego

e Budowa i zasada dziatania mikroskopu z kontrastem roéznicowo — interferencyjnym
e Budowa i zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego
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MIKROSKOPIA OPTYCZNA W BADANIACH UKEADOW BIOLOGICZNYCH

Wprowadzenie

Komorka, jako podstawowa jednostka zycia, jest przedmiotem zainteresowania wielu
nauk. Poczawszy od biochemii, badajacej jej sktad molekularny, poprzez biologi¢ i medycyne
a konczac na fizyce i biofizyce, ktore zajmujg si¢ okreslaniem jej parametrow fizycznych.
Zrozumienie mechanizméw funkcjonowania pojedynczych komorek jest kluczem do
zrozumienia funkcjonowania bardziej ztozonych organizmoéw, dlatego tez obserwuje si¢ tak
dynamiczny rozwdj nauk zwigzanych z mikrobiologig i biologig komorki.

Poniewaz komorki sg mate i ztozone, niezwykle trudnym zadaniem jest obserwacja ich
wewnetrznej struktury, badanie sktadu molekularnego oraz mechanizmow funkcjonowania
poszczegblnych komponentéw. Narzedzia, ktorymi dysponujemy w badaniach warunkujg to,
jak wiele o0 komorkach i ich funkcjonowaniu jesteSmy w stanie si¢ dowiedzie¢, dlatego tez
stosowanie coraz to nowych technik skutkuje zwykle postepem w dziedzinie biologii komorki.
Ponadto, zrozumienie obecnego stanu wiedzy na ten temat wymaga podstawowej znajomosci
wykorzystywanych metod badawczych.

Woynalezienie mikroskopu optycznego zapoczatkowato rozwdj biologii komorki, a sam
mikroskop optyczny weciaz jest podstawowym narz¢dziem wykorzystywanym w badaniu
komorek.

Dzigki dynamicznemu rozwojowi technik mikroskopii optycznej, jaki dokonal si¢ w
ciggu ostatnich lat, dysponujemy metodami specyficznego znakowania i obrazowania
poszczegblnych struktur komoérkowych oraz rekonstrukcji obrazéw w trzech wymiarach.
Wazng zaleta mikroskopii optycznej jest fakt, ze $wiatto jest stosunkowo nieszkodliwe dla
prébek biologicznych i nie powoduje ich uszkodzen. Z drugiej strony jednak mikroskopia
optyczna jest ograniczona przez skonczong zdolnos$¢ rozdzielczg ze wzgledu na dlugosé fali
$wiatta widzialnego. [1]

Mikroskop — budowa i zasada dzialania

Mikroskop to przyrzad optyczny umozliwiajacy obserwacje matych obiektow. Jego
podstawowe elementy to zrodlo $wiatta, obiektyw, ktory daje powiekszony obraz przedmiotu
oraz okular, ktory dodatkowo powigksza otrzymany obraz. Pozostate elementy mikroskopu to
to stolik do mocowania probek, rewolwer umozliwiajgcy zmiane obiektywu, $ruby makro- i
mikrometryczna sluzace do zgrubnej (Sruba makrometryczna) 1 precyzyjnej (Sruba
mikrometryczna) regulacji ostro$ci obrazu oraz kondensor, ktorego zadaniem jest rownomierne
o$wietlenie obserwowanego przedmiotu. Wszystkie elementy umocowane sg w statywie.
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Rysunek 1. Budowa i zasada dziatania mikroskopu optycznego: 1. okular osadzony w tubusie;
2. rewolwer; 3. obiektyw; 4. §ruba makrometryczna; 5. §ruba mikrometryczna; 6. stolik; 7.
zrodto $wiatla; 8. kondensor; 9. statyw [2, 3]

Powig¢kszenie mikroskopu

Schemat biegu promieni w mikroskopie optycznym przedstawia Rysunek 2.
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Rysunek 2. Schematyczny bieg promieni w mikroskopie optycznym.

Powigkszenie mikroskopu M zalezy od powigkszenia obiektywu i okularu:
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Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu

Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu jest to najmniejsza odlegtos¢ | dzielgca dwa punkty,
ktore w obrazie mikroskopowym sg dostrzegalne oddzielnie. Wielkos$cig charakterystyczng,
ktora okresla mozliwo$¢ optymalnego wykorzystania obiektywu w danym $§rodowisku jest
apertura numeryczna

NA =n-sina
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Rysunek 3. Apertura numeryczna [4]

Dla obiektywu pracujacego w $wietle monochromatycznym zdolno$¢ rozdzielcza
wyraza si¢ wzorem:

;0612
~ NA
Mikroskop kontrastowo — fazowy

Zywe komorki oraz innego rodzaju bezbarwne probki sa zwykle stabo widoczne pod
tradycyjnym mikroskopem jasnego pola. Dlatego do obrazowania tego typu obiektow
wykorzystywany jest zwykle kontrast fazowy, opracowany po raz pierwszy w 1930 roku przez
holenderskiego fizyka Fritza Zernike.
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Rysunek 4. Schemat dziatania mikroskopu kontrastowo — fazowego [5].

W przypadku kontrastu fazowego nie chodzi o zwigkszenie kontrastu pomigdzy jasnymi
1 ciemnymi obszarami obrazu, ale o uwidocznienie deformacji czota fali, jaka powstaje podczas
przechodzenia fali plaskiej o stalej amplitudzie przez os$rodek o niejednorodnym
wspolczynniku zatamania, np. wode z okruchami szkta, ktore nie sg widoczne. W metodzie tej
zrodlo $wiatla jest odwzorowane na pierscieniowej przestonie umieszczonej w plaszczyznie
ogniskowej kondensora. Swiatto przechodzace przez t¢ przestone i kondensor przechodzi wige
przez obserwowany przedmiot jako wigzka promieni réwnolegtych. Na strukturze przedmiotu
nastepuje dyfrakcja, ale promienie nie ugigte biegng dalej, nie zmieniajac kierunku 1 obiektyw
mikroskopu skupia je na pier$cieniowej przestonie (ptytce fazowej). Obszar 0 zerowego rzedu
ugiecia, ktory w zwyklym mikroskopie jest maty i obejmuje bliskie otoczenie punktu O jest
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tutaj rozciagnigty na calym pierScieniu przestony. Ten wlasnie pierscien jest pokryty
substancjg, ktora ostabia nat¢zenie $wiatla i przesuwa jego faze o 90 stopni [6].

Jesli faza wigzki odniesienia zostanie przesunigta o nieparzysta wielokrotno$¢ potowy
dhugosci fali zobaczymy obraz obiektu jako jasny na ciemnym tle.

Mikroskop z kontrastem roznicowo interferencyjnym

Przeszkody utrudniajace obrazowanie za pomoca kontrastu fazowego, takie jak
wystepowanie tzw. halo, czyli jasnej badz ciemnej otoczki widocznej wokdt obserwowanych
komorek, a takze ograniczenie do bardzo cienkich preparatow [7] eliminuje kontrast
réznicowo-interferencyjny DIC (ang. Differential Interference Contrast). Zostat on po raz
pierwszy opracowany w 1955 roku przez Francisa Smitha, ktory wlaczyl dwa pryzmaty
Wolastona w uktad optyczny tradycyjnego mikroskopu polaryzacyjnego. Wspotczesne
mikroskopy z kontrastem roznicowo-interferencyjnym wykorzystuja przyzmat Wolastona z
modyfikacja Nomarskiego, zaprojektowany przez fizyka polskiego pochodzenia, Jerzego
Nomarskiego.

Schemat obrazujagcy budowe i dziatanie mikroskopu z kontrastem rdznicowo-
interferencyjnym przedstawia Rysunek 5.
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Rysunek 5. Zasada dziatania mikroskopu z kontrastem roznicowo-interferencyjnym [8]

Niespolaryzowana wigzka $wiatta wychodzaca ze Zrédta pada na polaryzator i zostaje
spolaryzowana pod katem 45 stopni. Nastepnie pada na pryzmat Wolastona z modyfikacja
Nomarskiego i zostaje rozszczepiona na dwie sktadowe biegnace w nieco innych kierunkach i
spolaryzowane prostopadle wzgledem siebie. Po przejsciu przez kondensor sktadowe te sg do
siebie rownolegte a odleglto$§¢ migdzy nimi nie przekracza zdolnosci rozdzielczej obiektywu.
Po przejSciu przez obserwowany przedmiot kazda z wigzek doswiadcza roznej drogi optycznej
ze wzgledu na rézng grubos$¢ badanej probki oraz jej budowe. Po opuszczeniu probki
rownolegte promienie sg skupiane przez obiektyw a kolejny pryzmat Wolastona z modyfikacja
Nomarskiego dokonuje rekombinacji obu wigzek. Aby uzyskaé interferencje dwoch wigzek
Swiatta réznigcych si¢ droga optyczng nalezy drgania ich pol elektromagnetycznych
sprowadzi¢ do wspdlnej plaszczyzny i osi. Cel ten jest zrealizowany poprzez ustawienie na
drodze optycznej analizatora.
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Efekty widoczne na obrazach uzyskanych ta technika, tj. kolor, rézne natgzenie
oswietlenia, sg zwigzane ze zmianami wspotczynnika zalamania oraz grubosci ogladanej probki
w roznych jej rejonach. W zwigzku z tym, obraz sprawia wrazenie trojwymiarowego, co nie
oddaje jednak rzeczywistej geometrii probki, a jest jedynie wizualizacjg tego jaka droge
optyczna $§wiatlo pokonuje przy przejsciu przez nig. Dlatego tez obrazy uzyskane za pomoca
kontrastu réznicowo-interferencyjnego nie nadaja si¢ do precyzyjnego mierzenia
rzeczywistych wysokosci.

Mikroskopia z kontrastem rdznicowo-interferencyjnym ma wiele zalet. W poréwnaniu
z mikroskopia kontrastowo-fazowa istnieje mozliwos¢ petnego wykorzystania apertury
numerycznej (brak przystony pierscieniowej) oraz zastosowania tzw. barwienia optycznego
(ang. optical staining). Pozwala takze na osiagniecie znakomitej rozdzielczosci.

Uzycie pelnej apertury numerycznej obiektywu umozliwia skupienie mikroskopu na
cienkiej warstwie badanej probki i unikniecie przenikania si¢ obrazéw z ptaszczyzn potozonych
wyzej lub nizej. Wyeliminowany tez zostat efekt halo, utrudniajacy interpretacje obrazow
uzyskanych za pomocg kontrastu fazowego.

Wada kontrastu interferencyjno-réznicowego jest fakt, iz naczynia do hodowli
tkankowej wykonane z plastiku badz szkta moga wykazywa¢ wtasnosci dwojlomne. Powoduja
one woweczas uzyskanie mylnych obrazéw. [9]

Mikroskop fluorescencyjny

Mikroskopia fluorescencyjna stata si¢ jedng z kluczowych technik stosowang w biologii
oraz naukach biomedycznych ze wzgledu na zalety, ktorych nie oferuje tradycyjna mikroskopia
optyczna. Zastosowanie fluorochroméw umozliwito wysoce specyficzng identyfikacj¢ oraz
obrazowanie komorek 1 struktur subkomoérkowych, czgsto bardzo trudnych, lub wrecz
niemozliwych do zobrazowania za pomoca klasycznego mikroskopu $wietlnego. W
szczegoOlnosci, mikroskopia fluorescencyjna jest zdolna do wykrycia pojedynczych czasteczek
lub organelli komérkowych.

Mikroskop fluorescencyjny wykorzystuje zjawisko fluorescencji, czyli emisji
promieniowania przez naswietlang substancjg¢, ktora jest zwigzana z powrotem czasteczek do
stanu podstawowego o tej samej multipletowosci spinowej co stan wzbudzony. Proces ten
dobrze ilustruje tzw. diagram Jabtonskiego (Rysunek 6)
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Rysunek 6. Diagram Jabtonskiego [10]
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Podstawowym zadaniem mikroskopu fluorescencyjnego jest naswietlenie badanej
probki wigzka swiatta o zadanej, odpowiedniej dla zastosowanego fluorochromu, dtugosci fali,
a nastgpnie wyodrgbnienie znacznie stabszego $wiatta wyemitowanego przez probke. W
odpowiednio skonfigurowanym mikroskopie fluorescencyjnym do obserwatora powinno
dotrze¢ jedynie $wiatlo pochodzace z fluorescencji, obrazujace wybarwione struktury na
ciemnym tle [11].

Zasade dziatania mikroskopu fluorescencyjnego przedstawia Rysunek 7.
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Rysunek 7. Zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego [12]

Lampa tukowa lub inne Zrodto $wiatta emituje wigzke o szerokim zakresie dtugosci fal.
Wigzka przechodzi przez filtr, ktory z catego zakresu wybiera jedng dlugos¢ fali (badz waski
zakres dlugosci fal) odpowiednio zdefiniowany dla uzytego fluorochromu (zwykle jest to
ultrafiolet badz niebieski lub zielony zakres §wiatta widzialnego). Wyselekcjonowana wigzka
pada na powierzchnie zwierciadta dichroicznego, ktére przez odbicie kieruje ja na
wysokoaperturowy obiektyw, a nastepnie w stron¢ obserwowanej probki. Obserwowany
preparat fluoryzuje pod wptywem padajacej wiazki, a emitowane §wiatlo jest ponownie
zbierane przez obiektyw. Emitowana wiazka przechodzi przez zwierciadto dichroiczne i pada
na filtr fali emitowanej, ktdrego zadaniem jest usuniecie $wiatla nie pochodzacego z
fluorescencji probki. Wiazka przechodzi przez okular, a nastepnie trafia do detektora, ktérym
moze by¢ ludzkie oko, kamera CCD lub fotopowielacz. [11]

Mikroskopia fluorescencyjna posiada wiele niezaprzeczalnych zalet. Umozliwia
specyficzne znakowanie substancji i organelli komdrkowych oraz ich obserwacje. Jest metoda
czuta oraz zapewnia uzyskanie obrazéw o wysokiej jakosci, charakteryzujacych si¢ wysokim
kontrastem. Z drugiej jednak strony techniki mikroskopii fluorescencyjnej wymagaja
odpowiedniego przygotowania preparatow (aplikacja barwnika fluorescencyjnego). Niektore z
wykorzystywanych fluorochroméw sg toksyczne dla komorek, co wymaga ich uprzedniego
utrwalenia (ang. fixation), a tym samym uniemozliwia ich obserwacje in vivo. [1]
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