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NOWOCZESNE METODY
MIKROSKOPII OPTYCZNEJ
W BADANIACH UKLADOW

BIOLOGICZNYCH

1. Cel ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest obserwacja ukladow biologicznych za pomoca wspoélczesnych
technik mikroskopii optycznej, takich jak mikroskopia kontrastowo-fazowa, mikroskopia
z kontrastem réznicowo — interferencyjnym i mikroskopia fluorescencyjna.

2. Aparatura

e Mikroskop fluorescencyjny IX71 firmy Olympus z kamerg cyfrowa
o Zasilacze

e Komputer z oprogramowaniem

e Zestaw odczynnikow chemicznych

3. Program ¢wiczenia

e Obserwacja preparatow 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 Przygotowanie preparatoéw do mikroskopii fluorescencyjne;j

e Obserwacja preparatow biologicznych metoda mikroskopii fluorescencyjnej

e Obserwacja procesu migracji komorkowej keratynocytéw rybich

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 réznicowo — interferencyjnym
e Budowa i zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego

e Budowa komorki

e Migracja komorkowa
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5. Procedura utrwalania i barwienia komorek (F-aktyna/jadra
komorkowe):

e Komorki pobrane z hodowli wyptuka¢ w buforowanym roztworze soli fizjologicznej
PBS, przed ptukaniem bufor podgrza¢ do temperatury ok. 37 st. C

e Nastepnie komorki utrwala¢ 3,6% formaldehydem przez 8 min. (roztwor
formaldehydu w PBS). Po uplywie czasu utrwalania komorki 3-krotnie wyptukaé¢ w
PBS.

e W celu zwigkszenia przepuszczalnosci btony komoérkowej, komorki podda¢ dziataniu
TRITONu w stezeniu 0,1%, czas inkubacji z TRITONEMem 3 min. Po uptywie tego
czasu komorki doktadnie wyptuka¢ w PBS.

e W kolejnym kroku, komorki inkubowaé z 1% roztworem surowicy bydlecej FBS
(roztwor przygotowany w PBS) przez 20 min, a nast¢pnie komorki wyptuka¢ w PBS.

e Doda¢ barwnik fluorescencyjny. W zaleznosci od rodzaju barwnika, czas inkubacji
WYNOSi:

- barwienie F-aktyny poprzez kompleks falloidyna-AlexaFluor488: 20-25 min
- barwienie jader komoérkowych stosujac np. DAPI: 4-6 min

Podczas inkubacji z barwnikiem preparat nalezy zabezpieczy¢ przed ekspozycja na
$wiatlo.

e Po uptywie zadanego czasu inkubacji z barwnikiem probke nalezy doktadnie (3-4x)
wypluka¢ w PBS.
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MIKROSKOPIA OPTYCZNA W BADANIACH
UKLADOW 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 zajmuja si¢ okreslaniem jej parametréw fizycznych.
Zrozumienie mechanizmow funkcjonowania pojedynczych komorek jest kluczem do
zrozumienia funkcjonowania bardziej zlozonych organizmow, 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  wewngtrznej struktury, badanie sktadu molekularnego oraz mechanizmow
funkcjonowania poszczegdlnych komponentéw. Narzedzia, ktorymi dysponujemy w
badaniach warunkujg to, jak wiele 0 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.

Wynalezienie mikroskopu optycznego zapoczatkowato rozwdj biologii komorki, a
sam mikroskop optyczny wcigz jest podstawowym narzedziem wykorzystywanym w badaniu
komorek.

Dzigki dynamicznemu rozwojowi technik mikroskopii optycznej, jaki dokonat si¢ w
ciggu ostatnich lat, dysponujemy metodami specyficznego znakowania i obrazowania
poszczeg6lnych struktur komoérkowych oraz rekonstrukeji obrazéw w trzech wymiarach.
Wazng zaleta mikroskopii optycznej jest fakt, ze §wiatto jest stosunkowo nieszkodliwe dla
probek biologicznych i nie powoduje ich uszkodzen. Z drugiej strony jednak mikroskopia
optyczna jest ograniczona przez skonczong zdolnos¢ rozdzielczg ze wzgledu na dtugosé fali
$wiatta widzialnego. [1]

Mikroskop — budowa i zasada dzialania

Mikroskop to przyrzad optyczny umozliwiajacy obserwacj¢ matych obiektow. Jego
podstawowe elementy to Zrodlo $wiatta, obiektyw, ktory daje powigkszony obraz przedmiotu
oraz okular, ktory dodatkowo powigksza otrzymany obraz. Pozostate elementy mikroskopu to
to stolik do mocowania probek, rewolwer umozliwiajacy zmiang obiektywu, Sruby makro- i
mikrometryczna stuzace do zgrubnej (Sruba makrometryczna) i precyzyjnej ($ruba
mikrometryczna) regulacji ostrosci 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. Sruba mikrometryczna; 6. stolik; 7.
zrodlo $wiatla; 8. kondensor; 9. statyw [2, 3]

Powi¢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 i1 okularu:
6 I

M=M1'M2 %f__'f__
1 2

Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu

Zdolnos¢ rozdzielcza mikroskopu jest to najmniejsza odlegtos¢ | dzielgca dwa punkty,
ktore w obrazie mikroskopowym sa dostrzegalne oddzielnie. WielkoS$cig charakterystyczna,
ktéra okresla mozliwos¢ optymalnego wykorzystania obiektywu w danym $rodowisku jest
apertura numeryczna

NA =n-sina
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NA =n « sin(o)
(a)o.=7° NA=0.12
(b) ot = 20° NA = 0.34
| (c)o=60° NA=0.87

Numerical Aperture

Figure 1

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 i ciemnymi obszarami obrazu, ale o uwidocznienie deformacji czota fali, jaka
powstaje podczas przechodzenia fali plaskiej o statej amplitudzie przez osrodek o
niejednorodnym wspoétczynniku zatamania, np. wode z okruchami szkla, ktére nie sg
widoczne. W metodzie tej zrodlo $wiatta jest odwzorowane na pier§cieniowej przestonie
umieszczonej w plaszczyznie ogniskowej kondensora. Swiatlo przechodzace przez te
przestone 1 kondensor przechodzi wigc przez obserwowany przedmiot jako wigzka promieni
rownolegtych. Na strukturze przedmiotu nastepuje dyfrakcja, ale promienie nie ugi¢te biegng
dalej, nie zmieniajac kierunku i obiektyw mikroskopu skupia je na pierScieniowej przestonie
(ptytce fazowej). Obszar 0 zerowego rz¢du ugiecia, ktory w zwyklym mikroskopie jest maty i
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obejmuje bliskie otoczenie punktu O jest tutaj rozciagniety na calym pierscieniu przestony.
Ten wlasnie pierScien jest pokryty substancjg, ktora ostabia nat¢zenie $wiatta i przesuwa jego
faze 0 90 stopni [6].

Jesli faza wigzki odniesienia zostanie przesuni¢ta o nieparzystg wielokrotnos¢ 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 wokot obserwowanych
komorek, a takze ograniczenie do bardzo cienkich preparatow [7] eliminuje kontrast
roéznicowo-interferencyjny DIC (ang. Differential Interference Contrast). Zostat on po raz
pierwszy opracowany w 1955 roku przez Francisa Smitha, ktéry wlaczyl dwa pryzmaty
Wolastona w uktad optyczny tradycyjnego mikroskopu polaryzacyjnego. Wspodlczesne
mikroskopy z kontrastem roznicowo-interferencyjnym wykorzystuja przyzmat Wolastona z
modyfikacja Nomarskiego, zaprojektowany przez fizyka polskiego pochodzenia, Jerzego
Nomarskiego.

Schemat obrazujacy budowg i dziatanie mikroskopu z kontrastem réznicowo-
interferencyjnym przedstawia Rysunek 5.

Swiatlo trafiajace
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Rysunek 5. Zasada dziatania mikroskopu z kontrastem roéznicowo-interferencyjnym [8]

Niespolaryzowana wigzka $wiatta wychodzaca ze Zrodla pada na polaryzator i zostaje
spolaryzowana pod katem 45 stopni. Nastgpnie pada na pryzmat Wolastona z modyfikacja
Nomarskiego i zostaje rozszczepiona na dwie sktadowe biegnace w nieco innych kierunkach i
spolaryzowane prostopadle wzgledem siebie. Po przejsciu przez kondensor sktadowe te sg do
siebie rownolegte a odleglto$§¢ miedzy nimi nie przekracza zdolno$ci rozdzielczej obiektywu.
Po przejsciu przez obserwowany przedmiot kazda z wigzek doswiadcza rdznej drogi
optycznej ze wzgledu na rézng grubo$¢ badanej probki oraz jej budowe. Po opuszczeniu
probki réwnolegle promienie sg skupiane przez obiektyw a kolejny pryzmat Wolastona z
modyfikacja Nomarskiego dokonuje rekombinacji obu wigzek. Aby uzyska¢ interferencje
dwoch wigzek Swiatla roznigecych si¢ droga optyczng nalezy drgania ich pol
elektromagnetycznych sprowadzi¢ do wspdlnej ptaszczyzny i osi. Cel ten jest zrealizowany
poprzez ustawienie na drodze optycznej analizatora.

Il Pracownia Fizyczna 6 Cwiczenie Z3, K. Rusiecka, J. Raczkowska



IT Pracownia Fizyczna, Z3 Instytut Fizyki, Uniwersytet Jagiellonski

Efekty widoczne na obrazach uzyskanych ta technika, tj. kolor, rézne natg¢zenie
oswietlenia, sg zwigzane ze zmianami wspoOtczynnika zalamania oraz grubosci ogladanej
probki w roznych jej rejonach. W zwiazku z tym, obraz sprawia wrazenie trojwymiarowego,
co nie oddaje jednak rzeczywistej geometrii probki, a jest jedynie wizualizacja tego jaka
droge optyczna $wiatto 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 roéznicowo-interferencyjnym ma wiele zalet. W poréwnaniu
z mikroskopia kontrastowo-fazowa istnieje mozliwos¢ pelnego 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¢ obrazow z plaszczyzn
potozonych wyzej lub nizej. Wyeliminowany tez zostat efekt halo, utrudniajgcy interpretacje
obrazow uzyskanych za pomoca kontrastu fazowego.

Wada kontrastu interferencyjno-roznicowego jest fakt, iz naczynia do hodowli
tkankowej wykonane z plastiku badZz szkla moga wykazywaé wilasnosci dwojtomne.
Powodujg one wowczas uzyskanie mylnych obrazow. [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 umozliwilo wysoce specyficzng
identyfikacj¢ oraz obrazowanie komorek i struktur subkomoérkowych, czesto bardzo trudnych,
lub wrecz niemozliwych do zobrazowania za pomocg klasycznego mikroskopu §wietlnego. W
szczegolnosci, mikroskopia fluorescencyjna jest zdolna do wykrycia pojedynczych czasteczek
lub organelli komérkowych.

Mikroskop fluorescencyjny wykorzystuje zjawisko fluorescencji, czyli emisji
promieniowania przez naswietlang substancje, 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 $wiatla o zadanej, odpowiedniej dla zastosowanego fluorochromu, dlugosci
fali, a nastgpnie wyodrgbnienie znacznie stabszego swiatla wyemitowanego przez probke. W
odpowiednio skonfigurowanym mikroskopie fluorescencyjnym do obserwatora powinno
dotrze¢ jedynie $wiatto 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 Zrodlo $wiatta emituje wigzke o szerokim zakresie dtugosci
fal. Wiazka przechodzi przez filtr, ktory z catego zakresu wybiera jedng dtugosé fali (badz
waski zakres dlugosci fal) odpowiednio zdefiniowany dla uzytego fluorochromu (zwykle jest
to ultrafiolet badZ niebieski lub zielony zakres swiatta widzialnego). Wyselekcjonowana
wigzka pada na powierzchnie zwierciadta dichroicznego, ktore przez odbicie kieruje ja na
wysokoaperturowy obiektyw, a nastepnie w stron¢ obserwowanej probki. Obserwowany
preparat fluoryzuje pod wplywem padajacej wiazki, a emitowane $wiatlo jest ponownie
zbierane przez obiektyw. Emitowana wigzka przechodzi przez zwierciadto dichroiczne i pada
na filtr fali emitowanej, ktorego zadaniem jest usuniecie $wiatta nie pochodzacego z
fluorescencji probki. Wigzka przechodzi przez okular, a nastepnie trafia do detektora, ktorym
moze by¢ ludzkie oko, kamera CCD lub fotopowielacz. [11]

Mikroskopia fluorescencyjna posiada wiele niezaprzeczalnych zalet. Umozliwia
specyficzne znakowanie substancji i organelli komorkowych oraz ich obserwacje. Jest metoda
czula 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 komoérek, co wymaga ich uprzedniego
utrwalenia (ang. fixation), a tym samym uniemozliwia ich obserwacje in vivo. [1]
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Budowa komorki

Komorka jest podstawowym skladnikiem budulcowym organizméw zywych, w tym
rowniez czlowieka. Wazng cecha komorek czlowieka jest wystgpowanie w nich jadra
komorkowego i charakterystycznych organelli (struktur komérkowych). Te wszystkie cechy
udowadniaja, ze czlowiek nalezy do eukariontéw. Komorki mogag mie¢ rézne ksztalty i
funkcje, ale zawierajg mniej wiecej ten sam zestaw organelli [13], ktére mogg by¢
obrazowane dzieki zastosowaniu nowoczesnych technik mikroskopii optyczne;j.

jad

ro
komorkowe

Komorka zwierzeca Koméarka roslinna

Rysunek 8. Budowa komorki [14, 15]

Migracja komorkowa

Ruch petzajacy komorek jest przyktadem procesu, w ktorym kluczowa role odgrywa
dynamiczna integracja wiokien cytoszkieletu, biatlek motorycznych oraz regulatorowych.
Wiele komorek, szczegdlnie zwierzgcych, porusza sie petzajac po powierzchniach, zamiast
uzywac do tego celu rzgsek lub wici. Podczas embrionogenezy struktura organizmu powstaje
przez migracje pojedynczych komorek oraz catych arkuszy nabtonka do $cisle okreslonych
miejsc docelowych.

Dalekozasiggowy ruch pelzakowaty jest fundamentalny dla budowy oraz rozwoju
uktadu nerwowego. Komorki uktadu odpornosciowego tj. makrofagi i neutrofile petzng w
kierunku miejsc infekcji 1 pochtaniajg patogeny, co jest najbardziej agresywna forma
wrodzonej odpowiedzi immunologicznej. Podobnie fibroblasty migruja w tkance tacznej
przebudowujac ja gdzie jest to konieczne oraz pomagajac odbudowaé zniszczone struktury w
miejscach uszkodzen. Rowniez komorki naskorka migrujg przez kolejne warstwy zastepujac
martwe zhluszczajace si¢ komorki az same podziela ich los [1]. Znaczenie migracji
komorkowej dla organizmu ludzkiego obrazuje schemat przedstawiony na Rysunku 9.

Ruchem pelzajacym poruszajg si¢ takze niektore organizmy jednokomoérkowe, czego
przyktadem moga by¢ wolnozyjace ameby Amoeba proteus, Acathamoeba castellani, czy
$§luzowiec Dictyostelium discoideum [16].

Migracja komoérkowa moze mie¢ roéwniez charakter patologiczny. Komorki
nowotworowe z pierwotnego guza atakuja sasiednie tkanki, dostajg si¢ do naczyn
krwionosnych i limfatycznych a nastepnie rozprzestrzeniaja si¢ po calym organizmie i
zasiedlaja kolejne narzady tworzac przerzuty [1, 16].
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Miazdzyca

Migracja komérkowa

Artretyzm

Rysunek 9. Znaczenie migracji komorkowej dla organizmu ludzkiego. [17]

Komorki czesto napotykaja na swojej drodze gradienty czynnikéw chemicznych i
fizycznych, w zwigzku z czym wyksztalcity one mechanizmy reagowania na te gradienty, w
wyniku ktorych komoérka wykonuje ruch zgodny z kierunkiem nasilania si¢ bodzca lub w
stong przeciwng. Taki kierunkowy ruch catych organizméw nazywamy taksja. Chemotaksja,
bedaca odpowiedzig na bodziec chemiczny oraz fototaksja, zwigzana z bodzcami $wietlnymi
sg dwoma najlepiej poznanymi rodzajami taksji [18]. Przyktadami innych taksji moze by¢
aerotaksja, bedaca ruchem ukierunkowanym ze wzgledu na stezenie tlenu, hydrotaksja,
zwigzana z wystgpowaniem wody W $rodowisku [18], czy galwanotaksja — ruch wywotany
obecnoscig pol elektrycznych [17].

Badanymi od stosunkowo niedawna rodzajami ruchéw kierunkowych sg haptotaksja
oraz durotaksja. Haptotaksja jest zalezng od rodzaju podloza migracja, w ktorej komorka
reaguje na gradient adhezyjnosci lub inne sygnaty wiodace zwigzane z macierza
pozakomorkowa [19]. Gdy komorki znajduja Si¢ na podlozu elastycznym obserwuje sig¢
durotaksje, czyli ukierunkowana migracje¢ do obszarow o wiekszej sztywnosci [20].

Niektore z komorek wyksztalcity wyspecjalizowane narzady ruchu tj. rzeski, wici,
pseudopodia czy lamellipodia. Rzg¢ski i wici sg popularnymi w$rod komorek eukariotycznych
narzagdami ruchu umozliwiajgcymi plywanie. Rzeski sa krotkimi strukturami, zwykle
wystepujacymi w duzej liczbie na powierzchni komorki. Wici z kolei sg dtuzsze i zwykle
wystepuja pojedynczo lub w niewielkich skupiskach. Pod wzglgdem budowy obie struktury
sg podobne — zawierajg one uktad stabilnych mikrotubul oraz biatko motoryczne dyneing,
ktore przy zuzyciu ATP wywoluje $lizganie si¢ mikrotubul wzgledem siebie, czego
nastepstwem jest podobny do uderzen ruch rzgsek (wici), a w konsekwencji przemieszczenie
komorki [18].

Filamenty aktynowe znajdujace si¢ w strefie frontalnej migrujacej komorki ulegaja
szybkiej organizacji w peczki i sieci w wiodgcym regionie komorki, zwanym lamellipodium.
Niektore komorki, na tej samej zasadzie, wyksztalcaja cienkie, przypominajace palce
wypustki, tzw. filopodia. Struktury te umozliwiajg komoérkom ruch petzajacy [12].
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