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METODY BADAN MIKROSWIATA

Cze$¢ I — Poczatki

Juz w starozytnos$ci ludzie zauwazyli, ze kawatek
przezroczystego krysztalu moze by¢ uzyty do podpa-
lenia tkaniny lub pergaminu. Nie zdawali sobie jed-
nak sprawy do czego jeszcze mozna go wykorzystac.
Taki kawatek szkta przypominal ksztaltem ziarna
soczewicy, dlatego nadano mu nazwg soczewki. Do-
piero wielcy holenderscy konstruktorzy XVI wieku,
Zachariasz i Hans Janssen, dali ludzkos$ci narzgdzie
pozwalajace wnikna¢ w glab tego, co wydawato si¢
niepodzielne i catkowicie spojne. Skonstruowali
pierwszy na swiecie mikroskop $wietlny, ktory do
o$wietlenia preparatu wykorzystywal $§wiatto dzien-
ne. Niestety nie potrafili uzyska¢ urzadzenia, kto-
re powigkszatoby badany obiekt wigcej niz 10-cio
krotnie. Dlatego wynalazek ten nie uzyskat aproba-
ty $rodowiska naukowego, ze wzgledu na jego matg
przydatnos¢. Na szcze$cie innemu holendrowi, Anto-
niemu van Leeuwenhoek, udato mu si¢ udoskonali¢
wynalazek Janssen’a. W XVII wieku, stworzyt on
pierwszy funkcjonalny pod katem obserwacji mi-
kroswiata mikroskop optyczny, ktorego zdolnos¢ po-
wigkszajagca wynosita az 270x. To bardzo duzo jak
na 6wczesng technologie. Antonie van Leeuwenhoek
zastosowal nowa metod¢ szlifowania i polerowania
soczewek. Wykorzystywal male soczewki o bardzo
krotkiej ogniskowej, ktore nastgpnie odpowiednio
przygotowywal. Mikroskop Leeuwenhoeka (Ryc. 1)
nie przypominat budowa jego wspolczesnego odpo-
wiednika, ale dziatal na podobnej zasadzie. Zbudo-
wany byl z malej soczewki osadzonej w mosi¢znej
plytce, natomiast obiekt do obserwacji ktadziono w
punkcie naprzeciwko soczewki, na specjalnej, regu-
lowanej $rubami iglicy. Leeuwenhoek przy pomocy
swojego mikroskopu jako pierwszy zdotal zaobser-
wowac takie struktury zywe jak bakterie, mikroby
w kropli wody, czerwone ciatka krwi oraz plemniki.
Jego badania stworzyly nowe gal¢zie biologii oraz
pozwolity ludzkosci zagladna¢ w glab tego, co niewi-
dzialne golym okiem. Inny angielski konstruktor X VII
wieku, Robert Hooke, potwierdzit odkrycia swojego
holenderskiego kolegi oraz udoskonalit wyglad mi-
kroskopu. Jako zrodla swiata uzyt lampy olejowe;,
soczewki skupiajacej i zwierciadta wklestego, dzigki
temu kierowat §wiatto prosto na badany obiekt. Jako
pierwszy z badaczy obserwowal i narysowal strukture

korka oraz do opisu swoich obserwacji uzyt terminu
,komorka — cell”. Mikroskop Hooke’a (Ryc. 2) wy-
gladem zaczal przypomina¢ wspoélczesnie uzywane
urzadzenia.

Ryc. 1. Mikroskop Leeuwenhoeka oraz obraz komoérek krwii widziany
przy jego pomocy. (http://www.brianjford.com/wavrbct.htm; http://sy-
kofanta.wordpress.com/2010/02/25/antony-van-leeuwenhoek).

Dalsze badania nad udoskonaleniami mikroskopii
optycznej prowadzono w XVIII i XIX wieku. Udato
si¢ wprowadzi¢ kilka innowacji technicznych, ktére
utatwity postugiwanie si¢ mikroskopem jako narzg-
dziem badawczym oraz rozpowszechnily go na ca-
ym $wiecie. W 1830 roku naukowiec Joseph Jack-
son Lister zauwazyl, ze gdy potaczy si¢ ze soba kilka
stabszych soczewek zachowujac przy tym odpowied-
ni odstep miedzy nimi, uzyska si¢ obraz pozbawiony
zamglen. Byl to pierwszy krok do niwelacji aberracji
sferycznych soczewek, ktore wynikaty z faktu iz kaz-
dy promien $wiatta przechodzi przez soczewke i za-
lamuje si¢ pod troche innym katem, wiec nie skupia
si¢ w jednym punkcie, tzw. ognisku. Jednakze nie jest
mozliwe stworzenie idealnej soczewki, ktéra mogta-
by skupia¢ wszystkie promienie doktadnie w danym
punkcie. By taki system mogt istnie¢ soczewka musi
spelia¢ warunki soczewki nieskonczenie cienkie;j.




Wszechswiat, t. 114, nr 10—12/2013

ARTYKULY

Poniewaz kazdy promien §wiatta przechodzacy przez
soczewke o danej grubosci zostaje zalamany przy
wejsciu do osrodka, z ktérego zrobiona jest soczewka
oraz przy wyjsciu z niego, zastosowanie szeregu przy-

Ryc. 2. Mikroskop Hooke’a (A) oraz obraz komorek korka uzyskany przy
jego pomocy (B). (http://www.ssplprints.com/image/100215/richardson
-claire-hooke-microscope-c-1675; http://askabiologist.asu.edu/explore/
building-blocks-life)
legajacych do siebie matych soczewek zniwelowato
ten problem. Innym waznym odkryciem w roku 1878
wykazat si¢ Ernst Abbe, ktory sformutowat pierwsza
matematyczng teori¢ laczaca rozdzielczo$¢ mikro-
skopu z dtugoscig fali §wietlnej. Przy pomocy jego
wzoru uzyskano mozliwo$¢ obliczenia maksymalnej
rozdzielczosci mikroskopu, czyli najmniejszej odle-
glosci miedzy dwoma punktami, ktére mozemy pod
tym mikroskopem od siebie odroznic:

d=N2NA

gdzie:

d — rozdzielczo$¢ mikroskopu

A — dlugos¢ fali Swietlnej

NA — apertura numeryczna obiektywu

Aperturg¢ numeryczng (Ryc. 3) nazywamy miarg
zdolnosci rozdzielczej obiektywu mikroskopu, za-
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Ryc. 3. Rysunek przedstawiajacy schemat uktadu optycznego i rol¢ kata
aperturowego o.

lezng od potowy maksymalnego kata rozwarcia (o)
promieni $wietlnych trafiajgcych do obiektywu oraz
od wspotczynnika zatamania $wiatlta (n) na drodze
miedzy obiektywem, a obserwowanym preparatem.
Wyraza si¢ ja wzorem NA = n sina.

Kolejnym krokiem w dziedzinie ulepszenia mi-
kroskopii optycznej bylo skonstruowanie w 1903
roku przez Richarda Zsigmondy’a i Henry’ego Sie-
dentopfa ultramikroskopu. Uzywano go do oglada-
nia obiektow mniejszych od dlugosci fali $wietlnej,
tj. czasteczek roztworu koloidalnego. Zasada dziatania
tego urzadzenia byta prosta. Promienie $wietlne pa-
dajace z boku na obserwowany roztwor ulegaty silne-
mu zalamaniu. Nastepnie trafiaty pod katem prostym
do obiektywu tworzac mozaikg¢ jasnych plam. Dzig-
ki tej technice mozna bylo wnioskowaé¢ o obecnosci
w badanym roztworze poszukiwanych obiektow.
Wadg urzadzenia byl brak mozliwosci uzyskania in-
formacji na temat ksztattu i doktadnej wielko$ci bada-
nych czgstek. Innym waznym odkryciem Zsigmondy

Ryc. 4. Obraz komorki nabtonkowej z jamy ustnej uzyskany przy uzyciu
mikroskopii ciemnego pola. (fot. Marcin Kucia).

byt mikroskop ciemnego pola (Ryc. 4), ktory rowniez
wykorzystywat zjawisko ugigcia fal $wietlnych na
preparacie. Do obiektywu trafiaty tylko promienie zata-
mane (rozproszone), dzieki temu obserwowany obiekt
byl przedstawiony w formie jasnego obrazu na czarnym
tle. Umozliwito to obserwowanie zywych organizmow
bez koniecznosci ich barwienia i utrwalania. Promienie
nierozproszone, niosace informacje o obrazie tta byly
pochlaniane przez przestong polowa.

Przy pomocy zwyktego mikroskopu ze §wiattem
przechodzacym, tzw. mikroskopu jasnego pola mamy
mozliwo$¢ badania obiektow wczesniej zabarwionych
lub takich, ktére posiadajg zabarwienie naturalne.
Dzieje si¢ tak poniewaz do oczu obserwatora dociera
obraz obiektu, ktory ma zdolnos¢ do absorbowania
fal $wietlnych, a tlo jest jasne poniewaz promienie
$wietlne nie sg pochlaniane przez zaden obiekt i swo-
bodnie przenikaja dalej. W 1932 roku Frits Zernike
stworzyt uktad optyczny pozwalajacy na obserwacje
obiektow prawie przezroczystych. Nazwatl go kontra-
stem fazowym (Ryc. 5). Taki mikroskop kontrastowo
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-fazowy charakteryzuje si¢ posiadaniem dwoch cha-
rakterystycznych elementow: ptytki fazowej i prze-
stony pierscieniowej. Zasada dziatania jest nastgpu-

Ryc. 5. Obraz tej samej komorki nablonkowej przy uzyciu dwoch typow
uktadow optycznych: jasne pole (A), kontrast fazowy (B). (fot. Marcin
Kucia).

jaca. Mikroskop rejestruje zmiany fazy fali §wietlnej
przechodzacej przez badany obiekt w stosunku do
fali $wietlnej przechodzacej przez tto preparatu, a
nastepnie (dzigki zjawisku interferencji) przeksztat-
ca je na widoczne zmiany nat¢zenia $wiatla. Innymi
stowy, gdy badamy obiekt, ktory nie wykazuje ab-
sorpcji $wiatta (czyli jest przezroczysty), ale zmienia
jego faze, to jedng z technik, jaka powinni$my zasto-
sowac, by moc go zaobserwowac, jest skorzystanie
z mikroskopii kontrastowo — fazowe;j.

Innym typem mikroskopu wykorzystujacego
zmiany w strukturze przechodzgcego $wiatla jest mi-
kroskop polaryzacyjny. Skonstruowany w 1834 roku
przez W. H. F. Talbot’a, stat si¢ narzedziem niezbegd-
nym przy badaniach geologicznych mineratéw oraz
do obserwacji niektorych struktur biologicznych,
ktore posiadaja zdolno$¢ do skrecania plaszczy-
zny polaryzacyjnej $wiatla. Mikroskop ten posiada
miedzy okularem i Zrédlem $wiatla dwa polaryza-
tory ustawione do siebie pod katem prostym. Zada-
niem pierwszego z nich jest spolaryzowanie $wiatta
w $cisle okreslonym kierunku. Takie §wiatlo prze-
chodzi przez obserwowany preparat i pada na drugi
polaryzator zwany analizatorem. Jezeli preparat nie
skrecit plaszczyzny polaryzacji Swiatta to wowczas
wigzka nie zostanie przez analizator przepuszczona
i obrazu preparatu nie zobaczymy. Plaszczyzna pola-
ryzacji $wiatla padajacego na analizator jest bowiem
prostopadta do ptaszczyzny polaryzacji Swiatta prze-
puszczanego przez analizator. Jezeli natomiast ana-
lizowany obiekt skreca ptaszczyzng polaryzacji, to
do analizatora dojdzie wigzka $wiatta o plaszczyznie
polaryzacji posiadajacej niezerowa sktadowa w kie-
runku, w ktorym analizator przepuszcza $wiatto. Do
oka obserwatora dochodzi wigc obraz struktury bada-
nej substancji wynikajacy z jej zdolnosci do zmiany
kierunku polaryzacji $wiatta (Ryc. 6).

Kolejnym waznym wynalazkiem XX wieku byt
mikroskop polaryzacyjno-interferencyjny, dziatajacy

na podobnej zasadzie co mikroskop kontrastowo-fa-
zowy. Obraz powstawal w skutek pomiaru przesu-
nigcia fazowego $wiatla przechodzacego przez dany

A

Ryc. 6. Mikroskop polaryzacyjny (A) oraz obraz fragmentu skalenia so-
dowo-potasowego o rozmiarach 0,4 mm uzyskany w mikroskopie polary-
zacyjnym (B). (http://pl.wikipedia.org/wiki/Mikroskop_polaryzacyjny).

obiekt w stosunku do $rodowiska o innym wspot-
czynniku zatamania $wiatta. W 1955 roku Jerzy No-
marski opracowat lepszy uklad optyczny nazwany
mikroskopem interferencyjnym o kontrascie réznico-
wym (Ryc. 7). Obecnie ma on szerokie zastosowanie
w biologii dzigki swoim mozliwosciom pomiaro-

(B)

50 pm

Ryc. 7. Obraz tej samej komorki z hodowli in vitro przy uzyciu trzech
typow uktadow optycznych: jasne pole (A), kontrast fazowy (B), kontrast
roznicowo-interferencyjny (C). (http://zseis.zgora.pl/biologia/mikrosko-
py-htm).

wym. Zasada jego dzialania opiera si¢ na pomiarze
struktur r6znigcych si¢ wspotczynnikiem zatamania
$wiatta, dzigki nieznacznym przesunigciom w fazie
interferujacych (naktadajacych si¢) promieni $wietl-
nych. W odroznieniu od mikroskopu kontrastowo-
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fazowego, uktad Nomarskiego pozwala na pomiary
miedzy innymi: przesuni¢cia fazowego, grubo$ci
obiektu, wspotczynnika zatamania $§wiatta, suchej
masy komorek oraz innych parametrow fizycznych.
Ponadto obiekty ogladane sprawiaja wrazenie troj-
wymiarowych, co jest niebywalg zaleta, ze wzgledu
na mozliwos$¢ badania ich struktury i morfologii.

Czes¢ 11 — Blyskawiczny postep

Wszystkie opisane w czesci pierwszej metody ob-
razowania mikro$wiata nie byty jednak wystarcza-
jaco dobre do prowadzenia zaawansowanych badan
naukowych. Przed badaczami istnialo wiele pytan
i nierozwiazanych problemoéw, dopiero wprowadze-
nie catkiem innego typu mikroskopu jakim byl mi-
kroskop fluorescencyjny zmienito znaczaco oblicze
nowoczesnej nauki. Byl to jeden z milowych krokow
i dawal niewiarygodne mozliwosci badawcze. Ten
typ mikroskopii powstat z poczatkiem XX wieku. Na
jego poézniejszy sukces miato wptyw pare czynnikow
m.in. powstanie nowych fluorescencyjnych barw-
nikow, ktore specyficznie laczyly si¢ z wybranymi
strukturami komorkowymi. Inng wazng kwestia byto
wynalezienie przeciwcial sprz¢zonych z barwnika-
mi, nazwano je sondami fluorescencyjnymi. Dzigki
nim mozna bada¢ pojedyncze biatka, receptory, kom-
pleksy enzymatyczne czy tez bialtka cytoszkieletu ko-
morkowego. Kolejnym przelomem byto w latach 60.
XX wieku wyizolowanie biatka zielonej fluorescen-
cji (ang. green fluorescence protin — GFP) z meduzy
Aequorea victoria. Znajomos$¢ I-rzedowej struktury
tego biatka umozliwita naukowcom wykorzystanie
jej jako nietoksycznej metody badania ekspresji ge-
now oraz przy $ledzeniu wielu innych proceséw ko-
morkowych bezposrednio pod mikroskopem. Ogol-
na zasada dziatania mikroskopu fluorescencyjnego
opiera si¢ na prostej zasadzie zachowania energii.
Jesli atom badZz czasteczka barwnika zostanie po-
traktowana $wiattem o danej dtugosci fali, to ulegnie
ona wzbudzeniu. Elektrony zostang przesunigte na
wyzsze powloki atomowe, czego skutkiem bedzie
zmiana stanu energetycznego atomu. Taki pobudzo-
ny atom badz czasteczka zachowuje si¢ niestabilnie,
dazy do powrotu do poprzedniego, podstawowego
stanu energii. Istnieja 3 mozliwosci przejscia atomu
ze stanu pobudzonego do stanu stacjonarnego. Po
pierwsze, moze doj$¢ do wygenerowania energii w
postaci promieniowania cieplnego. Po drugie, moze
wystapi¢ fosforescencja, czyli zjawisko $wiecenia
substancji po wczesniejszym jej naswietleniu danym
czynnikiem lub napromieniowaniem pokrewnego ro-
dzaju. Fosforescencja dziata na podobnej zasadzie jak

fluorescencja, ale rozni si¢ czasem trwania. W nauce
za zjawisko fosforescencji uwaza si¢ kazde zjawisko
luminescencyjne trwajace dtuzej niz 10* sekundy. Po
trzecie moze zaj$¢ zjawisko fluorescencji. Fluore-
scencja charakteryzuje si¢ tym, ze jesli wzbudzamy
czasteczke §wiattem o dlugosci fali krotszej (np. od-
powiadajacej Swiathu niebieskiemu), to $wiatto emi-
syjne bedzie miato dtuzsza dtugos$¢ (np. odpowiada-
jaca barwie zielonej). Wynika to z faktu, iz energia
z jaka dana czastka jest pobudzana, jest zawsze wigk-
sza od energii $wiatlta emisyjnego. Najlepiej prezen-
tuje tg sytuacje diagram Jabtonskiego (Ryc. 8).
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Ryc. 8. Diagram Jabtonskiego. (http://pl.wikipedia.org/wiki/Diagram_Ja-
btonskiego).

Obecnie istnieje wiele metod i uktadow optycznych
wykorzystujacych zjawisko fluorescencji. Gtownym
1 najprostszym urzadzeniem jest mikroskop epiflu-
orescencyjny, nieznacznie rdézniacy sie od typowych
mikroskopow $wietlnych. Charakteryzuje si¢ gtownie
posiadaniem zrodta $wiatta o roznej dlugosci fal. Jest
to najczesciej lampa rteciowa, ktora generuje §wiatto
w zakresie UV. Nastepnie przy pomocy specjalnego
filtra z takiego zrodla §wiatta ,,wycinane” s3 odpo-
wiednio; §wiatlo niebieskie, czerwone i inne. Tak oto
otrzymana wigzka §wiatta kierowana jest przez uktad
soczewek oraz luster wprost na preparat. Gdy zacho-
dzi zjawisko fluorescencji, promienie $wiatla emisyj-
nego trafiajg poprzez lustro dichroiczne (czyli lustro
przepuszczajace wiagzke o Scisle okreslonej dlugosci
fali) do oczu eksperymentatora. Lustro dichroiczne
spetnia tu funkcje podwdjng. Po pierwsze przepusz-
cza $wiatlo wzbudzajace preparat oraz filtruje je, by
nie dotarto do okularu. Po drugie pozwala na dotar-
cie $wiatla emisyjnego do oczu obserwatora. Dzieki
zastosowaniu lustra dichroicznego uzyskujemy ob-
raz badanego obiektu $wiecacego w danym kolorze
emisji na czarnym tle. Preparat, ktory obserwujemy
posiada jednak pewne znieksztalcenia wynikajace
z efektu epifluorescencyjnego. Jest to zwigzane
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z tzw. efektem halo, ktory prezentuje si¢ nachodze-
niem na siebie odblaskow wynikajacych z emis;ji
$wiatta z catej powierzchni preparatu. By zdjecia uzy-
skane pod mikroskopem fluorescencyjnym posiadaty
dobry kontrast i wysoka rozdzielczos¢, konieczne
stato si¢ wprowadzenie pewnych udoskonalen i stwo-
rzenie catkiem innego typu mikroskopu. Nazwano go
mikroskopem konfokalnym (Ryc. 9). Urzadzenie to
znacznie rozni sie od typowego mikroskopu. Zrodtem

Ryc. 9. Mikroskop konfokalny Zeiss Axiovert 200M LSM 510 META
z zaktadu Biologii i Obrazowania Komorki Instytutu Zoologii UJ (A) oraz
trojwymiarowy obraz zarodka §wini domowej w stadium 8-komoérkowym
— barwione z6tte (MitoTracker Orange) mitochondria i niebieskie (DAPI)
jadra komoérkowe (B). (fot. Marcin Kucia).

$wiatta nie jest lampa rtgciowa wielkosci matego pu-
detka, a zestaw laserow wygladem przypominajacy
duza lodowke przemystowa. Zasada dziatania mikro-
skopu konfokalnego jest nastgpujgca: Swiatlo lasera
pada na probke tylko w danym punkcie i plaszczyz-
nie preparatu. Sygnal emisji $wiatla rejestrowany
jest przy pomocy kamery CCD lub fotopowielacza,
a nastgpnie przetwarzany na sygnat elektryczny, kto-
ry odpowiada jasnos$ci piksela na ekranie monitora.
Tak przeskanowana cata powierzchnia preparatu w
danej plaszczyznie obrazowania pozwala uwidocz-
ni¢ calg strukturg¢ badanej probki. Kluczowym ele-
mentem jest przestona Pinhole, ktorej zadaniem jest
wycigcie nadmiernego promieniowania emisyjnego
ze stozka $wiatla powstajacego podczas punktowe-
go skanowania preparatu laserem, nim dotrze on do
powierzchni detektora (Ryc. 10). Dzigki takiemu za-
stosowaniu ukladu optycznego uzyskujemy obraz o
bardzo dobrym kontrascie i duzej rozdzielczosci, rze-
du 180 — 200 nm. Ponadto mikroskopia fluorescen-
cyjna, a szczegblnie konfokalna, dawata mozliwosci
rekonstrukcji trojwymiarowej badanych probek oraz
wprowadzita par¢ waznych metod wykorzystujacych
zjawisko fluorescencji tj. FRET (ang. Fluorescence
Resonance Energy Transfer) i FRAP (ang. Fluores-
cence recovery after photobleaching). Techniki te
pozwalaja na badanie takich proceséw komorkowych
jak transport wewnatrzkomorkowy, czy ko-lokaliza-
cja bialek, np. bialek cytoplazmatycznych.
Mikroskopia konfokalna obecnie przezywa swoj
rozkwit, powstaja coraz to nowsze uktady optyczne,
ktorecharakteryzujasiewysokazdolnoscigrozdzielcza

imponujac tym samym Srodowisku naukowemu. Jed-
nym z takich urzadzen jest mikroskop dwufotonowy

przestona
pinhole

lustro
dichroiczne

preparat
plaszcryIna
ogniskowani

yg. I pots phasiciyiny ogniskoeanis

Ryc. 10. Schemat uktadu optycznego wykorzystywanego w mikroskopii
konfokalne;j.

(Ryc. 11), zwany tez mikroskopem naturalnie kon-
fokalnym. Dlaczego? Jest to zwyczajny mikroskop
konfokalny, ktory nie posiada przestony Pinhole, a
jedynie pewna modyfikacj¢ w procesie obrazowania.

Ryc. 11. Zielona fluorescencja biatka GFP widoczna w korze wzrokowe;j
myszy transgenicznej dzigki zastosowaniu mikroskopu dwufotonowego.
(https://www.dana.org/news/brainwork/detail.aspx?id=822).

Zrédtem $wiatta nie sg lasery emitujace fotony w za-
kresie $wiatta widzialnego, a jedynie laser zdolny do
emitowania $wiatla w zakresie podczerwieni (700-
1000 nm). Udowodniono, ze czasteczka fluorochro-
mu wzbudzona przy pomocy fotonéw o nizszej ener-
gii wykazuje fluorescencje¢ tylko w bardzo waskiej
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plaszczyznie obrazowania. Nad nig i pod nig do wzbu-
dzenia nie dochodzi. Dlatego przestona konfokalna
jest niepotrzebna. Jednakze by moglo dojs$¢ do emis;ji
$wiatta zabsorbowanego przez barwnik konieczne jest
dostarczenie mu takiej samej energii jak w przypadku
laseréw emitujacych swiatlo w zakresie widzialnym.
W tym momencie po raz kolejny naukowcy skorzy-
stali z zasady zachowania energii. Gdy podziatamy
na czasteczke barwnika dwoma fotonami o mniejszej
o potowe warto$ci energii niz energia konieczna do
zaj$cia emisji w czasie krotszym niz kilkadziesigt
femtosekund (10'%s), to dojdzie do wzbudzenia flu-
orescencji. Taki rozwigzanie ma swoje wady 1 zale-
ty. Gtowna wadg jest koniecznos¢ utrzymania statej
plaszczyzny obrazowania oraz uzycia silnych laserow
impulsowych o duzej mocy i zdolnosci do uzyskania
gestego strumienia fotonow. Zalety jakie wynikaja
z tego rozwigzania to przede wszystkim mozliwos¢
uzyskiwania skrawkow optycznych (nie wystepuje
tradycyjne krojenie preparatu w sposob fizyczny, ale
optyczny jak w kazdym mikroskopie konfokalnym) o
wysokiej ostrosci 1 kontrascie. Jest to spowodowane
tym, iz materia organiczna praktycznie nie pochtania
i nie rozprasza $wiatla podczerwonego.

Na prosty i zarazem genialny pomyst wpadt w
1991 roku Stefan Hell, konstruujac mikroskop 4Pi
(Ryc. 12). Jest to typowy mikroskop konfokalny po-
siadajacy dodatkowy obiektyw po spodniej stronie
preparatu. Pomyst zastosowania podwdjnego uktadu
obiektywow po obydwu stronach probki powstat przy

Ryc. 12. Obraz komorki z wykorzystaniem uktadu 4Pi (A) oraz zwyktej
mikroskopii konfokalnej (B). Schemat uktadu dla mikroskopii 4Pi (C).
(http://englishclass.jp/reading/topic/SP-8_(Brazil)).

zatozeniach réwnania Abbe’go. Tak jak wspomniano
wyzej zdolnos$¢ rozdzielcza zalezy od apertury nume-
rycznej obiektywu, ktora jest funkcja kata aperturo-
wego o. Mowiac prosciej, im wigkszy jest kat aper-
turowy, tym wigcej informacji o strukturze preparatu
mozemy uzyskac. W ten sposob udalo si¢ zwickszy¢

rozdzielczo$¢ mikroskopu konfokalnego o potowe (z
200 nm do 100 nm). Waznym elementem w calym
procesie obserwacji przy zastosowaniu takiego ukta-
du optycznego jest prawidtowe przygotowanie pre-
paratu. W tym przypadku, gdy mamy do czynienia
z dwoma obiektywami, musimy zwroci¢ uwage na
sposob w jaki §wiatto lasera bedzie przechodzi¢ przez
probke. W normalnym mikroskopie z jednym obiek-
tywem, probke umieszcza si¢ pomigdzy relatywnie
grubym szkietkiem podstawowym, a cienkim szkiet-
kiem nakrywkowym. W przypadku mikroskopii 4Pi
konieczne jest zastosowanie dwoch szkietek nakryw-
kowych, co ma za zadanie zoptymalizowac prace
obydwu obiektywow. Wazne jest zachowanie takich
samych warunkow zatamania $wiatla dla kazdego
z obiektywow oraz zastosowanie szkta o najwyzszej
jakosci optyczne;j.

Obecnie systemem fluorescencyjnym o najwyz-
szej mozliwej zdolnosci rozdzielczej jest mikroskop
STORM (ang. stochastic optical reconstruction mi-
croscopy). Przy jego pomocy mozemy uzyskiwaé
obrazy o rozdzielczosci rzedu 10 nm. To tak, jakby
ludzki wtos zmniejszy¢ pig¢ tysigcy razy. Konstruk-
cja mikroskopu STORM nie rézni si¢ zbytnio od
wysokiej jakosci uktadow konfokalnych. Waznym
elementem, dzigki ktoremu mozemy zaobserwowac
efekt superrozdzielczosci (Ryc. 13), jest sposob reje-
stracji fotonow $wiatla fluorescencyjnego oraz naste-

F

Ryc. 13. Zdjecia A, C, E przedstawiaja obraz wiokien cytoszkieletu
w normalnym mikroskopie konfokalnym. Zdjecia B, D, F przedstawiaja
obraz tych samych wtokien cytoszkieletu tylko przy zastosowaniu techni-
ki superrozdzielczosci STORM. (http://www.microscopyu.com/articles/
stormintro.html).

pujaca po nim analiza matematyczna zrodel emisji.
Moéwiac prosciej, gdy mamy do czynienia z mate-
riatem badawczym, ktory charakteryzuje si¢ duza
gesto$cig wyznakowanych fluorescencyjnie struktur
np. wtokna cytoszkieletu czy siateczki $rodplazma-
tycznej, przy pomocy mikroskopii STORM jestesmy
w stanie uwidoczni¢ ich poszczegdlne sktadowe.
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Zasada dzialania uktadu opiera si¢ na zastosowaniu
lasera o stabej mocy, tak by mogt on wzbudzi¢ tylko
losowo wybrane czasteczki barwnika. W ten sposob
po kilkukrotnym przeskanowaniu preparatu uzyska-
ny rozklad miejsc aktywacji barwnika poddawany
jest analizie matematycznej w celu znalezienia mak-
simow emisji §wiatta fluorescencyjnego. Po wszyst-
kich czynnos$ciach obraz sktadany jest w calos¢, dajac
wspanialy efekt superrozdzielczosci.

Naukowcy w dazeniu do zbadania coraz to mniej-
szych struktur zardbwno materii zywej jak i nieozy-
wionej zaprzegli do pracy elektrony. Tak powstaty
dwa typy mikroskopow siggajacych dalej w glab niz
jakiekolwiek inne urzadzenia przed nimi. W 1931
roku niemiecki konstruktor Ernst Ruska wraz z Mak-
sem Knollem stworzyli pierwszy na $wiecie Trans-
misyjny mikroskop elektronowy (ang. Transmission
electron microscopy — TEM) i skaningowy mikro-
skop elektronowy (ang. scanning electron microsco-
py — SEM) (Ryc. 14). Zasada ich dziatania jest bardzo

badaniu miaty grubo$¢ nie wigkszg niz 0,1 pm. Przy
zastosowaniu uktadu SEM niezbedne jest pokrycie
badanej probki metalem przewodzacym prad, najcze-
$ciej jest to ztoto. Proces ten nazywa si¢ napylaniem.
Przez koniecznos¢ dlugotrwatego i kosztownego
przygotowania preparatow mikroskopia elektronowa
jest technika trudna i wymaga duzej wiedzy ze strony
eksperymentatora. Nalezy tez pami¢taé, ze podczas
procesu utrwalania i kontrastowania preparatu moga
wystapi¢ pewne artefakty zaburzajace realny obraz
badanej struktury. Mimo pewnych wad mikroskopia
elektronowa stata si¢ gtdéwnym narzedziem badaw-
czym biologow, geologow i metalurgow. Pozwolita
wnikng¢ do $wiata, o ktorym nie mieliSmy pojecia
(ryc. 15). Dostarczyta nieocenionej wiedzy, ktora po-
stuzy calym pokoleniom naukowcow. Pozwolita na
zbadanie struktur komorkowych takich organizmow
jak bakterie, pierwotniaki czy grzyby oraz ciekawych
tworow z pogranicza $wiata ozywionego jak wirusy,
priony czy wiroidy.

Ryc. 14. Mikroskop elektronowy transmisyjny (A) i skaningowy (B) — zaktad Biologii i Obrazowania Komorki Instytut Zoologii UJ. (fot. Marcin
Kucia).

podobna do tradycyjnych mikroskopow optycznych,
jednakze w mikroskopii elektronowej zamiast wigz-
ki fotonow przechodzacych przez uktady soczewek
uzywa si¢ wigzki $cisle skoncentrowanych elektro-
néw, skupianych za pomoca soczewek elektroma-
gnetycznych oraz detektorow. Konieczne jest tez
umieszczenie catego ukladu w prozni, by zapobiec
oddziatywaniu elektronow z innymi czastkami ma-
terii normalnie obecnymi w powietrzu. Dzigki temu
uzyskujemy uklad pozwalajacy na zbadanie prepara-
tu z najwigksza mozliwa dotad zdolnoscia rozdziel-
czarzedu 1 nm (kilku atomow). Wada urzadzenia jest
fakt, ze preparat musi by¢ utrwalony, a w przypadku
mikroskopii TEM wazne jest, by skrawki poddawane

Mimo tak wielu informacji, ktére udato si¢ uzy-
ska¢, pozostaje dalej wiele pytan dotyczacych same;j
natury mikro§wiata. Naukowcy dostali mozliwo$¢
zbadania struktur rzedu 1 nm, ciekawo$¢ nie po-
zwolita im zatrzymac¢ si¢ w miejscu. Che¢ coraz to
wigkszego wglebiania si¢ w natur¢ oraz jej niesamo-
witg istot¢ pozwolila na opracowanie kilku technik
badawczych pozwalajacych na obrazowanie wrecz
niemozliwych do ujrzenia struktur. Jedng z takich
metod jest odkryta juz na poczatku XX wieku krys-
talografia rentgenowska (Ryc. 16), ktora umozliwita
badanie struktury przestrzennej pojedynczych bia-
ek, kwasow nukleinowych oraz innych oligoczastek
wystepujacych w kazdym zywym organizmie. Zasada
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jej dziatania opiera si¢ na rejestracji obrazoéw dyfrak-
cyjnych promieni rentgenowskich, powstajacych na
skutek interakcji tego promieniowania z chmurami

B0

. @

Ryc. 15. Obraz mikrokosmkow pecherza ptawnego ryby z rodziny amio-
watych (Amia clava) uzyskany przy pomocy mikroskopii Elektronowe;j
Transmisyjnej (A, B) (fot. Leszek Satora). Powigkszony obraz struktury
plytek skrzydta motyla (C, E) (fot. Tomasz Pyrcz) uzyskany za pomoca
Skaningowego mikroskopu elektronowego. Ponadto obraz komorek krwi
— erytrocytow (D) i muszli §limaka (F) (fot. Andrzej Falniowski) uzyska-
ny technika Skaningowej mikroskopii elektronowe;j.

Ryc. 16. Obraz dyfrakcyjny krysztalu proteinazy K, wzoér punktow
i wzgledna intensywnosc¢ kazdej plamki moga by¢ wykorzystane do okre-
$lenia bezwzglednej struktury enzymu. (http://www.synchrotron.org.pl/
publ/biulet/vo09/p004-Dauter.pdf).

elektronowymi atomow tworzacych analizowany
krysztal. Najtrudniejszym etapem przygotowawczym

jest uzyskanie odpowiedniej wielkosci krysztatu (od
0,1 do 1 mm), co w przypadku niektorych biatek czy
innych czastek organicznych jest procesem bardzo
trudnym 1 czasochlonnym. Czas powstania krysz-
tatow niektorych bialek moze wynosi¢ az do kilku
tygodni, ponadto niektore z nich ulegaja rozpadowi
w temperaturze pokojowej czy podczas samego pro-
cesu analizy promieniami X. Nast¢pnie na podstawie
powstatych obrazow dyfrakcyjnych dokonywane jest
wyznaczenie trojwymiarowej mapy gestosci elektro-
nowej (Ryc. 17). Dalsza analiza matematyczna po-
zwala na wyznaczenie wielu parametrow tj. pozycji
1 odlegtosci czastek wzgledem siebie, potozenia ato-
mow wzgledem siebie, ustalenia katoéw migdzy nimi,
czy tez ustalenia konfiguracji absolutnej czasteczek.
Dzigki krystalografii rentgenowskiej mozliwe stato
si¢ wyznaczenie doktadnej struktury takich czaste-
czek jak mioglobina (Max Perutz i John Cowdery
Kendrew 1958 rok — Nagroda Nobla w 1962 roku)
czy podwojna helisa DNA (Rosalind Franklin, Ja-
mes Watson, Francis Crick — Nagroda Nobla w 1962
roku).

Ryec. 17. Mapa ggstosci elektronowej nitrobenzenu. (http://archiwum.wiz.
p1/1999/99022700.asp).

Obecnie jesteSmy w stanie obserwowac strukturg
powierzchni probek ze zdolnoscig rozdzielcza rzedu
pojedynczego atomu dzigki wykorzystaniu zjawi-
ska oddziatywan migdzy atomowych. Urzadzeniem,
w ktéorym zastosowano t¢ zasade jest mikroskop sit
atomowych (ang. atomic force microscope — AFM).
Po raz pierwszy skonstruowany przez Gerda Binniga,
Calvina F. Quate i Christophera Gerbera w 1986 roku.
Wzorowany 1 inspirowany wczesniejszym wyna-
lazkiem jakim byt skaningowy mikroskop tunelowy
(ang. scanning tunnelling microscope — STM). AFM
dziata na do$¢ skomplikowanej zasadzie pomiaru sity
oddziatywania miedzyatomowego pomigdzy atomem
z powierzchni probki, a pojedynczym atomem ostrza
umieszczonym na specjalnej mikrodzwigni (Ryc. 18).
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Nastepnie dane o sile tych oddziatywan sg przeno-
szone poprzez detektor (skaner piezoelektryczny) do
komputera, gdzie przy pomocy odpowiedniego opro-
gramowania przekonwertowywane sg na widzialny
obraz struktury badanej powierzchni. Mikroskop STM
dziata na podobnej zasadzie, jednakze przedmiotem
badanianie sg sity migdzy atomowe, azmiany napigcia

"

Ryc. 18. Skan topografii powierzchni szkta (E) oraz wiokien ko-
lagenowych (A, B, C) w mikroskopie sit atomowych AFM (D).
(http://www.lab.umcs.lublin.pl/afm.php;  http://en.wikipedia.org/wiki/
Atomic_force_microscope http://www.nist.gov/mml/bbd/cell_systems/
collagen-films-protocol.cfm).
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miedzy zblizajacymi si¢ do siebie atomami ostrza i
atomami probki. Kolejnym waznym krokiem byto
zauwazenie, ze gdy przytozymy wigksze napigcie do
ostrza mikroskopu, uzyskamy efekt oderwania atomu
z powierzchni probki. Uzyskano narzgdzie pozwala-
jace na ksztattowanie mikro$wiata w skali atomowe;j.
Stworzono wigc pierwsza nanodrukarke.

Wszystkie wyzej wymienione instrumenty badaw-
cze pozwolily ludzkos$ci na zbadanie czastki samych
siebie. Od prostych urzadzen z lusterkiem i lampg ole-
jowa po skomplikowane maszyny wymagajace duzej
ilosci energii i wyspecjalizowanego oprogramowania
kazdy z nich przedstawia pewna histori¢, ludzki wy-
sitek 1 niewiarygodna ciekawos¢. Jako ludzie jeste-
$my jedynym znanym nam gatunkiem zamieszkujg-
cym t3 matg planete, zadajacym coraz to trudniejsze
pytania i szukajacym coraz to trudniejszych do uzy-
skania odpowiedzi; tylko przyszto$¢ pokaze do czego
bedziemy zdolni w poszukiwaniu prawdy i poznania.
Podobnie jak dzieci, poszukujemy odpowiedzi, ktore
wraz rozwojem cywilizacji 1 nowoczesnych technik
badawczych pozwola na coraz doskonalsze poznanie
nas samych.

B Mgr Marcin Kucia Instytut Zoologii UJ Zaktad Biologii i Obrazowania Komorki. E-mail: marcin.kucia@uj.edu.pl.

(Czy W BIOLOGII MODELE MATEMATYCZNE
ODEGRAJA PODOBNA ROLE,
JAK W ROZWOJU ASTRONOMII?

Ryszard Tadeusiewicz (Krakow)

Dziedzing nauki, ktorg ja si¢ osobiscie zajmuje,
jest Biocybernetyka. Gdyby chcie¢ najkrécej powie-
dzie¢, czym ona jest, to mozna by wskazac na taczne
wystepowanie w jej nazwie pierwiastka zwigzanego
z biologia, medycyna, przyroda (,,Bio...””) oraz pier-
wiastka zwigzanego z technikg i naukami $cistymi
(’cybernetyka”). Oznacza to, ze biocybernetyka ,,spi-
na” dziedzing biologii i medycyny z dziedzing tech-
niki. Czy takie ,,spigcie” jest potrzebne?

Zdecydowanie tak!

Biologia i medycyna w coraz szerszym zakresie
korzystaja z pomocy roznych urzadzen technicz-
nych przy poznawaniu kolejnych tajemnic Natury
i przy skuteczniejszym leczeniu choréb. Aparatura do
sekwencjonowania genow, mikroskop elektronowy,
tomograf komputerowy czy robot chirurgiczny — to

tylko wybrane przyktady niezliczonych dzi$ sys-
temow technicznych, ktore wytworzone sa przez

Driedzina
biologii i
medycyny

Dziedzina
techniki
F __'- o

Ryc. 1. Wzajemne korzysci z przenikania idei biologicznych do techniki
(na dole) i systemow technicznych do biologii i medycyny (na gorze).




