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CWICZENIE 4:
Mikroskopia konfokalna

Wprowadzenie
1. Wizualizacja komérek

Poznanie organizacji strukturalnej komérek zywych organizméw
jest warunkiem koniecznym dla zrozumienia ich funkcjonowania w
organizmie. To, czego mozemy dowiedzie¢ sie o komérkach zalezy od
narzedzi, ktérymi dysponujemy, a znaczne postepy w biologii komérki
czesto sa wynikiem wprowadzenia nowych technik mikroskopowych.

Mikroskopy optyczne, ktére wykorzystuja Swiatto widzialne do
oSwietlanie preparatow, s3 wciaz podstawowym narzedziem w badaniach
biologii komérki. W celu lepszego uwidocznienia komérek i ich sktadnikéw
pod mikroskopem, czesto stosuje sie roéznego rodzaju barwienia,
pozwalajace na zréznicowanie morfologii komoérek. Przykladem jest
barwienie metoda Giemsy, bardzo czesto wykorzystywane do odréznienia
jadrowej i/lub cytoplazmatycznej morfologii ptytek krwi oraz czerwonych
i biatych krwinek. Zastosowanie klasycznego mikroskopu $wietlnego, ze

wzgledu na jego matla zdolnos¢ rozdzielcza, ogranicza jednak mozliwos¢

doktadnej obserwacji struktur wewnatrzkomérkowych.
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Rysunek 1. Mikroskop optyczny
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Ze wzgledu na intensywny wzrost zainteresowania szybkimi i
precyzyjnymi technikami pozwalajacymi na monitorowanie zmian
morfologicznych i  fizjologicznych  komoérek  mikroorganizméw,
mikroskopia optyczna jest wcigz bardzo wazna, zwlaszcza z powodu
rozwoju metod specyficznego znakowania i obrazowania poszczegdélnych
sktadnikéw komérkowych oraz rekonstrukcji ich tréjwymiarowej
struktury. Wazna zaletg jest fakt, ze w mikroskopii optycznej §wiatto jest
stosunkowo ,nieniszczace”, dzieki czemu mozliwe jest, na przyklad
oznakowanie okre$lonych skladnikéw komoérek za pomoca markerow
fluorescencyjnych, takich jak biatko zielonej fluorescencji (GFP),
umozliwiajac obserwacje ich ruch6éw i interakeji w zywych komérkach.

Najpopularniejszym sposobem wizualizacji komorek jest stosowanie
barwienia fluorescencyjnego i obserwacje mikroskopowe przy uzyciu
mikroskopu  fluorescencyjnego lub  konfokalnego.  Mikroskopia
fluorescencyjna jest odmiang mikroskopii Swietlnej. Zasada dziatania
mikroskopéw fluorescencyjnych opiera sie na zjawisku fluorescencji, czyli
emitowaniu $wiatta widzialnego w wyniku nasSwietlania obiektu
promieniami ultrafioletowymi, niebieskimi lub zielonymi. Umozliwia to
detekcje i wizualizacje sygnatu pochodzacego od fluorochromu, czyli
substancji zdolnej do emisji §wiatta fluorescencyjnego po wzbudzeniu
Swiattem o okre$lonej dtugosci. Analizowane prébki moga wykazywaé
zdolno$¢ do naturalnej fluorescencji (np. chlorofil), badz moga byé
wyznakowana barwnikami fluorescencyjnymi (przytaczonymi
kowalencyjnie lub poprzez jakikolwiek inny typ oddziatywan fizyko-
chemicznych miedzy substancjami) w celu specyficznej wizualizacji
okreslonych struktur sub-komoérkowych lub niektérych proceséw
fizjologicznych.

Badanie w mikroskopie fluorescencyjnym polega na tym, ze
wylaczone zostaje Swiatlo widzialne, a preparat jest oswietlany w
ciemnym polu widzenia przez Swiatto o wybranym zakresie dtugosci fal.

Jezeli fluorochrom zwigzal sie ze struktura komérki, np. chromatyna
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jadrowa, to zacznie po pewnym czasie emitowaé Swiatlo o
charakterystycznym dla niego kolorze (np. jodek propidyny na czerwono) i
stanie sie mozliwa obserwacja tylko jader komoérkowych $§wiecacych
kolorem czerwonym, podczas gdy inne cze$ci komérek w ogdle nie beda

widoczne.

Rysunek 2. Mikroskop fluorescencyjny.

Mikroskopia konfokalna jest bardziej zaawansowanga, nowoczesna
odmiang mikroskopii fluorescencyjnej, w ktorej Zrédtem Swiatta jest laser.
Charakteryzuje sie ona zwiekszonym kontrastem, a zatem i lepsza
rozdzielczodcig. W zwyklej mikroskopii tzw. szerokiego pola (takze w
mikroskopie fluorescencyjnym), prébka jest os$wietlana przez zrédio
Swiatta w catosci. W odpowiedzi na to, albo odbija Swiatto, albo fluoryzuje,
a powstate sygnaly zbierane sa przez obiektyw. Sygnal docierajacy do
detektora pochodzi nie tylko z miejsca ogniskowania, ale z catego
przekroju prébki. Obraz ogladanych obiektéw jest ostry i wyrazny tylko w
ptaszczyznie ogniskowania, natomiast obrazy obiektéw lezacych przed i za
nig tym bardziej traca ostro$¢, im dalej od tej ptaszczyzny sie znajdujg. W
wyniku tego uzyskiwany obraz charakteryzuje sie wysokim ttem wobec
sygnatlu z miejsca ogniskowania, zmniejszajagc tym samym kontrast
(ostros¢ konturéw). Dodatkowo stosowane w mikroskopii szerokiego pola

filtry emisyjne moga powodowaé, ze fluorescencja z dwoéch réznych
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zastosowanych znacznikéw fluorescencyjnych moze czeSciowo na siebie
nachodzié¢, utrudniajac prawidtowa analize.

W przypadku mikroskopii konfokalnej, podstawowym zalozeniem
jest wyeliminowanie obrazéw pochodzacych spoza plaszczyzny
ogniskowej poprzez zastosowanie przed detektorem (na przyktad kamera
CCD) przestony konfokalnej (pinhole). Dzieki temu mozliwe jest uzyskanie
obrazu o wysokiej ostrosci i ze znacznie stabszym ttem. Wigzka lasera o
odpowiedniej dlugosci fali skupiana jest na pojedynczym punkcie
obserwowanego obiektu, a §wiatto odbite od tego punktu przechodzi przez
uktad optyczny i trafia do detektora. W mikroskopie konfokalnym, w
odréznieniu do mikroskopu fluorescencyjnego, obraz tworzony jest
metoda punkt po punkcie, dzieki skokowemu przemieszczaniu sie wiazki
po obiekcie. Dodatkowo, zmiana potozenia przestony konfokalnej wzdiuz
osi optycznej, powoduje zmiane ptaszczyzny ogniskowania, co pozwala na
uzyskanie szeregu przekrojéw badanego obiektu na réznej glebokosci.
Dzieki tej wtasciwosci mozliwe jest tworzenie tréjwymiarowego obrazu
badanego obiektu. Obrazy otrzymywane przy pomocy mikroskopu
konfokalnego najczesciej charakteryzuja sie wysoka rozdzielczoscig oraz
kontrastem, znacznie przewyzszajac jakoscia te, ktére mozna wykonaé
klasycznym mikroskopem szerokiego pola. Mikroskop konfokalny
pozwala réwniez odseparowa¢ widma emisji dwoéch lub wiecej réznych
znacznikow  fluorescencyjnych, zmniejszajac niebezpieczenstwo
pojawienia sie zjawiska nakladania sie poszczegdlnych widm podczas
obrazowania wyznakowanych preparatéw. Dodatkowg zaleta mikroskopii
konfokalnej jest mozliwo$¢ prowadzenia badan przyzyciowe (obserwacja
komérek w naczyniu hodowlanym).

Jednakze, uzytkowanie mikroskopéw konfokalnych ma réwniez
wady, takie jak: bardzo duzy wptyw czynnikéw otoczenie (pomieszczenie,
ktéorym znajduje sie mikroskop musi by¢ odpowiednio przygotowane),
mozliwosé ,wyswiecania” preparatéw, a takze czasochtonnosc¢

przygotowania preparatéw oraz ich obserwacji. Co wiecej, rozdzielczo$¢
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otrzymywanych obrazéw jest wcigz gorsza niz w przypadku mikroskopii

elektronowe;j.

Q Mikroskop szerokiego pola @ Mikroskop konfokalny
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Rysunek 3. Poréwnanie ogélnej zasady dziatania A) mikroskopu

szerokiego pola (fluorescencyjnego) oraz B) mikroskopu konfokalnego.
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Rysunek 4. Poréwnanie zdje¢ wykonanych przy pomocy A) mikroskopu
konfokalnego oraz B) mikroskopu fluorescencyjnego. Rysunek
przedstawia komorki neuronalne, w ktorych jadra komorkowe
wyznakowano DAPI (kolor niebieski) a a-tubuline (kolor czerwony)
wyznakowano przeciwciatem przeciwko a-tubulinie, skoniugowanym z

fluoroforem Alexa 555.

Rysunek 5. Mikroskop konfokalny.
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Komérki rosngce na materiale mozna obserwowaé przy uzyciu
mikroskopu elektronowego. Zasada dziatania skaningowego mikroskopu
elektronowego (SEM) polega na skanowaniu preparatu wigzka elektronéw
zogniskowang na preparacie dzieki cewkom elektromagnetycznym, ktére
w mikroskopach elektronowych dziataja jako soczewki. W miare
bombardowania kazdego kolejnego punktu powierzchni preparatu przez
wigzke elektronéw, detektor rejestruje liczbe elektronéw rozproszonych
lub odbitych, ktére sa nastepnie przetwarzane na obraz prébki. Mikroskop
tworzy wyraziste obrazy tréjwymiarowe przedmiotéw o duzej glebi

ostrosciirozdzielczosci (do 0,2 nm).

Rysunek 6. Skaningowy mikroskop elektronowy.

Skaningowy mikroskop elektronowy sktada sie z:
o dziata elektronowego, gdzie wytwarzana jest wiazka elektronow,
o kolumny, w ktérej nastepuje przyspieszenie i ogniskowanie wigzki
elektornow,
o uktadu prézniowego,
o komory prébki, w ktérej elektrony wigzki oddziatujg z prébka,
o zestawu detektoréw odbierajacych rézne sygnaly emitowane przez

probke,
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o systemu przetwarzania sygnatu na obraz.
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Rysunek 7. Schemat budowy elektronowego mikroskopu skaningowego.

Skaningowa mikroskopia elektronowa ma jednak pewne
ograniczenia. Ze wzgledu na fakt, ze prébka podczas analizy znajduje sie w
wysokiej prézni, musi by¢ ona odporna na warunki prézniowe, a takze na
bombardowanie elektronami. Jest to bardzo istotne, poniewaz
dla prawidtowej obserwacji struktura powierzchniowa obiektu nie moze
ulec zniszczeniu. Dodatkowym wymogiem przeprowadzenia obserwacji
przy uzyciu mikroskopu SEM jest przewodzenie tadunku elektrycznego
przez powierzchnie preparatu. W przypadku, gdy prébka nie wykazuje
przewodnictwa, nalezy pokryé¢ powierzchnie preparatu cienka warstwa
metalu ciezkiego (ztota, palladu, srebra, chromu lub miedzi), na przyktad
poprzez napylenie.

Mikroskopia fluorescencyjna oraz mikroskopia elektronowa
stanowia wzajemne uzupelnienie. Mikroskopia elektronowa pozwala na
lepsza wizualizacje morfologii caltej komérki i sposobu ulozenia na
powierzchni materiatu. Materiat przed analiza nalezy poddaé
odpowiedniemu przygotowaniu. Pierwszym etapem jest utrwalenie

komérek (paraformaldehyd, aldehyd glutarowy), a nastepnie odwodnienie
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przy uzyciu szeregu roztworéw o wzrastajacym stezeniu etanolu.
Opcjonalnie mozna wykonaé osmowanie preparatu przy uzyciu
czterotlenku osmu - OsO, ktéry tworzy wiagzania z fosfolipidami
obecnymi w blonie komoérkowej poprawiajac widocznosé tych struktur
podczas analizy SEM.

Barwienie fluorescencyjne pozwala z kolei na wybarwienie
konkretnych organelli (najczeSciej jadra, mitochondria) lub/i szkieletu
cytoplazmatycznego i doktadng analize ewentualnych nieprawidtowosci w
budowie tych struktur. Popularnym barwnikiem jest Hoechst - barwnik,
ktory posiada zdolnoéé przenikania przez btony komoérkowe i interkalacji
DNA. Po zwigzaniu z DNA barwnik wzbudzony UV ( o dtugosci ok. 345 nm)
emituje §wiatto o dtugosci ok. 485 nm, powodujac niebiesko-fioletowe
zabarwienie jadra komérkowego (rys.3 gora).

Stosowanie odpowiednio dobranej pary barwnikéw pozwala réwniez
oszacowac zywotnos$¢ komérek rosngcych na materiale. Przykltadem moze
by¢ para barwnikéw: estrowa pochodna kalceiny oraz jodek propidyny.
Barwniki te umozliwiaja jednoczesna detekcje komorek zywych i
martwych (rys. 3 doé}). Ester kalceiny jest zwigzkiem silnie lipofilnym,
dzieki czemu z tatwoscia przechodzi przez blony komoérkowe, gdzie jest
hydrolizowany przez enzymy komoérkowe. Powstala w ten sposéb
kalceina, w przeciwienstwie do jej estru, jest zwigzkiem fluorescencyjnym,
ktoéry wzbudzony §wiattem o dtugosci fali 490 nm emituje zielone §wiatto.
Zdolno$¢ do hydrolizy estru kalceiny maja jedynie komérki zywe, co
skutkuje ich ,wybarwieniem”. Jodek propidyny natomiast jest zwiazkiem,
ktéry nie jest w stanie przej$¢ przez btony komoérkowe zywych komoérek.
Whnika natomiast do wnetrza komoérek martwych i uszkodzonych, gdzie
dyfunduje do DNA jadrowego i tworzy z nim kompleks, ktéry wzbudzony

Swiattem o dtugosci 490 nm emituje §wiatto czerwone.
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Rysunek 8. Jadra komérkowe wybarwione Hoechst (géra);
komérki wybarwione estrem kalceiny i jodkiem propidyny (déd).
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CWICZENIE 4

4.1 Mikroskopia konfokalna - obserwacje

Materiaty:
- wybarwione preparaty - polimerowe maty z utrwalonymi komoérkami

Wykonanie:
1. Przeprowadzié obserwacje mikroskopowe, zanotowac¢ obserwacje
2. Wykona¢ zdjecia (3 powtérzenia) dla kazdej prébki
3. Policzy¢ (program Image]) liczbe komoérek/jednostke powierzchni,
opcjonalnie odsetek powierzchni zajetej przez komoérki (w
przypadku barwienia aktyny)

Sprawozdanie z ¢wiczen 1-4 powinno zawierac:

- krétka informacje nt wykonanych czynnosci (w punktach)

- gestos¢ hodowli zmierzonga za pomocg licznika oraz hemocytometru wraz
z wyliczeniem zywotnoSci oraz odpowiednimi przeliczeniami dotyczgcymi
rozcienczenia zawiesiny do uzyskania pozadanej gestosci

- wyniki analiz cytotoksyczno$ci wraz z wyliczeniem zywotnosci komoérek
w probie badanej, zaleznoscia dawka-zywotnosé oraz wartoscia IC50

- zdjecia CLSM dla danego materiatu wraz z wartoscia liczby kom/mm?2
oraz odsetkiem powierzchni zajetej przez koméorki

- wnioski



