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Wstęp 

Od czasu pracy Golgiego i Cajala (1903) 

mikroskopia pozostaje kluczowym narzę-

dziem dla neuronaukowców chcących ob-

serwować komórki nerwowe (Grant, 2007). 

Podstawową i najpowszechniejszą techniką 

mikroskopową w dalszym ciągu pozostaje 

mikroskopia świetlna i od niej wszystko się 

zaczęło. Pierwsze mikroskopy konstruowano 

już w XVI wieku (Trzaskoma i Magalska, 

2019). Współczesne mikroskopy to urządze-

nia o wysokim stopniu automatyzacji, zinte-

growane z komputerem i kamerą cyfrową. 

Ciągłe postępy otworzyły nowe możliwości 

eksperymentalne do badania układu ner-

wowego w wielu skalach przestrzennych. 

Nowatorskim rozwiązaniem w mikroskopii 

świetlnej są mikroskopy konfokalne, w któ-

rych do skanowania próbki wykorzystana 

jest wiązka światła laserowego. W swojej 

pracy dokonałam przeglądu technik wizuali-

zacji komórek, które mogą być szczególnie 

interesujące dla neuronaukowców. 

 

Początki badań mikroświata 

Pod koniec XVI wieku holenderscy produ-

cenci soczewek Janssen i Lipperhey kon-

struowali aparaty umożliwiające powiększa-

nie obiektów, natomiast już w 1609 roku 

Galileo Galilei skonstruował pierwsze narzę-

dzie noszące miano mikroskopu. Słowo 

mikroskop jest kombinacją dwóch greckich 

wyrazów – micros, oznaczającego mały, 

i skopeo – obserwuję. Zatem łącznie ozna-

cza to „obserwuję małe rzeczy” (Bąbel, 

2014).  

Wynalazek mikroskopu konfokalne-

go przypisuje się Marvinowi Minsky’emu, 

który początkowo w 1955 roku wykorzystał 

skaningowy mikroskop optyczny w celu 

obrazowania sieci neuronowych żywej tkan-

ki mózgowej w preparatach nieutrwalonych. 

Utrudnieniem, jakie napotkał Minsky pod-
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czas zastosowania mikroskopu optycznego, 

był brak rozdzielczości przestrzennej 

w trójwymiarowych strukturach skrawków 

badanego materiału (Korczyński i in., 2013). 

Bazując na swoich obserwacjach 

w 1961 roku zbudował pierwszy, skanujący 

mikroskop konfokalny. W oryginalnym mi-

kroskopie konfokalnym Minsky’ego punk-

towe źródło światła jest wytwarzane przez 

cyrkonową lampę łukową. Światło pocho-

dzące z preparatu było następnie zbierane 

przez obiektyw znajdujący się po drugiej 

stronie próbki. Aby utworzyć obraz całego 

preparatu, pierwszy mikroskop konfokalny 

był wyposażony w ruchomy stolik, który 

przesuwając się umożliwiał oświetlanie ko-

lejnych punktów na badanym materiale. 

Używając dwóch elektromagnesów do prze-

suwania stolika mikroskopowego w osiach 

X i Y oraz specjalnego oprogramowania 

komputerowego do składania obrazu. Min-

sky był w stanie uzyskać obraz jednego 

przekroju optycznego preparatu w czasie 10 

sekund (Minsky, 1988). Obrazy wyproduko-

wane przez instrument Minsky’ego w tym 

czasie pozostały jednak niedocenione. Uwa-

żam, że warto zwrócić uwagę na fakt, iż 

technologia mu dostępna w 1955 roku nie 

była wystarczająca, aby w pełni zademon-

strować potencjał konfokalny. W tym czasie 

biolodzy byli przyzwyczajeni do oglądania 

i fotografowania jasno zabarwionych i kolo-

rowych skrawków tkanek histologicznych 

analizowanych za pomocą mikroskopów 

świetlnych o doskonałej optyce. W orygi-

nalnym projekcie Minsky’ego niezwykle 

trudno było zlokalizować interesujący nas 

region w preparacie oraz ustawić ostrość. 

Jednak nie ulega wątpliwości, że był to 

przełomowy wynalazek zmieniający bieg 

historii w mikroskopii trójwymiarowych 

struktur. Konfokalne obrazowanie żywych 

tkanek na czas popularności musiało pocze-

kać aż do 1979 roku, kiedy to Fred Braken-

hoff opatentował konstrukcję skanującego 

mikroskopu konfokalnego. Brakenhoff jako 

źródło światła wykorzystał laser. Powyżej 

zaprezentowane odkrycia bezpośrednio 

przyczyniły się do zapoczątkowania wielu 

nowych technik, których zastosowanie 

umożliwił skanujący, laserowy mikroskop 

konfokalny. W Polsce w 2002 roku powstała 

Pracownia Mikroskopii Konfokalnej w Insty-

tucie Biologii Doświadczalnej im. Marcelego 

Nenckiego w Warszawie jako laboratorium 

środowiskowe. W ramach działań badaw-

czych laboratorium dysponuje szerokim 

wachlarzem metod, zarówno z zakresu bio-

logii komórki (mikroskopia konfokalna 

i elektronowa), jak również biologii moleku-

larnej i biochemii. Przedmiotem ich badań 

są układy o różnym stopniu złożoności za-

równo w aspekcie morfologicznym, jak 

i funkcjonalnym - całe organizmy, tkanki, 

komórki, organelle komórkowe, ale także 

białka i geny. Jednostka zajmuje się bada-

niem neuronów głębokich warstw korowych 

mózgu u zwierząt doświadczalnych (Kor-

czyński, 2013). Aktualnie Instytut Nenckiego 

jako jedyna placówka naukowa w Polsce 

realizuje badania w zakresie neuronauki na 

wszystkich poziomach - od molekularnego 

do systemowego [1]. 

 

Mikroskopia STED – szczegółowe 
prześwietlenie żywych komórek 

Podczas leczenia chorób, bardzo istotne jest 

przyjrzenie się im uważnie na poziomie mo-

lekularnym. Zachodzą bowiem procesy, 

które odróżniają zdrowe komórki od cho-

rych. Do niedawna naukowcy nie byli w sta-

nie badać tych procesów w żywych komór-

kach, ponieważ konwencjonalne mikroskopy 

świetlne nie zapewniały niezbędnej roz-

dzielczości. Zmieniło się to jednak wraz 

z wynalezieniem mikroskopu STED. Dzięki 

mikroskopowi STED naukowcy mogą teraz 

nawet dziesięć razy ostrzej obserwować 

pojedyncze cząsteczki w żywych komór-

kach: szczegółowo skanują komórki nerwo-
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we, przesiewają wirus HIV, a nawet zagląda-

ją do mózgu żywych myszy. Innymi słowy, 

średnica wiązki światła nie może być mniej-

sza niż 200 nanometrów. Najmniejszy 

punkt, który można sfotografować, to ten 

rozmiar. Struktury komórkowe lub cząstecz-

ki, które są mniejsze, wydają się niewyraźne. 

Dzięki mikroskopii elektronowej detale 

mniejsze niż 200 nanometrów mogą być 

rozdzielone przez długi czas, ale to niszczy 

struktury komórkowe i nie może być stoso-

wane w żywych organizmach. W 1994 roku 

Stefan Hell i Jan Wichmann po raz pierwszy 

opisali teoretycznie zasadę mikroskopii 

STED (ang. stimulated emission depletion), 

co tłumaczy się jako „stymulowane wyga-

szenie emisji”. Dokładnie 20 lat później Hell 

otrzymał Nagrodę Nobla w dziedzinie che-

mii za swoje osiągnięcia wraz z amerykań-

skimi badaczami Eric’em Betzig z Instytutu 

Medycznego Howarda Hughesa i Willia-

mem Moerner z Uniwersytetu Stanforda. 

Hell mówi, że metoda jest daleka od wy-

czerpania oraz posiada aktualnie bardzo 

małe ograniczenia co do cząsteczki. Nato-

miast w 2012 roku wraz z naukowcami 

z Instytutu Chemii Biofizycznej im. Maxa 

Plancka przyjrzeli się bezpośrednio mózgo-

wi żywych myszy za pomocą mikroskopu 

STED. Zeskanowali komórki nerwowe z gór-

nej warstwy mózgu gryzonia z niespotykaną 

dotąd szczegółowością. Ujawniło to coś 

zaskakującego: elementarne punkty styku 

obwodu mózgu, wyrostki kolczyste komó-

rek nerwowych, mogą pozornie poruszać 

się i zmieniać swój kształt. „W przyszłości 

bardzo ostre nagrania na żywo mogą nawet 

pokazać, jak pewne białka są rozmieszczone 

w synapsach” – powiedział Hell. Dzięki ta-

kim coraz bardziej szczegółowym obrazom 

naukowcy mają nadzieję lepiej zrozumieć 

choroby, takie jak autyzm czy epilepsję, 

ponieważ są one oparte na wadliwym dzia-

łaniu synaps. Mikroskopia STED jest szeroko 

stosowana do badania próbek luminescen-

cyjnych o wysokiej rozdzielczości prze-

strzennej znacznie poniżej bariery dyfrak-

cyjnej w biologii i medycynie. Dlatego 

w konfokalnym laserowym mikroskopie 

skaningowym próbkę wzbudza się za po-

mocą lasera impulsowego o ograniczonej 

dyfrakcji, a następnie drugiego impulsu 

laserowego w kształcie pierścienia, który jest 

przesunięty ku czerwieni względem widma 

emisyjnego chromoforu (Ryc. 1). 

 

Ryc. 1. Ograniczone dyfrakcyjne wzbudzenie z lasera SuperK (po lewej), ubytek w kształcie zbliżonym do pączka 
z lasera Katana-HP (centrum), super-rozdzielczy sygnał fluorescencji po wyczerpaniu (po prawej) [2] 

 

Nowy „NEUROwymiar’’ mikroskopii 

Skanujący laserowy mikroskop konfokalny 

jest niezbędny i nieoceniony jako narzędzie 

neurobiologiczne lub neurobiomedyczne. 

Mikroskopy konfokalne posiadają wiele za-

let, między innymi umożliwiają pozyskanie 

ultracienkich przekrojów optycznych z pre-
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paratów (utrwalonych lub żywych). Tworze-

nie takich przekrojów pozwala na znacznie 

dokładniejszą niż dotychczas obserwację 

struktury analizowanej próbki, jak i uzyska-

nie obrazów w postaci trójwymiarowej (3D) 

rekonstrukcji. Obrazy standardowo są zbie-

rane w trybie poklatkowym. Zbieranie obra-

zów odbywa się w ustalonych odstępach 

czasu i następnie są one umieszczane 

w pliku, który jest zwykle oglądany jako film. 

Poczyniło to znaczne postępy o wyobraże-

niu życia komórki nerwowej lub morfologii 

komórek glejowych. Przy obrazowaniu ży-

wych komórek należy zachować szczególną 

ostrożność, aby zachować żywotność ko-

mórek na etapie mikroskopu. W związku 

z tym podczas procesu obrazowania należy 

używać minimalnych mocy lasera, ponieważ 

są one szkodliwe. Większość nowoczesnych 

systemów konfokalnych została znacznie 

ulepszona w porównaniu z wcześniejszymi 

modelami, a także w połączeniu z wysoką 

przepustowością soczewki i jaśniejszymi, 

mniej fototoksycznymi barwnikami, te ulep-

szenia sprawiły, że analiza konfokalna ży-

wych komórek stała się wyjątkowo prak-

tyczną opcją. Na uwagę zasługuje fakt, że 

w efekcie rozwoju mikroskopii konfokalnej 

powstała międzynarodowa baza Neuro-

Morpho.Org. Jest to ogólnodostępny spis 

neuronów zrekonstruowanych cyfrowo, 

który współpracuje z ponad 500 laborato-

riami na całym świecie. Do zalet laserowego 

mikroskopu konfokalnego należy zastoso-

wanie koherentnego światła laserowego, 

które umożliwia wybiórcze wzbudzanie 

fluorescencji poszczególnych substancji, 

oraz możliwości rekonstrukcji wyraźnego 

obrazu z całej objętości szkiełka, na pozio-

mie komórkowym (Ryc. 2) (Romanowska-

Pawliczek, 2010). 

 

 

Ryc. 2. A-C Obraz synaps nerwowo-mięśniowych szczura w mikroskopie konfokalnym, w małym (A) i dużym po-
większeniu (B-C). Kolor czerwony – znacznik włókien nerwowych, kolor zielony – znacznik receptorów acetylo-

cholinowych, kolor niebieski – znacznik komórek glejowych [3] 



 

37 
 

 

Tutoring Gedanensis 

Czy 3D zdominowało obrazowanie? 

Chociaż minęło ponad 100 lat od otrzyma-

nia Nagrody Nobla przez Santiago Ramón y 

Cajala za opracowanie „doktryny neuro-

nów”, wciąż brakuje nam informacji opisują-

cych strukturę 3D sieci neuronalnych. Do 

dzisiaj to pozostaje wyzwaniem oraz jest 

głównym celem neuronauki, aby zrozumieć 

związek między złożonością architektury 

mózgu, która wymaga pomiarów tkanki 

bazujących na obrazie, a jego funkcjonalno-

ścią w układzie nerwowym. Charakterystyka 

i zrozumienie morfologii neuronów są fun-

damentalnie ważne dla wyjaśnienia zakresu 

różnorodności neuronalnej. Na podstawie 

literatury można wywnioskować, że świato-

we inicjatywy neurobiologiczne są nasta-

wione właśnie na zrozumienie różnorodno-

ści typów komórek nerwowych, jako krok 

w kierunku wyjaśnienia związku między 

strukturą czy morfologią neuronów a ich 

funkcją. Jest to możliwe dzięki obrazowaniu 

za pomocą mikroskopii konfokalnej, która 

umożliwia uzyskanie wysokiej jakości obra-

zów oraz ich konstrukcji w 3D (Jacob, 1990). 

Obrazowanie trójwymiarowe jest zdecydo-

wanie korzystniejsze niż dwuwymiarowe, 

ponieważ dostarcza dokładniejszych infor-

macji na temat badanej struktury. Jednakże 

to obrazowanie wymaga uzupełniającej 

mocy komputerowej, zwłaszcza dla wyeks-

ponowania i interpretacji struktury. Neurony 

mają postać drzew aksonalnych i dendry-

tycznych. Ich nadrzędnym elementem jest 

cylindryczne odgałęzienie. Ponadto w przy-

padkach, gdy neurony posiadają płaską 

strukturę, jak np. komórki zwojowe siatków-

ki, to ich ujęcie 3D umożliwia dokonanie 

rozdziału skrzyżowań cienkich segmentów 

(Turner i in., 1999). 

Zaletą mikroskopu konfokalnego 

jest dokładna wizualizacja preparatów 

w osiach X, Y oraz Z. Obraz powstały w ten 

sposób pozwala na tworzenie trójwymiaro-

wej rekonstrukcji badanej próbki przy użyciu 

takich programów jak Imaris czy Image Pro 

Plus. Powstałe rekonstrukcje mogą zostać 

poddane procesowi dekonwolucji w pro-

gramach Huygens lub AutoQuant, który 

eliminuje zakłócenia obrazu wywołane fi-

zycznymi ograniczeniami optyki mikrosko-

powej, w ten sposób stają się niemal rze-

czywistym odzwierciedleniem badanych 

mikroskopijnych obiektów. Warto w tym 

miejscu dodać, że mikroskop Leica TCS SP5 

jest wyposażony w innowacyjny moduł 

STED umożliwiający obrazowanie z roz-

dzielczością w osiach XY poniżej 90 nm, 

a zatem ponad dwa razy większą niż 

w konwencjonalnych mikroskopach konfo-

kalnych. Pozwala to na dokładniejszą anali-

zę preparatów barwionych fluorescencyjnie, 

m.in. szczegółowe pomiary kształtu i lokali-

zacji wybarwionych struktur, a tym samym 

bardziej precyzyjne określenie ich ko-

lokalizacji w preparacie (Ryc. 3). Natomiast 

z drugiej strony, przy badaniu dużych 

obiektów biologicznych, mikroskop Leica, 

dzięki zastosowaniu zmotoryzowanego sto-

lika, pozwala wykonać i połączyć ze sobą 

w jedną całość obrazy z sąsiadujących ze 

sobą pól widzenia (Korczyński i in., 2013). 

Pamiętajmy jednak, że nie wszystkie typy 

mikroskopii mogą być wykorzystane w trój-

wymiarowym obrazowaniu, w związku z tym 

obrazowanie dwuwymiarowe w neurobiolo-

gii pozostanie cenne na długo. 

 
Ryc. 3. Neurony korowe myszy z wybarwionymi 
filamentami aktynowymi w stożkach wzrostu [4] 
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Podsumowanie 

Ostatnie kilka lat było wyjątkowo owocne 

dla rozwoju nowej mikroskopii. Nie ulega 

wątpliwości, że mikroskop konfokalny po-

siada przewagę w obrazowaniu komórek 

mózgowych nad konwencjonalnym mikro-

skopem optycznym, ponieważ umożliwia 

cięcie i tworzenie trójwymiarowych (3D) 

obrazów. Ze względu na tę wyjątkową ce-

chę mikroskop konfokalny znajduje obecnie 

szerokie zastosowanie w badaniach. W po-

wyższej pracy starałam się podkreślić wyjąt-

kowe zalety mikroskopii konfokalnej płyną-

ce z przełomowych badań ostatnich dekad 

w celu lepszego zrozumienia mikrostruktury 

neuronalnej i towarzyszących im mechani-

zmów różnych ważnych neurozjawisk. 
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Notka o Autorce: Studentka III roku studiów 

I stopnia na kierunku Biologia Medyczna 

Uniwersytetu Gdańskiego. Jej głównym ob-

szarem zainteresowań jest neuroobrazowa-

nie pozwalające na badanie procesów mó-

zgowych oraz fizjologia snu w perspektywie 

neuroobrazowania, z tego też względu jako 

specjalność wybrała Neurobiologię. Esej 

powstał jako efekt pracy po ćwiczeniach 

warsztatowych „Współczesne problemy 

naukowe w biologii – tutoring naukowy”.  


