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Wstep

Od czasu pracy Golgiego i Cajala (1903)
mikroskopia pozostaje kluczowym narze-
dziem dla neuronaukowcéw chcacych ob-
serwowal komoérki nerwowe (Grant, 2007).
Podstawowg i najpowszechniejszg technika
mikroskopowa w dalszym ciggu pozostaje
mikroskopia swietlna i od niej wszystko sie
zaczeto. Pierwsze mikroskopy konstruowano
juz w XVI wieku (Trzaskoma i Magalska,
2019). Wspodtczesne mikroskopy to urzadze-
nia o wysokim stopniu automatyzacji, zinte-
growane z komputerem i kamera cyfrowa.
Ciagte postepy otworzyty nowe mozliwosci
eksperymentalne do badania ukfadu ner-
wowego w wielu skalach przestrzennych.
Nowatorskim rozwigzaniem w mikroskopii
Swietlnej sa mikroskopy konfokalne, w kto-
rych do skanowania probki wykorzystana
jest wigzka Swiatta laserowego. W swojej

33

pracy dokonatam przegladu technik wizuali-
zacji komorek, ktére moga by szczegdlnie
interesujace dla neuronaukowcow.

Poczatki badan mikroswiata

Pod koniec XVI wieku holenderscy produ-
cenci soczewek Janssen i Lipperhey kon-
struowali aparaty umozliwiajace powieksza-
nie obiektéw, natomiast juz w 1609 roku
Galileo Galilei skonstruowat pierwsze narze-
dzie noszace miano mikroskopu. Stowo
mikroskop jest kombinacja dwoch greckich
wyrazOwW — micros, 0znaczajagcego maty,
i Skopeo — obserwuje. Zatem tacznie ozna-
cza to ,obserwuje mate rzeczy” (Babel,
2014).

Wynalazek mikroskopu konfokalne-
go przypisuje sie Marvinowi Minsky'emu,
ktéry poczatkowo w 1955 roku wykorzystat
skaningowy mikroskop optyczny w celu
obrazowania sieci neuronowych zywej tkan-
ki mézgowej w preparatach nieutrwalonych.
Utrudnieniem, jakie napotkat Minsky pod-
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czas zastosowania mikroskopu optycznego,
byt brak rozdzielczoSci  przestrzennej
w trojwymiarowych  strukturach  skrawkow
badanego materiatu (Korczynski i in., 2013).

Bazujagc na swoich obserwacjach
w 1961 roku zbudowat pierwszy, skanujacy
mikroskop konfokalny. W oryginalnym mi-
kroskopie konfokalnym Minsky'ego punk-
towe zrodto Swiatta jest wytwarzane przez
cyrkonowa lampe tukowa. Swiatto pocho-
dzace z preparatu byto nastepnie zbierane
przez obiektyw znajdujacy sie po drugiegj
stronie prébki. Aby utworzy¢ obraz catego
preparatu, pierwszy mikroskop konfokalny
byt wyposazony w ruchomy stolik, ktory
przesuwajac sie umozliwiat oswietlanie ko-
lejnych punktéw na badanym materiale.
Uzywajac dwoch elektromagnesow do prze-
suwania stolika mikroskopowego w osiach
Xi Y oraz specjalnego oprogramowania
komputerowego do sktadania obrazu. Min-
sky byt w stanie uzyska¢ obraz jednego
przekroju optycznego preparatu w czasie 10
sekund (Minsky, 1988). Obrazy wyproduko-
wane przez instrument Minsky'ego w tym
czasie pozostaty jednak niedocenione. Uwa-
zam, ze warto zwroci¢ uwage na fakt, iz
technologia mu dostepna w 1955 roku nie
byta wystarczajaca, aby w petni zademon-
strowac potencjat konfokalny. W tym czasie
biolodzy byli przyzwyczajeni do ogladania
i fotografowania jasno zabarwionych i kolo-
rowych skrawkow tkanek histologicznych
analizowanych za pomoca mikroskopow
Swietlnych o doskonatej optyce. W orygi-
nalnym projekcie Minsky'ego niezwykle
trudno byto zlokalizowa¢ interesujacy nas
region w preparacie oraz ustawi¢ ostrosc.
Jednak nie ulega watpliwosci, ze byt to
przetomowy wynalazek zmieniajacy bieg
historii - 'w  mikroskopii  tréjwymiarowych
struktur. Konfokalne obrazowanie zywych
tkanek na czas popularnosci musiato pocze-
ka¢ az do 1979 roku, kiedy to Fred Braken-
hoff opatentowat konstrukcje skanujgcego
mikroskopu konfokalnego. Brakenhoff jako
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zrodto Swiatta wykorzystat laser. Powyzej
zaprezentowane odkrycia bezposrednio
przyczynity sie do zapoczatkowania wielu
nowych technik, ktérych zastosowanie
umozliwit skanujacy, laserowy mikroskop
konfokalny. W Polsce w 2002 roku powstata
Pracownia Mikroskopii Konfokalnej w Insty-
tucie Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego
Nenckiego w Warszawie jako laboratorium
srodowiskowe. W ramach dziatan badaw-
czych laboratorium dysponuje szerokim
wachlarzem metod, zaréwno z zakresu bio-
logii  komorki  (mikroskopia  konfokalna
i elektronowa), jak réwniez biologii moleku-
larnej i biochemii. Przedmiotem ich badan
sa uktady o roznym stopniu ztozonosci za-
rowno w aspekcie morfologicznym, jak
i funkcjonalnym - cate organizmy, tkanki,
komorki, organelle komorkowe, ale takze
biatka i geny. Jednostka zajmuje sie bada-
niem neurondw gtebokich warstw korowych
mozgu U zwierzat doswiadczalnych (Kor-
czynski, 2013). Aktualnie Instytut Nenckiego
jako jedyna placéwka naukowa w Polsce
realizuje badania w zakresie neuronauki na
wszystkich poziomach - od molekularnego
do systemowego [1].

Mikroskopia STED — szczegotowe
przeswietlenie zywych komorek

Podczas leczenia choréb, bardzo istotne jest
przyjrzenie sie im uwaznie na poziomie mo-
lekularnym. Zachodza bowiem procesy,
ktére odrdzniaja zdrowe komorki od cho-
rych. Do niedawna naukowcy nie byli w sta-
nie bada¢ tych procesow w zywych komor-
kach, poniewaz konwencjonalne mikroskopy
swietlne nie zapewniaty niezbednej roz-
dzielczosci. Zmienito sie to jednak wraz
z wynalezieniem mikroskopu STED. Dzieki
mikroskopowi STED naukowcy mogg teraz
nawet dziesigC razy ostrzej obserwowac
pojedyncze czasteczki w zywych komor-
kach: szczegdtowo skanujg komorki nerwo-
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we, przesiewajg wirus HIV, a nawet zaglada-
ja do moézgu zywych myszy. Innymi stowy,
Srednica wigzki Swiatta nie moze by¢ mniej-
sza niz 200 nanometrow. Najmniejszy
punkt, ktory mozna sfotografowac, to ten
rozmiar. Struktury komorkowe lub czastecz-
ki, ktére sa mniejsze, wydaja sie niewyrazne.
Dzieki mikroskopii elektronowej detale
mnigjsze niz 200 nanometréw moga byc
rozdzielone przez dtugi czas, ale to niszczy
struktury komaorkowe i nie moze byc¢ stoso-
wane w zywych organizmach. W 1994 roku
Stefan Hell i Jan Wichmann po raz pierwszy
opisali teoretycznie zasade mikroskopii
STED (ang. stimulated emission depletion),
co ttumaczy sie jako ,stymulowane wyga-
szenie emisji”. Doktadnie 20 lat pozniej Hell
otrzymat Nagrode Nobla w dziedzinie che-
mii za swoje osiggniecia wraz z amerykan-
skimi badaczami Eric’'em Betzig z Instytutu
Medycznego Howarda Hughesa i Willia-
mem Moerner z Uniwersytetu Stanforda.
Hell moéwi, ze metoda jest daleka od wy-
czerpania oraz posiada aktualnie bardzo
mate ograniczenia co do czasteczki. Nato-
miast w 2012 roku wraz z naukowcami
z Instytutu Chemii Biofizycznej im. Maxa
Plancka przyjrzeli sie bezposrednio mozgo-

wi zywych myszy za pomoca mikroskopu
STED. Zeskanowali komorki nerwowe z gor-
nej warstwy mozgu gryzonia z niespotykana
dotad szczegotowoscig. Ujawnito to cos
zaskakujgcego: elementarne punkty styku
obwodu mozgu, wyrostki kolczyste komo-
rek nerwowych, mogg pozornie poruszac
sie i zmienia¢ swoj ksztatt. ,W przysztosci
bardzo ostre nagrania na zywo moga nawet
pokaza¢, jak pewne biatka sg rozmieszczone
w synapsach” — powiedziat Hell. Dzieki ta-
kim coraz bardziej szczegotowym obrazom
naukowcy maja nadzieje lepiej zrozumiec
choroby, takie jak autyzm czy epilepsje,
poniewaz sg one oparte na wadliwym dzia-
taniu synaps. Mikroskopia STED jest szeroko
stosowana do badania prébek luminescen-
cyjnych o wysokiej rozdzielczosci prze-
strzennej znacznie ponizej bariery dyfrak-
cyjnej w biologii i medycynie. Dlatego
w konfokalnym  laserowym  mikroskopie

skaningowym probke wzbudza sie za po-
moca lasera impulsowego o ograniczonej
dyfrakcji, a nastepnie drugiego impulsu
laserowego w ksztatcie pierscienia, ktory jest
przesuniety ku czerwieni wzgledem widma
emisyjnego chromoforu (Ryc. 1).

Ryc. 1. Ograniczone dyfrakcyjne wzbudzenie z lasera SuperK (po lewej), ubytek w ksztatcie zblizonym do paczka
z lasera Katana-HP (centrum), super-rozdzielczy sygnat fluorescencji po wyczerpaniu (po prawej) [2]

Nowy ,,NEUROwymiar’” mikroskopii

Skanujacy laserowy mikroskop konfokalny
jest niezbedny i nieoceniony jako narzedzie
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neurobiologiczne lub neurobiomedyczne.
Mikroskopy konfokalne posiadaja wiele za-
let, miedzy innymi umozliwiajg pozyskanie
ultracienkich przekrojéw optycznych z pre-
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paratow (utrwalonych lub zywych). Tworze-
nie takich przekrojow pozwala na znacznie
doktadniejszg niz dotychczas obserwacje
struktury analizowanej probki, jak i uzyska-
nie obrazéw w postaci trojwymiarowej (3D)
rekonstrukgji. Obrazy standardowo sa zbie-
rane w trybie poklatkowym. Zbieranie obra-
zow odbywa sie w ustalonych odstepach
czasu inastepnie s3 one umieszczane
w pliku, ktory jest zwykle ogladany jako film.
Poczynito to znaczne postepy o wyobraze-
niu zycia komorki nerwowej lub morfologii
komorek glejowych. Przy obrazowaniu zy-
wych komorek nalezy zachowac szczegdlng
ostroznos¢, aby zachowac zywotnos$¢ ko-
morek na etapie mikroskopu. W zwigzku
z tym podczas procesu obrazowania nalezy
uzywac minimalnych mocy lasera, poniewaz
sg one szkodliwe. Wiekszos¢ nowoczesnych
systemow konfokalnych zostata znacznie
ulepszona w poréwnaniu z wczesniejszymi
modelami, a takze w potaczeniu z wysoka

przepustowoscig soczewki i jasniejszymi,
mniej fototoksycznymi barwnikami, te ulep-
szenia sprawity, ze analiza konfokalna zy-
wych komorek stata sie wyjatkowo prak-
tyczng opcja. Na uwage zastuguje fakt, ze
w efekcie rozwoju mikroskopii konfokalnej
powstata miedzynarodowa baza Neuro-
Morpho.Org. Jest to ogodlnodostepny spis
neuronéw  zrekonstruowanych  cyfrowo,
ktory wspodtpracuje z ponad 500 laborato-
riami na catym swiecie. Do zalet laserowego
mikroskopu konfokalnego nalezy zastoso-
wanie koherentnego Swiatta laserowego,
ktére umozliwia wybiorcze wzbudzanie
fluorescencji  poszczegdlnych  substancji,
oraz mozliwosci rekonstrukgji wyraznego
obrazu z catej objetosci szkietka, na pozio-
mie komorkowym (Ryc. 2) (Romanowska-
Pawliczek, 2010).

Ryc. 2. A-C Obraz synaps nerwowo-miesniowych szczura w mikroskopie konfokalnym, w matym (A) i duzym po-
wiekszeniu (B-C). Kolor czerwony — znacznik wtdkien nerwowych, kolor zielony — znacznik receptorow acetylo-
cholinowych, kolor niebieski — znacznik komorek glejowych [3]
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Czy 3D zdominowato obrazowanie?

Chociaz mineto ponad 100 lat od otrzyma-
nia Nagrody Nobla przez Santiago Ramoén 'y
Cajala za opracowanie ,doktryny neuro-
now”, wcigz brakuje nam informacji opisuja-
cych strukture 3D sieci neuronalnych. Do
dzisiaj to pozostaje wyzwaniem oraz jest
gtobwnym celem neuronauki, aby zrozumiec
zwigzek miedzy ztozonoscig architektury
mozgu, ktéra wymaga pomiaréw tkanki
bazujacych na obrazie, a jego funkcjonalno-
Scig w uktadzie nerwowym. Charakterystyka
i zrozumienie morfologii neurondw sg fun-
damentalnie wazne dla wyjasnienia zakresu
roznorodnosci neuronalnej. Na podstawie
literatury mozna wywnioskowa¢, ze $wiato-
we inicjatywy neurobiologiczne s3 nasta-
wione witasnie na zrozumienie ré6znorodno-
sci typodw komdrek nerwowych, jako krok
w kierunku wyjasnienia zwiazku miedzy
strukturg czy morfologig neuronéw a ich
funkgja. Jest to mozliwe dzieki obrazowaniu
za pomocg mikroskopii konfokalnej, ktéra
umozliwia uzyskanie wysokiej jakosci obra-
zow oraz ich konstrukcji w 3D (Jacob, 1990).
Obrazowanie trojwymiarowe jest zdecydo-
wanie korzystniejsze niz dwuwymiarowe,
poniewaz dostarcza doktadniejszych infor-
macji na temat badanej struktury. Jednakze
to obrazowanie wymaga uzupetniajacej
mocy komputerowej, zwtaszcza dla wyeks-
ponowania i interpretacji struktury. Neurony
majg posta¢ drzew aksonalnych i dendry-
tycznych. Ich nadrzednym elementem jest
cylindryczne odgatezienie. Ponadto w przy-
padkach, gdy neurony posiadajg ptaska
strukture, jak np. komorki zwojowe siatkow-
ki, to ich ujecie 3D umozliwia dokonanie
rozdziatu skrzyzowan cienkich segmentow
(Turner i in., 1999).

Zaleta mikroskopu konfokalnego
jest doktadna wizualizacja preparatow
w osiach X, Y oraz Z. Obraz powstaty w ten
sposdb pozwala na tworzenie tréjwymiaro-
wej rekonstrukcji badanej probki przy uzyciu
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takich programow jak Imaris czy Image Pro
Plus. Powstate rekonstrukcje moga zostac
poddane procesowi dekonwolucji w pro-
gramach Huygens lub AutoQuant, ktory
eliminuje zaktocenia obrazu wywotane fi-
zycznymi ograniczeniami optyki mikrosko-
powej, w ten sposéb stajg sie niemal rze-
czywistym  odzwierciedleniem  badanych
mikroskopijnych obiektow. Warto w tym
miejscu doda¢, ze mikroskop Leica TCS SP5
jest wyposazony w innowacyjny modut
STED umozliwiajacy obrazowanie z roz-
dzielczoscia w osiach XY ponizej 90 nm,
azatem ponad dwa razy wiekszg niz
w konwencjonalnych mikroskopach konfo-
kalnych. Pozwala to na doktadniejsza anali-
ze preparatow barwionych fluorescencyjnie,
m.in. szczegétowe pomiary ksztattu i lokali-
zacji wybarwionych struktur, a tym samym
bardziej precyzyjne okreslenie ich ko-
lokalizacji w preparacie (Ryc. 3). Natomiast
zdrugiej strony, przy badaniu duzych
obiektow biologicznych, mikroskop Leica,
dzieki zastosowaniu zmotoryzowanego sto-
lika, pozwala wykonac i potaczy¢ ze soba
w jedna cato$¢ obrazy z sasiadujacych ze
sobg pdl widzenia (Korczynski i in., 2013).
Pamietajmy jednak, ze nie wszystkie typy
mikroskopii moga by¢ wykorzystane w troj-
wymiarowym obrazowaniu, w zwigzku z tym
obrazowanie dwuwymiarowe w neurobiolo-
gii pozostanie cenne na dtugo.

Ryc. 3. Nurony korowe myszy z wybarwionymi
filamentami aktynowymi w stozkach wzrostu [4]
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Podsumowanie

Ostatnie kilka lat byto wyjatkowo owocne
dla rozwoju nowej mikroskopii. Nie ulega
watpliwosci, ze mikroskop konfokalny po-
siada przewage w obrazowaniu komorek
mozgowych nad konwencjonalnym mikro-
skopem optycznym, poniewaz umozliwia
ciecie i tworzenie trojwymiarowych (3D)
obrazéw. Ze wzgledu na te wyjatkowa ce-
che mikroskop konfokalny znajduje obecnie
szerokie zastosowanie w badaniach. W po-
wyzszej pracy staratam sie podkresli¢ wyjat-
kowe zalety mikroskopii konfokalnej ptyna-
ce z przetomowych badan ostatnich dekad
w celu lepszego zrozumienia mikrostruktury
neuronalnej i towarzyszacych im mechani-
zmow réznych waznych neurozjawisk.
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