Podstawy optyki

.1 Wlasciwosci falowe swiatla

Swiatlo jest niosaca energie fala, ztozong z pol: elektrycznego i magnetycznego. Fale
$wietlne stanowia niewielki fragment widma promieniowania elektromagnetycznego
w przedziale czestotliwoéci migdzy 4,310 a 7-10'* drgan na sekundg. Najwigkszg cze-
stotliwo$¢ rejestrowang przez oko ludzkie ma $wiatlo fioletowe, natomiast najmniejsza
czerwone. Dtugosci fal odpowiadajace temu zakresowi barw zawierajg si¢ w przedziale
400-750 nm. Fale $wietlne rozchodza si¢ w prozni ze stala predkoscia c, réwna
3-10® m/s. Wektory drgan natezenia pola elektrycznego - E, leza w plaszczyzZnie prosto-
padiej wzgledem plaszczyzny wyznaczonej przez wektory nat¢zenia pola magnetycz-
nego - M (ryc. 1). Wektory drgan E i M maja kierunki prostopadte do kierunku
wektora predkosci rozchodzenia si¢ fali, a zatem fala Swietlna jest fala poprzeczna.
Pole magnetyczne nie dziala na oko ludzkie, w zwigzku z tym mozna w uproszcze-
niu traktowac¢ $wiatlo jako wektor drgan natezenia pola elektrycznego. Dlatego dalsze
rozwazania beda dotyczyly tylko skladowej elektryczne;j fali elektromagnetyczne;.
Powstawanie $wiatla jest zwigzane z przeskokami elektronéw w atomie z wyzszego
poziomu energetycznego na nizszy. Przeskokowi elektronu na nizszy poziom energe-
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Ryc. 1. Wzajemnie prostopadie utozenie wektorow drgan natezenia pola elektrycznego (E) i magnetycznego (M) fali
elektromagnetycznej. Wektory majg kierunek prostopadty do kierunku rozchodzenia sie fali




tyczny towarzyszy emisja impulsu fali elektromagnetycznej, zwanego fotonem. Foton,
czyli kwant $wiatla, stanowi porcj¢ promieniowania elektromagnetycznego, ktdrego
energia jest proporcjonalna do czgstotliwosci promieniowania (E ~ v, poniewaz
E = hv, E - energia kwantu $wiatla, - stala Plancka, v - czestotliwos$é fali swietlnej).

Na obecnym poziomie wiedzy uwaza sig, ze $wiatlo ma natur¢ dwoista: falowa
i korpuskularng (kwantowa). W niektorych zjawiskach ujawnia swa nature falowa
(dyfrakcja, interferencja, dyspersja, polaryzacja, zalamanie i odbicie $wiatla), natomiast
w innych korpuskularng (zewngtrzny efekt fotoelektryczny).

1.2. Polaryzacja $wiatla

Wektory drgan natgzenia pola elektrycznego (E) i magnetycznego (M) fal $wietlnych
leza w r6znych ptaszczyznach, ale pozostaja stale pod katem prostym wzgledem siebie
oraz wzglgdem kierunku rozchodzenia sig fal. Liczba mozliwych ptaszczyzn drgan jest
nicograniczona. Jezeli zaden kierunek drgan nie jest wyrézniony, to fala jest niespola-
ryzowana. Jednak fale $wietlne s3 falami poprzecznymi i jako takie moga zostaé spola-
ryzowane. Jesli wektory drgan E leza tylko w jednej plaszczyznie (i towarzysza im
wektory drgan M wtedy takze w jednej plaszczyZnie, prostopadiej do plaszczyzny
wektoréw drgan E), to fala taka jest spolaryzowana liniowo (ryc. 2). Za plaszczyzng
polaryzacji przyjmuje si¢ plaszczyzng wektora drgan E.

Polaryzacj¢ $wiatla mozna uzyska¢, przepuszczajac fale swietlne przez polaryzator.
Po przejciu przez polaryzator nastgpuje uporzadkowanie kierunkow wektoréw drgar
E i zachodzg one juz tylko w jednej ptaszczyznie.
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Ryc. 2. Polaryzacja $wiatla. W $wietle niespolaryzowanym liczba mozliwych plaszczyzn wektora drgan pola elektrycz-
nego jest nieograniczona (dla uproszczenia przedstawiono tylko dwie plaszczyzny drgan wektordw natezenia pola
elektrycznego: poziomg i pionowa). Po przejsciu przez polaryzator drgania zachodzg tylko w jednej plaszczyznie — tu
pionowe;

1.}, Rozszczepienie Swiatla

Rozszczepienie $wiatla, czyli dyspersja, nastgpuje podczas przechodzenia §wiatla ztozo-
nego przez osrodki materialne (o$rodki przezroczyste). Przyktadem $wiatta zlozonego
jest $wiatlo biate, ktére przechodzac z jednego osrodka do drugiego, o innym wspdiczyn-
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niku zalamania, ulega rozszczepieniu na barwy sktadowe. Dzieje si¢ tak dlatego, ze
tylko w prdzni fale o r6znych dlugosciach (ktérym odpowiadaja rézne barwy) poruszaja
si¢ z jednakowa predkoscia ¢ (w prozni pr¢dkos¢ rozchodzenia si¢ fali nie zalezy od jej
czgstotliwo$ci). Natomiast w oSrodkach materialnych prgdkosS¢ rozchodzenia si¢ fali
swietlnej zalezy od jej dlugosci (a tym samym od czgstotliwo$ci) w ten sposdb, ze
im mniejsza jest dlugo$¢ fali tym wolniej porusza si¢ ona w o§rodku materialnym. Ré6z-
nicg predkosci fali Swietlnej w oSrodku i prézni wyraza si¢ za pomoca wspéiczyn-
nika zatamania n. Wspolczynnik ten zalezy od barwy swiatla (czyli od dlugosci fali swietl-
nej) przechodzacego przez ofrodek: wraz ze wzrostem diugoSci fali wspéiczynnik
zalamania maleje. Ciala bezbarwne najsilniej zalamuja $wiatlo fioletowe, a najstabiej —
czerwone.

Wspdiczynnik zatamania (n) jest zdefiniowany przez prawo zalamania, ktore méwi:
a) dla danych dwoéch osSrodkow stosunek sinusa kata padania («) do sinusa kata zalama-
nia (8) réwna si¢ stosunkowi predkosci rozchodzenia sig fali w o§rodku pierwszym do
predkosci rozchodzenia si¢ fali w oSrodku drugim; b) kat padania, kat zalamania i pros-
ta prostopadia do powierzchni granicznej leza w jednej plaszczyznie (ryc. 3).

Stata warto$¢ n dla danych dwoch osrodkéw i danego rodzaju fali to wspotczynnik
zalamania o§rodka drugiego wzglgedem pierwszego.

Podczas przechodzenia Swiatla przez soczewki, wchodzace w sktad ukiadu optycz-
nego mikroskopu, rdwniez zachodzi zjawisko rozszczepienia §wiatta. Wigzka Swiatta
biatego padajaca na soczewke obiektywu rozszczepia si¢ na barwy podstawowe. Ognis-
ka poszczegblnych barw znajduja si¢ w nieco innym miejscu osi optycznej. W soczewce
takiej, na przykltad, ognisko promieni czerwonych nie pokrywa si¢ z ogniskiem dla
§wiatta niebieskiego. Obraz, ktory powstaje po przejSciu Swiatla przez soczewke sktada
si¢ z wielu obrazdw barwnych, ktdre si¢ ze soba nie pokrywaja. To zjawisko jest przy-
czyng aberracji chromatycznej. W obiektywach mikroskopowych mozna t¢ wade skory-
gowaé, stosujac uktad soczewek wypuklych i wklestych o odpowiednich wspéiczynni-
kach zalamania §wiatta i wykonanych z odpowiednich materialéw. Najprostszy spos6b
usunigcia aberracji chromatycznej to zastosowanie dwoch soczewek, pierwszej skupia-
jacej i drugiej rozpraszajacej. Dzigki temu ogniska poszczegdlnych barw powinny zna-
lez¢ si¢ w tym samym miejscu. W praktyce korekcje aberracji chromatycznej mozna
uzyskaé tylko dla niektorych barw. W obiektywach achromatycznych korekcja odnosi
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Ryc. 3. W przypadku zalamania fal kat padania a jest
wigkszy od kata zatamania B, jezeli predkos$¢ fali c1
w osrodku pierwszym (1) jest wigeksza od predkosci c2
w o$rodku drugim (2)




sic do §wiatla niebieskiego i czerwonego. Lepszymi parametrami charakteryzujg si¢
obiektywy apochromatyczne, w ktorych korekeja odnosi si¢ do trzech barw: zottej, czer-
wonej i niebieskiej.

(4. Dyfrakcja i interferencja

Falowa natura $wiatla ujawnia si¢ podczas przechodzenia $wiatla przez niewielkie
szczeliny, otwory lub jesli $wiatlo natrafia na przeszkody. Gdy $wiatlo pada na prze-
szkode, cze$¢ fali zostaje pochionigta lub odbita, natomiast cz¢S¢ przechodzi przez
otwor w przeszkodzie (ryc. 4). Jesli otwor jest odpowiednio duzy w poréwnaniu
z dlugoscig fali, to przechodzace promienie $wietlne w zasadzie rozchodzg si¢ prostoli-
niowo. W tym przypadku na ekranie powstaje ciefi, a granica migdzy jasng i ciemng
czeicia obrazu jest wyraznie widoczna (ryc. 4a). Kiedy promienie $wietlne przechodza
przez waska szczeling (szerokosé szezeliny jest tego samego rzedu wielkosci co dlugosc
fali), uginaja si¢ i wiazka $wiatla sie rozszerza. Wskutek tego ostra granica migdzy jas-
nym i ciemnym obszarem obrazu ulega rozmyciu (ryc. 4b). Swiatlo rozprzestrzenia si¢
dajac jasne kolo, ktore tagodnie przechodzi w obszar ciemny. W ten sposdb $wiatlo
ulega ugieciu. Stopien ugiecia zalezy od dtugosci fali padajgcego Swiatta w stosunku do
rozmiaréw przeszkody.

Ugiecie fal swietlnych nie jest zjawiskiem pozadanym, gdy chcemy oglada¢ male
obiekty w mikroskopie. Jesli obiekt jest znaczaco wigkszy od dtugosci fali, ugigcie jest
stosunkowo stabe. Natomiast gdy wielkosci obiektow sa rzedu diugosci fali padajacego
na nie §wiatla, wtedy rozréznienie szczegdlow ich budowy staje si¢ trudniejsze
z powodu rozmywania si¢ ich brzegow. Jezeli za§ obiekty s mniejsze od dlugosci fali
padajacego $wiatla, to nie mozna w obiekcie dostrzec zadnych szczegoiow.

Interferencja fal $wictlnych (naktadanie si¢ fal o tej samej czgstotliwo$ci) powo-
duje ich sumowanie. W wyniku tego nast¢gpuje wzmocnienie fal w pewnych punktach
przestrzeni (ryc. 5a) oraz oslabienie, badz wygaszenie, w innych (ryc. 5b).

Ryc. 4. Ugiecie $wiatta podczas przechodzenia przez otwdr: duzy
(a) i maly (b) w poréwnaniu z dlugo$cig fali $wiatla. W pierwszym
przypadku powstaje wyrazny cien z niewielkim rozmyciem na brze-
gach. W drugim przypadku ugiecie $wiatla jest wyraznie widoczne,
brzegi powstajgcego cienia sg bardziej rozmyte (Hewitt, 2003;
zmienione)
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Energia elektryczna fali $wietlnej w ustalonym punkcie ro$nie i maleje na prze-
mian. Jesli drgania dwoch fal przebiegaja zgodnie, mowimy, ze fale $3 zgodne w fazie
(ryc. 5a). W tej sytuacji w kazdym punkcie energia elektryczna fal jednoczeénie ro$nie
albo maleje. Gdy w ustalonym punkcie przestrzeni pojawia sie jednoczes$nie dwie fale
Swietlne, dodaja si¢ na zasadzie superpozycji. Dodawanie sie dwéch fal o zgodnych
fazach i jednakowej amplitudzie daje fal¢ wypadkowa o tej samej czgstotliwosci, ale
o dwukrotnie wigkszej amplitudzie (ryc. 5a). Jezeli zas fale sa przesunigte o p6t dlugo-
Sci fali (fazy przeciwne), to nast¢puje ich catkowite znoszenie (oczywiscie jesli zatozyd,
z¢ majg jednakowa amplitude; ryc. 5b). W przypadku innego przesuni¢cia znoszenie
jest tylko czgsciowe.

Interferowac mogg tylko fale spojne (koherentne), tzn. pochodzace z identycznych
irédet promieniowania, a wigc o drganiach majacych ten sam lub podobny kierunek.
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Ryc. 5. Interferencia fal. Skrajne przypadki sumowania fal o zgodnych fazach (a) i fazach przesunigtych wzgledem sie-
bie o pot dlugosci fali (b). O falach zgodnych w fazie méwimy wtedy, gdy grzbiety (lub doliny) dwdch lub wigcej fal
dochodza do punktu ekstremainego w tym samym czasie. Fale majq fazy przeciwne, gdy grzbiety jedne; fali spotykajg
si¢ w tym samym czasie z dolinami drugiej fali




Podstawy mikroskopii

i Budowa mikroskopu $wietlnego

W kazdym mikroskopie $wietlnym mozemy wyrdzni¢ czgsci mechaniczne oraz optycz-
ne. Znajomo$¢ budowy mikroskopu éwietlnego (ryc. 6) oraz znajomosé biegu promieni
swietlnych w mikroskopie (ryc. 7) jest konieczna do prawidiowego postugiwania si¢

mikroskopem i wykorzystywania w maksymalnym stopniu jego mozliwosci.
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Ryc. 6. Podstawowe czesci mechaniczne i optyczne mikroskopu $wietinego (PZO, typ Biolar)
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Ryc. 7. Schemat biegu fal Swietinych w mikroskopie Swietlnym (Kedzia, 1980; Zmienione)

"/, Podstawowe Pojecia i wzory

Apertura numeryczna obiektywy

Zdolnosé rozdzielcza mikroskopu

Zdolno§é rozdzielcza

mikroskopu to najmnie
ktore dostrzegane 83 j

jsza odleglos¢ mi¢dzy dwoma punktami,
€szcze oddzielnie; Wyraza si¢ wzorem:

d= 24 _2nsinu
A A
d - zdolno§¢ rozdzielcza mikroskopu, 4 — diugosé fali swiatta uzytego do obserwacji,
A - apertura nhumeryczna obiektywu.
Najmniejsza odlegtos¢ dwoch punktéw, ktore mozemy jeszcze dostrzec jako
oddzielne w mikroskopie, mus;j mie

¢ wymiar réwny co najmniej dlugosci fali Swiatfa,
ktorym oswietlamy preparat. W Swietle Widzialnym granica ta wynosi 0,5 um,




0s optyczna Ryc. 8. Graficzne przedstawienie apertury numerycznej obiektywu.

obiektywu A - apertura numeryczna obiektywu, n — wspoiczynnik zalamania $wiatla
.. obiek miedzy preparatem a obiektywem, u — kat aperturowy, czyli kat miedzy
y DOiaE osig optyczng obiektywu a skrajnym promieniem wpadajgcym do

soczewki czolowej obiektywu
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A=n-sinu

Powigkszenie mikroskopu

Powickszenie mikroskopu to iloczyn powigkszen okularu i obiektywu oraz ewentualnie
powigkszen posrednich uktadéw optycznych (np. czasami powigkszenie daje nasadka
okularowa; wowczas warto$é jej powiekszenia jest podana w obszarze migdzy okula-
rami).
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P - powiekszenie mikroskopu, Py, — powigkszenie obiektywu, P — powigkszenie oku-
laru, fo— ogniskowa obiektywu, fox — ogniskowa okularu, / — dlugos¢ optyczna tubusu
w metrach

’. 3. Zasady pracy z mikroskopem

Ustawienie o$wietlenia wedtug zasady Kohlera umozliwia o§wietlenie preparatu spojna
i rownolegta wigzka $wiatla padajaca prostopadle na preparat. Ponadto ustawienie to
eliminuje §wiatlo rozproszone i ugigte na niejednorodnosciach preparatu poza polem
widzenia.

Ustawianie o$wietlenia wedlug zasady Kohlera

» Wigczy¢ zasilanie mikroskopu.

e ZnaleZ¢ ostry obraz preparatu (korzystajac ze §rub makro- i mikrometrycznej oraz
obiektywu powiekszajacego 10x lub 20x), czyli wyznaczy¢ plaszczyzng preparatu.

¢ Odwzorowa¢ obraz przystony polowej w plaszczyznie preparatu.

Do odwzorowania obrazu przystony polowej w plaszczyZnie preparatu (plaszczyzna pre-
paratu to takie polozenie stolika mikroskopowego wraz z preparatem w osi optycznej mikro-
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skopu, w ktorym obraz preparatu jest ostro odwzorowany, czyli dobrze widoczny) nalezy
zmniejszyé §rednice tej przystony tak, aby w obrazie mikroskopowym byto widac jej brzegi
(ryc. 9). Pokretto pozwalajace zmniejszy¢ Srednice przystony polowej znajduje si¢ albo z tylu,
albo z przodu podstawy mikroskopu zaleznie od jego konstrukcji (patrz ryc. 6). Jezeli brzegi
obrazu przystony polowej nie s3 ostre (ryc. 9a), to nalezy przesuna¢ kondensor w osi optycz-
nej mikroskopu (goéra-dof) w takie polozenie, w ktérym obraz przystony polowe;j jest ostro
odwzorowany na tle ostro odwzorowanego obrazu preparatu (ryc. 9c). Ponadto obraz
przystony polowej powinien znajdowaé si¢ w §rodku pola widzenia, co mozna uzyskac,
postugujac si¢ Srubami do centrowania kondensora (patrz ryc. 6).

Uwaga: Nalezy caly czas kontrolowa¢ odwzorowanie preparatu — musi by¢ widoczny
ostry obraz preparatu i rownoczesnie ostry obraz przystony polowej — jesli tak jest, to mozna
uznaé, ze odwzorowanie obrazu przystony polowej w plaszczyZnie preparatu jest prawid-
towe. Po wlasciwym odwzorowaniu obrazu przystony polowej w plaszczyZnie preparatu,
otwieramy ja tak, aby pole widzenia mikroskopu bylo cale oswietlone (eliminujemy w ten
sposob ewentualna aberracj¢ chromatyczng, ktéra moze pojawic si¢ w obrazie mikrosko-

powym).

+ Odwzorowa¢ obraz Zrodla §wiatta w ptaszczyznie przystony aperturowej kondensora.

Obraz przyslony polowej Obraz przyslony polowej odwzorowany prawidlowo,
odwzorowanej nieprawidiowo ale nieprawidlowo odwzorowany obraz preparatu

Obraz przystony polowej odwzorowany prawidlowo
na tle ostro odwzorowanego ohrazu preparatu

Ryc. 9. Niewtasciwe i wiaciwe odwzorowanie obrazu przysfony polowej w plaszczyznie preparatu (biale strzatki wska-
2ujg obraz brzegdw przyslony; strzatka czerwona wskazuje ostro odwzorowany obraz preparatu)




Aby odwzorowaé ostry obraz zrodia $wiatta (czyli ostry obraz widkien zarowki), nalezy
zamkna¢ przystone aperturowa kondensora, a nastgpnie przesungc oswietlacz tak (przesu-
wamy o$wietlacz wzdtuz osi podstawy mikroskopu, patrz ryc. 6), Ze na zamknigtej przysionie
aperturowej (ogladanej pod stolikiem mikroskopowym) widoczny jest ostry obraz wi6kien
zarowki. Po wykonaniu tej czynno$ci mozna otworzy¢ przyston¢ aperturowg kondensora
lub pozostawi¢ zamknigta. Decyzja zalezy od tego, jak bardzo skontrastowany ma byC
obraz mikroskopowy. Nalezy bowiem pamigtaé, ze rozwarto$¢ przystony aperturowej konde-
nsora wplywa na kontrast obrazu mikroskopowego — im bardziej zamknigta, tym kontrast
wigkszy.

W mikroskopach nowego typu zrodio $wiatla jest ustawione fabrycznie w optymalnej
pozycji i nie wymaga dodatkowej regulacji.

Uwaga: W mikroskopie intensywno$¢ oéwietlenia preparatu, a tym samym jasno§¢
obrazu mikroskopowego regulujemy potencjometrem znajdujacym si¢ przy zasilaczu (zalez-
nie od konstrukcji mikroskopu zasilacz moze by¢ odrgbna czgéciag wyposazenia mikroskopu
albo moze znajdowaé si¢ w podstawie mikroskopu). Nie nalezy zmniejsza¢ intensywnosci
oswietlenia, przesuwajac kondensor w osi optycznej mikroskopu! Prowadzi to bowiem do
rozregulowania ustawionego wczes$niej o$wietlenia wedtug zasady Kohlera.

W mikroskopach fluorescencyjnych nalezy kontrolowaé odwzorowanie Zrodia swiatla,
szczegblnie po zmianie zarowki (trwalo§¢ zarowek, wyrazona w godzinach, jest podana przez
producenta). Niestety, nie mozna podaé jednej zasady postgpowania w tym przypadku,
poniewaz kolejne czynnosci zaleza od konstrukcji mikroskopu i w zwiazku z tym nalezy
postepowac zgodnie z instrukcja uzytkowania danego typu mikroskopu.

Przedstawiona procedura ustawiania oéwietlenia wedtug zasady Kohlera odnosi si¢ do
mikroskopu takiego typu, jaki przedstawia rycina 6. Niemniej jednak w kazdym innym typie
mikroskopu obowiazuja te same zasady optyki.

Opis skrétéw umieszczonych na poszczegélnych czgsciach mikroskopu

Aby prawidlowo wykorzystywa¢ mozliwosci techniczne mikroskopu i jego ukiadow
optycznych, nalezy wiedzie¢, co oznaczaja symbole lub cyfry umieszczone na réznych
elementach danego mikroskopu. Szczegdlnie odnosi si¢ to do wlasciwosci okularow
i obiektywdw, poniewaz tylko wtedy, gdy zostang zestawione w odpowiedni sposob,
uzyska¢ mozna w mikroskopie powigkszenie uzyteczne, czyli takie powigkszenie,
ktore jest konieczne i wystarczajace do dobrego widzenia wszystkich szczegolow prepa-
ratu. Wiasciwy obraz mikroskopowy niekoniecznie uzyskuje si¢ wtedy, gdy zestawimy
ze soba maksymalnie powiekszajacy okular i obiektyw. Zazwyczaj uzyskuje si¢ wowczas
powi¢kszenie puste, czyli powigkszenie, w ktérym szczegdly obrazu s3 zamazane
i nieostre.

Kondensor

Na oprawie kondensora w poblizu jego soczewki czolowej umieszczona jest cyfra okres-
lajaca wartos¢ jego apertury numerycznej. Jesli kondensor jest immersyjny, to réwniez
ta informacja jest na nim umieszczona, na przyklad w postaci skrotu Ol ktory oznacza
immersje olejowa.
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Obiektyw

Pierwsza liczbg wygrawerowang na obiektywie jest jego powigkszenie (ryc. 10). Nastep-
nie podana jest warto$¢ apertury numerycznej obiektywu. Wartos¢ ta jest tym wigksza,
im wieksze jest powigkszenie obiektywu. Na podstawie wartosci apertury numerycznej
obicktywu (A4) mozna oceni, czy powickszenie mikroskopu jest wlasciwie dobrane, aby
uzyska¢ powigkszenie uzyteczne (T.). Mianowicie powigkszenie uzyteczne mikroskopu
powinno zawierac si¢ W przedziale 5004 < T', < 10004. Stosowanie powigkszen mikro-
skopu poza tymi granicami nie poprawia jakosci obrazu mikroskopowego, gdyz nie
mwicksza zdolnosci rozdzielezej mikroskopu. Oznacza to, Ze nie mozna zobaczy¢ wigk-
szej ilosci szczegdlow preparatu mikroskopowego, natomiast pogorszeniu ulega jakos¢
obrazu: maleje przedmiotowe pole widzenia, zmniejsza si¢ kontrast i ostro$¢ obrazu
drobnych szczegoiow.

Procz tego na obiektywie moze byC wygrawerowana informacja mowiaca o tym, do
jakiej techniki mikroskopowej przystosowany jest obiektyw (miejsce wykropkowane na
rye. 10). Skrot Ph oznacza obecnoé¢ plytki fazowej w obiektywie, a wiec mozliwos¢
pracy w technice kontrastu fazowego. Na polskich obiecktywach produkowanych przez
PZO (Polskie Zakiady Optyczne) mozna znalez¢ nieco inne skroty: PhA (kontrast
fazowy anoptralny), PhS (kontrast fazowy sadzowy), PhZ (kontrast fazowy zmienny).
skrot PI oznacza, ze w obiektywie znajduje si¢ pryzmat Wollastona. Takiego obiektywu
mozna uzy¢ do techniki polaryzacyjno-interferencyjne;j. Kolejna informacja to diugos¢
tubusu (podana w milimetrach), do ktorej dopasowany jest obiektyw. Jesli zamontu-
jemy dany obiektyw do mikroskopu o innej dtugosci tubusu niz podana na obiektywie,
spowoduje to niemozliwosc uzyskania ostrego obrazu mikroskopowego. Nastepna
informacja umieszczona na obiektywach to grubos¢ szkietka nakrywkowego, do ktorej
zostaly dopasowane parametry konstrukcyjne danego obiektywu. Jesli na obiektywie
wygrawerowano znak ,,—” oznacza to, ze obiektyw moze pracowa¢ z dowolnie grubym
szkietkiem nakrywkowym. Jesli jest wygrawerowana warto§¢ 0,17 (mm), to uzycie
grubszego szkietka nakrywkowego spowoduje pogorszenie jakosci odwzorowania
obrazu mikroskopowego. Szkietka mikroskopowe dostepne w handlu majg grubos¢
0,1-0,3 mm. Znane s3 dokladne wyliczenia odchylen od podanej na obiektywie gru-
bosci szkietka nakrywkowego dla obiektywow o roznych aperturach (np. w podrgczniku
Pluty Mikroskopia optyczna), przy ktorych odwzorowanie obrazu jest jeszcze poprawne.
Dodatkowo niektore obiektywy wyposazone s3 w pierscief moletowany (zabkowany),
ktorym mozna korygowa¢ polozenie jednej z soczewek obiektywu, aby optymalnie
dostosowaé obiektyw do rzeczywistej grubosci szkietka nakrywkowego.

powigkszenie apertura powigkszenie  apertura
obiektywu numeryczna obiektywu  numeryczna
\ / informacije \ / informacije
10/0,24 ......—  dodatkowe 100/1,3 Ol ...... — dodatkowe
160/ - 160/ 0,17
dlugo$¢  grubos¢ szkietka dlugoé¢  grubosé szkietka
tubusu nakrywkowego tubusu  nakrywkowego

Ryc. 10. Objasnienia informacji umieszczonych na obiektywach




Wskazéwka praktyczna: Jesli obraz mikroskopowy ogladany pod obicktywem - innym
niz powigkszajacy 10x — jest nieostry, a analizowany preparat jest trwaly, to (zanim uznamy, ze
mikroskop ulegt uszkodzeniu) nalezy przede wszystkim sprawdzié, czy preparat jest zwrocony
w strong obiektywu szkietkiem nakrywkowym, czy podstawowym. W wigkszosci przypadkow
nieostry obraz preparatu widziany w mikroskopie wynika z tego, ze preparat jest zwrocony do
obiektywu szkietkiem podstawowym. Dlaczego tak si¢ dzieje? Otoz obserwacje mikroskopowe
rozpoczyna si¢ od uzycia obiektywu powigkszajacego 10x, dla ktérego nie ma znaczenia grubosé¢
szkietka nakrywkowego. W zwigzku z tym nawet nieprawidiowe ulozenie preparatu szkietkiem
nakrywkowym do dotu nie wplywa na ostro§¢ widzenia preparatu. Natomiast dla kazdego
innego obiektywu (20x, 40x, 60x, 100x) prawidlowe ulozenie preparatu ma zasadnicze znacze-
nie, gdyz obiektywy te maja wigksza apertur¢ numeryczng i wymagaja cienkiego szkietka
nakrywkowego. Jesli wigc nie sprawdzili$my, jak jest polozony preparat na stoliku mikroskopo-
wym (szkietkiem podstawowym czy nakrywkowym w strong obiektywu), to nalezy to uczynic.
Zwykle okazuje sie, ze nieostry obraz jest spowodowany takim niedopatrzeniem.

Na obiektywie wygrawerowane sg rowniez informacje, czy obiektyw wymaga im-
mersji i jakiego rodzaju. Jesli na obiektywie wygrawerowany jest skrot OI, oznacza
immersje olejowa, skrot WI — immersj¢ wodna. Nalezy pamigtac, ze we wspolczesnych
mikroskopach nie tylko obiektywy powigkszajace 100x wymagaja immersji. Coraz czg$-
ciej obiektywy powiekszajgce 40x czy 20x rowniez jej wymagaja.

Immersja polega na tym, ze przestrzei zawarta miedzy soczewky czotowg obiek-
tywu a preparatem wypelniamy ciecza immersyjna, tzn. o duzym wspdiczynniku
zalamania $wiatta (wickszym od 1). Na przykiad n wody wynosi 1,33, za$ olejku immer-
syjnego 1,55. Zastosowanie immersji powoduje zwigkszenie zdolnosci rozdzielczej
mikroskopu. Poza tym, jesli stosujemy immersj¢, to do obiektywu wchodzg szersze
wigzki $wiatta i dzigki temu uzyskujemy lepsza jasno$¢ obrazu. Dzieje si¢ tak dlatego,

ze immersja zwicksza apertur¢ numeryczng obiektywu, a jasno$¢ obrazu w danym

powickszeniu jest proporcjonalna do kwadratu apertury.

W zwigzku ze stosowaniem immersji pojawia si¢ problem usuwania cieczy immersyjnej
z soczewki czotowej obiektywu. Niektorzy uzytkownicy mikroskopéw zalecaja alkohol ety-
lowy, inni benzen, jeszcze inni mieszaning alkoholu i eteru (stosunek objgtosciowy 1:1) czy
benzyne apteczng. Aby usuwanie olejku immersyjnego bylo bezpieczne dla obiektywu,
nalezy zastosowac ciecz zalecang przez producenta. Obiektywy sg zbiorem soczewek sklejo-
nych ze soba. Kleje moga by¢ rézne i tylko producent wie, jaki zostat uzyty. Jesli soczewki sg
sklejone balsamem kanadyjskim, to uzywanie ksylenu do usuwania olejku immersyjnego
doprowadzi z czasem do rozklejenia soczewek.

Okular i nasadka okularowa

Na okularze i coraz czg¢sciej rowniez na nasadce okularowej mozna znaleZ¢ informacje
o ich powigkszeniach.

7.4. Mikroskopia stereoskopowa

Stereoskopia jest cecha widzenia dwuocznego, dzigki ktérej odbieramy trojwymiaro- |
wos¢ i glebie naszego otoczenia (ryc. 11). Widzenie stereoskopowe wynika stad, ze .
jedno oko widzi przedmioty z nieco innej pozycji i pod nieco innym katem niz drugie
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Szczegdlowe wyjasnienie widzenia stereoskopowego mozna znalezé w podreczniku
Pluty Mikroskopia optyczna.

O stereoskopii mozna przekonac si¢ w nastgpujacy sposob: wyciagnac przed siebie palec
i umiesci¢ go na tle krawedzi stotu, nastgpnie popatrze¢ na palec tylko prawym okiem —
okaze si¢, ze palec widzimy na tle krawedzi stofu na lewo od miejsca, w ktérym widzimy go
dwojgiem oczu; jesli nastgpnie popatrzymy tylko lewym okiem, to okaze si¢, ze palec
widzimy przesunigty w prawo od tego miejsca.

Ryc. 11. Trojwymiarowos¢ i glebia obrazu zarodkéw soma-
tycznych Arabidopsis thaliana obserwowanych w mikroskopie
stereoskopowym

Analiza preparatow, w ktorej istotna jest obserwacja trojwymiarowosci obiektu
i jego grubosci, nie jest mozliwa bez mikroskopu stereoskopowego. Pozwala on widzie¢
przestrzennie dzigki temu, ze sklada si¢ (w najprostszym rozwigzaniu technicznym —
mikroskopie Greenougha) z dwoch prostych mikroskopéw pochylonych wzgledem sie-
bie pod odpowiednim katem. W mikroskopie stereoskopowym wystepuje uklad
optyczny ztozony z obiektywu i okularéw. Poniewaz w urzadzeniu tym musi powstaé
obraz prosty, rzeczywisty i powigkszony (w mikroskopie $wietlnym powstaje obraz
odwrocony, pozorny i powigkszony), obrazy posrednie tworzone przez parg obiekty-
wow w ich plaszczyznach obrazowych musza by¢ proste. Uzyskuje sie to za posrednic-
twem ukladu pryzmatdow (ryc. 12).

Obecnie najczgsciej stosowanym rozwigzaniem technicznym w mikroskopach ste-
reoskopowych jest budowa, na ktora sktada si¢ obiektyw czolowy i lunetki Galileusza
(ryc. 12).

Mikroskopy stereoskopowe ze wzgledu na duza odlegio$¢ robocza migdzy obiekty-
wem a obiektem umozliwiaja manipulacje i mikromanipulacje (za pomocg mikromani-
pulatorow) analizowanym materialem. Mozliwe jest ogladanie stosunkowo duzych
i grubych (nawet kilkucentymetrowych) obiektow.

Widzenie stereoskopowe

W przypadku pracy z mikroskopem lub stereomikroskopem niezwykle wazne jest takie
przygotowanie mikroskopu do pracy, aby zachowaé mozliwos¢ stereoskopowego widze-
nia preparatu (na przyklad: w Zle przygotowanym stereomikroskopie obraz obserwowa-
nej muchy bedzie plaski). Czgsto zdarza sig, ze pracujacy z mikroskopem wykorzystuje




Ryc. 12. Schemat biegu promieni $wietinych w mikroskopie stereosko-
powym z jednym obiektywem i lunetkami Galileusza (Pluta, 1982; zmie-
nione)

} okulary

pryzmaty

soczewki

lunetki Galileusza

obiektyw

preparat

tylko jeden z okularéw nasadki dwuocznej, poniewaz patrzac przez oba okulary, widzi
naktadajgce si¢ obrazy, a proba dostosowania rozstawu okularéw nasadki mikroskopo-
wej w dalszym ciggu nie pozwala na uzyskanie jednego obrazu. Tak dzieje si¢ wtedy,
gdy nasze oczy (nawet bez stwierdzanych przez okulist¢ przyczyn) nie widzg jednakowo
ostro. Zjawisko to wystepuje u bardzo wielu oséb i trzeba tylko wiedzie, jak ten pro-
blem rozwigzaé. Otéz najpierw nalezy znaleZé ostry obraz preparatu. Nast¢pnie
doktadnie ustawié ostro$¢ preparatu dla jednego oka za pomoca $ruby mikrometrycz-
nej mikroskopu. Nalezy to wykona¢ nast¢pujgco: patrze¢ w prawy okular prawym

okiem (lewe oko moze by¢ zamknigte) i za pomoca $ruby mikrometrycznej mikroskopu
ustawi¢ maksymalnie ostry obraz preparatu dla prawego oka. Nast¢pnie patrzac w lewy

okular lewym okiem ustawi¢ ostro$¢ preparatu dla lewego oka za pomocg §ruby mikro-

metrycznej okularu. Jesli te dwie czynno$ci zostang wykonane poprawnie, to wystarczy

dopasowac rozstaw nasadki okularowej do rozstawu oczu.

Osoby, ktore do tej pory wykorzystywaly tylko jeden z okularéw mikroskopowych
maja trudnosci z uzyskaniem pojedynczego obrazu preparatu, nawet jesli dobrze wyko-
naly opisane czynnosci. Problem wynika z braku umiej¢tnosci dopasowania rozstawu
nasadki do rozstawu oczu, glownie dlatego, ze nie majac wprawy w pracy z mikrosko-

pem niektore osoby zbytnio zblizaja oczy do okularéw. Osobom takim mozna jednak |
pomoc. Stojae przodem do nich i widzac ich Zrenice oraz §wiatlo wychodzace z okula- |
row mikroskopu nalezy tak dopasowa¢ rozstaw nasadki okularowej, aby $wiatlo padalo |

na zrenice obserwatora.

2.5. Mikroskopia ciemnego pola

Technika ciemnego pola polega na tym, ze do obiektywu dochodza tylko promieni
ugiete i rozproszone na preparacie. Natomiast te promienie, ktore wyjda z kondensor
i przejda przez preparat bez ugigcia i rozproszenia, nie wchodza do obiektywu. Konsek
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Ryc. 13. Zasada mikro:
(http:/mww.rut.rice.edu/
~ Zmienione)
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Mikroskopia fluorescencyjna

Mikroskopia fluorescencyjna opiera si¢ na regule Stokesa mowigcej, ze pasmo fluores-
cencji jest przesunigte wzglgdem $wiatta wzbudzajacego w kierunku wigkszych dlugo-
§ci fal.

] b5

Podstawowe terminy

Luminescencja (jarzenie, zimne $wiecenie) to promieniowanie, ktorego energia
powstaje kosztem innych rodzajow energii niz energia cieplna. Promieniowanie to jest
wysylane podczas przejicia atomow lub czasteczek ze stanu wzbudzonego do stanu
podstawowego. Zaleznie od rodzaju energii wzbudzajacej wyroznia sig:

« fotoluminescencj¢ (fluorescencja, fosforescencja),

¢ chemiluminescencjg,

+ elektroluminescencjg,

* tryboluminescencj¢ (wzbudzana energia mechaniczng).

W badaniach biologicznych wykorzystuje si¢ zjawisko fluorescencji (luminescencja
typu fotoluminescencji), ktore polega na emitowaniu $wiatla o okreslonej diugosci fali
pod wplywem (i tylko w trakcie trwania) absorpcji promieniowania pochodzacego
z obcego Zrodia.

Fluorescencja jest $wieceniem krotkotrwalym, a czas jej trwania zawiera si¢ W prze-
dziale 10-1°-10- s. Dlatego tez jej ga$nigcie obserwowane golym okiem wydaje si¢ row-
noczesne z przerwaniem wzbudzenia. Fluorescencja jest wynikiem zmian energii we-
wnatrz atomow lub czasteczek danej substancii.

Fosforescencja rozni si¢ od fluorescencji _bezwladnoscia”. Oznacza to, Ze emisja
swiatla fosforescencyjnego zaczyna si¢ dopiero po pewnym czasie od wzbudzenia
i moze trwa¢ nawet przez kilka dni. Fosforescencja jest wynikiem zmian energii mi¢dzy
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czasteczkami danej substancji. Przykladem fosforescencji sa tarcze zegarkow Swie- Emisja

cacych w ciemnosci lub lepkie roztwory i niektore ciala stale, jak na przykiad siarczki
ziem alkalicznych. St'an "
Luminoforem nazywamy substancjg, ktora emituje éwiatlo wzbudzone przez e
dzialajaca na nig energi¢ $wietlna. Niektore luminofory mozna stosowaé jako znaczniki rochro
preparatow biologicznych i nazywamy je wtedy fluorochromami. Fluorochromy, podo- NELO |
bnie jak barwniki histologiczne, moga odznacza¢ sig swoistoscia, o pozwala identyfiko- EnEIp!
waé coraz wigcej substancji wystgpujacych w komorkach. gjz;‘
tym di
Powstawanie fluorescencji nego (
Foton o energii hvex jest dostarczany przez zewngtrzne zrodio energii, ktorym
w mikroskopie fluorescencyjnym jest odpowiednie srodlo éwiatla. Energia fotonu jest
absorbowana przez elektrony fluorochromu (dla przejizystosci opisu w dalszej czesci 4.2
bedzie uzywane stowo fluorochrom, ale wszystkie opisane zjawiska 0dnosza si¢ takze fluo
do innych substancji, ktore maja zdolno$¢ do fluorescencji, w tym do autofluorescencii)
i powoduje ich przejécie na wyzszy poziom energetyczny. Proces ten okre$lmy mianem Podst:
wzbudzenia (ryc. 27 etap 1). Stan wzbudzenia fluorochromu jest bardzo nietrwaly o Fxb
(1-10 nanosekund). W tym czasic czasteczki fluorochromu ulegaja zmianom konfor- W
macyjnym, jak rowniez moga wchodzi¢ w interakcje z otaczajacymi je czasteczkami., wych i
Wskutek tego procesu energia S,', ktorg elektron czasteczki fluorochromu uzyskuje na nych |
skutek wzbudzenia, ulega czgsciowemu rozproszeniu, a elektron przechodzi do stanu Si majar
czyli singletowego stanu wzbudzenia elektronu (ryc. 27 etap 2; odpowiadajacy temu sta- cencji
nowi poziom energetyczny — to poziom singletowy). Oznacza to, ze elektron prze- majg
chodzac ze stanu podstawowego do wzbudzonego nie zmienia swojego spinu na prze- podcz
ciwny i suma spinow elektronu wzbudzonego i jego partnera W stanie podstawowym $wiatl
pozostaje rowna zeru. Drugg konsekwencja jest to, ze nie wszystkie elektrony czaste- rtecio
czek fluorochromu poczatkowo wzbudzone na skutek absorpcji fotonu, powracajg do obudc
stanu podstawowego emitujac $wiatto (fluorescencjg). nowe
Spin charakteryzuje moment pedu elektronu obracajgcego si¢ wokot wiasnej osi i moze ale do
przybierac jedna z dwoch wartosci (+'/2) Tub (='/2). ~ Cyanal
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Ryc. 27. Powstawanie stanu wzbudzonego fluorochromu przez
absorpcje energii fotonu hvex (etap 1) oraz emisja fluorescenci
o energii hvem (etap 3). Dalszy opis W tekscie
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Emisja fluorescencji

Stan wzbudzenia elektronu jest bardzo nietrwaly. Elektron szybko pozbywa si¢ nad-
miaru energii. Foton o energii hvem (ryc. 27 etap 3) jest emitowany, kiedy elektron fluo-
rochromu (lub substancji zdolnej do autofluorescencji), powraca ze stanu wzbudzo-
nego (singletowego) do stanu podstawowego. Na skutek czgsSciowego rozproszenia
energii w czasie trwania elektronu w stanie wzbudzenia, energia fotonu emitowanego
przez elektron powracajacy do stanu podstawowego jest mniejsza. W zwigzku z tym fala
$wiatla emitowanego jest dluzsza niz fala Swiatla wzbudzajgcego (im mniejsza energia
tym dtuzsza fala). R6znica w energii czy dtugodci fali fotonu wzbudzajacego i emisyj-
nego (hvex — hvem) jest okreslana jako reguta Stokesa.

4. Budowa i zasada dzialania mikroskopu
fluorescencyjnego

Podstawowymi elementami mikroskopu fluorescencyjnego sa (ryc. 28):
» Zrodlo §wiatta

W mikroskopach fluorescencyjnych uzywa si¢ wysokocisnieniowych lamp rtecio-
wych i ksenonowych, lamp halogenowych oraz §wiatla laserowego. Kazda z wymienio-
nych lamp ma inng charakterystyke spektralng. Wysokoci$nieniowe lampy rtgciowe
majg nieciggle widmo promieniowania i mozna je wykorzysta¢ do wzbudzania fluores-
cencji $wiatlem nadfioletowym, fioletowoniebieskim oraz zielonym. Lampy ksenonowe
maja ciggle widmo emisji §wietlnej, ktore zawiera malo nadfioletu, ale duzo bliskiej
podczerwieni. Tego typu lampy s3 wykorzystywane do wzbudzania fluorescencji
¢wiattem niebieskim. Jezeli mikroskop jest wyposazony w wysokociSnieniowa lampg¢
rteciowg, nalezy pamigta¢ o zachowaniu zasad bezpieczenstwa. Nie wolno otwiera¢
obudowy lampy w czasie jej pracy lub gdy nie jest jeszcze wychtodzona. Lampy haloge-
nowe to lampy zarowe i ich widmo jest ciggle. Widmo takiej lampy ma mato nadfioletu,
ale dobrze si¢ sprawdza we wzbudzaniu fluorochromu FITC (ang. fluorescein isothio-
cyanate, izotiocyjanian fluoresceiny). Swiatto laserowe oméwiono w rozdziale 7.1.
* Filtry cieplne

Znajduja si¢ migdzy zrodlem $wiatla a kolejnym elementem optycznym mikro-
skopu. Ich funkcja polega na pochtanianiu promieniowania czerwonego i podczerwo-
nego. Dzigki temu zaréwno uklad optyczny, inne filtry, jak i preparat sg zabezpieczone
przed przegrzewaniem w trakcie pracy mikroskopu.
¢ Filtry wzbudzajace

Maja za zadanie przepuszczac tylko fale Swietlne takiej diugosci, jaka jest potrze-
bna do wzbudzenia fluorescencji w badanym preparacie.
* Filtry zaporowe

Ich zadanie to odcinanie $§wiatla wzbudzajacego od fluorescencyjnego. Bardzo
czgsto $wiatlo wzbudzajace to promieniowanie UV (nadfioletowe), ktdre jest szkodliwe
dla wzroku obserwatora.

W mikroskopach fluorescencyjnych mozna prowadzi¢ obserwacje oswietlajac pre-
parat od dolu przez kondensor (o$wietlenie typu dia) lub od gory przez obiektyw




(o$wietlenie typu epi). Mozna réwniez korzystaé z obu typow oéwietlenia jednoczesnie.
Z punktu widzenia powstawania obrazu mikroskopowego nie ma tu zadnej roznicy,

gdyz §wiatlo docierajace do preparatu ma za zadanie tylko wzbudzenie fluorescencji

i jako takie nie bierze udzialu w powstawaniu obrazu preparatu. Obraz preparatu
ali tego $wiatla jest

powstaje tylko z udziatem $wiatla fluorescencyjnego, a dtugos¢ f
zawsze wicksza od diugosci fali $wiatla wzbudzajacego fluorescencje. Dlatego tez
mikroskop fluorescencyjny musi mie¢ zrodio $wiatta bogate w krotkofalowe promienio-
wanie §wietlne: nadfioletowe, fioletowoniebieskie i zielone.

Zwyczajne szklo optyczne bardzo mocno pochlania nadfiolet. Wobec tego fluores-
cencja w UV wymaga optyki kwarcowej, przepuszczalnej dla UV, na calej drodze
swiatla wzbudzajacego, tj. od sr6dia éwiatta az do szkietka podstawowego wlacznie.
Fluorescencja wzbudzona przez UV jest $wiatlem widzialnym, dlatego wszystkie ele-
menty optyczne znajdujace si¢ na jej drodze, od szkietka nakrywkowego do okularu, nie g:

muszg by¢ wykonane ze szkla kwarcowego. ,
aut
& ce

1oy

okular

filtry
wzbudzajace

filtry
zaporowe

zwierciadio
dichroiczne

rozszczepiajace
wiazke

2rédio
Swiatla

Fhu
chi

soczewka
obiektywu

preparat

orescencyjnym z oswietleniem preparatu przez obiektyw

Ryc. 28. Schemat biegu promieni $wietinych w mikroskopie flu

(o$wietlenie typu epi) (Alberts i in., 2005; zmienione)

4 % Autofluorescencja

Niektore skladniki komorki oéwietlone $wiatlem o okreslonej diugosci fali moga emito-

waé swiatlo widzialne. Zjawisko to nazywamy autofluorescencja lub fluorescencja pier-
wotna. W komorce ro$linnej bardzo cz¢sto wystepuje autofluorescencja roznych sub-
stancji, na przyklad chlorofilu (ryc. 29) czy skfadnikow $cian komorkowych, takich jak

lignina.

Autofluorescencja z jednej strony jest ni
komorek, ale z drugiej (szczegdlnie wtedy, g
kiopotliwa. Dlatego czasami nalezy uzy¢ wygaszaczy. W celu wygaszenia autofluorescen
cji Scian komorkowych nalezy przeprowadzi¢ reakcje PAS lub zastosowac biekit tolui
dyny (rozdz.7.4.1).] eéli materiat byl utrwalony w aldehydach, to bedzie wykazywal siln

ezwykle przydatna w analizie struktury
dy uzywamy fluorochroméw) moze by¢
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Ryc. 29. Przekrdj poprzeczny przez mioda lodyge wierzby. Czerwona autofluorescencija chlorofilu w chloroplastach.
Skala 20 pm

autofluorescencje, poniewaz aldehydy tacza si¢ z biatkami i aminami. Poza tym utrwala-
cze aldehydowe moga niespecyficznie wigza¢ rézne fluorochromy. W tych przypadkach
rowniez trzeba zastosowa¢ odpowiednie procedury, ktore usung autofluorescencje.

Barwa autofluorescencji danej substancji moze si¢ zmieniac zaleznie od pH srodo-
wiska lub zastosowanej dtugosci $wiatta wzbudzajacego. Na przyktad autofluorescencja
ligniny pod wptywem $wiatla wzbudzajacego 330-380 nm ma barwg niebieska, za$ pod
wplywem $wiatla o dtugosci 488 nm ~ zielong.

4.4. Fluorochromy i bialka zielonej fluorescencji

Fluorochromy to substancje wykazujace zjawisko fluorescencji. Wykorzystanie fluoro-
chroméw oraz mikroskopii fluorescencyjnej i laserowej stalo si¢ obecnie rutynowa
technika w badaniach budowy i funkcji komorki. NajczeSciej uzywane w badaniach
komoérki rolinnej fluorochromy oraz ich charakterystyke podano w tabeli 1.

Omawiajac metody fluorescencyjne w badaniach komorki roSlinnej, trzeba wspom-
nie¢ 0 wykorzystaniu biatka zielonej fluorescencji (GFP, ang. green fluorescent pro-
tein). Biatko to zostalo wyizolowane z meduzy Aequorea victoria. We wngtrzu tego
biatka znajduja si¢ trzy aminokwasy (Ser-Tyr-Gly), tworzace fluorofor. Aminokwasy te
ulegaja cyklizacji i dehydratacji, co prowadzi do powstania fluoryzujacego ukiadu
sprzgzonych wigzaf podwojnych. W warunkach naturalnych (omawiane procesy
zachodza w malych narzadach $wietlnych znajdujacych si¢ na brzegu parasola meduzy)
GFP znajduije sie w bliskim sasiedztwie innego biatka — akworyny. Akworyna po stymu-
lowaniu jonami wapnia wykazuje luminescencj¢ w zakresie $wiatla niebieskiego.
Swiatlo emitowane przez akworyng moze by¢ absorbowane przez GFP i konwertowane
na $wiatlo zielone. Wykazano, ze in vivo oba bialka znajduja si¢ na tyle blisko, ze
dochodzi do rezonansowo-bezpromienistego transferu energii (zjawisko FRET; ang.
fluorescence resonance energy transfer).

Zalety GFP:
* jest niezwykle stabilne (denaturacji ulega dopiero w temp. 90°C i wytrzymuje zmiany

pH od 4 do 12);

* moze by¢ syntezowane w komorkach organizmu bgdacego celem badania;




e ma mala cytotoksycznoéé;

Blakni

e niec wymaga kofaktoréw, biatek towarzyszacych 1 ATP; Bkl
o sprawdza si¢ jako gen reporterowy, stuzacy do badania aktywnosci promotorow Proces
i wydajnosci transfekcji komorek; Eoniy
o mozna tworzy¢ biatka fuzyjne zlozone z GFP i wybranego biatka, co pozwala zlokali- przedh
zowac analizowane biatko oraz §ledzi€ jego losy pod wplywem roznych czynnikow. liza pr
GFP zmodyfikowano genetycznie, co rozszerzylo jego wykorzystanie. Przeprowa- nym p
dzono mutacjg, ktora zwickszyla wydajnos¢ fluorescencji, a powstale biatko okresla si¢ i
mianem EGFP (ang. enhanced green fluorescent protein). Wprowadzono rowniez Ktére
mutacje powodujace zmiany W dtugosci swiatta emitowanego przez GFP. Dysponujemy W g
obecnie GFP $wiecacymi na niebiesko (BFP), cyjanowo (CFP), z6lto (YFP) i czerwono
(RFP). Tak zmodyfikowane GFP pozwalaja rownoczesnie éledzi¢ losy 1 wzajemne
oddziatywania kilku roznych substancji wystc;pujqcych w komorce. 4.3
4 5.
Tabela 1. Przyklady fluorochroméw i ich charakterystyka 4 5 1
Fluorochrom Zastosowanie Maksnmg.m Ma!(g!mum Banws : wlas
absorpcji (nm) emisji (nm) fluorescencyjna l sia1
Oranz akrydyny do ONA selektywny, niespecyficzny fluorochrom 502 525 zielona
do DNA Bleki
Oranz akrydyny do RNA selektywny, niespecyficzny fluorochrom 460 650 czerwona Prost
do RNA sodu
Qranz akrydyny kutyna i lignina 510-560 580 z0ita v
DAPI tworzy fluorescencyjne kompleksy 344 449 niebieska cy] ne
2 sekwencjami bogatymi w pary AT
w dwuniciowym DNA; zwlaszcza do w fo
utrwalonych komorek (ryc.
Hoechst 33342 zasada dzialania podobna do DAPI, 340 450 niebieska
mozna stosowac do komorek
nieutrwalonych
Fluoresceina i jej okreslanie pH W komdrkach, test 485 527 zielona
pochodne (w tym FITC) zywotnosci komorek, analiza
transportu symplastowego
Rodamina 123 specyficzna dla mitochondriow, 485 530 czerwona
poniewaz jest kationowym parwnikiem
akumulowanym przez ujemnie natado-
wane kompartymenty komérkowe
Alexa Fluor 405 mozna koniugowac z r6znymi biatkami 401 421 niebieska
Alexa Fluor 488 mozna koniugowac Z faloidyna 495 519 zielona
i analizowac cytoszkielet aktynowy
jub z innymi biakami
Alexa Fluor 647 mozna koniugowac z roznymi biatkami 650 668 czerwona Bi
Texas red (TR) sluzy do wykrywania rdznych struktur 595 615 pomaranczowa . Si
Jub procesow komdrkowych
ze wzgledu na mozliwo$¢ koniugaci,
na przyklad z biatkami
DIOC retikulum endoplazmatyczneé 483 600 pomaranczowa
Blekit aniliny wykrywanie kalozy 330-380 420 niebieska
Kalkofluor wykrywanie celulozy 365-410 420 niebieska




