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Zastosowanie mikrofotografii w biologii komorki

l. Wstep

Podstawowym medium percepcji otaczaigoswiata jest dla cztowieka zmyst
wzroku, czyli percepcja fal elektromagnetycznyatthagasci od ok. 460 nm do 650 nm. W
praktyce powoduje ta:e do naszej wiadondoi i wyobrazni najbardziej przemawiajobrazy.
Wystarczy przypomnig ze czym innym jest wycznie stowny opis wakacji, a czym innym
opis taki poparty stosownymi zgjami. Reguta ta ma oczywiste przednie na zasady
rzadzace prezentagjwynikéw naukowych. Odpowiednia wizualizacja danych
doswiadczalnych ma decydige znaczenie dla ich prezentacji i odbioru. FakEshbowiem,
ze, tak jak wzyciu powszednim, nic tak nie przemawia do naszejlwagni jak ,utrwalony”
obraz zjawiska, ktdre chcemy naukowo opisatego powodu, techniki fotograficzne g
na celu utrwalenie obserwacji naukowych grtak duze znaczenie.

Fotografia jestnetods rejestracji informacji definiowary jako odwzorowanie
obrazu na naniku otrzymanego w zakresie widma widzialnegaZ definicji tej wynika
konieczné¢ zapewnienia uegdzenia optycznego odwzorovwaggo obraz i przygotowanie
odpowiedniego nmika. Najpowszechniej stosowanym agzeniem odwzorowggym
obrazy jest oczywcie aparat fotograficzny, jednak w naukach biomedych podstawowym
narzdziem wizualizugcym pozostaje mikroskop (mikrofotografia). Ze walyl na nénik
fotografie podzielt mazna na kilka kategorii, ¥0d ktorych najwaniejsze to:

- fotografia czarno-biata wykorzystga jako nénik materiatyswiattoczute

oparte na halogenkach srebra gersgeipbraz w odcieniach sz&cn

- fotografia barwna wykorzystaga jako nénik materiatyswiattoczute oparte

na halogenkach srebra genecg obraz w naturalnych kolorach.

- fotografia cyfrowa wykorzystgga jako detektor uktady CCD, a jakosnik

pamkc¢ elektronicza.

Inne klasyfikacje: fotografia w podczerwieni, nauddicie itp.
1. Fotografia czarno-biata a fotografia barwna

Mimo lawinowego rozwoju technik fotografii koloroyvecyfrowej, klasyczna
fotografia czarno-biata pozostaje wicbardzo ayteczna w naukach éwiadczalnych.
Wynika to z jej stosunkowej prostoty, a co za tglnié maliwosci przeprowadzenia catego
procesu fotograficznego (w tym wywotania filmu obrenia odbitek) w warunkach prostego
laboratorium, bez konieczba korzystania z ustug specjalistycznych firm jakma miejsce
w przypadku fotografii barwnej. Oprocz aspektu fisawego, pozwala to unig@zmudnych
préb majgcych na celu optymalizacpzyskanego obrazu (pracownicy firm fotograficznych
znap zwykle standardowe oczekiwania klientow gtych wywotd zdjecia z wakacji lub
$lubu, natomiast trudno im utréfiv oczekiwania (dotycce np. jasn&i odbitki, rownowagi
kolorow itp.) osoby, ktéra chce uzyskbarwne zdjcia struktur subkomérkowych). Ponadto,
obecnie dogpne techniki digitalizacji obrazow pozwajaja efektywn obrobk: obrazow
czarno-biatych, w tym na ich koloryzacy tego wzgtdu zastosowanie klasycznej fotografii
barwnej, w tym ,barwnych” kamer CCD, ograniczado analizy preparatow wybarwionych
klasycznie np. preparatow histochemicznych, kt@&®&zgkdu na mniejsgzrozdzielczéé
maja dd¢ ograniczone zastosowanie w biologii komorki (sgcdeie w technikach
immunocytochemicznych).



2. Kryteria uzytecznaici materiatow fotograficznych w mikrofotografii

W mikrofotografii (w znacznie wkszym stopniu ri w fotografii amatorskiej)
decydujce znaczenie ma odpowiedni dobor parametrow ulkdadycznego i nénika
fotograficznego. Wynika to ze wspotzatesci m. in.

(a) miedzy apertug numerycza obiektywu a zdolnéria rozdzielca i giebia ostragci obrazu,
a take:

(b) zaleznosci migdzy czutdcia filmu, wielkoscia jego ziaren (wptywajca na zdolnéé
rozdzielca) i kontrastowécia. Parametry te powinny bydobrane przede wszystkim ze
wzgledu na wielka¢ fotografowanego obiektu, jego kontrastdwa take na sposéb
wizualizacji poszczegolnych struktur (np. barwiefhimrescencyjne)

ad. a. Zwykle obiektywy o wysokim pogkiszeniu (40-100x) charakteryzugic wysoky
apertug numerycza dochodzaca w przypadku obiektywdw imersyjnych do N=1.55. dde
powodu charakteryzaijsic one wysol zdolnacia rozdzielca, natomiast gibia ostréci w
przypadku tego typu obiektywow jest niska. Z kalbiektywy niskoaperturowe (zwykle o
mniejszym powgkszeniu (2-20x) majmniejsz zdolna¢ rozdzielca, ale weksz glebie
ostraci.

Oznacza toze, jeli chcemy sfotografow@obiekt o wymiarach ponej kilku
mikrometréw, powinnimy korzysta z obiektywow wysokoaperturowych. Musimy jednak
pamktac, ze preparat musisicharakteryzowaniewielka grubccia, w przeciwnym razie
obiekty znajdujce st poza (vaskim!!!) pasmem osti&ei beda zaburzaty obraz interesiggj
nas struktury. W przypadku koniecZoosfotografowania wikszych struktur np. komorek
lub ich zespotow lepiej jest korzysta obiektywdw o mniejszym powkszeniu, gdy
dysponujemy wtedy wkszym polem widzenia, obraz jest ostrzejszy ze yaigha wiksz
glebie ostraci, a zdolné¢ rozdzielcza nie ma znaczenia decydapo.

ad. b. W przypadku fotografowania obiektow fluoesszyjnych np. uzyskanych techaik
barwienia immunofluorescencyjnego, bardziej przgdatydag sie filmy wysokoczute.
Wynika to z faktu, 1 intensywné¢ emisji fluorescencji interesagych nas struktur jest
zwykle o wiele redow wielkasci mniejsza ni w klasycznej mikroskopii jasnego pola, co
prowadzi do konieczrigi dtugotrwatego (nierzadko minutowego)xngetlania btony
fotograficznej. Poniewabarwniki fluorescencyjne uleggjotodegradacii, zbyt dtugi czas
nawietlania mae skutkowa niewystarczajcym zaciemnieniem btony fotograficznej. Z tego
wzgledu w takim uktadzie tywa sk filméw wysokoczutych (ISO 800-3200), dki czemu
czasy te mgna znacznie skré€i Ponadto filmy wysokoczute charakteryzsje wicksza
kontrastowsécia, co dodatkowo pomaga w wizualizacji struktur subkokowych, a ich
zdolna¢ rozdzielcza, mimaze nizsza nk filméw niskoczutych jest wai wystarczajca.
Warto rownie nadmient, ze w mikroskopii fluorescencyjnej istotne pozostaje
wykorzystywanie obiektywow wysokoaparturowych, le@précz wysokiej zdolrsoi
rozdzielczej pozwalajna zebranie znacznie ¢kiszej ilgici emitowanegdwiatta, co z kolei
pozwala dodatkowo skréctzas néwietlania btony fotograficzne.

3. Proces fotograficzny



Na proces fotograficzny sktada giie¢ podstawowych etapow:

a) nawietlenie kliszy fotograficznej (powstanie obrazajonego)
b) wywotywanie filmu

c) utrwalanie filmu

d) ptukanie i suszenie

e) przygotowanie odbitek pozytywowych

ad. a. Btona fotograficzna sktada givykle z 4 komponentowzelatynowej warstwy
ochronnej, emulsgwiattoczutej, folii podt@owej (zwykle z tréjoctanu celulozybz
pochodnych) i warstwy przeciwodblaskowej. Z punkidzenia techniki fotograficznej
najistotniejsz funkcje petni emulsjagwiattoczuta, ktora jest zwykle zawiesirysztatkow
halogenkow srebra w roztworzelatyny. § to substancjéwiattoczute, ktére pod wptywem
krotkofalowegaswiatta widzialnego i ultrafioletu wydzielajmetaliczne srebro (proces
fotolizy). Ju krotkotrwate néwietlenie btony wywotuje niewidoczne dla oka zmiaktore
okresla sk jako powstanie obrazu utajonego.

ad. b. W procesie wywotywania ngstije dalsze wydzielanie srebra pod wptywem tzw.
wywotywacza tj. substancji redukigej, ktora dziata szybko w miejscachiweetlonych, a
nie dziata wcale 41z dziata wolno w miejscach nie svaietlonych. W miejscach silnego
naswietlenia wywotany obraz cechuje obeééaiaren czystego srebra, ktére w zalaci od
sity nawietlenia jawa si¢ jako ciemniejszednlz jasniejsze plamki. Wywotany obraz nosi
nazwe negatywu, ktory cechujegsodwréceniem skali tonalnej w stosunku do obrazu
rzeczywistego.

ad. c. W powstawaniu obrazu negatywowego bierzeauawykle ok. ¥4 halogenkow
zawartych w emulsji fotograficznej. Reszta, ktdmabrata udziatu w powstawaniu obrazu
jest zledna a nawet szkodliwa, gedynogtaby pod wptywem ekspozycji daiatto dalej
wydziela: metaliczne srebro, tym samym zamagwgbraz negatywowy. W kolejnym etapie
obrobki fotochemicznej natg wigc usuné niepotrzebne halogenki srebra. Proces ten
nazywamy utrwalaniem, a substancje powacdeljzmiag nierozpuszczalnych halogenkow
srebra w formy rozpuszczalne nasmzw; utrwalaczy. Najpowszechniej wykorzystywanym
utrwalaczem jest wodny roztwor tiosiarczanu sodanw@igS,03)

ad. d. Plukanie ma za zadanie ugam resztek wywotywacza i utrwalacza. Odbywaamio
zwykle w wodzie bigacej, w czasie ok. 20 min., w temperaturze pokojop@ czym klisze
Sa suszone na wolnym powietrzadi w specjalnych suszarkach.

ad. e. W celu otrzymania zdgja o tonach zgodnych z tonami fotografowanegoktbie
wykonuje s¢ odbitki pozytywowe. Przégie do pozytywu wykonuje siprzez kopiowanie
stykowe lub optyczne z wykorzystaniem pekgzalnika, ktéry umdiwia zmiarg wielkosci
obrazu fotograficznego. Zwykle do tego ceftywa sk papierow fotograficznych o #aej
czutdéci i kontrastowéci. Wywotywanie i utrwalanie odbitek pozytywowychdloywa s¢ w
Sposob analogiczny do wywotywania bton.

4. Fotografia cyfrowa
W ostatnich latach nagdit gwattowny rozwaoj technik fotografii cyfrowej. atorskie

aparaty cyfrowe stajsic coraz tasze, a elektroniczne uktady detekcji obrazu (CCivaz
czulsze i dysponuage coraz wiksz liczba elementowwiattoczutych co przektadagna



rozdzielczéé. Z tego wzgtdu, aparaty i kamery cyfrowe zyskupwniez coraz wegksze
zastosowanie w mikrofotografii. Ich zalgest maliwos¢ bezpdredniego uzyskania tatwego
w obrébce obrazu cyfrowego, bez koniecamdligitalizacji, ktéra zwykle prowadzi do utraty
czesci informacji; wysoka czule umazliwiajaca skrocenie czasu ekspozycji; orazzhiweos¢
praktycznie natychmiastowej oceny uzyskanego obidaminym ograniczeniem
zastosowania tej techniki pozoatajciaz ceny. Koszt nowoczesnej, chtodzonej (w celu
redukcji szuméw termicznych) kamery CCD z oprogramaiem przystosowanym do pracy
z mikroskopem w dalszymagu przekracza 50 000 ztotych.

Celem¢wiczenia kedzie zaznajomienie gz podstawowymi technikami mikrofotografii
czarno-biatej.

Il. Przebieg ¢wiczenia

1. Przygotowa preparaty ze skorki cebuli
lub naczynie z dowolnymi komorkami z hodowlivitro

(punkty 2-7 wykonuje Zespot I, w tym czasie zesholykonuje punkty 8-12)
2. Omowienie funkcji i widciwosci uktadu opartego na kamerze CCD podbnej do
odwrdoconego mikroskopu epifluorescencyjnego OlymMIB-2 i sprzzonej z

komputerowym uktadem akwizycji obrazu.

3. Umiesci¢ preparat ze skorki cebuli lub naczynie z komorkamstoliku mikroskopu i
ustawt ostra¢ przy obiektywie 10x w kontégie faz.

4. Przy pomocy programu komputerowego ,Pstryk” zélmrazy kilku regionow
preparatu w kontézie faz, a nagpnie w jasnym polu.

5. Operacje powtorzystosujc inne powgkszenia ( 10 x 1,5 i 20x lub 40x)

6. Poréwna jakaos¢ i wartas¢ informacyjra uzyskanych zdg.

7. Zrobi¢ zdjecie szkietka mikrometrycznego przy takich pekgzeniach przy jakich
fotografowano komorki.

8. Omowienie funkcji i wkaciwosci uktadu do mikrofotografii firmy Nikon (FX-35-DX)
sprzzonego z mikroskopem Leitz Orthoplan. (wykonuje rexjp Zespot Il)

9. Umiesci¢ preparat wybranych, utrwalonych i wybarwionychaguanio komorek (
HSF, HBF, XC, B16) na stoliku mikroskopowym i ustawstrag¢ wykorzystujc
obiektyw 25x w kontrécie faz

10.Przy pomocy uktadu do mikrofotografii Nikon sfotafpwat wybrane fragmenty
preparatu w ukfadzie kontrastu faz.

11.Przestawd uktad w tryb epifluorescencji.
12.Wykorzystupc rézne kanaty optyczne sfotografoivevybrany region preparatu w
kontracie faz i we fluorescencji wzbudzanej UV okaaattem zielonym.



13.Zrobi¢ zdjecie szkietka mikrometrycznego przy obiektywie 25x.

14.Po wykonaniu czynnigi opisanych w punktach 8-13, zesp6t Il wykonujgremsci w
punktach 1-7

15.Uzyskany film wywot& w ciemni fotograficznej i spoaglzic odbitki pozytywowe.

16. Okresli¢ dlugas¢ lub srednic; sfotografowanych komérek orazednice gder
komorkowych.
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