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Mikroskopia przyzyciowa (intravital microscopy) jest to stosunkowo mtoda, wcigz
rozwijajgca sie dziedzina obrazowania z zastosowaniem mikroskopii Swietlne;.
Jej gtbwnym zadaniem jest wizualizacja dynamicznych proceséw na poziomie
komérkowym i subkomdrkowym przebiegajgcych w réznych tkankach i organach w zywym
organizmie przy zachowaniu normalnych warunkéw fizjologicznych. Pierwsze obserwacje
dynamiki komorek przeprowadzano za pomocg mikroskopii szerokiego/jasnego pola,
studiujgc gtébwnie ruch komoérek w naczyniach krwionosnych, np. w miesniu dzwigacza
jadra u myszy lub szczurdéw, rejestrujgc obraz analogowymi kamerami video. W tym
rodzaju mikroskopii kontrast i rozroznienie obiektow uzyskuje sie na podstawie roznic
pochtaniana i rozpraszania swiatta, dlatego tez analizowana tkanka powinna by¢ mozliwie
jak najciensza i przepuszczalna dla swiatta. Dzieki tej technice zdefiniowano podstawowe
etapy migracji komorek z tozyska naczynia do tkanek, takie jak toczenie sie leukocytéw po
powierzchni srédbtonka czy ich adhezja do komoérek srédbtonka. Metoda ta nie ma jednak
szerszego zastosowania, poniewaz zdecydowana wiekszosc¢ tkanek i organdw z uwagi na
potozenie i wkasciwosci optyczne nie nadaje sie do tego typu mikroskopii. W konsekwencji
poszukiwano alternatywnych technik pozwalajacych uzyska¢ obraz z tkanek
nieprzezroczystych a jednoczesnie dajacych mozliwos¢ lepszej identyfikacji
analizowanych struktur.

Przetomem w rozwoju mikroskopii przyzyciowej okazata sie mikroskopia
fluorescencyjna, ktéra opiera sie na rejestrowaniu Swiatta emitowanego przez wzbudzone
odpowiednig diugoscia fali Swietlnej czasteczki fluoroforéw. Jest to aktualnie podstawowa
metoda w mikroskopii przyzyciowej, ktéra pozwala osiggngé wysoka rozdzielczos¢
obrazowania wykorzystujgc réznego rodzaju znaczniki fluorescencyjne oraz zjawisko
autofluorescencji  tkanek. W  przeciwienstwie do  przyzyciowej  mikroskopii
szerokiego/jasnego pola, ktéra do wytworzenia obrazu uzywa niespolaryzowane Swiatto
biate, mikroskopia fluorescencyjna najczesciej wykorzystuje swiatto laseréw o dtugosci fali
dostosowanej do spektralnych wtasciwosci wizualizowanych fluoroforéw. Zwykle
stosowane lasery emitujg Swiatto widzialne i podczerwone, przewaznie w zakresie
405-1000 nm (UV-VIS-IR). Penetrujgca tkanki wigzka lasera o dziataniu ciggtym
(w odréznieniu do pulsujacego) wzbudza wszystkie fluorofory na swojej drodze,
wiec zbierany sygnat emisji pochodzi z catej objetosci tkanki, ktéra podlegata naswietlaniu
(Ryc. 1). To powoduje, ze rejestrowany obraz jest rozmyty i nie mozna precyzyjnie
wskazac¢ przestrzennej lokalizacji obserwowanych obiektow. Zwiekszony kontrast
i rozdzielczo$¢ uzyskuje sie dzieki specjalnej przestonie konfokalnej, ktéra powoduje
odrzucenie $wiatta nie pochodzacego z ptaszczyzny skupiania swiatta. Mikroskopia
konfokalna pozwala wiec na rejestracje sygnatu z wybranej warstwy wewnatrz tkanki,
dzieki czemu wykonuje sie np. tréjwymiarowe rekonstrukcje obrazowanych tkanek
w wysokiej rozdzielczosci. Modyfikacjg tej techniki jest zastosowanie pulsujacego lasera
podczerwonego umozliwiajgcego ekscytacje dwufotonowa, ktéra polega na wzbudzaniu
jednej czasteczki fluoroforu przez dwa fotony o nizszej energii niz $wiatto emitowane.
Efekt ten ograniczony jest tylko do punktu ogniskowego obiektywu, w zwigzku z czym
fluorofory w pozostatych ptaszczyznach nie ulegajg ekscytacji i potencjalna
fototoksycznos¢ lasera jest znacznie ograniczona (Ryc. 1). Najwiekszg zaletg mikroskopii
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Ryc.1 Rodzaje fluorescencyjnej mikroskopii przyzyciowe;j.

dwufotonowej jest jednak gtebsza penetracja lasera podczerwonego do wnetrza tkanki
w porownaniu do laserow UV-VIS, ktére z uwagi na wiekszg energie fotonow tatwiej
ulegajg rozpraszaniu na strukturach tkankowych. W zalezno$ci od rodzaju tkanki dzieki
mikroskopii dwufotonowej mozna przeprowadzac¢ obrazowanie nawet na gtebokosci 1 mm
(przewaznie jednak 250 um), podczas gdy mikroskopia konfokalna z laserami UV-VIS
siega zazwyczaj nie gtebiej niz 80 um. Polepszenie detekcji sygnatu uzyskuje sie poprzez
obiektywy o wysokiej aperturze numerycznej, pozwalajgce efektywnie zbiera¢ emitowane
wielokierunkowe Swiatto, i stosowanie detektorow nowej generacji (fotopowielaczy
Ga-As-P) ze zwiekszong czutoscig. W konsekwencji obnizenie mocy lasera potrzebne;j
do wzbudzenia fluoroforéw przyczynia sie do zmniejszenia fototoksycznych efektow
zwigzanych z naswietlaniem tkanek, np. powstawania toksycznych wolnych rodnikow.
Przy zastosowaniu odpowiedniego skanera, ktory kieruje wigzka lasera w trybie
rezonansowym, co kilkakrotnie zwieksza predkos¢ skanowania, dtugos¢ kontaktu Swiatta
lasera z tkankg ulega znacznemu skroceniu i prowadzi do dalszego zmniejszenia
fototoksycznosci podczas obserwacji. Idealny mikroskop do badah przyzyciowych
powinien wiec by¢ wyposazony w kilka linii laserow z zakresu UV-VIS-IR dajgc mozliwo$¢
swobodnego wzbudzania fluoroforow o réznorodnych wiasciwosciach spektralnych.
Powinien tez posiada¢ bardzo czute detektory do rejestracji stabych sygnatow i szybki
skaner do obrazowania wydarzen rozgrywajacych sie z duzg predkoscig (np. ruch
komorek wewnatrz naczyn krwionosnych). Instrument powinien réwniez umozliwiaé tatwy
dostep i manipulacje przy obiekcie badan, jakim jest najczesciej mysz laboratoryjna
spoczywajgca na podgrzewanym stoliku mikroskopowym i podtgczona do aparatury



z anestezjg lub dodatkowych akcesoriow (np. stabilizatora ruchu organéw podlegajgcych
obserwaciji, respiratora).

Naswietlanie tkanek wigzka lasera generuje autofluorescencje. Ten rodzaj sygnatu
jest bardzo powszechny lecz mato charakterystyczny, przez co nie pozwala na
roznicowanie obrazowanych typow komorek. Wyjatkiem moga by¢ makrofagi, ktore
niekiedy identyfikuje sie na podstawie autofluorescencyjnych ziarnistosci. Dodatkowo
biatka strukturalne tkanek réwniez mozna obrazowaé¢ w oparciu o autofluorescencije
(elastyna) lub — przy zastosowaniu pulsujacego lasera podczerwonego — przez generacje
drugiej harmonicznej (kolagen). Endogenne fluorofory i sygnat drugiej harmonicznej sg
bardzo uzyteczne, poniewaz tworzg tto i kontekst dla dynamiki komérek. Uzyskanie
swoistego zrédta fluorescencji wewnatrz tkanek, ktore pozwolitoby na uwidocznienie
pozadanych struktur lub komorek, jest jednak wcigz wyzwaniem. W przypadku badan nad

Ryc. 2. Przyzyciowe obrazowanie limfocytéow CD4 i CD8 w sledzionie za pomoca
fluorescencyjnie znakowanych przeciwciat.

komérkami uktadu immunologicznego probuje sie je wizualizowac¢ in vivo na kilka
sposobow. Najprostszg metodg jest wyznakowanie analizowanej populacji komorek
poprzez wstrzykniecie wyznakowanego fluorescencyjnie przeciwciata rozpoznajgcego
swoiste antygeny powierzchniowe na badanych komorkach. W ten sposdb mozna np.
identyfikowac limfocyty CD4 i CD8 w krwiobiegu lub $ledzionie (Ryc. 2). Ograniczeniem tej
metody jest koniecznos¢ kontaktu analizowanych komoérek z krwig, wiec komorki
przebywajace poza naczyniami krwionosnymi, np. w wezle chtonnym, sie nie barwia.
Przeciwciata ulegajg takze internalizacji i degradacji wewnatrzkomoérkowej, dlatego ich
sygnat utrzymuje sie do kilku godzin. Ponadto przeciwciata niosg ryzyko sieciowania
i aktywacji receptoréw powierzchniowych, przez co moga zmienia¢ status badanych
komoédrek. Inng metoda wizualizacji komoérek uktadu immunologicznego jest izolacja
leukocytow z organizmu dawcy i ich znakowanie in vitro za pomocg odpowiednich
barwnikéw fluorescencyjnych, np. CFSE, CMRA czy SNARF-1. Wyznakowane komorki
wprowadza sie nastepnie do organizmu biorcy i analizuje ich ruchliwos¢ oraz



oddziatywania miedzykomorkowe w wybranym organie. Procedura ta, podobnie jak
znakowanie przeciwciatami, moze indukowa¢ zmiany w zachowaniu analizowanych
komorek. Poza tym barwniki sg stopniowo usuwane z cytoplazmy, wiec komérki mozna
obserwowac in vivo przewaznie nie dtuzej niz dwa dni. Odkrycie biatek fluorescencyjnych
I rozwoj inzynierii genetycznej pozwolity na wyznakowanie pozadanych populacji komoérek
poprzez endogenng ekspresje zielonego biatka fluorescencyjnego (GFP) lub jego
pochodnych (cyjanowe/CFP, zétte/YFP, czerwone/RFP) bez koniecznosci dodatkowych
manipulacji. Stworzone zostaty specjalne szczepy myszy, tzw. myszy reporterowe,
w ktérych poszczegolne typy komorek, definiowane na podstawie biatek
powierzchniowych lub czynnikdbw transkrypcyjnych, wytwarzajg duze ilosci biatka
fluorescencyjnego, dzieki czemu mozna $ledzi¢ ich los w organizmie przez caty okres
zycia komorkowego. Przyktadowo, komorki dendrytyczne, ktorych rolg jest prezentacja
antygenow limfocytom, obrazuje sie w myszy CD11c-YFP. Z kolei szczep LysM-GFP
zawiera fluorescencyjne neutrofile i makrofagi; natomiast komoérki T fluoryzujg w myszy
CD2-DsRed.

Mikroskopia przyzyciowa ma zastosowanie w réznych badaniach podstawowych
oraz w modelach wielu choréb, poniewaz pozwala na doktadng analize oddziatywan
komérkowych. W laboratorium kierowanym przez Dra Matthiasa von Herratha w La Jolla
Institute of Allergy & Immunology studiujemy mechanizmy rozwoju cukrzycy typu 1. Jedng
z wiodacych hipotez powstawania tej choroby jest blizej nieznana infekcja wirusowa
prowadzaca do aktywacji auto-reaktywnych cytotoksycznych komoérek T z linii CD8
i destrukcji wysp trzustkowych, ktére odpowiadajg za produkcje insuliny. Model, ktéry
stosujemy w naszych badaniach, jest oparty na genetycznie modyfikowanych myszach
wytwarzajgcych w wyspach trzustkowych biatko gp33 pochodzgce z wirusa limfocytarnego
zapalenia splotu naczynidwkowego i opon moézgowych (LCMV) pod kontrolg transgenu
— szczurzego promotora insuliny (szczep RIP-GP). Po infekcji LCMV swoiste dla wirusa
limfocyty T CD8 ulegaja aktywacji w wezle chtonnym pod wptywem oddziatywan
z komorkami dendrytycznymi, ktore prezentujg peptydy pochodzace z biatka gp33.
Zaktywowane limfocyty T CD8 migrujg to trzustki, gdzie po ponownym rozpoznaniu
peptydéw wirusowych na powierzchni komoérek produkujgcych insuling, uwalniajg czynniki
cytotoksyczne, ktére niszczg wyspy trzustkowe. W konsekwencji wydzielanie insuliny
ulega zatrzymaniu i mysz rozwija cukrzyce. Kluczowe etapy procesu chorobotwdrczego
zostaty zobrazowane za pomocag przyzyciowej mikroskopii dwufotonowej w oparciu
o technike preparaciji trzustki opracowang w naszym laboratorium. Byto to mozliwe dzieki
fluorescencyjnym szczepom myszy, w ktérych wyspy trzustkowe fluoryzujg dzieki
produkcji GFP lub jego pochodnych wytwarzanych pod kontrolg transgenicznego mysiego
lub szczurzego promotora insuliny. Ponadto, receptor komoérek T CD8, ktéry wigze sie
z peptydem pochodzacym z biatka gp33 zostat zklonowany, dzieki czemu stworzono
transgeniczne myszy (szczep P14), w ktérych wszystkie komérki T wytwarzajg ten
receptor. Szczep ten po skrzyzowaniu z myszami z powszechng ekspresjg biatka
fluorescencyjnego we wszystkich komorkach stuzy jako Zrodio  limfocytow
cytotoksycznych, ktére po przeniesieniu do myszy RIP-GP i ich infekcji wirusem indukujg
cukrzyce. Badania z roznych laboratoribw pokazujg, ze w trakcie rozwoju choroby
w wyspach trzustkowych dochodzi do akumulacji komorek T, ktore nie majg swoistego
receptora dla antygenow trzustkowych a ktére stanowig zdecydowang wiekszos¢ w
mikrosrodowisku wysp trzustkowych. Nasze obecne prace koncentrujg sie na prébach
zrozumienia mechanizmow pozwalajgcych tym nieswoistym limfocytom na penetracje
trzustki i ich potencjalnej roli w patogenezie cukrzycy typu 1. W tym celu oprocz
autoreaktywnych komérek P14 obrazujemy dodatkowo zachowanie komoérek T CDS8
rozpoznajacych peptyd nieistotny w tym modelu cukrzycy — modelowy peptyd z biatka jaja
kurzego — owalbuminy (Ryc. 3). Na obecnym etapie rozwoju technologicznego
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Ryc. 3. Infiltracja trzustki przez komérki P14 i OT-l w myszy RIP-GP 10 dni po
infekcji wirusem LCMV-OVA. Naczynia krwionosne zobrazowane fluorescencyjnym
dekstranem podanym dozylnie.

mikroskopia przyzyciowa nie jest w stanie uwidoczni¢ wszystkich typéw komorek, ktore
zasiedlajg trzustke lub do niej migrujg, dlatego tez opisang technike wizualizacji
oddziatywan komodrkowych in vivo tgczymy z klasycznymi metodami statycznej analizy
mikroskopowej na utrwalonych i wybarwionych immunofluorescencyjnie tkankach. Dopiero
takie potgczenie réznorodnych technik ma potencjat do petnej charakteryzacji procesu
chorobotwoérczego, dzieki czemu projektowanie nowych interwencji terapeutycznych
w cukrzycy typu 1 bedzie bardziej efektywne.



