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STRESZCZENIE

ikroskopia CARS (ang. Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) jest metoda pozwa-

lajaca na kontrastowe obrazowanie niewybarwionych probek: zar6wno preparatow
biologicznych jak réwniez prébek w przemysle spozywczym lub kosmetycznym. W mi-
kroskopii tej swiatlo z zakresu bliskiej podczerwieni generowane przez laser wchodzi w
interakcje z wibrujacymi czasteczkami w probce, co powoduje zmiane ich energii i emisje
sygnalu CARS. Sygnat ten jest wykorzystywany do specyficznej wizualizacji r6znych frakcji
czasteczek w preparacie, dzieki temu mozemy bada¢ morfologie probki jak i analizowac
jej sklad. W niniejszym artykule pokazujemy niektére zastosowania metody obrazowania
CARS: obrazowanie kropel tluszczu wewnatrz komérek ludzkiej linii HaCaT oraz analize
skladu produktéw kosmetycznych. Mozliwo$é wykonywania tréjwymiarowych rekonstruk-
¢ji niewybarwionego materialu, jak rowniez weryfikacji jego skladu chemicznego, otwiera
dla mikroskopii CARS droge do wielu innych zastosowai w biologii i medycynie.

WPROWADZENIE

~Musisz z catych sit biec, aby pozosta¢ w tym samym miejscu. Aby posuwaé
sie naprzod, trzeba biec dwa razy szybciej”, te ciekawe stowa Czerwonej Kré-
lowej z ksiazki , Alicja po drugiej stronie lustra” sa aktualne nie tylko w ksigz-
kowej Krainie Czaréw Lewisa Carrola, ale znajduja réwniez potwierdzenie w
$wiecie realnym, w dziedzinie nauki! Odkrycia dokonywane w réznych dzia-
tach nauki nie tylko poszerzaja nasza wiedze na dany temat, ale rowniez moga
poméc w rozwoju technik badawczych, ktére pozwola jeszcze szybciej posuwaé
sie¢ naprzéd w tym pedzie do wiedzy. Wystarczy wspomnie¢, ze odkrycia z dzie-
dziny chemii i fizyki zwigzane z rozwojem mikroskopii fluorescencyijnej wyso-
kiej rozdzielczosci, za ktore w 2014 roku zostata przyznana Nagroda Nobla, sa
juz powszechnie wykorzystywane w praktyce w postaci modutéw mikroskopo-
wych typu STED (ang. Stimulated Emission Depletion) czy GSD (ang. Ground State
Depletion) [1]. Moduly te pozwalaja na obrazowanie struktur biologicznych z
rozdzielczoscia wyzsza niz wynosil ustalony w XIX wieku teoretyczny limit roz-
dzielczosci dla mikroskopii $wietlnej. Przesuwanie sformutowanych wczesdniej
granic mozliwosci poznawania $wiata to niewatpliwie przykliad tego ,,dwa razy
szybszego biegu” z pierwszego zdania wstepu. Réwniez tematem niniejszego
artykutu bedzie metoda, ktéra obecnie pozwala przezwycieza¢ kolejne ograni-
czenie mikroskopii §wietlnej: potrzebe fluorescencyjnego znakowania materiatu
w mikroskopii konfokalnej.

CARS - PODSTAWY FIZYCZNE

Konwencjonalne techniki mikroskopii konfokalnej pozwalaja tworzy¢ re-
konstrukcje preparatow, jesli wczesniej zostaly one wybarwione specyficznymi
sondami fluorescencyjnymi lub wykazuja autofluorescencje. Ograniczenia wy-
nikajace z takich metod sa oczywiste: barwniki fluorescencyjne czesto blakng z
uplywem czasu, a ich obecno$¢ moze zakloca¢ subtelne procesy biochemiczne
zachodzace w zywych komoérkach, m.in. barwniki fluorescencyjne moga by¢
odpowiedzialne za powstawanie efektéw fototoksycznych, a co za tym idzie
wplywaé na wynik eksperymentu. Co wiecej, obecnoé¢ fluorochroméw moze
maskowac ciekawe informacje w prébce prowadzac do powstawania nieprawi-
dlowych wnioskéw [2]. Pewnym ograniczeniem w badaniach preparatéw bar-
wionych fluorescencyjnie jest réwniez czasochlonne przygotowywanie prébek
oraz brak dostepnosci odpowiednich barwnikéw dla wszystkich typéw prébek
i eksperymentow.

Z pomocy w przezwyciezeniu ograniczen wynikajacych z obecnoéci barwni-
kow w preparacie moze przyjs¢ technika CARS (ang. Coherent anti-Stokes Raman
Scattering), wykorzystujaca do obrazowania specyficzne wibracje charakteryzu-
jace biomolekuly obecne w preparacie (Ryc. 1). W tym przypadku za kontra-
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Symetryczne rozcigganie

Asymetryczne rozcigganie

Rycina 1. Przyktady mozliwych rodzajow wibracji czasteczki CH,.
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stowe uwidocznienie poszczegélnych elementéw probki
sq odpowiedzialne juz same czasteczki tworzace te probke,
a nie molekuty fluorochroméw dotaczone do nich: czy to
za pomoca przeciwcial, czy tez, bezposrednio, wigzaniami
chemicznymi. Sam preparat nie wymaga w tej metodzie do-
datkowych przygotowar i pozostaje prawie nie zmieniony.
Nietoksyczna i matoinwazyjna technologia CARS otwiera
nam wiec nowe obszary zastosowart mikroskopu do ana-
lizy zywych komoérek, matych zwierzat, czy tez do badari
materialowych [3].

Sygnat CARS jest generowany poprzez wibracje czaste-
czek wchodzacych w sklad danej probki. Rézne rodzaje
czasteczek maja indywidualne energie drgan, ktére moga

by¢ stymulowane za pomoca réznych diugosci fal (Tab. 1).
Sygnatl CARS jest generowany poprzez dwie impulsowe
wigzki laserowe: wigzke pompujaca o kroétszej dlugosci
fali oraz wigzke Stokesa o dluzszej fali, obie wiazki $wiatta
musza jednoczesnie znalez¢ sie w punkcie na plaszczyZnie
ogniskowej preparatu. Technologia CARS jest niemal wolna
od zaburzajacych obrazowanie zjawisk, takich jak: transfor-
macje elektronowe, wy$wiecanie czy formowanie stanéw
tripletowych czasteczek, poniewaz zoptymalizowana kon-
figuracja systeméw do tej techniki obejmuje wzbudzenie w
bliskiej podczerwieni, ktére wykorzystuje mniejsza energie
fotonéw, niz energia potrzebna do wytworzenia przejsé
elektronowych [4]. Przykladowo, w dostepnych komer-
cyjnie systemach [5] wigzka Stokesa ma stalg dlugosé fali

Tabela 1. Przykladowe rodzaje zwigzkow, ktére moga byc¢ obrazowane w komercyjnie dostepnym systemie CARS [5].

VATSEVASS Tryb wibracji

Benzeny wibracje pierScienia

Cis-dialkylo etyleny odksztalcenia w plaszczyznie CH

Trans-dialkylo etyleny

odksztalcenia w plaszczyznie CH

n-alkany deformacje 1377

Antraceny rozcigganie pierécienia 1400

n-alkany deformacje CH, 1466

Aminy pierwszorzedowe wibracje NH, 1620

Ketony alifatyczne rozcigganie wigzania C=0O 1713

Acetyleny alkilowe rozcigganie wigzania C=0O 2130

Dialkilo-acetyleny rozcigganie wigzania C=C 2266

n-alkany symetryczne rozciaganie CH, 2855

Pochodne benzenu rozcigganie wigzania CH w pierscieniach aromatycznych 3050
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Rycina 2. Podstawy fizyczne wzbudzenia w technice CARS. Sygnat CARS jest generowany poprzez wibracyjne ruchy czasteczek w prébce. Rozne rodzaje czasteczek wy-
kazuja charakterystyczng dla nich energie drgan. Energia z fal elektromagnetycznych o odpowiedniej dtugosci fali (podczerwieri) wyzwala w czasteczkach te drgania. (Ry-
cina na podstawie literatury [5], zmieniona). Aby wygenerowac wystarczajaco silng energie drgan, ponad istniejagcy w preparacie szum, uzywana jest wigzka pompujaca o
regulowanej diugosci fali, ktora pobudza dang frakcje czgsteczek ze stanu podstawowego do stanu wirtualnego. Energia fotonu uzytego do wzbudzenia musi by¢ mniejsza
niz réznica pomiedzy energia stanu podstawowego a pierwszego poziomu oscylacyjnego stanu wzbudzonego (a wiec wymagane jest ustawienie odpowiedniej diugosci
fali tej wigzki). Przy jednoczesnym oswietleniu czasteczek przez druga wiazke Swiatta (wiazke Stokesa) o dtuzszej fali, czasteczka przechodzi ze stanu wirtualnego do z3-
danego stanu wibracyjnego. Poniewaz mozemy regulowac roznice czestotliwosci dwéch wigzek wzbudzajacych o, = @, - o, (zwana rowniez rytmem czestotliwosci) - mo-
zemy ten uktad wzbudzajacy dopasowywac do pozadanej energii drgan czasteczek, ktore chcemy zobrazowacé. Aby nastepnie zobaczy¢ sygnat pochodzacy z wibrujacych
w danym miejscu molekut, kolejny impuls z wigzki pompujacej przenosi uklad do drugiego energetycznego stanu wirtualnego @ + ®,. Z tej pozycji czasteczka moze juz
powrdci¢ do stanu podstawowego emitujac foton swiatha uzyty do obrazowania (s = ®, * ®,). Energia wyemitowanego fotonu jest wigksza od energii fotonow z wiazki
pompujacej - sygnal CARS jest przesuniety w kierunku niebieskiej czesci widma $wiatla (przeciwnie do reguly Stokesa). Dzieki koherentnemu wzbudzeniu wibracji w
czasteczce - sygnal CARS jest okoto 10°razy silniejszy od sygnatu generowanego przez konwencjonalne widmo Ramana. Za sprawa tego wzmocnienia mozliwe jest nawet

przyzyciowe obrazowanie w technice CARS z duzg predkoscig odczytu.

1064 nm, natomiast dtugos¢ fali wigzki pompujacej jest re-
gulowana w zakresie od 780 nm do 940 nm, w zaleznosci
od typu czasteczki, ktérej wibracje chcemy zobrazowac. Je-
§li ré6znica pomiedzy energia fotonéw, tworzacych te dwie
wiazki $wiatta, bedzie odpowiadata energii drgan czaste-
czek w probee, powstanie silny sygnat CARS o dtugosci fali
krotszej, niz ma kazda z wigzek uzytych do wzbudzenia.
Sygnat ten jest wykorzystywany do obrazowania (Ryc. 2).
Jest on generowany tylko w plaszczyznie ogniskowej obiek-
tywu mikroskopu, co umozliwia, podobnie jak w mikrosko-
pii konfokalnej, selektywne skanowanie poszczegélnych
przekrojéw optycznych materiatu i tworzenie tréjwymiaro-
wej wizualizacji probki z rozdzielczoscia sub-komérkowa
(do okoto 350 nm).

WYMOGI SYSTEMU DLA TECHNIKI CARS

Aby wygenerowac obraz CARS badanej probki, nalezy
uzy¢ jako Zrédla swiatla dla mikroskopu idealnie skonfigu-
rowanych wigzek laserowych o odpowiednich dtugosciach
fal. Praktyka wskazuje, Ze jak na razie, najlepszym Zrédtem
Swiatla dla tego typu zastosowan sa pikosekundowe lase-
ry impulsowe o regulowanej dtugosci fali emisji w zakresie
bliskiej podczerwieni (NIR). Emituja one $wiatto, ktére ze
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wzgledu na dtugosc fali (zwykle > 800 nm) oraz czas trwa-
nia impulsu (2-7 pikosekund) wykazuje niskie prawdopo-
dobieristwo wywotywania wzbudzenia wielofotonowego
czasteczek autofluorochroméw w preparacie. Dzieki temu
istnieje mniejsze ryzyko fotouszkodzer badanego materia-
tu, a otrzymany obraz CARS jest bardziej kontrastowy i po-
siada wysoki wspolczynnik sygnatu do szumu [3]. Dodat-
kowo dlugofalowe swiatto podczerwone ulega mniejszemu
rozproszeniu w probce, a co za tym idzie umozliwia glebsza
penetracje materialu. Systemy CARS pozwalaja wiec uzyt-
kownikowi bada¢ wieksze probki materiatu o grubosci do
300-500 pm, bez potrzeby ich wybarwiania (ktére przy tej
wielko$ci preparatu moze juz powodowac spore problemy),
co otwiera szerokie mozliwosci aplikacyjne dla tej techniki

[6].

Dla wygenerowania sygnalu CARS molekula, ktorej
wibracje chcemy wzbudzi¢ i zarejestrowaé, musi zaabsor-
bowac energie fotonéw z dwoéch réznych wigzek Swiatta
jednocze$nie. Warunki dla powstania takiego zdarzenia
istnieja jedynie w ognisku obiektywu o wysokiej apertu-
rze numerycznej, gdzie gestos¢ fotonodw jest najwieksza,
sygnal CARS bedzie wiec generowala tylko plaszczyzna
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fokalna preparatu, o najwiekszej ostrosci [4]. Taka sytuacja
daje mozliwosé akwizycji sygnatu CARS z poszczegdlnych
warstw preparatu i wykonania tréjwymiarowej rekonstruk-
¢ji probki podobnie jak to ma miejsce w konwencjonalnej
mikroskopii konfokalnej. O ile jednak w mikroskopii kon-
fokalnej, przy jednofotonowym wzbudzeniu, nalezy uzyé
przystony konfokalnej (ang. pinhole) dla odciecia sygnatu
niepochodzacego z plaszczyzny fokalnej preparatu, o tyle w
mikroskopii CARS przyslona pinhole staje si¢ niepotrzebna,
gdyz sygnal w prébce nie jest juz emitowany z warstw poza
ogniskiem obiektywu [7]. W systemach CARS mozemy wiec
prowadzi¢ detekcje sygnatu na zewnetrznych detektorach
punktowych podlaczonych bezposrednio do statywu mi-
kroskopu, jak najblizej probki, bez potrzeby angazowania
dodatkowych elementéw optycznych w skanerze mikro-
skopu (sa to detektory NDDs, ang. Non-Descanned Detectors)
[8]. Jako detektory NDDs mozna uzy¢ konwencjonalnych
detektoréw PMT (fotopowielaczy), badz tez o wiele czul-
szych detektoréw HyD bedacych hybryda: fotopowielacza
majacego fotokatode wykonang z arsenku galu (GaAsP) z
fotodioda lawinowa (APD) [9]. Detektory NDDs moga by¢
umieszczone za obiektywem mikroskopu, analizujac sy-
gnal, ktory zostal zebrany przez obiektyw (epi-CARS) lub
tez za kondensorem, do detekcji sygnatu, ktéry przeszedt
przez badany materiat (trans-CARS). Pierwsza konfiguracja
(epi) sprawdza sie lepiej przy analizie grubszych prepara-
tow, tkanek lub nawet calych organizmoéw, podczas gdy
druga (trans) doskonale nadaje si¢ do badania cienkich proé-
bek [3].

Wigzka pompujaca (@ ) i wigzka Stokesa (@), generowa-
ne przez pikosekundowy system laserowy, sa kierowane
do proébki przez uklad zwierciadet dichroicznych. W préb-
ce powstaje sygnal CARS (@.,,;) © WyZszej energii od wia-
zek $wiatla wzbudzajacego, ktéry moze by¢ zbierany przez
zewnetrzne detektory NDDs do $wiatla przechodzacego
(trans-CARS) lub dla $wiatla odbitego (epi-CARS). Kolory
uzyte do zaznaczania wiazek na schemacie (Ryc. 3) sa sym-
boliczne - do wzbudzenia probki uzywane jest niewidzial-
ne dla cztowieka $wiatlo podczerwone.

DETEKTOR DLA SWIATLA
. PRZECHODZACEGO

TRANS-CARS

STATYW MIKROSKOPU
ODWROCONEGO

Kondensi'

Preparat

Obiektyw
LASERY

WIAZKA
POMPUJACA

WIAZKA STOKESA

EPI-CARS
, DETEKTOR DLA $WIATLA
‘ ODBITEGO

Rycina 3. Schemat wzbudzenia oraz detekcji sygnatu CARS.

Postepy Biochemii 63 (1) 2017

ZASTOSOWANIA CARS W BADANIACH
BIOLOGICZNYCH

Ogromna zaleta mikroskopii CARS jest mozliwos¢ wi-
zualizacji réznorodnych preparatow biologicznych, bez
koniecznosci ich utrwalania czy znakowania struktur we-
wnatrzkomérkowych barwnikami fluorescencyjnymi. Do-
datkowo, podobnie jak w obrazowaniu dwufotonowym,
preparat pochlania sumarycznie nizsza energie, skupiong
jedynie w ograniczonym obszarze w plaszczyZnie ogni-
skowania. Ze wzgledu na te niska fototoksycznos$é mozli-
wa staje sie wydluzona, przyzyciowa obserwacja materiatu
biologicznego. Ponadto, w przeciwienstwie do wzbudzania
fluorescencji, obserwuje sie preparat w formie natywnej, bez
zmian, ktére potencjalnie moze wywola¢ proces przygoto-
wania preparatu do obrazowania (utrwalenie i wybarwie-
nie zwykle stosowane w mikroskopii konfokalnej). Z tego
powodu technika CARS juz cieszy sie stosunkowo duzym
zainteresowaniem w naukach biologicznych. Bardzo dobre
wyniki uzyskuje sie m.in. w badaniach lipidéw, co pozwala
np. na obrazowanie tkanek takze w zywych organizmach
(jako alternatywa dla tradycyjnej histologii).

W badaniach biologicznych najpowszechniej dotad wy-
korzystywanym ustawieniem wigzki pompujacej lasera
jest wzbudzenie drgan wigzania C-H (przy czestosci ra-
manowskiej ~2850 cm™), dzieki ktéremu jest mozliwa wi-
zualizacja obszaréw o duzej koncentracji takich wigzan, a
zatem przede wszystkim ttuszczowcéw [10]. W hodowlach
komoérkowych i badaniach tkanek obrazowanych przy ta-
kim ustawieniu modutu CARS, zwykle dobrze widoczne
sa struktury bloniaste, tj.: blona cytoplazmatyczna i otocz-
ka jadrowa. Aparat Golgiego i siateczka endoplazmatycz-
na sa natomiast trudniejsze do rozréznienia, obserwowane
czesciej jako sygnal rozproszony w cytoplazmie (Ryc. 4).
Pomimo, ze obrazowanie CARS nie pozwala uzyskaé np.
wyraznych linii cytoszkieletu, do jakich przyzwyczajeni
sa badacze stosujacy wybarwienie fluorescencyjne akty-
ny, nadaje si¢ znakomicie do obserwacji zmian w ukfadzie
pecherzykéw tluszczu czy typowych struktur w glebokich
warstwach tkanek. Technika CARS jako alternatywa dla
badani histologicznych, mozliwa do zastosowania in vivo
budzi duze zainteresowanie i obok SRS (ang. Stimulated Ra-
man Scaterring) jest uwazana za technike nie tylko wnosza-
ca nowy wklad w zrozumienie biologii komorki, ale takze
mozliwa do wykorzystania w przyszlosci w bezinwazyjnej
diagnostyce oraz w celu ewaluacji efektywnosci terapii [10].

Przykladem na zastosowanie mikroskopii CARS w ba-
daniach tkanek moze by¢ obrazowanie siatkéwki w mysim
oku. W badaniach tych udato sie uzyska¢ imponujgco do-
kladny obraz 5 warstw zréznicowanych komoérek (od spo-
jowki po fotoreceptory) bez specjalnego przygotowania pre-
paratu [11]. W innych badaniach przetestowano mozliwos¢
obrazowania rogéwki z calego oka myszy i oceniono przy-
datnos¢ techniki CARS do uzyskiwania obrazéw poréwny-
walnych z histologicznymi [12]. Podobnie satysfakcjonujace
wyniki mozna uzyskaé np. §ledzac odréznicowywanie ko-
morek macierzystych w kierunku osteoblastéw, przy czym
wykorzystujac inne czestosci ramanowskie uzyskiwano nie
tylko sygnat uwidaczniajacy typowe struktury komérkowe
ale takze sygnat CARS od odkladanego hydroksyapatytu
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Rycina 4. Ludzkie keratynocyty (komorki linii HaCaT) stymulowane do gromadzenia kropel ttuszczu przy pomocy kwasu oleinowego i SDS, obrazowane przy pomocy
mikroskopii CARS (a, b, ¢) w poréwnaniu do obrazowania fluorescencyjnego po wybarwieniu NileRed (d, e, f). Keratynocyty linii HaCaT hodowano w DMEM o stezeniu
glukozy 4,5 g/1, 1% FBS, 100 U/ml penicyliny, 100 pg/ml streptomycyny (37°C, 5% CO,), komérki kontrolne -zdjecia a, d; komérki inkubowane przez 48 godz. z kwasem
oleinowym o roboczym stezeniu 300 pM - zdjecia b, e; komoérki inkubowane przez 20 godz. z SDS o koricowym stezeniu 15 pg/ml - zdjecia ¢, f. Skala: 10 pm. Badania
wykonano w Laboratorium Biotechnologii Molekularnej Bionanoparku w Lodzi z zastosowaniem laserowo skanujacego mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 z

modutem CARS.

[13,14]. W ocenie stopnia regeneracji tkanek facznych szcze-
golnie czesto stosuje sie takze generowanie efektu drugiej
harmonicznej (SHG, ang. second harmonic generation), ktore
jest dostepne w systemach mikroskopii dwufotonowej ta-
kich jak CARS i uwidacznia struktury réwnolegle tworzone
przez prawidlowo odktadajacy sie kolagen. Badania pro-
wadzone na skérze wydaja sie szczegélnie bliskie poten-
cjalnemu wykorzystaniu techniki CARS komercyjnie, przez
firmy kosmetyczne czy farmaceutyczne. Obecnie jest juz
mozliwa ocena ,stanu zdrowia” skéry z wykorzystaniem
CARS [15]. Natomiast dzieki specjalnej konstrukeji stoso-
wanego mikroskopu wykonywane jest takze obrazowanie
skory myszy in vivo oraz $ledzenie transportu przez nig np.
oleju mineralnego [16]. Obrazowanie transportu konkretne-
go, niewyznakowanego fluorescencyjnie zwigzku poprzez
tkanki lub wrecz wewnatrz komoérki to jedno z najatrakcyj-
niejszych potencjalnych zastosowan CARS. Jest ono teore-
tycznie mozliwe, jednak w praktyce sukces podobnych ba-
dan zalezy po pierwsze od istnienia odpowiedniego piku
w widmie badanego zwiazku, ktéry nie nakladatby sie na
czestotliwosci uzywane do obrazowania komoérek oraz od
lokalnego stezenia tego zwiazku, aby sita sygnatu byta wy-
starczajaca do uzyskania wyraznego obrazu. Za przyktad
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badan z tej dziedziny moze postuzy¢ obrazowanie CARS
procesu wnikania lekéw w skore swini [17].

Lipidy zgromadzone w postaci kropel wewnatrz ko-
morek sa obserwowane w mikroskopii CARS jako wysoce
kontrastowy, intensywny sygnatl przy czestosci ramanow-
skiej ~2850 cm™ (Ryc. 4). W prezentowanym eksperymencie
wywolano efekt gromadzenia kropel tluszczu wewnatrz
ludzkich keratynocytow celem poréwnania mozliwosci
obserwacji mikroskopowej przy pomocy CARS i barwienia
fluorescencyjnego barwnikiem NileRed, powszechnie wy-
korzystywanego do okreélania ilosci lipidéw. Obrazowanie
CARS ma przewage nad barwieniem zaréwno z punktu
widzenia czasochlonnosci przygotowania preparatu jak i
czytelnego rozréznienia poszczegdlnych kropel ttuszczu
z mozliwoscig ich ilodciowej oceny przy dalszej analizie
uzyskanych obrazéw (pomiar wielkosci i zliczenie iloci)
(Ryc. 4). Badanie dystrybucji i dynamiki tworzenia kropel
lipidowych wewnatrz adipocytéw (komorek tluszczowych)
jest jednym z najczesciej publikowanych zastosowan bio-
logicznych CARS. Widowiskowym przykladem takich ba-
dan sg przyzyciowe analizy CARS w czasie rzeczywistym,
ktérych wyniki dostepne takze w postaci filméw, ujawnity
przebieg procesu tworzenia sie i wchianiania mniejszych
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Rycina 5. Obrazowanie frakcji: lipidowej (zdjecia a i d) i wodnej (zdjecia b i e) w dwoch emulsjach z uzyciem mikroskopii CARS. Badane produkty kosmetyczne to: krem
ochronny do rak (zdjecia: a, b, ¢) i nawilzajace mleczko do ciata (zdjecia: d, e, f). Zastosowane czestosci ramanowskie: 2848 cm™ dla frakcji thuszczowej (a, d) oraz 3150
cm dla frakeji wodnej (b, e). Zdjecia c i f stanowig zlozenie obrazéw dla obu frakgji. Skala: 10 pm. Badania wykonano w Laboratorium Biotechnologii Molekularnej Bion-
anoparku w Lodzi z zastosowaniem laserowo skanujacego mikroskopu konfokalnego Leica TCS SP8 z modutem CARS.

kropel lipidowych przez wigksze [18]. Inne prace §wiadcza
natomiast, ze ocena iloéci kropel tluszczu zgromadzonych
w komoérkach watroby przy pomocy CARS moze stanowic
bardziej czulg alternatywe dla tradycyjnych badan histolo-
gicznych wybarwianych preparatéw tkanek. Przeprowa-
dzono ocene skrawkoéw watroby myszy w réznych stop-
niach zaawansowania sttuszczenia watroby i pokazano, ze
obrazowanie CARS, w polaczeniu z analizg intensywnosci
sygnatu pochodzacego od kropel ttuszczu z uzyciem pro-
gramu Image], pozwala na identyfikacje wczedniejszych eta-
poéw rozwoju choroby niz tradycyjne metody histologiczne
[19]. Mozliwe jest tez zastosowanie analizy ilosci i rozktadu
kropel lipidowych w komérkach nowotworu piersi do oce-
ny stopnia zlosliwosci komérek [20]. W tych badaniach wy-
korzystano fakt stopniowego zmniejszania sie ilosci ttusz-
czu gromadzonego wewnatrz komorek prawidlowych w
miare postepu procesu nowotworzenia. Innym przyktadem
mozliwosci rozréznienia tkanki guza od otaczajacej zdrowej
tkanki, na podstawie nizszej zawartosci ttuszczu, uwidacz-
nianej przez technike CARS jako ciemniejsze obszary pre-
paratu tkankowego, sa badania mézgowia myszy z zaindu-
kowanymi ludzkimi guzami glejaka, czerniaka i raka piersi
[21]. Uzyskane obrazy maja rozdzielczo$¢ poréwnywalna z
klasycznie barwionymi preparatami, a nawet pozwalaja na
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rozréznienie pojedynczych komoérek na granicy guz/zdro-
wa tkanka.

Obrazowanie zywych komorek z zastosowaniem mikro-
skopii konfokalnej z modulem CARS otwiera przed bada-
czami specjalizujacymi si¢ w inzynierii tkankowej wczesdniej
niedostepna mozliwo$¢ monitorowania procesu integracji
komoérek z tréjwymiarowym rusztowaniem w czasie rze-
czywistym, bez ingerencji w prébke [22]. W cytowanych
badaniach uzyskano takze sygnatl drugiej harmonicznej po-
chodzacy od wloknistego biomateriatu zastosowanego jako
rusztowanie (ang. scaffold). Jedynym warunkiem, jaki musi
spelni¢ badana w ten sposéb tréjwymiarowa hodowla ko-
morkowa to przejrzystos¢ materialu. Jezeli preparat prze-
puszcza promieniowanie mozliwe jest wykonanie skanu
w osi Z w glab testowanego rusztowania z wrastajacymi
komoérkami na glebokosé nawet do 500 pm, co zostato osia-
gniete podczas obrazowania procesu wrastania neurytow w
hydrozel GAG [23]. Jezeli eksperyment jest wykonywany w
odpowiednich naczynkach hodowlanych (o dnie szklanym
grubosci szkietka nakrywkowego) po wykonaniu obrazo-
wania komoérki moga nadal by¢ hodowane i monitorowane
w kolejnych odstepach czasu bez wplywu na badang prob-
ke nawet przez 8 tygodni.
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Tabela 2. Obszary potencjalnych zastosowan mikroskopii CARS.

Dziedzina Przyktad mozliwych badari

Diagnostyka medyczna

Nowotwory

Neurologia

Dermatologia

Choroby cywilizacyjne

histologia na nieutrwalonym preparacie; ocena stopnia zaawansowania stluszczenia watroby; ocena z rozdzielczoscia
komorkowa granicy tkanki zmienionej nowotworowo; zmiany skérne; choroby neurodegeneracyjne

gestos¢ jadra komorkowego, rozproszenie zwigzkéw o znanych pasmach ramanowskich w
komorkach, stopieni zaawansowania proceséw nowotworowych w komérkach z bioptatu

mechanizmy transdukcji sygnatu, analizy blon, zawartos¢ lipidéw w moézgu

transport i metabolizm lipidéw i substancji czynnych w skérze, diagnostyka nowotworéw, szlaki sygnatowe
transportu przez skore, dobér formulacji produktéw (np. emulsji) do leczenia i pielegnacji skéry

cukrzyca, otylos¢, choroby kardiologiczne, choroby zwigzane z zaburzeniami proceséw
gromadzenia kropel lipidowych wewnatrz komérek (np. stluszczenie watroby)

monitorowanie procesu wrastania komoérek w materiat stanowigcy rusztowanie 3D przez

InZynieria tkankowa

dtugi czas hodowli; ocena prawidlowosci odtworzenia typowych struktur tkankowych, analiza

procesu réznicowania komoérek macierzystych (np. w kierunku osteoblastéw)

Nauki farmaceutyczne

Przemyst spozywczy

mechanizmy transportu lekow, analiza toksykologiczna, szlaki sygnatowe lipidéw, oddziatywania
pomiedzy zwigzkami, rozw6j wlasciwej formulacji produktéw zdrowotnych w postaci emulsji

skfad zywnosci, zawartos¢ i rozproszenie ttuszczu, rozw6j nowych sktadnikéw zywnosci, kontrola jakosci Zzywnosci,
opracowywanie nowych dodatkéw do zywnosci poprawiajgcych np. trwalosé emulsji czy konsystencje produktu

badanie kondycji skory po aplikacji produktéw kosmetycznych, dobér wiasciwego skladu

Przemyst kosmetyczny

produktu dla uzyskania odpowiedniej konsystencji (emulsje), kontrola wptywu skladnikow

preparatéw kosmetycznych na komérki w czasie dltugotrwatej ekspozycji

ZASTOSOWANIA CARS W BADANIACH
(BIO)MATERIALOWYCH

Do jednych z pierwszych opisanych zastosowari techniki
CARS naleza analizy struktury emulsji typu WOW (water-
-oli-water) [24], a takze zastosowanie jej do rozrézniania na-
syconych i nienasyconych kwaséw ttuszczowych w olejach
wchlonietych przez adipocyty [25]. Drugie z wymienionych
osiagniec jest szczegodlnie atrakcyjne w badaniach metabo-
lizmu tluszczowcéw, a zostalo zrealizowane poprzez ana-
lize zmian stosunku intensywnosci sygnaléw uzyskanych
dla wibracji wigzania C-H (silny sygnat przy czestosci 2850
cm™) i wigzania =C-H (slaby sygnat przy czestosci okoto
3015 cm™) [25].

Obserwacja rozmieszczenia przestrzennego ttuszczu
w emulsjach moze okaza¢ sie¢ interesujaca z praktycznego
punktu widzenia - np. dla przemyslu spozywczego czy
kosmetycznego podczas opracowywania formulacji no-
wych produktow. Wielkos¢ i stopieni jednorodnosci kropel
tluszczu ma wplyw na konsystencje, a zatem wtasciwosci
organoleptyczne produktu. Natomiast np. zawartoé¢ frak-
qji ttuszczowej w stosunku do frakcji wodnej zmienia prze-
znaczenie kosmetyku. Ewidentne réznice w strukturach
wewnetrznych dwéch emulsji uwidocznione przy pomocy
CARS (Ryc. 5) dobrze odzwierciedlaja odmienne funkcje,
jakie maja spelniac¢ badane produkty (poréwnano ochronny
krem do rak z nawilzajacym mleczkiem do ciata).

Innym aspektem badan biologicznych na styku z mate-

rialowymi jest $ledzenie losu czgsteczek, w tym nanocza-
steczek, podawanych do hodowli komérkowych bez ko-
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niecznos$ci chemicznej modyfikacji badanych zwigzkéw po-
legajacej na dodaniu ugrupowan fluoroforowych, ktérych
obecnos$¢ moze w sposéb znaczacy wplywaé na transport
przez blone komoérkowa i koricowa lokalizacje wewnatrz
komorki. Przykladowo, przy pomocy mikroskopii CARS
dowiedziono mozliwosci wnikania nanodiamentéw do
wnetrza komorek HelLa [26].

Dotychczas nieliczne sa prace wykorzystujace mikrosko-
pie CARS w badaniach komérek roélinnych, ale powstato
dos¢ obszerne opracowanie dotyczace obrazowania mate-
riatéw pochodzenia roslinnego: skrobi oraz widékien bawel-
ny [27], co poszerza mozliwosci zastosowania tego sposobu
charakteryzowania probek spozywczych czy tekstylnych.
Konfokalna mikroskopia CARS jest réwniez wykorzysty-
wana w badaniach materiatowych sensu stricto - np. do
obrazowania tréjwymiarowej sieci porowatej membrany
PVDF optymalizowanej do zastosowania np. w bateriach
litowo-jonowych [28], zatem zainteresowanie tg technika
przekracza nauki pokrewne biologii i biochemii.

Podsumowujac, dotychczasowe zastosowania mikrosko-
pii CARS w badaniach biologicznych i (bio)materiatowych
$wiadcza o duzym potencjale techniki i w najblizszym cza-
sie nalezy spodziewac sie poszerzenia listy znanych apli-
kacji CARS, jaka zostala przedstawiona w Tabeli 2. Mamy
nadzieje, ze do pomnozenia znanych aplikacji CARS przy-
czyni sie dostepnosé pierwszego takiego systemu w Polsce
w Bionanoparku w Lodzi. Mozliwa jest wspolpraca z Labo-
ratorium Biotechnologii Molekularnej zaréwno na zasadach
komercyjnych jak i naukowych.
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PODSUMOWANIE

Nauka ciagle rozwija sig, biegnie, wymykajac sie utartym
schematom. By¢ moze wykorzystanie widm Ramana w ge-
nerowaniu obrazéw niewyznakowanych czasteczek w pre-
paracie otworzy furtke do zupelnie nowego dzialu mikro-
skopii? Istnieja niewatpliwe zalety tego typu obrazowania
[3], ktére mozna podsumowaé w kilku punktach:

1. Przede wszystkim technologia CARS pozwala na obra-
zowanie probek z wykorzystaniem kontrastu tworzone-
go na podstawie wewnetrznych drgan molekularnych
probki. Eliminuje to potrzebe stosowania zewnetrznych
znacznikéw fluorescencyjnych oraz zmniejsza mozliwosé
wystepowania efektéw fototoksycznych w preparacie.

2. Technologia Coherent Anti-Stokes Raman Scattering za-
pewnia 10° razy silniejszy sygnat niz analogiczny, spon-
taniczny sygnat z widma Ramana generowany przez wi-
bracje czasteczek. Pozwala to na szybsza akwizycje obra-
z6w w mikroskopie, a wiec réwniez obserwacje zywych
proébek biologicznych w czasie rzeczywistym.

3. Sygnat CARS emitowany przez prébke ma wieksza ener-
gie, niz wigzki fali wzbudzajacej (jest wiec przeciwny do
reguly Stokesa). Stad tez jego detekcja odbywa sie przy
krotszych dlugosciach fali co eliminuje nakladanie sie
sygnatu CARS z sygnatem z fluorescencji wzbudzanych
czasteczek.

4. Nieliniowy charakter wzbudzania sygnalu CARS powo-
duje jego generowanie tylko w plaszczyznie ogniskowej
obiektywu. To z kolei daje mozliwos¢ tworzenia sekcji
optycznych i tréjwymiarowej rekonstrukcji preparatu.

5. Swiatlo podczerwone (NIR) uzyte do wzbudzania sygna-
tu CARS mniej rozprasza si¢ w probce i moze ja pene-
trowac do glebokosci 0,5 mm. Technika CARS nadaje sie
wiec do analizy grubszych preparatéw.

Nalezy réwniez wspomnie¢ o istniejgcych obecnie ogra-
niczeniach mikroskopii CARS, ktére trzeba jeszcze prze-
zwyciezy¢, m.in.:

1. Ograniczona liczba rodzajéw czgsteczek, ktére moga by¢
modutem CARS wzbudzane - praca nad zrédtami swia-
tla o szerszym zakresie emitowanych dlugosci fal $wiatta
powinna pomoc poszerzyc te liste.

2. Rozdzielczoé¢ powstalego w technice CARS obrazu
obecnie wynosi powyzej 350 nm - w dobie mikrosko-
pow superrozdzielczych (rozdzielczoé¢ ponizej 200 nm)
nie jest to technika umozliwiajaca dokladna rejestracje
morfologii nanometrowych organelli komérkowych. Z
drugiej jednak strony rozdzielczos¢ ta jest zupelnie wy-
starczajaca do analizy materialowej wiekszych prébek
czy grubszych fragmentéw tkanek.

3. Technika CARS wymaga wykonywania dokladnej kali-
bracji wiazek wzbudzajacych dla pikosekundowych la-
seréw NIR. Sa juz jednak obecnie na rynku komercyjne
systemy do obrazowania CARS dostepne jako modut dla
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laserowego mikroskopu konfokalnego [5] z intuicyjnym
oprogramowaniem sterujacym, ktére moze maksymalnie
uprosci¢ procedure akwizycji obrazu CARS.

Pomimo jednak tych ograniczen postepy jakie dokonaty
sie w ostatniej dekadzie w rozwoju techniki CARS stawiaja
ja w gronie najnowocze$niejszych i dobrze rozwijajacych sie
technik mikroskopowych. Mozliwos¢ wykonywania tréj-
wymiarowych rekonstrukcji niewybarwionego badanego
materialu, jak réwniez weryfikacji jego sktadu chemicznego,
otwiera dla tej techniki droge do wykorzystania w biologii
i medycynie i analizie materialowej. W tej pracy wymienio-
no jedynie niektére z zastosowan tej techniki. Nalezy obec-
nie liczy¢ na kreatywno$¢ i innowacyjnosé badaczy, ktérzy
znajda dla metody CARS wiele innych, nawet niekonwen-
gjonalnych i trudnych do przewidzenia zastosowan.
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ABSTRACT

CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering) microscopy is an imaging method for living cells visualization as well as for food or cosme-
tics material analysis without the need for staining. The near infrared laser source generates the CARS signal - the characteristic intrinsic vi-
brational contrast of the molecules in a sample which is no longer caused by staining, but by the molecules themselves. It provides the benefit
of a non-toxic, non-destructive and almost noninvasive method for sample imaging. CARS can easily be combined with fluorescence confocal
microscopy so it is an excellent complementary imaging method. In this article we showed some of the applications for this technology: ima-
ging of lipid droplets inside human HaCaT cells and analysis of the composition of cosmetic products. Moreover we believe, that soon new
fields of application become accessible for this rapidly developing branch of microscopy.
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