
inżynieria biom
edyczna / biom

edical engineering

Streszczenie
Obrazowanie molekularne jest szybko rozwijającą sie dziedzi-
ną badań w zakresie biotechnologii i inżynierii biomedycznej.
W artykule przedstawiono przegląd technik stosowanych 
w obrazowaniu molekularnym, wykorzystujących metody me-
dycyny nuklearnej oraz optyczne techniki oparte na analizie
promieniowania fluorescencyjnego. W szczególności opisano
metody optyczne obrazowania molekularnego stosowane 
w skali mikroskopowej (mikroskopia konfokalna, obrazowa-
nie czasu relaksacji fluorescencyjnej, transfer energii Foer-
stera) oraz wykorzystywane w badaniach na zwierzętach do-
świadczalnych. Omówiono także potencjalne wykorzystanie
technik optycznych w badaniach dużych objętości tkanek. 
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Abstract
Molecular imaging (MI) is a rapidly emerging field of biome-
dical, biotechnological and engineering research. This study
provides a brief review of the state-of-the-art techniques and
methods of MI based on nuclear physics and fluorescent
agents. Special attention will be focused on optical methods
of MI applied in microscopic scale (multiphoton confocal mi-
croscopy, fluorescence lifetime imaging, Forster energy
transfer) and in experimental animals. Potential application
of MI in large tissue volumes will be also discussed.
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Wprowadzenie
Obrazowanie molekularne należy do technik biomedycznych i
biotechnologicznych pozwalających na analizę molekularnych i
wewnątrzkomórkowych zjawisk występujących w organizmach
żywych i prowadzących do zrozumienia procesów fizjologicz-
nych i patologicznych w skali molekularnej. Obrazowanie zja-
wisk zachodzących na poziomie molekularnym czy wewnątrzko-
mórkowym jest możliwe dzięki wprowadzaniu do organizmów
żywych znaczników, których wiązanie z elementami struktury
tkankowej pozwala na przestrzenną ocenę tych struktur, a także
monitorowanie procesów w nich zachodzących [1].  

Obrazowanie molekularne jest pochodną postępu w zakresie
biologii komórkowej i molekularnej oraz metod projektowania
leków. Rozwój metod obrazowania molekularnego wymagał
opracowania nowych znaczników, wykorzystując techniki nano-
inżynierii. Istotne znaczenie miało także opracowanie nowych,
wydajnych metod obrazowania biomedycznego oraz przetwarza-
nia i analizy obrazów. 

Pierwsze próby znakowania i śledzenia określonych obiektów mi-
krobiologicznych podjęto na początku lat 70. na potrzeby metod
medycyny nuklearnej. Szybki rozwój technik obrazowania moleku-
larnego nastąpił w połowie latach 90., wraz z rosnącym zaintereso-
waniem medycyną komórkową i molekularną oraz powstaniem i
upowszechnieniem biotechnologii, rozwojem technik laserowych i
optoelektronicznych oraz dostępnością dużych mocy obliczenio-
wych wymaganych do analizy uzyskiwanych obrazów. 

Obrazowanie molekularne pozwala na przestrzenne i czasowe
lokalizowanie oddziaływań wewnątrzkomórkowych oraz na obra-
zowanie oddziaływania komórek w tkankach organizmów ży-
wych. Szczególnie interesująca jest możliwość wykorzystania tych
technik w analizie oddziaływań, które odpowiadają za rozwój pro-
cesów chorobotwórczych. Innym ważnym polem zastosowań ob-
razowania molekularnego jest śledzenie farmaceutyków w trakcie

ich interakcji z tkankami. Metody obrazowania mają szczególne
znaczenie dla monitorowania nowych terapii działających i stero-
wanych na poziomie komórkowym i molekularnym [2, 3]. 

Obrazowanie molekularne może być realizowane za pomocą
licznych technik, stosowanych często razem, jednocześnie lub
sekwencyjnie. Mogą one być stosowane z wykorzystaniem egzo-
gennych środków kontrastujących lub z zastosowaniem endo-
gennych markerów. Do najczęściej stosowanych technik obrazo-
wania molekularnego należą: spektroskopia [4, 5] i obrazowanie
magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. magnetic resonance
imaging ­ MRI) [6], metody optyczne [7-13], ultrasonografia
oraz techniki medycyny nuklearnej: komputerowej tomografii
pojedynczego fotonu (ang. single photon emmission computed tomo-
graphy ­ SPECT) oraz emisyjnej tomografii pozytonowej (ang.
positron emismsion tomography ­ PET).

Szczególne znaczenie dla obrazowania molekularnego miał
rozwój technik SPECT oraz PET. Wysokoenergetyczne fotony
gamma powstające w wyniku rozpadu promieniotwórczego bądź
anihilacji par pozyton-elektron służą do stworzenia trójwymiaro-
wego obrazu fizjologicznego rozmieszczenia radioaktywnych
znaczników. Wprowadzenie znaczników do organizmu umożli-
wia obrazowanie na poziomie molekularnym oraz pozwala na śle-
dzenie procesów metabolicznych [14, 15, 16].  Wysoka czułość
PET i SPECT w śledzeniu znaczników oraz ich chemiczne cechy
pozwalają wykorzystać tę technikę w diagnostyce schorzeń nowo-
tworowych i chorób neurodegeneracyjnych. Techniki te inten-
sywnie stosuje się w badaniach przepływów mózgowych, udarów,
wylewów, przewodnictwa molekularnego przez barierę krew-
-mózg, konsumpcji tlenu oraz zmian metabolicznych, które towa-
rzyszą chorobom oraz powodowanym w wyniku stymulacji móz-
gu i jego aktywacji w trakcie aktywności poznawczej, stymulacji
wizualnej, motorycznej, emocjonalnej. Możliwość śledzenia dys-
trybucji oznakowanych cząstek chemicznych na poziomie mole-
kularnym stawia PET i SPECT wśród najczulszych dostępnych
obecnie metod nieinwazyjnego obrazowania medycznego [1]. 

Zastosowanie techniki MRI w obrazowaniu molekularnym jest
możliwe dzięki stosowaniu znaczników paramagnetycznych.
Koncentracja paramagnetycznych molekuł wywołuje zmiany sy-
gnału MR obserwowane jako zmiany kontrastu w obrazie struktu-
ralnym lub czynnościowym. Obrazowanie procesów czynnościo-
wych na poziomie molekularnym jest możliwe dzięki monitoro-
waniu lokalnych zmian sygnału pochodzącego z krwi [6, 17]. Jest
to jedna z najskuteczniejszych technik obrazowania przepływów
krwi i perfuzji w mózgu i jego nowotworach oraz odwzorowywa-
nia aktywności neuronalnej mózgu. Zmiany w aktywności neuro-
nalnej są powiązane ze zmianami przepływu krwi mózgowej, jej
objętości, i utlenowania, które wiąże się z metabolizmem mózgu
[18-22]. Zademonstrowano przydatność technik funkcjonalnego
MRI w obrazowaniu neuroczynnościowym in vivo na poziomie po-
jedynczych komórek, z rozdzielczością dziesiątek mikronów i roz-
dzielczością czasową rzędu 100 ms [23]. 

Dynamicznie rozwijającą się gałęzią obrazowania molekularne-
go są badania wykonywane z zastosowaniem metod optycznych, 
a znaczniki stanowią barwniki wykazujące fluorescencję. Metody
optyczne są stosowane do analizy subkomórkowej struktury z wy-
korzystaniem technik mikroskopowych oraz do oceny znaczni-
ków u małych zwierząt doświadczalnych. W dalszej części artyku-
łu przeanalizujemy także możliwość wykorzystania tych technik
w ocenie napływu i klirensu fluoroforu in-vivo u ludzi.

Obrazowanie mikroskopowe

Fluorescencja jednofotonowa

Obrazowanie mikroskopowe złożonych struktur komórkowych
jest możliwe dzięki zastosowaniu fluorescencyjnych barwników
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i metod zwiększających rozdzielczość: skanowania konfokalnego
oraz wykonywanej komputerowo dekonwolucji obrazu i funkcji
odpowiedzi instrumentu. Mikroskopia konfokalna opiera się na
skanowaniu badanej próbki i analizie światła wyłącznie z ogni-
ska optycznego obiektywu mikroskopu. Zwykle  skanowanie od-
bywa się za pomocą systemu galwanometrycznych luster, który
zapewnia przemieszczanie wiązki światła po powierzchni bada-
nego preparatu. Inna metoda polega na przesuwaniu preparatu
względem obiektywu. Odpowiedni przesuw preparatu względem
obiektywu pozwala na uzyskanie rozdzielczości pomiaru w kie-
runku po osi wiązki promieniowania. Zastosowanie barwników
powiązanych z przeciwciałem lub cząstkami wnikającymi 
w strukturę komórki i łączącymi się z wybranymi receptorami,
pozwala na  wybiórcze obrazowanie substruktur w badanej ko-
mórce. Wzbudzenie fluorescencji barwnika odbywa się zwykle za
pomocą światła laserowego. Dzięki nieznacznemu (kilka-kilka-
dziesiąt nm) przesunięciu Stokesa długości fal pomiędzy szczy-
tem krzywej absorpcji i emisji oraz zastosowaniu filtrów dolnoza-
porowych możliwe jest wyseparowanie sygnału emisji fluorescen-
cyjnej, który wykorzystuje się do odtworzenia obrazu mikro-
struktury. Dobierając barwniki, umieszczane selektywnie w ko-
mórce, i odpowiednie zestawy filtrów, można uzyskać obraz
struktur komórkowych lub tkankowych. Wadą tej techniki jest
wzbudzanie fluorescencji w objętości całego stożka, w którym
propaguje się światło wewnątrz struktury preparatu, co pogarsza
rozdzielczość przestrzenną i istotnie utrudnia analizę obrazu [24].

Fluorescencja wielofotonowa

Wspomniany problem rozdzielczości przestrzennej eliminuje się
poprzez zastosowanie systemów wielofotonowych. Zjawisko
dwufotonowe zostało przewidziane w 1931 roku przez urodzoną
w Katowicach Marię Goeppert-Mayer, uhonorowaną w roku
1963 Nagrodą Nobla za prace nad modelem powłokowym jądra
atomu. Zjawisko to zostało potwierdzone eksperymentalnie w la-
tach 60., gdy powstały pierwsze lasery [25]. Zjawisko polega na
jednoczesnej absorpcji dwóch identycznych fotonów (o suma-
rycznej energii bliskiej energii stanu wzbudzonego, w przeci-
wieństwie do zjawiska jednofotonowego, gdzie energia pojedyn-
czego fotonu jest bliska tej energii) i wzbudzeniu pierwszego sta-
nu singletowego. Jednoczesna absorpcja jest możliwa ze względu
na opisywaną zasadą Heisenberga nieoznaczoność czasu i prze-
strzeni na poziomie kwantowym. Jeśli dwa fotony znajdą się w
podobnej chwili czasu, nie później niż 10-15-10-16 s w absorbują-
cym atomie, to prawdopodobieństwo wzbudzenia rośnie na tyle,
że zjawisko to może być wykorzystane w praktyce. Podobnie od-
bywa się absorpcja większej liczby fotonów, np. w zjawisku trój-
fotonowym. Uzyskanie odpowiedniej kondensacji fotonów jest
możliwe tylko przy zastosowaniu laserowych źródeł światła,
zwykle femto- i pikosekundowych, oraz optycznych układów
skupiających wiązkę światła, co zapewnia właściwą gęstość foto-
nów tylko w bezpośrednim otoczeniu punktu ogniskowego, a nie
w całym stożku propagacji, jak we fluorescencji jednofotonowej.
Zapewnia to znaczne poprawienie rozdzielczości przestrzennej
obrazowania. Widma barwników jednofotonowych są dobrze
zbadane w przeciwieństwie do widm barwników wielofotono-
wych [4].  

Właściwości fluorescencyjne białek, naturalnych chromofo-
rów i składników biologicznych tkanek wykorzystuje się do ba-
dania widma autofluorescencji, np. skóry. Wzbudzając chromo-
fory tkankowe jednofotonowo, obserwuje się emisję zależną od
składowych skóry [26]. Podobnie, widmo emisyjne powstaje
przy wzbudzeniu nieliniowym, dwu- lub więcej fotonowym.
Różnicując czasy relaksacji autofluorescencji dla poszczególnych
składowych tkanki skóry, można wyodrębnić jej komponenty 
i przeprowadzić diagnozę stanu skóry. Metody te pozwalają zo-
brazować mitochondria wewnątrzkomórkowe, melanosomy,
morfologię jądra komórkowego, oraz składniki okołokomórko-
we. W ten sposób obrazuje i określa się obecność oksydazy
NAD(P)H, melaniny, elastyny, kolagenu, nanocząstek i wprowa-
dzonych do tkanek lekarstw [13].   

Pomiar czasu relaksacji fluorescencyjnej

Inną techniką obserwowania struktur komórkowych i pojedyn-
czych molekuł fluorescencyjnych jest czasowo-rozdzielcze zli-
czanie fotonów [27]. Układ mikroskopowy jest w tym przypadku

wyposażony w szybkie układy fotodetekcyjne (fotopowielacze
lub diody lawinowe) i elektronikę, pozwalającą na skorelowane 
w czasie zliczanie pojedynczych fotonów. W tej konfiguracji
przyrząd pozwala wyznaczyć rozkłady czasów przelotów fotonów
dla różnych długości fali światła fluorescencyjnego, dystrybucję
natężenia światła fluorescencyjnego, dystrybucję czasów relaksa-
cji fluoroforu, anizotropię i polaryzację fluorescencyjną czy flu-
orescencyjne widmo korelacyjne [28]. Alternatywnym pomiarem
jest ocena przesunięcia fazowego modulowanej częstotliwościo-
wo fali świetlne. Przesunięcie fazowe jest bezpośrednio powiąza-
ne z czasem przelotu fotonów, którego składnikiem jest czas re-
laksacji fluorescencyjnej [29, 30]. Pomiar rozkładu czasu relaksa-
cji fluorescencyjnej jest szczególnie wartościowy, ponieważ zale-
ży on istotnie od właściwości ośrodka, w którym znajduje się ba-
dany fluorofor [31].

Obrazowanie czasu relaksacji fluorescencyjnej FLIM (ang.
fluorescence life-time imaging) to, oprócz widma i natężenia pro-
mieniowania fluorescencyjnego, kolejny sposób obrazowania za
pomocą fluoroforu. Ponadto służy do separacji emisji różnych
fluoroforów, badania koncentracji jonów, ich przechwytywania
w komórkach, oddziaływania między białkami. Szczególnie
przydatne jest w rozróżnianiu składowych widma autofluore-
scencji tkanki [12]. Czas życia fluoroforu jest bezpośrednim
znacznikiem stopnia zaniku fluorescencji w związku z lokal-
nym oddziaływaniem wzbudzonej molekuły z otoczeniem [32].
Czas życia fluoroforu, w przeciwieństwie do natężenia, nie zale-
ży od koncentracji fluoroforu i jest wykorzystywany do określa-
nia stężenia jonów oraz utlenowania [9, 33]. Fluorofory wystę-
pują zarówno w formie sprotonowanej, jak i zdeprotonowanej,
a ich równowaga zależy od pH. Jeśli obie formy mają różne cza-
sy życia, to średni czas życia fluoroforu jest wyznacznikiem lo-
kalnego pH [10, 34, 35]. Czasy życia różnią się również w zależ-
ności od tego, z czym związany jest fluorofor, czy jest to białko,
lipid czy DNA [5, 7, 8], co pozwala na rozróżnianie elementów
komórki. Różnice czasów życia wykorzystano również jako
znaczniki wartości lokalnego współczynnika załamania światła
w ośrodku [11].      

Kolejnym sposobem badania oddziaływań między molekuła-
mi jest obserwowanie zjawiska FRET (ang. Fluorescence/Foerster
Resonance Energy Transfer). Zjawisko to występuje, gdy widmo
absorpcji akceptora pokrywa się z widmem emisji donora ener-
gii. W trakcie transferu energii nie jest emitowany foton. FRET
zachodzi, gdy donor i akceptor są w odległości 10-100 angstrema
(10-10m). Zjawisko zachodzi według schematu: wzbudzenie dono-
ra, relaksacja do pierwszego stanu singletowego, transfer energii
do akceptora i jego wzbudzenie, emisja fotonu z akceptora [4].

FRET jest wykorzystywany do badania przekazywania sygna-
łów do i z komórek na poziomie molekularnym, oddziaływań po-
między białkami w żywych komórkach, kompozycji białek na
powierzchni komórki w skali nanometrowej. W praktyce pomia-
ry z wykorzystaniem zjawiska FRET wykonuje się poprzez po-
miar anizotropii fluorescencji [36].  

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna (ang. fluorescence cor-
relation spectroscopy ­ FCS) jest techniką mikroskopową, pozwa-
lająca na analizę procesów dyfuzji molekuł fluoroforu w obrębie
badanej struktury komórkowej [28, 37, 38, 39]. Wykorzystanie
układu mikroskopu fluorescencyjnego pozwala na uzyskanie 
z pojedynczego położenia wiązki laserowej fluktuacji sygnału
poddawanego detekcji. Fluktuacja ta jest powiązana ze stocha-
stycznym charakterem interakcji pomiędzy molekułami fluoro-
foru oraz pola fotonów w obrębie ogniska obiektywu. Zjawiska
napływu bądź odpływu molekuł z obszaru ogniska skutkują
zmianami sygnału notowanego na detektorze. Analiza autokore-
lacji sygnału poddawanego detekcji pozwala na ocenę współ-
czynnika dyfuzji molekuł barwnika w badanym medium.  

Fluorescencyjna spektroskopia korelacyjna znajduje zastoso-
wanie w biologii, ale również w inżynierii materiałowej. W bio-
logii wykorzystywana jest m.in. do badania dynamiki molekular-
nej w żyjących komórkach. Pozwala wyznaczyć ilościowe współ-
czynniki dyfuzji, parametrów hydrodynamicznych, średnich stę-
żeń fluoroforów lub skojarzonych z nimi molekuł oraz kinetycz-
nych właściwości reakcji chemicznych [40, 41, 42]. 
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Mikroskopia fluorescencyjna z całkowitym 
wewnętrznym odbiciem

Metoda ta (ang. total internal reflection fluorescence ­ TIRF) opie-
ra się na zjawisku całkowitego wewnętrznego odbicia fali świetl-
nej w ośrodku o niższym współczynniku załamania i wytwarza-
niu zanikającego pola energii penetrującej w głąb tkanki na głę-
bokość do kilkuset nm. Dobierając właściwy kąt padania fali
świetlnej, możliwe jest takie oświetlenie preparatu, aby światło
wzbudzające nie wnikało do jego struktury. Uzyskana fluore-
scencja pochodzi wtedy tylko od fali zanikającej, powstającej
podczas całkowitego wewnętrznego odbicia. Zbierając sygnał
fluorescencyjny, można badać zjawiska, które zachodzą na bar-
dzo niedużych głębokościach w badanej próbce (do kilkuset
nm). Jest to obszar o grubości mniejszej niż długość fali światła,
które wykorzystuje się do wzbudzenia fluoroforu. Pozwala to na
unikalne zastosowania, do których należą m.in.: badanie adhezji
na powierzchniach komórek, trójwymiarowe obrazowanie dyna-
miki pojedynczych molekuł, wnikanie jonów wapnia w pojedyn-
cze kanały wapniowe,  równoczesne śledzenie optycznych i elek-
trycznych właściwości kanałów jonowych [43].  

Obrazowanie molekularne w dużych 
objętościach tkanek 

Metody mikroskopowe opisane powyżej mogą być stosowane 
w ograniczonym zakresie w badaniach na organizmach żywych
in vivo. W szczególności bardzo szybkie metody obrazowania po-
krewne mikroskopii konfokalnej są wykorzystywane w bada-
niach ukrwienia mózgu małych zwierząt doświadczalnych, np.
szczura, z dyskryminacją przepływów żylnych, tętniczych i kapi-
larnych [44, 45]. Mikroskopia dwufotonowa jest także wykorzy-
stywana do oceny struktury skóry, przy czym zastosowanie obra-
zowania czasu relaksacji fluorescencyjnej pozwala na dyskrymi-
nację stężenia podstawowych fluoroforów zawartych w tkance
[12]. Metoda ta była także stosowana do analizy wpływu środków
farmakologicznych na skórę [13].

Optyczne metody obrazowania molekularnego mogą być sto-
sowane także w badaniach makroskopowych na organizmach ży-
wych. Wykorzystanie tych technik pozwala na analizę fizjologii
tkanek i ich współdziałania w warunkach rozwijającej się patolo-
gii.

Obrazowanie molekularne w tkankach zwierząt eksperymen-
talnych z wykorzystaniem metod optycznych możliwe jest dzię-
ki:
a) dostępności znaczników, które selektywnie łączą się z wy-

branymi tkankami;
b) penetracji tych znaczników przez bariery biologiczne, ta-

kie jak ściany naczyniowe czy błony komórkowe;
c) dostępności metod obrazowania znaczników fluorescen-

cyjnych o odpowiedniej rozdzielczości, czułości i szybko-
ści detekcji promieniowania [46].

Obrazowanie molekularne oparte na ocenie fluorescencji
barwników krążących w organizmach zwierząt doświadczalnych
stało się istotnym elementem procedur projektowania leków i
wykorzystywane jest w trakcie ich weryfikacji. Technika ta po-
zwala istotnie skrócić czas wymagany dla przedklinicznej oceny
użyteczności leków. Analiza akumulacji znaczników w wybra-
nych narządach wewnętrznych małych zwierząt doświadczal-
nych jest możliwa dzięki stosunkowo dobrej przezierności ich
organizmów dla promieniowania z zakresu bliskiej podczerwie-
ni. Pozwala ona na uwidocznienie skupisk fluoroforu oraz na to-
mograficzną analizę ich lokalizacji w organizmie badanego zwie-
rzęcia [47, 48].

Do celów obrazowania optycznego stosuje się układy wielu
światłowodów transmitujących światło laserowe o długości fali
wzbudzenia do badanego obiektu, np. zwierzęcia, oraz kamer
CCD do detekcji promieniowania fluorescencyjnego reemitowa-
nego z badanej tkanki bądź transmitowanego przez nią [49]. Re-
konstrukcja tomograficzna rozkładu fluoroforu w badanym or-
ganizmie oparta jest na wykorzystaniu:
� teorii perturbacji, która pozwala na powiązanie uzyskanych

rozkładów intensywności promieniowania na powierzchni
badanej tkanki z rozkładem przestrzennym stężenia fluoro-
foru przy założeniu, że stężenie to jest bardzo małe;

� współczynników czułości pomiaru dla różnych przestrzen-
nych konfiguracji położeń optody emisyjnej i detekcyjnej.
Do obliczenia tych współczynników stosuje się równanie
dyfuzji fotonów dla założonego homogenicznego rozkładu
właściwości optycznych badanego medium bądź metodę sy-
mulacji Monte Carlo dla medium niejednorodnego o właści-
wościach optycznych przyjętych na podstawie informacji o
anatomii badanego zwierzęcia;

� iteracyjnych rozwiązań zagadnienia odwrotnego [50, 51, 52].
Metody optyczne stosowane w eksperymentach na zwierzętach

doświadczalnych pozwalają na monitorowanie procesów nowo-
tworowych, stanów zapalnych i infekcji tkanek, stanów chorobo-
wych przebiegających z nasileniem zjawiska przenikania znacz-
nika z układu naczyniowego do tkanek, a także procesów angio-
genezy i apoptozy [46].

Techniki opierające się na analizie skupisk fluoroforu są
często wykorzystywane w powiązaniu z innymi technikami obra-
zowanymi (rentgenografia, CT, MRI). Takie badania pozwalają
na uwidocznienie tych skupisk na tle struktury anatomicznej ba-
danego zwierzęcia. Wykorzystanie metod obrazowania optyczne-
go podczas dożylnego wstrzyknięcia fluoroforu pozwala także na
selektywną ocenę napływu znacznika do wybranych narządów
wewnętrznych i ich rozpoznanie. Pomiary tego typu pozwalają
na równoczesną ocenę anatomicznej struktury badanego zwie-
rzęcia i określenie położenia skupisk fluoroforu z zastosowaniem
wyłącznie optycznych metod badawczych [53].

Techniki optyczne stosowane w eksperymentach na zwierzę-
tach doświadczalnych mogą być potencjalnie stosowane  in vivo 
u ludzi. Jednak ich wykorzystanie ograniczone jest do tkanek zew-
nętrznych lub odkrytych w wyniku działań chirurgicznych. Uwi-
docznienie skupisk fluoroforu znajdujących się na większych
głębokościach in vivo u ludzi jest utrudnione ze względu na ogra-
niczoną głębokość penetracji i nasilone rozpraszanie światła. Je-
dynie światło z zakresu bliskiej podczerwieni (700-900 nm) pe-
netruje w tkankach na głębokość rzędu centymetrów. Dla fal
świetlnych o długościach krótszych obrazowanie optyczne jest
niemożliwe ze względu na wysoką absorpcję światła przez hemo-
globinę, która jest istotnym składnikiem krwi krążącej w organi-
zmie [54], natomiast fale świetlne dłuższe niż 900 nm są silnie
absorbowane przez wodę. 

W badaniach teoretycznych [55], eksperymentach na fanto-
mach [56] oraz w eksperymentach na zwierzętach doświadczal-
nych wykazano możliwość detekcji promieniowania fluorescen-
cyjnego pochodzącego ze skupiska fluoroforu w dużych objęto-
ściach tkanek. Na przykład pokazano możliwość obrazowania
nowotworu sutka psa z wykorzystaniem znacznika fluorescen-
cyjnego [57].

W aplikacjach u ludzi obrazowanie skupisk fluoroforów w du-
żych objętościach tkanek jest możliwe tylko dla fluoroforów,
których widma absorpcyjne i emisyjne  są zawarte w zakresie bli-
skiej podczerwieni. Dodatkowym wymogiem jest zapewnienie
niskiego stopnia toksyczności wykorzystywanego fluoroforu.
Barwnikiem spełniającym te kryteria jest zieleń indocyjaninowa
(ICG), która jest preparatem o niskiej toksyczności stosowanym
w niektórych procedurach medycznych i może być wykorzysty-
wana do celów diagnostycznych u ludzi [58].

W badaniach u ludzi wykazano możliwość wykorzystania
ICG w ocenie nowotworów sutka, przy czym zaobserwowano
zgodność obrazów uzyskanych metodą optycznej tomografii
dyfuzyjnej i obrazowaniem MRI [59]. Wstępnie wykazano
możliwość detekcji na powierzchni głowy światła fluorescen-
cyjnego wzbudzonego barwnika ­ zieleni indocyjaninowej po
jej dożylnym wstrzyknięciu i podczas napływu do mózgu [60].
Wykorzystanie efektu przenikania barwnika do przestrzeni ze-
wnątrznaczyniowej może pozwolić na ocenę zaburzeń bariery
krew-mózg, wywołanych np. udarem mózgu [Steinbrink, Lie-
bert i inni 2008]. 

Znaczniki optyczne
Znaczniki biooptyczne można podzielić na wykorzystujące zja-
wisko bioluminescencji samoistnej lub wywoływanej czynni-
kiem biochemicznym (np. obecnością danej molekuły) oraz
oparte na zjawisku fluorescencji, czyli emisji światła pod wpły-
wem napromieniowania światłem o nieco krótszej długości fali
[62]. Współcześnie dostępne fluorofory są wzbudzane światłem 
z zakresu UV i pasma widzialnego, a emitują światło fluore-
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scencyjne w zakresie widzialnym i bliskiej podczerwieni [4]. 
W przypadku bioluminescencji powszechnie wykorzystuje się
świecące białko, np. lucyferazę i pochodne [63, 64]. Istnieje
wiele sposobów na wprowadzenie tego białka do organizmu, je-
go aktywację i dezaktywację z wykorzystaniem kinaz, w tym
enzymów oraz ich ekspresji z genów raportujących ­ znaczni-
kowych [65, 66].         

Przeprowadzone w latach 60. studia nad fluoryzującą meduzą
Aequorea victoria pozwoliły wyodrębnić akworynę ­ białko emi-
tujące światło, oraz w późniejszym okresie białko GFP (green flu-
orescent protein). W ciele meduzy błękitne światło emitowane
przez akworynę było pochłaniane i wzbudzało GFP, skutkując
zieloną fluorescencją organizmu. To odkrycie zostało uhonoro-
wane w 2008 roku Nagrodą Nobla w dziedzinie chemii. Dalsze
badania doprowadziły do wyodrębnienia wielu innych fluoryzu-
jących białek, a nowoczesne techniki biotechnologiczne pozwa-
lają łączyć je z większością molekuł i komórek. Dostępne dziś
fluorofory obejmują kilka tysięcy wyspecjalizowanych barwni-
ków. Barwniki te charakteryzują się wysokimi wartościami ja-
sności [67].  

Bardzo obiecujące są znaczniki wielofunkcyjne, umożliwiające
jednoczesne obrazowanie w różnych trybach (np. PET, MR 
i bioluminescencyjnie). Pozwalają one na śledzenie pracy syste-
mu immunologicznego  in vivo oraz  ilościowe obrazowanie od-
działywań komórkowo-molekularnych i ekspresji genów [68].
Inną nową grupą znaczników są inteligentne sondy. Aktywują
się one w momencie, gdy zachodzi pewien rodzaj oddziaływań
lub pojawia się w pobliżu określona molekuła, np. enzym, lub
komórka. Pozwalają na selektywne obrazowanie wybranych
obiektów. Ponieważ do momentu aktywacji  znacznik nie wyka-
zuje fluorescencji, to jego wykorzystanie pozwala na obrazowa-
nie bez sygnału z tkanek pobocznych w stosunku do znakowane-
go obiektu, co skutkuje wysokim kontrastem uzyskanego obrazu
i większą dokładnością przestrzenną [47]. 

Istotnym problemem jest toksyczność stosowanych znaczni-
ków fluorescencyjnych. Niestety w przypadku wielu barwników
fluorescencyjnych informacje o ich toksyczności są bardzo ogra-
niczone. W praktyce problem toksyczności znaczników powodu-
je, że metody optyczne są stosowane głównie w eksperymentach
na zwierzętach doświadczalnych. Jedynym barwnikiem, wykazu-
jącym fluorescencję w zakresie bliskiej podczerwieni i dopusz-
czonym obecnie do zastosowań klinicznych u ludzi, jest zieleń
indocyjaninowa  [58, 69, 70].

Podsumowanie
Przedstawiono przegląd nowoczesnych metod obrazowania
optycznego stosowanych w skali mikroskopowej oraz w organi-
zmach małych zwierząt doświadczalnych. Techniki te pozwalają
na ocenę zjawisk zachodzących w tkankach i komórkach dzięki
zastosowaniu sond-znaczników, które selektywnie wiążą się 
z elementami struktury komórki bądź struktury tkankowej. Wy-
korzystanie metod obrazowania optycznego pozwala na dyna-
miczne monitorowanie napływu i klirensu znaczników oraz oce-
nę ich farmakokinetyki. Techniki te już obecnie pozwalają na
ocenę efektywności nowych leków i metod terapeutycznych oraz
na  pogłębione rozumienie zjawisk patologicznych na poziomie
molekularnym. Wraz z rozwojem genomiki i proteomiki ko-
nieczne będzie poszukiwanie nowych znaczników i środków do
obrazowania, a w szczególności metod pozwalających na obrazo-
wanie ilościowe [63, 71].

Techniki optyczne stosowane u ludzi in vivo mogą pozwolić
na uproszczenie procedur diagnostycznych. Mogą one znaleźć
zastosowanie w szczególności w badaniach zmian nowotworo-
wych [59] oraz w badaniach uszkodzeń bariery krew-mózg [61].
Postęp w tej dziedzinie jest uależniony w szczególności od roz-
woju nowych, nietoksycznych barwników o wysokiej wydajno-
ści kwantowej oraz czułych systemów detekcji promieniowania
świetlnego. �
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