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Streszczenie

Praca dotyczy konstrukeji prototypowego mikroskopu STED (ang. ST'-
mulated Emission Depletion), ktéry pozwala uzyskiwaé obrazy z roz-
dzielczoscia lepsza, niz ta zdefiniowana przez ograniczenie dyfrakcyj-
ne. W pierwszej czesci pracy opisano podstawy fizyczne ograniczenia
dyfrakcyjnego i idee, dzieki ktorej mozna je pokonaé¢. Druga czes¢ to
szczegbtowy opis konstrukeji uktadu i wykazanie subdyfrakcyjnej roz-
dzielczosci mikroskopu.

Stowa kluczowe
Mikroskopia fluorescencyjna, mikroskopia konfokalna, nanoskopia,

ograniczenie dyfrakcyjne, wygaszanie fluorescencji przez emisje wymu-
szong, mikroskopia STED

Dziedzina pracy (kody wg programu Socrates-Erasmus)

13.2 Fizyka
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Rozdziat 1

Wstep

Mikroskop to urzadzenie, ktére umozliwia ogladanie obrazu niewidocz-
nego dla ludzkiego oka. Poczatki tak zdefiniowanej mikroskopii mozna
datowa¢ na koniec XVI wieku. Byly to z reguty proste uktady kilku
soczewek. W 1655 roku powstata pierwsza naukowa publikacja Micro-
graphia Roberta Hooka [1], gdzie wykorzystano powiekszenie soczewek
do obserwacji obiektow biologicznych, a badania udokumentowano w
postaci starannych rysunkéow. Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723)
skonstruowal okoto 500 mikroskopow, opartych na pojedynczej soczew-
ce, obrazujacych obiekty o rozmiarze mikrometra. Po raz pierwszy opi-
sat zZycie w kropli wody — w formie bakterii i pierwotniakow.

Przetom w mikroskopii nastgpit w XIX wieku, kiedy zaczeto stoso-
waé barwienia i barwniki fluorescencyjne do znakowania ogladanych
obiektow. W 1914 roku powstat pierwszy mikroskop fluorescencyjny.
Umiejetnosé¢ znakowania czesto przezroczystych dla swiatta widzialne-
go obiektéow biologicznych spowodowata, ze mikroskop optyczny stat
sie podstawowym urzadzeniem badawczym i do dzis odgrywa niepod-
wazalng role w naukach przyrodniczych.

Wraz z poprawa technik instrumentalnych, zaczeto zdawac sobie spra-
we z fundamentalnego ograniczenia mikroskopu optycznego; ogranicze-
nia wynikajacego z falowej natury swiatta. W 1835 roku George Airy
dostrzegt, ze swiatto przechodzace przez kotowa aperture tworzy struk-
ture dyfrakcyjna - nazwana pozniej dyskiem Airy’ego [2]. Blisko 40 lat
pozniej podstawy matematyczne mikroskopii ograniczonej dyfrakcyjnie
stworzyl Ernst Abbe [3]. W swoich pracach zauwazyt on, ze zdolnosé
rozdzielcza soczewki Ar, Az jest ograniczona i zalezy od dtugosci fali
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sSwietlnej A uzytej do obrazowania:
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gdzie Ar, Az — to zdolno$¢ rozdzielcza w kierunku odpowiednio po-
przecznym i roéwnolegltym do osi optycznej soczewki, n sin « to apertura
numeryczna soczewki.

Zdolnos¢ rozdzielczg mozna zatem poprawié¢ przez zastosowanie krot-
kich dtugosci fali lub zwiekszenie apertury numerycznej.

W 1904 roku w zaktadach optycznych Carla Zeissa powstal pierwszy
mikroskop UV inspirowany pracami Abbego. Okazalo sie jednak, ze
uzycie matych dtugosci fali jest niepraktyczne w zastosowaniach bio-
logicznych z powodu, po pierwsze, zwiekszonego rozpraszania Swiatla,
i po drugie drastycznego obnizenia progu zniszczenia préobki wraz ze
spadkiem dtugosci fali. W praktyce do obserwacji prébek biologicznych
wykorzystuje sie swiatto z zakresu 400-800 nm. Z drugiej strony popra-
we zdolnosci rozdzielczej uzyskano przez zwickszenie apertury nume-
rycznej obiektywu - dzieki umieszczeniu osrodka imersyjnego pomiedzy
preparatem a obiektywem [4], badz przez wprowadzenie dodatkowego
obiektywu zbierajacego $wiatto (w technice nazywanej mikroskopia 4-
Pi [5]). Wspolezesne obiektywy z ciektym osrodkiem imersyjnym posia-
daja aperture numeryczng do 1,5, co odpowiada potéwkowemu katowi
zbierania $wiatta 70°. Ograniczeniem sa dostepne materiaty.

W latach 60. udato si¢ poprawi¢ zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu przez
zastosowanie odpowiedniego uktadu detekcyjnego, w ktorym wycieto
sygnal z ptaszczyzn pozaogniskowych - powstal pierwszy mikroskop
konfokalny [6]. W nastepnych latach przesuwano ograniczenie dyfrak-
cyjne przez np. zastosowanie fali ewanescencyjnej na granicy osrodkow
(ang. Total Internal Reflection Fluorescence microscopy, TIRF) [7.,8],
wykorzystanie efektéw nieliniowych (mikroskopia wielofotonowa) [9,10],
czy uzycie algorytméw dekonwolucyjnych do przetwarzania obrazow
[11-13].

Rozwijana byta réwnoczes$nie inna klasa technik mikroskopii - tzw. mi-
kroskopia bliskiego pola, zaproponowana w 1928 roku przez E. H. Syn-
ge’a [14]. Dzigki uzyciu oswietlonej apertury o rozmiarach mniejszych
niz dtugosc¢ fali i umieszczeniu badanej probki bardzo blisko takiego Zro-
dta $wiatta (w odleglosci mniejszej niz dtugosé fali), mozna teoretycz-
nie otrzymac¢ rozdzielczos¢ atomowa. Z uwagi na problemy techniczne



mikroskopia tego typu dtugo nie znalazta praktycznego zastosowania.
Dopiero w 1972 roku uzyskano zdolno$¢ rozdzielcza & [15]. Mikrosko-
pia bliskiego pola jest ograniczona jedynie do badania powierzchni.
Odmiennym typem technik subdyfrakcyjnych sa techniki RESOLFT
(ang. REwversible Saturable Optical, Fluorescence Transition). Wyma-
gaja one po pierwsze wygaszenia znacznika fluorescencyjnego przez na-
sycenie przejscia optycznego pomiedzy stanem wzbudzonym i stanem
ciemnym, po drugie uksztaltowania wiazki wygaszajacej tak, aby po-
siadata minimum natezenia w srodku. Wykorzystujac efekt nasycenia
mozna uzyskaé teoretycznie nieograniczong zdolnosé rozdzielcza.
Pierwsza technikg mikroskopii subdyfrakcyjnej dalekiego pola, zalicza-
na do technik RESOLFT, jest mikroskopia STED (ang. STimulated
Emission Depletion microscopy), zaproponowana przez Stefana Hel-
la [16] w 1994 roku i zrealizowana po raz pierwszy doswiadczalnie pieé
lat pézniej [17]. Nasycenie przejécia optycznego uzyskano przez proces
emisji wymuszonej. Pokazano mozliwosci tej metody w obrazowaniu
komorek zywych w trzech wymiarach i uzyskano obrazy z czestoscia
klatek wideo [18-20]. Otrzymana rozdzielczosé¢ dla prébek biologicz-
nych wynosi 20-100 nm.

Roéwnoczesnie zaczeto stosowaé metody stochastyczne, gdzie wykorzy-
stuje sie selektywne wzbudzenie fluoroforu jest to tzw. mikroskopia
PAL-M (ang. PhotoActive Localization Microscopy). W tej metodzie
nalezy upewnic sie, ze jezeli dwie czasteczki fluoroforu znajduja sie bar-
dzo blisko siebie, to nie moga zosta¢ wzbudzone w tym samym czasie.
To znaczy, ze prawdopodobienstwo wzbudzenia musi by¢ mniejsze niz 1
molekuta na rozmiar ogniska wiazki wzbudzajacej. Zebranie odpowied-
nio duzej iloéci danych i lokalizacja potozenia odpowiednich fluoroforow
pozwala uzyska¢ rozdzielczo$¢ ponizej 40 nm [21].

Celem niniejszej pracy jest konstrukcja uktadu doswiadczalnego do mi-
kroskopii STED. W rozdziale 2 opisano podstawy teoretyczne tego typu
mikroskopii pod katem praktycznego zastosowania wynikow. Nastepnie
omoéwiono szczegbdly doswiadczalne zbudowanego uktadu w rozdziale
3. W ostatnim rozdziale 4 przedstawiono analiz¢ wynikow pomiarow
potwierdzajacych subdyfrakcyjng rozdzielczosé przyrzadu.
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Rozdziat 2

Wprowadzenie teoretyczne

W rozdziale tym przedstawiono podstawy teorii obrazowania, przy czym
ograniczono sie¢ do analizy obrazu w ptaszczyznie ogniskowej. Gléwna
cze$¢ analizy zostata przeprowadzona na podstawie ksiazki Tony’ego
Wilsona i Colina Shepparda [22], ktérzy doktadnie opisali teorie two-
rzenia obrazu w roznych typach mikroskopii skaningowej. W dalszej
czesci rozdziatu przedstawiono idee mikroskopii fluorescencyjnej, by na
koncu przedstawi¢ fizyczne podstawy tamania ograniczenia dyfrakcyj-
nego w mikroskopii STED.

2.1 Wybrane aspekty teorii obrazowania

Dyfrakcja Fresnela i Fraunhofera

Scisty opis zjawisk dyfrakcyjnych jest niezwykle skomplikowany, dlate-
go w praktyce korzysta sie z przyblizenia Huygensa. Méwi ono, ze kaz-
dy punkt o$rodka do ktérego dociera fala, staje sie wtoérnym zroédltem
emitujacym fale kulista. Obwiednia tych elementarnych fal wyznacza
wypadkowy front falowy za obiektem. Przy tym juz na poczatku zakta-
damy, ze odlegtos¢ zrodta od pola obserwacji dyfrakcji jest wielokrotnie
wigksza niz dtugos¢ fali oraz uzywamy przyblizenia skalarnego, co ozna-
cza w przypadku $wiatta zaniedbanie polaryzacji.

Rozktad pola elektrycznego us w plaszczyznie (x4, y2) w funkeji rozkta-
du pola u; w plaszcezyznie wejsciowej (x1,y1) jest opisany catky dyfrak-
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Rysunek 2.1: Schemat uktadu dyfrakcyjnego. W ptaszczyznie wejscio-
wej (x1, 1) przedstawiono szczeline. W odleglosci z od niej znajduje sie
plaszczyzna (xq, 1), dla ktorej szukamy rozktadu pola.

cyjna Kirchhoffa (Rys. 2.1):

+oo
1 )
us (e, yo) = // mul(wl,yl)exp(—sz) dxidyy, (2.1)

gdzie k — wektor falowy, A — dtugos¢ fali, R — odlegtos¢ elementu od
pola obserwacji.

Kazdy punkt szczeliny, na ktéry pada fala, staje sie zrédtem elemen-
tarnej fali kulistej. W celu znalezienia rozktadu pola elektrycznego w
dowolnej ptaszczyznie za obiektem sumujemy po wszystkich takich wir-
tualnych zrodtach tworzacych szczeling. Jesli zamiast szczeliny mamy
do czynienia z komplementarnym obiektem, to zgodnie z regutg Babine-
ta, obraz dyfrakcyjny ma taka samag strukture, lecz minimum natezenia
w pierwszym rozktadzie odpowiada maksimum natezenia w drugim.
Jezeli mozemy zalozy¢, ze odlegltos¢ punktu obserwacji R jest zdecydo-
wanie wigksza od rozmiaréw poprzecznych obiektu (z > (zy — z1)? +
(yo — 11)?), to powyzszy wzér mozemy uproéci¢ do tzw. przyblizenia
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Fresnela
exp(—ikz
U2(5172, y2) = E)\z)

. // uy (21, Y1) exp {—;]Z [(562 — 1)+ (12 — 91)2] } doidy;. (2.2)

Jezeli mozemy przyja¢ ponadto, ze z > $k(23 + 43 ) mas mOWimy, ze
mamy do czynienia z dyfrakcja Fraunhofera (dalekie pole) i wzor 2.1
mozemy zapisaé jako

exp(—ikz) ik
Uus(22,y) = e &P [—22@3 +43)

“+o0
ik
// uy (21, 1) exp [z(l’ﬂz + ylyZ)] dridy;. (2.3)

W powyzszym réwnaniu zauwazamy wyrazenie odpowiadajace dwuwy-
miarowej transformacie Fouriera @', co pozwala nam ostatecznie zapi-
sac:

exp [—;l::(x% + y%)} (x2/ A2, y2/A2).  (2.4)

exp(—ikz)
1Az
Roéwnanie to przedstawia istotny fakt — w dalekim polu rozktad pola

elektrycznego jest proporcjonalny do transformaty Fouriera rozktadu
pola w plaszczyznie przedmiotu.

u2(9527 yz) =

Cienka soczewka

W przypadku uktadéw mikroskopowych sytuacja jest bardziej skom-
plikowana - do obserwacji obiektéw uzywamy soczewek. Tutaj ograni-
czymy sie do wyidealizowanego przypadku cienkiej soczewki. Pod tym

!Transformate Fouriera @(m,n) funkcji u(z,y) oraz transformate odwrotna de-
finiujemy

w(m,n) = 77 u(z, y) exp [2mi(mz + ny)] dzdy,

u(z,y) = 77 a(m, n) exp [-2mi(mz + ny)] dmdn.
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pojeciem rozumiemy soczewke, ktora wprowadza jedynie kwadratowa
zmiane fazy, oraz jest na tyle cienka, ze znaczaco nie przesuwa padajg-
cych na nig promieni swietlnych. Zmiane wprowadzana przez soczewke
mozemy uwzgledni¢ mnozac amplitude fali padajacej przez czynnik

ta,y) = exp Hﬁ( ry >] (25)

Musimy uwzgledni¢ skonczony rozmiar soczewki przez wprowadzenie
funkcji aperturowej P(z,y). Jesli oswietlimy soczewke fala ptaska o
jednostkowej amplitudzie, to za soczewks amplituda pola ma postac:

w(oro) = Plo ) exv | (02 7). (26)

2f
Amplituda pola, zgodnie z rownaniem 2.3, w plaszczyznie ogniskowej
Wynosi:

Ug(x2,y2) = expE;;’kf) exp [ 2]; (x5 + yz)]

(2.7)

ik
/ P(x1,y1)exp [f (122 +y1yg)] dzdy;.

Calka stanowi transformate Fouriera funkcji aperturowej, ktora bedzie-

my oznaczal h(xs, y). W zwigzku z tym natezenie w plaszezyznie ogni-
skowej soczewki jest dane przez

(2, y2) = |h(wa, y2) P/ N2 f2. (2.8)

Poniewaz czesto mamy do czynienia z aperturami kotowymi, catke 2.7
rozpisuje sie jako transformate Fouriera-Bessela i otrzymuje rozktad
natezenia w plaszczyznie ogniskowej nazywany dyskiem Airy’ego

I(v) = <W>2 (2.9)

14

gdzie J; — funkcja Bessla pierwszego rzedu, v — znormalizowana wspot-

rzedna optyczna v = w, r — odlegto$¢ od Srodka ogniska, NA —

apertura numeryczna soczewki.
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Obrazowanie koherentne 1 niekoherentne

Wyrézniamy dwa typy obrazowania o réznych wtasnosciach przejawia-
jacych si¢ zarowno w otrzymywanej zdolnosci rozdzielczej, jak i w kon-
trascie obrazu.

Moéwimy o obrazowaniu koherentnym, w przypadku gdy w ptaszczyznie
obrazowej dodaja si¢ amplitudy pola elektrycznego od poszczegdlnych
czesci przedmiotu, tworzac wypadkowa amplitude obrazu. Taki rodzaj
obrazowania wystepuje wtedy, gdy rejestrowane promieniowanie jest
spojne, czyli sa zachowane relacje fazowe pomiedzy réznymi cze$ciami
wigzki.

W przypadku takiego obrazowania pokazano w [22], Ze natezenie w
plaszczyznie obrazowej

2

I3(z3,y3) ~ [t//t(xhyl)h(xl +x3/M,yy + ys/M)daidy:| . (2.10)

Powyzsze réwnanie opisuje obraz tworzony przez transmisje monochro-
matycznej fali ptaskiej o jednostkowej amplitudzie przez preparat umiesz-
czony w plaszezyznie (z1,y;), o transmisji ¢(zq,y;). Za preparatem
znajdowala sie soczewka o powiekszeniu M, obrazujaca preparat na
ekran w plaszczyznie (x3,ys). h(x1 +x3/M,y1 +y3/M) to transformata
Fouriera funkcji aperturowej soczewki w ptaszczyznie obrazowej.

Dla obiektu punktowego t(z1,y1) = 0(x1)d(y1), przy obrazowaniu so-
czewka o sferycznej aperturze, natezenie wyraza sie wzorem 2.9, jest to
dysk Airego. W ogélnym wypadku otrzymywany obraz stanowi splot
funkcji transmisji obiektu ¢ z funkcja h.

Innym rodzajem obrazowania jest obrazowanie niekoherentne. Wyste-
puje ono wtedy, gdy natezenia fal pochodzacych od poszczegdlnych cze-
sci obiektu dodaja sie tworzac obraz. Taki rodzaj obrazu powstaje w
przypadku obiektow swiecgcych termicznie, gdy nie sg zachowane rela-
cje fazowe w rejestrowanym Swietle. Natezenie w ptaszczyznie obrazowe;

—+oo
I3 (xs,y3) ~ //|t($1,y1)|2|h(11 + x3/M,yy + ys/M)Pdardyr, (2.11)

stanowi splot natezenia transmisji obiektu [¢t|*> oraz natezenia funkcji
aperturowej soczewki w ptaszczyznie obrazowej |h|?. Okazuje si¢, ze dla
obiektu punktowego rozktad natezenia jest taki sam jak w przypadku
koherentnym. Roéznice uwidaczniaja sie dla bardziej skomplikowanych
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obiektéw - np. krawedzi. W przypadku niekoherentnym obraz jest bar-
dziej gtadki, ale cechuje si¢ mniejszym kontrastem, niz dla obrazowania
koherentnego.

2.2 Mikroskopia skaningowa

Mikroskop skaningowy, to urzadzenie w ktorym obraz otrzymuje si¢
przez skanowanie probki punkt po punkcie i rejestracje sygnatu dla kaz-
dego piksela obrazu. O rozdzielczosci takiego uktadu decyduje rozmiar
ogniska uzywanej wigzki swiatta. Uktad przedstawiono na rysunku 2.2.

P.(X:,Y1) P.(X,Y>)

t(Xo=Xs:Yo-Ys)

<

A

>

d

Rysunek 2.2: Uproszczony schemat mikroskopu skaningowego.

Swiatlo jest zbierane przez soczewke o funkeji aperturowej P (x1,21) 1
ogniskowane na prébce o transmisji t(zg — xs, Yo — Ys), gdzie xg, ys —
parametry skanowania probki. Swiatto przechodzace przez prébke jest
rejestrowane na detektorze o czultosci amplitudowej okreslonej funkcja
Py(x2,1y,). Tuz za obiektem amplituda pola elektrycznego

UQ(Z'()? Yo; Ts, ys) - h1(9007 y0>t(x0 — Ts, Yo — ys)7 (212)

gdzie h; to transformata Fouriera funkcji aperturowej soczewki opisana
rOwnaniem 2.7.
W celu znalezienia rozktadu pola na detektorze korzysta sie z przybli-
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zenia Fraunhofera (réwnanie 2.4) i otrzymuje

uz (T2, Y2; Ts, Ys) = // hi(zo, yo)t(xo — Ts, Yo — Ys)
5o (2.13)
1k
- exp [d(fﬁﬂo + y2y0)1 dzodypo.

Dla uproszczenia pominieto staly i faze przed catks.
Sygnal rejestrowany na detektorze dany jest wyrazeniem

—+o00
I(zs,ys) = //!ug(xz,y2;xs,ys)Pz(afz,yz)Izdedyz. (2.14)

Jak pokazano w [22], dla nieskonczenie duzego detektora o jednost-
kowej czutos$ci P, obrazowanie jest niekoherentne. W drugim granicz-
nym przypadku, dla nieskonczenie matego rozmiaru detektora, mamy
do czynienia z obrazowaniem koherentnym. Oczywiscie detektor ma
skonczone rozmiary i w przypadku mikroskopii skaningowej mowi sie o
obrazowaniu czesciowo koherentnym.

W praktyce pomiedzy detektorem a probka umieszcza sie dodatkowsa
soczewke w celu efektywnego zebrania promieniowania do detektora.

Mikroskop konfokalny

Jesli swiatto padajace na probke ma ograniczony dyfrakcyjnie rozmiar
wigzki i rozmiar wiazki na detektorze jest z nim poréwnywalny, to mo-
wimy o mikroskopii konfokalnej?. Uktad konfokalny mikroskopu fluore-
scencyjnego przedstawiono na rysunku 2.4. Typowo przyjmuje sie, ze
otwor konfokalny powinien mieé rozmiar rzedu dysku Airy’ego, zdefi-
niowanego jako odlegto$¢ pomiedzy kolejnymi minimami w rozktadzie
2.9.

Stosujac maty rozmiar detektora wycina si¢ promieniowanie pochodza-
ce z plaszczyzn pozaogniskowych i uzyskuje zwiekszong rozdzielczosé.
W tym wypadku rejestrowane natezenie jest opisane wyrazeniem

- 2
I(zs,ys) = [i// ha (o, yo)t(zo — xs, Yo — Ys)ha(—20, —yo)dzodyo| -

(2.15)

2Konfokalny oznacza posiadajacy sprzezone ogniska. W przypadku mikroskopu
konfokalnego ognisko wiazki w plaszczyznie obrazowej jest $ciSle zwigzane z ogni-
skiem w plaszczyznie przedmiotowe;j.
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W przypadku jednakowych sferycznych soczewek (ogniskujacej wiazke
na preparacie i zbierajacej sygnal na detektor) obraz obiektu punkto-
wego jest iloczynem transformat Fouriera z apertur wejsciowych obu
soczewek i natezenie wynosi:

Iv) = <2J1(”)>4. (2.16)

v

=== mikroskop tradycyjny
uktad konfokalny

08 |-

04 |-

natezenie [ju]

02 -

0,0 1 o — .

-600 -400 -200 0 200 400 600
odlegto$¢ [nm]

Rysunek 2.3: Poroéwnanie rozktadéw natezenia dla mikroskopu trady-
cyjnego i uktadu konfokalnego. Dtugosé fali Swiatta uzytego do obrazo-
wania to 635 nm, apertura numeryczna soczewki 1.4. Szerokos¢ FWHM
dla pierwszego przypadku to 226 nm, dla uktadu konfokalnego 164 nm.

Stosujac wzory 2.9 i 2.16 przedstawiono rozklad natezenia obrazu
punktowego obiektu (Rys. 2.3). Dla uktadu konfokalnego jest on wez-
szy o 27% niz dla konwencjonalnego mikroskopu. Szeroko$é potéwkowa
rozktadu wynosi, dla wigzki o dhugosci fali 635 nm i apertury soczewki
1.4, w przypadku konwencjonalnego mikroskopu 226 nm, a dla uktadu
konfokalnego 164 nm.

2.3 Mikroskopia fluorescencyjna

Swiecenie obiektéw wlasnym $wiattem pod wplywem padajacego na nie
zewnetrznego promieniowania dzielimy na dwie kategorie. Kiedy swie-
cenie zachodzi w ciagu krétkiego czasu (rzedu 1078 — 107* s) méwimy
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EX ptaszczyzna
ogniskowa

<<

detekcja> Obj

EM DM

Rysunek 2.4: Schemat konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego. EX,
EM - filtr wzbudzania i emisji, DM — lustro dichroiczne, Obj — obiek-
tyw. Swiatlo z plaszezyzny pozaogniskowej jest wycinane przez otwoér
konfokalny.

1,0

—— widmo absorpcji
——— widmo emisji

06

04 F

absorpcja [ju]
fluorescencja [ju]

02
ATTO 647N

0,0

400 500 600 700 800 900 1000
dtugosé fali [nm]

Rysunek 2.5: Widmo absorpcji i fluorescencji barwnika ATTO 647N
[37].

o fluorescencji, natomiast kiedy czas ten jest dtuzszy moéwimy o fos-
forescencji. Fluorescencja zachodzi z reguly na wiekszych dhugosciach
fali niz absorpcja (Rys. 2.5), co jest zwiazane z nieradiacyjnymi strata-
mi energii przez elektrony. Przesuniecie w dtugosciach fali nosi nazwe
przesuniecia Stokesa.

Wiele cial wykazuje naturalna fluorescencje pod wpltywem promienio-
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wania UV (krysztaly, witaminy, masto). Probki biologiczne z reguty sa
przezroczyste i nalezy stosowaé specjalne metody znakowania fluorofo-
rami.

Typowy uktad konfokalnego mikroskopu fluoresencyjnego przedstawio-
no na rysunku 2.4. Swiatto, ktére dociera do prébki nie bierze udziatu
w tworzeniu obrazu, ma na celu jedynie wzbudzenie fluorescencji. Flu-
orescencja emitowana z preparatu jest zbierana za pomoca obiektywu i
kierowana do uktadu detekcji. Wiekszosé swiatta wzbudzajacego, ktore
uleglo rozproszeniu na prébcee i zostato zebrane przez obiektyw, jest od-
bijane z powrotem przez lustro dichroiczne, do Zréodta promieniowania.
Dodatkowo, przed detektorem umieszczony jest filtr emisyjny, przepusz-
czajacy Sswiatto o dlugosciach fali odpowiadajacych fluorescencji i thu-
migcy swiatto wzbudzajace fluorescencje. Przed uktadem detekcyjnym
znajduje sie otwor konfokalny, ktory wycina sygnat spoza ptaszczyzny
ogniskowej. Rozrézniamy dwa typy mikroskopu, w zaleznosci od rodza-
ju o$wietlenia. Jesli zarowno wigzka wzbudzajaca jak i fluorescencja sg
zbierane przez ten sam obiektyw, jak przedstawiono na rysunku 2.4, moé-
wimy o typie epi, w przeciwnym razie typ nazywamy dia. W tego typu
mikroskopii kluczowy jest doboér filtréw przepuszczajacych flurescen-
cje i blokujacych $wiatto wzbudzajace, zalezny od rodzaju uzywanego
znacznika fluorescencyjnego. Jezeli znacznik charakteryzuje sie duzym
przesunieciem Stokesa to sytuacja znacznie sie upraszcza.

Jakos¢ otrzymanego obrazu zalezy od efektywnosci, z jaka dany fluoro-
for absorbuje swiatto wzbudzajace, oraz od tzw. wydajnosci kwantowe;.
Wydajnosé kwantowa jest to stosunek liczby wyemitowanych fotonéw
wzgledem liczby zaabsorbowanych fotonéw przez czasteczke fluorescen-
cyjna. Waznym czynnikiem jest réwniez trwaloéé¢ fotochemiczna znacz-
nika. Na skutek oddzialywania ze swiattem wzbudzajacym czastecz-
ka fluorescencyjna ulega powolnej, trwatej degradacji (ang. photoble-
aching). Aktywnosé flouroforu zalezy od natezenia $wiatla, i mozna
zminimalizowaé¢ efekt wybielania znacznika przez zmniejszczenie nate-
zenia Swiatta wzbudzajacego, a co za tym idzie rOwniez emisji promie-
niowania przez probke. W zwigzku z tym niezwykle wazne jest zadbanie
o wysoka czutosé¢ uktadu detekceji.
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2.4 Mikroskopia fluorescencyjna z wyga-
szaniem przez emisje wymuszong

Swiattem mozna nie tylko wzbudzié¢ molekuly, lecz réwniez przeniesé
je do stanu ciemnego w wyniku emisji wymuszonej. Zdeaktywowana w
ten sposob molekuta moze zosta¢ natychmiast ponownie wzbudzona.
Przy opowiednio duzym natezeniu wigzki wymuszajacej molekuta zo-
staje przeniesiona do stanu podstawowego zanim nastgpi fluorescencja.
Idea mikroskopii STED polega na wykorzystaniu dodatkowej wiazki
laserowej w uktadzie mikroskopu fluorescencyjnego, w celu nasycenia
przejscia optycznego. Wiazka ma ksztatt obwarzanka i selektywnie wy-
gasza fluorescencje przez emisje wymuszong. Ponadto, jest przesunieta
ku czerwonej czesci widma fluorescencji i nie rejestrowana, wraz z sy-
gnatem wymuszonym, przez detektor.

Zdolno$é¢ rozdzielcza® mikroskopu STED jest opisana wyrazeniem:

A
Ar & (2.17)

2nsinay /1 + ISITM
sat

Moze ona by¢ teoretycznie nieograniczenie duza, dla odpowiednio duze-
go stosunku natezenia wiazki wygaszajacej [srrpp wzgledem parametru
Is; zwanego natezeniem nasycenia. Praktycznym ograniczeniem jest
wartos¢ natezenia wiazki STED, przy ktoérej znacznik fluorescencyjny
ulega zniszczeniu. Niedawano pokazano rozdzielczo$¢ rzedu 4 nm na
centrach barwnych w diamencie [23].

Mikroskopia STED jest typem mikroskopii RESOLFT, gdzie stan ja-
sny to wzbudzony stan elektronowy Sy, a stan ciemny to podstawowy
stan elektronowy Sy (Rys. 2.6). Poszczegdlne ciensze kreski na rysunku
odpowiadaja wzbudzeniom wibracyjnym. Wiazka wzbudzajaca przez
absorpcje przenosi czasteczke do wyzszego poziomu wibracyjnego sta-
nu S;. Nastepuje relaksacja z czasem Ty, fluorescencja z czasem 7y i
relaksacja do poziomu podstawowego po czasie 7. Typowe czasy dla
barwnikéw fluorescencyjnych to 7,7 ~ 1-5 ps, 74 ~ 2 ns [16].

W obecnosci wiazki wygaszajacej obsadzenie poziomu S; opisuje w

3przy zalozeniu parabolicznego ksztaltu minimum obwarzankowej wiazki wyga-
szajacej [24]
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przyblizeniu? réwnanie:

dN 1
dil = — ( + USTED]STED> Ny,
t Tf

gdzie N; to obsadzenie poziomu 5.

(2.18)

Przyjmujac warunek brzegowy Nj(co) = 0 otrzymujemy rozwigzanie:

Ny (t) = Ny (0) exp~(W/mrtosTepht (2.19)
(a) (c)
A £ ool
T] e ! ISTED/lsaF7O
3 ]
o N 150 | |
3, © !
S g 5 I
5— < (I\)l 100 | :
o) = ©
2 3 = !
§|& S s !
o h
=} [0) ]
v: E 2
21: 0 1000 2000 3000
2 natezenie impulsu STED [MW/cm2]

_|_

wigzka
wzbudzajgca

fluorescencja

Rysunek 2.6: Idea mikroskopii STED: schemat pozioméw energetycz-
nych typowego barwnika fluorescencyjnego (a), pogladowy rysunek po-
szezegblnych wiazek w plaszezyZnie ogniskowej mikroskopu (b), zalez-
nos¢ otrzymywanej rozdzielczosci w ptaszezyznie xy w funkceji natezenia

wiazki STED (c).

4przyjeto czas relaksaciji z pozioméw wibracyjnych réwny
zjawisko gaszenia fluorescencji na skutek innych form przekaz
niowanie

zero, oraz pominieto
u energii niz promie-
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Natezenie przy ktérym potowa obsadzenia jest przeniesiona do stanu
podstawowego, wzgledem wartosci obsadzenia przy nieobecnosci wiagzki
wygaszajacej (Isrpp = 0), nazwano natezeniem nasycenia Iz [24]. Dla
prostokatnego impulsu STED o czasie trwania 7 wynosi ono:

]sat == 11172 . (220)

TOSTED

Jest to wielko$¢ zalezna od charakterystyki czasowej impulsu wygasza-
jacego. Typowo I, ~ 10 MW /em?. Dla takiej wartosci parametru Iy,
aby otrzymac rozdzielczo$¢ 25 nm, konieczne jest zastosowanie wiazki
STED o 70-krotnie wickszym natezeniu (Rys. 2.6).

W celu uzyskania dobrej jako$ci obrazu impuls STED powinien przy-
chodzi¢ bezposrednio za impulsem wzbudzajacym. Ponadto, aby uzy-
ska¢ wysoki kontrast wygaszania, czas trwania impulsu powinien by¢
dhuzszy niz czas relaksacji 7,°.

W ostatnich latach pokazano, ze mozliwe jest wykorzystanie laseréw
pracy ciagtej w mikroskopii STED. Wiaze sie to z szybsza akwizycja da-
nych i uproszczeniem uktadu doswiadczalnego, przez brak koniecznosci
czasowej synchronizacji impulsow [24,30,40]. Cena, jaka za to ptacimy
jest koniecznos¢ stosowania duzych wartosci natezenia wiazki STED w
celu uzyskania dobrej rozdzielczosci. Wywotuje to trudnosciami w ob-
serwacji komoérek biologicznych.

Aby otrzymaé¢ zwiekszong zdolnos¢ rozdzielcza, wigzka wygaszajaca
musi posiada¢ centralne minimum w ptaszczyznie ogniskowej obiek-
tywu. Typowo ksztaltuje sie ja tak, aby otrzymac¢ obwarzanka. Metod
jest kilka, np. nalozenie spiralnej fazy przestrzennej na front falowy
wiazki za pomoca komercyjnej ptytki fazowej [25,39] lub wykorzystujac
modulator cieklokrystaliczny SLM (ang. Spatial Light Modulator) [29],
przestrzenna zmiana polaryzacji w wiazce [38]. Metody te opieraja sie
na wytworzeniu nieoznaczonosci fazy w centralnej czesci wigzki w ta-
ki sposob, aby na skutek interferencji w ognisku obiektywu, powstato
wysokiej jakosci minimum.

Zwigkszenie zdolnosci rozdzielczej jest mozliwe nie tylko w kierunku
poprzecznym r wzgledem osi optycznej obiektywu, lecz réwniez w kie-
runku podhuznym z. Minimum w wigzce wygaszajacej wytwarza sie
przez natozenie na wiazke maski fazowej ze skokiem o m w centralnej
czesci. Uzyskano w ten sposéb rozdzielczo$é Az < 100nm [41].

Swtedy wszystkie czasteczki w stanie wzbudzonym moga zostaé przeniesione do
stanu ciemnego, oczywiscie przy odpowiednio duzym natezeniu wiazki wygaszajacej
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2.5 Jakosé¢ uktadu obrazujacego

Miarg jakosci odwozorowania optycznego moze by¢ zdolno$é rozdzielcza
lub funkcja rozmycia obiektu punktowego (ang. Point Spread Function,
PSF). Otrzymane wyniki zaleza od stosowanych kryteriéw i konwencji.

Zdolnos$¢ rozdzielcza

Zdolnos¢ rozdzielcza uktadu optycznego odpowiada na pytanie jak bli-
sko moga by¢ potozone dwa bardzo mate obiekty, aby ich obraz mogt
zosta¢ rozrézniony. W tym wypadku najczesciej stosuje sie kryterium
Rayleigha lub kryterium Sparrowa.

KRYTERIUM RAYLEIGHA

Kryterium Rayleigha wprowadzono dla obrazowania niekoherentnego.
Dodaje sie natezenie obrazéw dwoéch takich samych obiektow punk-
towych (plamek Airy’ego, réwnanie 2.9). Warunkiem rozr6znienia jest
pokrycie minimum natezenia obrazu pierwszego obiektu z maksimum
natezenia obrazu drugiego obiektu. Jak pokazano w [22], kryterium réw-
nowaznie® odnosi sie do dowolnego uktadu obrazowania, gdzie rozmiar
zrenicy wejéciowej detektora jest rowna rozmiarowi zrenicy obiektywu.
Ogolnie, w przypadku obrazowania koherentnego otrzymywana zdol-
no$c¢ rozdzielcza zalezy od réznicy faz emitowanego Swiatta przez dwa
obiekty punktowe. Moze by¢ zaréwno wieksza jak i mniejsza niz w przy-
padku niekoherentnym.

KRYTERIUM SPARROWA

Kryterium Sparrowa méwi, ze granicznym warunkiem rozdzielenia ob-
razu dwoch punktow jest zerowanie sie drugiej pochodnej po rozkta-
dzie natezenia I(r) w potowie odlegtosci miedzy obiektami punktowymi
(r = 0). Warunek mozna opisa¢ réwnianiem:

01

—| = 2.21
52|, = (2.21)

Kryterium Sparrowa mozna stosowa¢ dla dowolnego typu obrazowa-
nia, jednak jest ono niepraktyczne — trudno stwierdzi¢ czy dany obraz,
plaski w centralnej czesci, pochodzi akurat od dwoch bardzo matych
obiektow.

60znacza to, ze jedli dwa punkty sa rozréznialne w obrazie niekoherentnym wg.
kryterium, to réwniez sa rozréznialne w dowolnym obrazowaniu ze Zrenicg detektora
réwna Zrenicy obiektywu.
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Funkcja rozmycia obiektu punktowego

Przedstawione kryteria w zasadzie nie uwzgledniaty aberracji uktadu
optycznego. Kryterium, ktére uwzglednia réwniez wady odwzorowania
jest PSF (ang. Point Spread Function, PSF). PSF definiuje sie jako
obraz obiektu punktowego i jest to tréjwymiarowa funkcja. Jak poka-
zano wezesniej, dla bardziej ztozonych struktur, otrzymywany obraz ma
postac splotu rzeczywistego obiektu i funkcji rozmycia obiektu punk-
towego. Znajomos¢ tej wielkosci pozwala na zastosowanie algorytmow
dekonwolucyjnych i odzyskanie orginalnego obrazu [21]. Teoretyczna
PSF, wynikajaca z dyfrakeji dla mikroskopu tradycyjnego i konfokal-
nego, przedstawiono wczesniej na rysunku 2.3.
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Rozdziat 3

Konstrukcja mikroskopu
STED

Konstrukcja mikroskopu STED sktada sie z kilku etapow. Nalezy wy-
bra¢ sposob skanowania probki, metode detekcji, zaprogramowaé akwi-
zycje obrazu, wybra¢ wigzki laserowe, zestaw luster dichroicznych i fil-
tréow — zalezny od uzywanego barwnika fluorescencyjnego — i wreszcie
przestrzennie przygotowa¢ wiazki, przekry¢é w ptaszczyznie ogniskowe;j
1 wzajemnie zsynchronizowa¢ czasowo. Ten rozdziat poswiecony jest
szczegotowemu opisowi kazdego z etapow konstrukeji przeprowadzo-
nych w Laboratorium Proceséow Ultraszybkich.

3.1 Akwizycja danych w mikroskopie ska-
ningowym

W mikroskopii skaningowej mamy dwie mozliwosci zbierania obrazu.
Pierwsza z nich jest przesuwanie obiektu wzgledem nieruchomej wiazki
laserowej, druga — skanowanie wiazka nieruchomego obiektu. W pierw-
szym przypadku z reguty wykorzystuje sie stoliki piezoelektryczne, umoz-
liwiajace skanowanie z nanometrowa precyzja, niezaleznie w trzech kie-
runkach. W drugim uzywa sie luster skanujacych. Zdecydowang zaleta
jest tutaj mozliwos¢ szybkiego skanowania proébki, wada brak jedna-
kowego wypekienia apertury obiektywu podczas skanowania wiazka
laserows - co skutkuje r6zna zdolnoscia rozdzielczg w réznych czesciach
obrazu. W zwiazku z tym zdecydowano si¢ wykorzystaé¢ stolik piezo-
elektryczny.

Schemat akwizycji danych przedstawiono na rysunku 3.1. Do skanowa-
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nia obiektéw uzyto stolika piezoelektrycznego TRITOR 102 CG (Pie-
zosystem Jena), ktéry umozliwia pozycjonowanie w trzech kierunkach z
rozdzielczoscig 2 nm. Kontrola pozycji stolika odbywata sie za pomoca
wzmacniacza sygnatu NV 40/3 CLE (Piezosystem Jena). Na wejscie
wzmacniacza podawano napiecia z zakresu 0-10 V, generowane przez
wielofunkcyjna karte pomiarowa NI USB-6259 (National Instruments).
Karta sterowana byta autorskim programem napisanym w $rodowisku
LabView 2010 (National Instruments). Po wzmocnieniu sygnat elek-
tryczny miat napiecie w zakresie od -20 do 130 V. Pozycja stolika, z
dobrym przyblizeniem, byta liniows funkcjg przyktadanego napiecia.
Uzywany sterownik umozliwial odczyt aktualnego, doktadnego potoze-
nia stolika w postaci sygnatu analogowego +5 V (wewnetrzne sprzezenie
zwrotne).

( ) sterownik )
program | karta NI stolik
: | iezo
LabVieW < | konwersja D-A | P
konwersja A-D |«
| - detektor

Rysunek 3.1: Schemat uktadu akwizycji danych. Sygnal cyfrowy jest ge-
nerowany przez program w platformie LabView. Nastepnie przez karte
NI (National Instruments) jest zamieniany na sygnat analogowy i przez
sterownik kierowany do stolika piezoelektrycznego. W czasie skanowa-
nia sygnal z detektora i sygnal zwrotny ze stolika sg konwertowane przez
karte na sygnalty cyfrowe. Generacja i detekcja sa wzajemnie zsynchro-
nizowane przez wewnetrzny zegar karty.

Na wejscia X,Y sterownika stolika piezoelektrycznego podawano
napiecia pokazane na rysunku 3.2. Kierunek Z kontrolowano przez po-
danie dowolnej statej podczas skanu wartosci napiecia. Z uwagi na nie-
zalezne programowanie kazdej z trzech osi stolika, fatwo mozna zmody-
fikowa¢ program w celu tworzenia obrazéw 3D, lub dowolnej zamiany
osi skanowania.

Typowa szybkos¢ skanowania: dla zgrubnego skanu z krokiem 1 pym to
200 £2, dla doktadnego z krokiem 20 nm, jest rzedu 10-20 £*. W przy-
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szybkie ustawienie
nowej pozycji
startowej

10 L 0$ X zbieranie
—_ 08Y obrazu

napiecie [V]
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Rysunek 3.2: Przyktadowe funkcje napiecia sterujace stolikiem piezo-
elektrycznym, dla kierunku szybkiego skanu X i wolnego skanu Y.

padku wiekszych predkosci funkcja potozenia stolika od czasu nie jest
liniowa. Mozliwa jest korekcja otrzymanego obrazu przez interpolacje
zebranych danych na regularng siatke, zgodnie z parametrami zwrotny-
mi okreslajacymi potozenie stolika. W napisanym programie procedura
ta, dla duzych macierzy potozen i obrazu, byta bardzo czasochtonna i
w praktyce bardziej optacato sie ograniczy¢ szybkos¢ skanowania stoli-
kiem do zakresu liniowego.

Poczatkowo prébowano programowaé stolik tak, aby skanowal tam i z
powrotem wzdtuz osi szybkiej X, bez wracania na poczatek linii. Wia-
zatoby sie to z szybsza akwizycja danych. Niestety utrudnia to znacznie
proces tworzenia obrazu z zebranego sygnatu i ostatecznie zdecydowano
przeprowadza¢ skan w jednym kierunku, z szybkim powrotem do no-
wej pozycji poczatkowej [Rys. 3.2]. Jak sie okazalo pdzniej, analogiczne
rozwigzanie stosuje sie w komercyjnym urzadzeniu.

Rejestracja obrazu odbywa sie przez karte NI, do ktérej wejscia pod-
taczany jest sygnal detektora. Napisany program pozwala rejestrowac
obraz na dwa sposoby: przez wykorzystanie fotodiody i mierzenie war-
tosci napiecia, lub przez uzycie licznika pojedynczych fotonéw i re-
jestracje sygnalu TTL. Oba tryby rejestracji sa zsynchronizowane z
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zadanymi przez uzytkownika parametrami skanowania. Dla fotodiody
istnieje mozliwo$¢ przetaczenia zbieranego sygnatu na inng karte Na-
tional Instruments, zsynchronizowang z pierwsza, co poprawia jakos$é
otrzymywanego obrazu z uwagi na obserwowane przeshuchy napie¢ po-
miedzy kanatami karty. Program umozliwia réwniez doktadne ustawie-
nie ptaszczyzny ogniskowej obiektywu. W tym wypadku nalezy ustawic¢
skanowanie wzdtuz wybranej linii w ptaszczyznie poprzecznej wzgledem
osi obiektywu XY i znalez¢ taka wartos¢ potozenia w kierunku 7, aby
rejestrowany sygnat byt maksymalny. Mozliwy jest odczyt natezenia
wzdtuz dowolnej linii obrazu i dopasowanie funkcji gaussowskiej — co
jest przydatne przy pomiarach PSF.

W uktadzie STED uzywano wylacznie licznika fotonow opartego na fo-
todiodzie lawinowej SPCM-AQRH (PerkinElmer). Umozliwia on reje-
stracje fotonéw w szerokim zakresie spektralnym 450-1060 nm, z dobra
wydajnoscig kwantowa dla przewidywanego widma fluorescencji rzedu
65%. Licznik posiada ztacze $wiattowodowe FC/PC, co umozliwia do-
prowadzenie sygnatu przez $wiattowod.

3.2 Obiektyw mikroskopowy

Sercem uktadu mikroskopowego jest obiektyw. To od jego parametrow,
W znacznej mierze, zalezy jako$¢ uzyskiwanego obrazu. W tym doswiad-
czeniu wykorzystano obiektyw Plan-Apo VC 1.4/100x (Nikon) schema-
tycznie przedstawiony na rysunku 3.3. Jest to obiektyw o najwyzszym
stopniu korekcji aberracji chromatycznych, przeprowadzonym dla mak-
symalnie 5 réoznych wartosci dhugosci fali. Plan oznacza korekcje krzy-
wizny pola, Apo to korekcja apochromatyczna, na aberracje sferyczna
i chromatyczna soczewek obiektywu. VC (ang. Violet Corrected) ozna-
cza korekcje dla krotkiej dtugosci fali, 405 nm. Powigkszenie obiektywu
wynosito 100, ciecza imersyjna jest olej. Apertura numeryczna wyno-
si 1,4. Przy bardzo duzych powiekszeniach obiektywy sa projektowane
na konkretna grubo$¢ szkietka nakrywkowego, tutaj 0,17 mm. Jest on
skorygowany na nieskonczonos¢ co oznacza, ze obiektyw nie tworzy ob-
razu posredniego, lecz kolimuje wigzke swiatta. Obraz jest tworzony
przez dodatkowa soczewke referencyjna (ang. tube lens), umieszczana
pomiedzy okularem i obiektywem. To wzgledem ogniskowej tej soczew-
ki podaje sie powiekszenie obiektywu. Typowo ogniskowa wynosi od
160 do 200 mm. W naszym przypadku to 200 mm [26].

Oznaczenie DIC to réznicowy kontrast interferencyjny (ang. Differential
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Rysunek 3.3: Wybrane parametry uzywanego w pracy obiektywu. Od-
legtos¢ robocza WD = 0.13 mm, ogniskowa f = 2 mm, Zrenica wejsciowa
d = 5.6 mm, szkietko nakrywkowe CG powinno mieé¢ grubo$¢ 0.17 mm.

Interference Contrast), opisujacy specjalistyczna ceche budowy obiek-
tywu. Nie ma on zadnych wewnetrznych modyfikacji, natomiast zostal
zaprojektowany do uzytku ze specjalnie zmodyfikowanym Wollastonem
lub pryzmatem Nomarskiego, w celu zwiekszenia kontrastu obrazu. N2
okresla typ kondensorowego pryzmatu Nomarskiego z ktérym moze pra-
cowal obiektyw, jesli jest on w wyposazeniu mikroskopu. Kiedy nie
uzywamy pryzmatu, obiektyw moze by¢ zastosowany w innych typach
mikroskopii.

Waznym parametrem w mikroskopii konfokalnej jest srednica zrenicy
obiektywu D, ktorag mozna opisa¢ wzorem:

D=2NA-f, (3.1)

gdzie f — ogniskowa obiektywu, N A — apertura numeryczna.
Znajac powiekszenie obiektywu i ogniskowa soczewki referencyjnej, mo-
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zemy tatwo policzy¢, ze f = 2 mm. Korzystajac z powyzszego wzoru
srednica zrenicy wejsciowej obiektywu d = 5,6 mm.

3.3 Przygotowanie wigzek

Wyboér wigzek laserowych i luster dichroicznych

Z grupy barwnikoéw fluorescencyjnych, dla ktorych zaobserwowano efekt
STED [27], zdecydowano sie zaprojektowaé uktad dla barwnikéw AT-
TO 633 i ATTO 647N. Bylo to uwarunkowane po pierwsze dobrymi
rezultatami dla tych fluoroforéw otrzymanymi wezesniej [33,34], po dru-
gie stosowaniem tych barwnikéw w Instytucie Biologii Doswiadczalne;j
PAN, co umozliwito otrzymanie preparatoéw fluorescencyjnych do cha-
rakterystyki jakosci mikroskopu.

ATTO 633 to barwnik, ktérego widmo absorpcji i emisji przedstawiono
na rysunku 3.4. Centralna dtugo$¢ fali absorpcji swiatta przypada na
629 nm, fluorescencji na 657 nm. Czas zaniku fluorescencji wynosi 3, 3
ns, wydajnosé kwantowa to 64%. Wtasnosci spektralne ATTO 647N sg
podobne, przedstawiono je wczesniej na rysunku 2.5. Maksimum ab-
sorpcji przypada na 644 nm, fluorescencja jest maksymalna dla 669
nm, a jej czas zaniku wynosi 3,5 ns. Na wykresie naniesiono uzywane
zakresy spektralne wzbudzenia, detekcji i emisji wymuszone;j.

Zrédlem wigzki wygaszajace] jest przestrajalny laser femtosekundo-
wy MaiTai (Newport Corp). Laser moze pracowaé w zakresie central-
nych dtugosci fali 690-1090 nm, z ré6zna moca wyjsciowa w przedziale
1-3 W. Emituje wiazke impulséw femtosekundowych, o czasie trwania
~ 100 fs i czestosci repetycji 80 MHz. Wybrano wigzke wygaszajaca o
dhugodci fali 750 nm i szerokosci potéwkowej FWHM (ang. Full- Width
at Half Mazimum) 9 nm. Moc wyjéciowa lasera dla tej dtugosci fali to
2,5 W. Laserem wzbudzajacym fluorescencje jest dioda laserowa emi-
tujaca impulsy pikosekundowe (LDH-P-C-635B, PicoQuant), o czasie
trwania ~ 80 ps. Dtugosc¢ fali to 635 + 10 nm. Prace diody kontrolu-
je sterownik PDL-800-B (PicoQuant), ktéry umozliwia synchronizacje
lasera z zewnetrznym sygnatem elektronicznym i ma mozliwosé usta-
wienia czestosci repetycji impulsow z zakresu od 5 MHz do 80 MHz.
Rozrzut czasowy uktadu wyzwalajacego (ang. jitter) jest mniejszy od
40 ps.

Parametry uzywanych luster dichroicznych i filtru zebrano w tabeli
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Rysunek 3.4: Widmo absorpcji i fluorescencji barwnika ATTO 633. Na-
niesiono okna spektralne wzbudzenia, detekcji fluorescencji, emisji wy-
muszonej — wynikajace z uzywanych luster dichroicznych i filtrow.

Typ Nr katalogowy Specyfikacja

Plytka $wiattodzie- | Z635 (Chroma) R 635 nm > 90%, T 650

laca DM1 900 nm > 90%

Lustro dichroiczne | FF-721 (Semrock) | R 750 nm > 87%, T 630—

DM2 700 nm > 90%

Filtr pasmowy BF | F47-686 (Chroma) | centralna dlugosé¢ fali T
685 nm, szeroko$¢ 85 nm

Tabela 3.1: Lustra dichroiczne i filtr zastosowane w mikroskopie STED.
R, T to odpowiednio transmisja i odbicie.

3.3. Uzyto oznaczen zgodnych z zamieszczonym w dalszej czesci pracy
rysunkiem 3.7. Kluczowe jest dobranie zestawu filtréow tak, aby zbieraé¢
fluorescencje w mozliwie szerokim oknie spektralnym.
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Rozcigganie impulsu wygaszajgcego

Rysunek 3.5: Schemat kompresora siatkowego uzywanego do rozcia-
gniecia impulsu. DG - siatka dyfrakcyjna, M — lustro, wy — centralna
czestosé impulsu

Jak uzasadniono we wczesniejszej czesci pracy, impulsy wygaszaja-
ce nie powinny by¢ krétsze niz 1 ps. W praktyce, z uwagi na rozrzut
czasowy wyzwalania impulsu wzbudzajacego, czas trwania impulsu wy-
gaszajacego powinien by¢ rzedu 100 ps. Impuls femtosekundowy musi
zatem zostac rozciggniety w czasie tysiac razy. W tym celu zbudowano
kompresor siatkowy, ztozony z dwoch identycznych siatek o liczbie rys
1500/mm (Spectrogon). Uktad kompresora przedstawiono na rysunku
3.5. Pierwsza siatka stuzy do przestrzennego rozdzielenia réznych skta-
dowych spektralnych impulsu. Druga powoduje, ze wszystkie sktadowe
biegna réwnolegle. Nastepnie wigzka odbija si¢ od lustra i wracajac
jest sktadana ponownie w jeden impuls, o zmienionej charakterystyce
czasowej. W tym ukltadzie sktadowa o wiekszej dtugosci fali pokonuje
dhuzsza droge niz krotsza, co przejawia sie ich rozsunigciem w czasie.
Taki uktad wprowadza ujemna dyspersje i z reguty stuzy do kompre-
sji impulsu z dodatnim $wiergotem. Jezeli rozsuniecie siatek jest bar-
dzo duze, to wprowadzona ujemna faza spektralna spowoduje odwrotny
efekt rozciggniecia czasowego impulsu. Faza spektralna wprowadzana
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przez uktad [42] jest dana przez:
d%p N A3 L

~ - 3.2
dw? | =0 2mctd? cos? 3 (3:2)

gdzie Ao — centralna dlugosé fali impulsu, d — stala siatek, L , 3 —
zaznaczono na rysunku 3.5.

Znajomos¢ fazy spektralnej i widma (tutaj widmo gaussowskie, FWHM
= 9 nm) pozwala na obliczenie czasu trwania impulsu po przejsciu przez
uktad kompresora. W tym celu nalezy rozpisa¢ postaé pola elektrycz-
nego w domenie czestosci i za pomoca transformaty Fouriera otrzymac
czasowe wlasnosci impulsu.

Czas wyznaczono dzieki programowi napisanemu przez dr Pawta Wnu-
ka. W naszym przypadku, dla kata padania 45° i odlegtosci siatek 0,5
m, przewidywany czas trwania impulsu za kompresorem to 61 ps.

Z uwagi na dtuga droge rozseparowanych spektralnie sktadowych impul-
su zadbano o taka ostone uktadu, aby zminimalizowaé efekty zwigzane
z wpltywem fluktuacji powietrza na otrzymywana wigzke pikosekundo-
wa.

Problemem w przypadku wykorzystania siatek do rozciagniecia impulsu
jest ograniczenie mocy wiazki, jaka moze padaé¢ na siatke, wynikajace
z obserwowanych efektéw termicznych. W celu zabezpieczenia siatek
zdecydowano ograniczy¢ zakres mocy wejsciowej wigzki wygaszajacej
do 300 mW.

Ksztaltowanie wigzki STED

Minimum w wigzce wygaszajacej otrzymano przez natozenie spiralnej
fazy przedstawionej na rysunku 3.6. Transformata Fouriera z wigzki
gaussowskiej o takiej fazie przestrzennej, powoduje powstanie minimum
w srodku wigzki. Do natozenia fazy poczatkowo uzywano przestrzenne-
go modulatora swiatta SLM (PLUTO, Holoeye). Sktada sie on z matry-
cy komoérek ciektokrystalicznych, do ktérych przyktadane jest napiecie
w celu zmiany ich orientacji i tym samym fazy w wiazce laserowej.
Modulator posiada 1920 x 1080 pikseli oraz duzy wspétczynnik wypet-
nienia 87%. Pracuje w trybie odbiciowym, o wydajnosci odbicia 60%
i wysokiej wydajnosci dyfrakeyjnej, powyzej 80%. Umozliwia zadanie
dowolnej fazy, w zakresie dtugosci fali do 1550 nm. Aby modulator pra-
cowal poprawnie, konieczna jest kalibracja przyktadanego napiecia na
wprowadzang zmiang¢ fazy. Wspolnie z Maciejem Kowalczykiem wyko-
nano kalibracje metoda interferencji dwoch prostopadtych polaryzacji
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- ulegajacej modulacji, oraz odbitej od modulatora.

W trakcie eksperymentow zauwazono, ze modulator znieksztatca front
falowy uzywanej wiazki. Wprowadzono samokorekcje fazy na modula-
torze.

Wiazke STED obserwowano na kamerze CCD (scA1400-17fm, Basler)
w ognisku dlugoogniskowej soczewki (f = 1000 mm). Wynik przed-
stawiono na rysunku 3.6. Glebokosé otrzymanego minimum < 0.4%
wzgledem maksymalnego natezenia. Modulator posiada ta niewatpli-
wa zalete, ze mozna dowolnie modyfikowaé¢ faze w celu uzyskania jak
najlepszej jakosci wigzki wygaszajacej w ognisku. Dzieki temu mozna
otrzyma¢ bardzo dobrg charakterystyke przestrzenna wigzki, proble-
mem okazuje sie jednak dynamika czasowa urzadzenia.

Modulator byt podtaczany do komputera przez ztacze HDMI i trakto-
wany jako zewnetrzny monitor. Sygnal na modulatorze odswiezat si¢ z
czestoscig odswiezania karty graficznej komputera 60 Hz, co mogloby
spowodowac otrzymanie gorszej jakosci obrazu w mikroskopie STED. Z
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Rysunek 3.6: Poréwnanie otrzymanych ognisk wiazki wygaszajacej dla
réznych sposob6w natozenia spiralnej fazy, narysowanej w prawym gor-
nym rogu.
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tego powodu zaniechano wykorzystywania modulatora w do$wiadcze-
niu i postuzono sie komercyjna, wirowa ptytka fazowa VPP-la (RPC
Photonics). Natezenie otrzymanej w ten sposob wiazki, przedstawiono
na rysunku 3.6. Zastosowanie ptytki pozbawito nas mozliwosci korek-
cji wiazki STED przez kontrolowana modyfikacje fazy. Gteboko$¢ mini-
mum w obu przypadkach jest poréwnywalna. Wiazka wytworzona przez
modulator charakteryzuje si¢ jednak mniejsza eliptycznoscia.

Wiazka wzbudzajaca

Wiazka pochodzaca z oscylatora szafirowego byta praktycznie jednomo-
dowa. Wiazka wzbudzajaca, generowana z diody laserowej, pracowata
w wielu wyzszych modach poprzecznych. Aby otrzymaé¢ ograniczong
dyfrakcyjnie wigzke wzbudzajaca konieczne byto przeprowadzenie fil-
trowania przestrzennego za pomocg standardowego swiattowodu jed-
nomodowego SM (Thorlabs) (Rys. 3.7).

3.4 Uktad doswiadczalny

Schemat uktadu doswiadczalnego przedstawiono na rysunku 3.7. Wigz-
ka wzbudzajgca diody laserowej jest filtrowana przestrzennie za pomocg
swiattowodu jednomodowego SM. Nastepnie przechodzi przez polaryza-
tor, ktory jest ustawiony tak, aby wigzka miata ortogonalng polaryzacje
wzgledem wiazki wygaszajacej. Za polaryzatorem ustawiono teleskop,
ktory powieksza wigzke do rozmiaru Zrenicy obiektywu, tutaj okoto 5,6
mm'. Nastepnie wigzka wzbudzajaca jest odbijana za pomocy lustra
dichroicznego DM1.

Wiazka wygaszajaca przechodzi przez potalowke i polaryzator — jest
to uktad kontroli mocy lasera. Kolejna potfaléowka stuzy zmianie kie-
runku liniowej polaryzacji wiazki laserowej. Kierunek ustawiono tak,
aby wydajnos¢ kompresora byta mozliwie najwicksza. Nastepnie wigz-
ka pada na teleskop kolimujacy — w ten sposéb uzyskuje si¢ dtugi zasieg
Rayleigha i przechodzi przez kompresor. Impuls ulega rozciggnieciu do
dziesiatek pikosekund. Za kompresorem ustawiony jest drugi teleskop,

'Podaje sie, ze rozmiar wiazki powinien byé dwukrotnie wiekszy od Zrenicy wej-
$ciowe]j obiektywu [35]. Z uwagi na ograniczenie mocy wiazki wygaszajacej przez
kompresor siatkowy zdecydowano powiekszy¢ wiazki do rozmiaru Zrenicy wejscio-
wej.
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ktory odpowiednio powieksza wigzke. Lustro dichroiczne DM2 stuzy
do taczenia przestrzennego obu wiazek. Wiazki przechodzg przez wyso-
kiej klasy szerokopasmowa ¢wiercfaléwke (2-APW-1./4-012, Altechna),
ktorej o$ ustawiona jest pod katem 45° wzgledem polaryzacji wiazek,
aby uzyskac polaryzacje kotowa. Polaryzacja kotowa zapewnia rowno-
mierne wzbudzanie molekut, niezaleznie od ich orientacji przestrzennej,
ma réwniez korzystny wpltyw na glebokos¢ minimum wigzki STED,
z uwagii na destruktywna interferencje w ognisku obiektywu. Wiazki
sa kierowane do komercyjnego mikroskopu Eclipse-Ti (Nikon), gdzie
w kostce mikroskopowej zamiast zestawu filtrow umieszczono lustro.
Wiazki przechodza przez obiektyw, sa ogniskowane, a czes¢ fluorescen-
cji jest zbierana i wraca. Przechodzi przez lustra dichroiczne DM1, DM2
i wchodzi do uktadu detekcyjnego. Uktad detekcyjny sktada sie z diu-
googniskowej soczewki i swiatlowodu wielomodowego MM, o srednicy
rdzenia 62,5 pm (M31L01, Thorlabs), stanowiacego otwér konfokalny.
Ogniskowa soczewki w uktadzie detekcyjnym jest dobrana tak, aby roz-
miar otrzymanego ogniska pokrywal sie z rozmiarem rdzenia $wiattowo-
du. Swiattow6d prowadzi wigzke do detektora, licznika pojedynczych
fotonéw SPCM.

Synchronizacja czasowa wiazek odbywa sie na podstawie sygnatu z
fotodiody P. Zgrubne dopasowanie czasu przyjscia obu impulséw, w
momencie potaczenia wigzek, uzyskano przez dobranie odpowiedniej
dtugosé¢ kabla BNC taczacego fotodiode ze sterownikiem lasera piko-
sekundowego. Dhugos¢ dobrano obserwujac wskazania drugiej, bardzo
szybkiej fotodiody (Ultra High Speed Photoreceiver with Si PIN Pho-
todiode, FEMTO) o czasie narastania sygnatu ~ 250 ps, ustawionej
W miejscu przestrzennego potaczenia wiazek. Dokladna synchronizacje
przeprowadzano przez przesuwanie fotodiody P na stole optycznym i
obserwacje rejestrowanego obrazu mikroskopowego, o czym bedzie mo-
wa w dalszej czesci pracy.

Potozenie swiattowodu MM, w ptaszczyznie prostopadtej do osi optycz-
nej, ustawiono wstepnie korzystajac z dodatkowego lustra. Lustro do-
krecano zamiast obiektywu do korpusu mikroskopu. Przy poprawnym
ustawieniu wiazki wchodzacej do obiektywu (tzn. wchodzacej central-
nie i réwnolegle do osi optycznej), wiazka odbita od tak zamocowanego
lustra powinna wraca¢ doktadnie tg sama droga co wigzka wejsciowa.
Korzystajac z tego faktu ustawiono za pomoca luster L1, 1.2 potozenie
i kierunek wiazki wzbudzajacej. Kierunek drugiej wiazki (STED) usta-
wiano wzgledem pierwszej. Przy czym niezwykle wazne jest dokladne
przestrzenne przekrycie dwoch wiazek. Wykorzystano w tym celu ka-
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mere CCD (scA1400-17fm, Basler). Rejestrowano obraz wiazek bardzo
blisko punktu potaczenia, oraz w mozliwie duzej odlegtosci (u nas ok.
1,5 m). Wyznaczono centralne potozenie wiazki wzbudzajacej za pomo-
ca dopasowania dwuwymiarowej funkcji Gaussa do rozktadu natezenia.
Nastepnie do tej pozycji dopasowano potozenie centralne wiazki STED.
Okazato sie, ze przy duzych rozmiarach wiazek ok. 5,6 mm, doktadnos¢
ustawienia przekrywania przestrzennego w ten sposob nie jest wystar-
czajaca. Konieczne byto przekrycie wiazek w trybie pracy mikroskopu,
przy wykorzystaniu sygnatu z detektora.
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Rozdziat 4

Wyniki

4.1 Mikroskop konfokalny

4.1.1 Zdolnosé rozdzielcza

Pomiar otrzymanej rozdzielczosci w uktadzie konfokalnym (bez uzycia
wiazki wygaszajacej) wykonano na nanosferach Crimson Fluorescent
Protein CFP (Invitrogen), o nominalnym rozmiarze 20 nm. Przykltado-
wy wynik rejestrowanego obrazu przedstawiono na rysunku 4.1. Szyb-
kos¢ skanowania zgrubnego z krokiem 1 ’;—;” to 250 %, dokladnego z
krokiem 10 =% to 2 £*. Skalg odleglodci przedstawiono na rysunku.
Mozemy zaobserwowaé obraz klastra nanosfer i kilka obrazéw bardzo
matych obiektéw, prawdopodobnie pojedynczych fluorosfer. Sg one sy-
metryczne, co $wiadczy o poprawnym filtrowaniu przestrzennym wigzki
wzbudzajacej. Przyktadowy rozktad natezenia obrazu od pojedynczego
obiektu przedstawiono na rysunku 4.2. Na wykresach narysowano profil
rejestrowanego natezenia w kierunkach x, y, oraz dopasowang funkcje
gaussowska. FWHM wynosi odpowiednio w kierunku z — 237 nm, w
kierunku y — 266 nm.

PSF mikroskopu konfokalnego wyznaczono wykonujac kilkanascie ana-
logicznych pomiaréw. Koncowy rezultat to:

PSF, = 250 &+ 39 nm
PSF, = 276 4+ 27 nm,

gdzie PSFy, PSFy — to FWHM obrazu obiektu punktowego w kierun-
kach odpowiednio z, y zaznaczonych na rysunku 4.2. Niepewnos¢ po-
miaru wyznaczono jako odchylenie standardowe. Niepewnos¢ systema-
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tyczna wynikajaca z doktadnosci dopasowania funkcji gaussowskiej byta
pomijalnie mata.

Rysunek 4.1: Nanosfery obrazowane w uktadzie konfokalnym. Nanosfe-
ry wzbudzano wiazka o dtugosci fali 634 nm. Obraz gérny przedstawia
doktadny skan zaznaczonego na dolnym obrazie obszaru.

1,0 0
—— rozktad natezenia —— rozktad natezenia
—— dopasowana —— dopasowana
08 funkcja gaussowska 0.8 funkcja gaussowska
. FWHM =237 nm _ FWHM = 266 nm
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Rysunek 4.2: Obraz nanosfery w uktadzie konfokalnym wraz z dopaso-
wana funkcja gaussowska. PSF (FWHM) w kierunku z, y odpowiednio
wynosza 237 nm, 266 nm.
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4.1.2 Proébki biologiczne

Rysunek 4.3: Neuron mysi znakowany barwnikiem ATTO 647N. Odpo-
wiednie odlegtosci przedstawiono na rysunku.

Mikroskopu uzyto do obserwacji probek biologicznych. Probki przy-
gotowano w Instytucie Biologii Doswiadczalnej PAN. Byty to neurony
mysie znakowane barwnikiem ATTO 647N, oraz pdzniej ATTO 633.
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Przyktadowy zarejestrowany obraz przedstawiono na rysunku 4.3. W
prawym goérnym rogu widzimy neuron mysi, na dole przedstawiono po-
wigkszenie jadra neuronu. Na dolnym obrazie widaé¢, ze skanowano ze
zbyt duza predkodcig 200 £2, przy zadanym kroku skanu 100 r;—‘j:. W
lewym gérnym rogu przedstawiono powiekszenie zaznaczonego obszaru
neuronu. Predkos¢ skanowania to 2 2%, przy kroku 20 1;—‘::.

4.2 Mikroskop STED

4.2.1 Wydajnosé emisji wymuszonej, a synchroni-
zacja czasowa.
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Rysunek 4.4: Wzgledny sygnat fluorescencji w funkcji op6znienia cza-
sowego impulsu STED, wzgledem impuslu wzbudzajacego. Mierzono
stosunek zliczanych fotonéw przy wtaczonej wiazce STED, wzgledem
sygnatu przy nieobecnosci wiazki dla barwnikow CFP i ATTO647N.

W celu znalezienia optymalnego wzglednego opdznienia impulsow
przeprowadzono pomiar wydajnosci emisji wymuszonej w funkcji poto-
zenia fotodiody P (Rys. 3.7). Dla kazdego polozenia fotodiody mierzo-
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no sygnat na detektorze SPCM dla dwoch barwnikow: ATTO 647N i
CFP. Podczas zmian polozenia zachowano stalg wartos¢ poziomu sy-
gnatu elektronicznego z fotodiody, regulujac natezenie padajacego na
nig $wiatta. Zmiana potozenia odpowiadata zmianie wzglednego opdz-
nienia impulsow. Zubozenie fluorescencji w funkcji opdznienia impulsow
przedstawiono na rysunku 4.4. Uzyto wiazek gaussowskich zaréwno do

5000

| STED STED
wytgczony wigczony
4000

3000

2000

natezenie fluorescenciji [ju]

1000

0 100 200 300 400
czas [ju]

Rysunek 4.5: Rejestrowany sygnal fluorescencji przy wytaczonej wigz-
ce STED i po jej wlaczeniu. Stosunek maksymalnej wartosci sygnatu
spada do 8% sygnatu poczatkowego.

wzbudzenia barwnika, jak i jego wygaszenia — usunieto maske fazowsq i
nie ksztaltowano wiazki STED w obwarzanek. Zadbano o mozliwie do-
ktadne przekrycie wiazek w ptaszczyznie ogniskowej. Podczas pomiaru
skanowano obiekt caty czas wzdtuz jednej linii. Mierzono maksymalny
sygnal rejestrowany przez licznik pojedynczych fotonéw, gdy do ukta-
du mikroskopu wpuszczano obie wiazki, a nastepnie mierzono ten sam
sygnal przy obecnodci jedynie wiazki wzbudzajacej. Byto to konieczne z
uwagii na zjawisko wybielania fluoroforu. Wzgledny sygnat to stosunek
otrzymanego sygnatu z wiazka wymuszajaca i bez niej. Minimum wy-
kresu odpowiada optymalnemu ustawieniu fotodiody. Otrzymany wy-
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nik jest splotem postaci czasowej impulsu wygaszajacego z funkcjg za-
niku fluorescencji w czasie.

Pomiary dla fluoroforéw wykonano przy poréownywalnej mocy wigzki
wygaszajacej < 50 mW. Jak wida¢ wydajno$¢ wygaszania emisjii dla
ATTO 647N jest duzo nizsza, niz dla CFP, co by¢ moze jest spowo-
dowane wiekszg wartoscig natezenia nasycenia dla tego barwnika. W
dalszej czesci przeprowadzono do$wiadczenia gtoéwnie z CFP.
Otrzymany kontrast przy doktadnym przekryciu wigzek, optymalnym
ustawieniu fotodiody i maksymalnej mocy wiazki STED dla CFP przed-
stawiono na rysunku 4.5. Po wlaczeniu wiazki STED sygnal spada po-
nizej 8%.

4.2.2 Nanosfery Crimson Fluorescent Protein

Pomiarow parametrow zbudowanego mikroskopu STED dokonano uzy-
wajac nanosfer FluoSpheres crimson fluorescent proteins, o $rednicy
20 nm. Roztwér nanosfer rozcieficzano w wodzie destylowanej (okoto
1:10 000) i umieszczano krople na szkietku nakrywkowym. Szkietko na
kilka minut ktadziono na platformie obrotowej, aby zapewni¢ réwno-
mierne rozlozenie preparatu. Nastepnie dodawano krople alkoholu po-
liwinylowego PVA w celu zahamowania rotacji czasteczek i przyklejano
szkietko nakrywkowe do szkta mikroskopowego. W celu zabezpieczenia
przed przesunieciem powierzchni szkietka wzgledem szkta mikroskopwo-
ego dodatkowo pomalowano jego krawedz lakierem bezbarwnym. Tak
przygotowane szkietko, po pewnym czasie, gwarantowato w miare réw-
nomierne roztozenie utwardzonych fluorosfer. Probke mocowano na sto-
liku piezoelektrycznym za pomoca tasmy klejacej - aby nie przesuwata
sie w czasie skanowania. Przed wykonaniem pomiaru ustawiano ptasz-
czyzne ogniskowa. Wybierano potozenie probki w kierunku z w cen-
tralnej czesci obszaru, gdzie rejestrowany byt sygnal fluorescencji. W
ten sposob uzyskiwano pewnosé, ze ognisko nie znajdowato sie w pobli-
zu szkta. Nastepnie skanowano preparat z zadanymi parametrami, przy
wylaczonej wigzce STED i po jej wlaczeniu. Przyktadowe obrazy przed-
stawiono na rysunku 4.6. Mozemy zaobserwowa¢ zwiekszong zdolnosé
rozdzielcza uktadu STED. Wyznaczajac FWHM obrazéw poszczegdl-
nych nanosfer w uktadzie konfokalnym i mikroskopie STED mozemy
sie przekonaé, ze uzyskany obraz jest ponad dwukrotnie wezszy dla mi-
kroskopu STED. Doktadniej w kierunku z jest wezszy 2,3 + 0, 3 razy,
w kierunku y 2,5 £ 0,9 razy. Niepewno$¢ wyznaczono jako odchylenie
standardowe. Ponizej (Rys. 4.7) zamieszczono przykladowe profile na-
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tezenia w kierunkach x, y dla obiektu punktowego w mikroskopie STED
i uktadzie konfokalnym. Otrzymane FWHM dla mikroskopu STED (w
nawiasach przedstawiono wartosé dla mikroskopu konfokalnego) to w
kierunku z 98 (225) nm, oraz w kierunku y 138 (290) (FWHM). Reje-
strowany profil natezenia nie jest w przyblizeniu funkcja gaussowska i
FWHM odczytano bezposrednio z pomiaru, podobnie jak robiono to w
innych uktadach [31,39].

Koncowe PSF wyznaczono na podstawie kilkunastu pomiaréw i od-
powiednio wynosi:

PSF, =103 £ 18 nm
PSF, = 119 & 25 nm.

Niepewnos¢ pomiarowa wyznaczono analogicznie jak dla uktadu kon-
fokalnego. Ograniczeniem w uzyskaniu lepszego wyniki wydaje sie by¢
dostepna moc wigzki wygaszajace;j.
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STED

Rysunek 4.6: Nanosfery Crimson Fluorescent Protein w uktadzie kon-
fokalnym i mikroskopie STED
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Rysunek 4.7: Nanosfery Crimson Fluorescent Protein w uktadzie kon-
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Rozdzial 5

Podsumowanie

Skonstruowano uktad doswiadczalny do mikroskopii konfokalnej oraz
mikroskopii STED, bazujac na komercyjnym mikroskopie Eclipse Ti
(Nikon).

W uktadzie konfokalnym uzyskano rozdzielczosé 263 + 33 nm, podobna
do deklarowanej w komercyjnym mikroskopie, przy takiej samej dtu-
gosci fali wiazki wzbudzajacej (245 nm). Przez wprowadzenie dodat-
kowej wigzki wygaszajacej fluorescencje uzyskano subdyfrakcyjng roz-
dzielczos¢ 111 + 22 nm i ponad dwukrotnie poprawiono rozdzielczosé¢
uktadu. W ramach pracy magisterskiej zaprogramowano stolik piezo-
elektryczny, skonstruowano detekcje konfokalng uzywajac jako detek-
tora licznika pojedynczych fotonow, wybrano zestaw luster dichroicz-
nych i filtrow do mikroskopu fluorescencyjnego i wprowadzono wiazke
wygaszajaca, ktorg uksztalttowano w obwarzanka. Uzycie siatek dyfrak-
cyjnych do rozciggania impulsu STED umozliwi w przysztosci badanie
wplywu parametréw czasowych impulsu na wydajnos¢ emisji wymu-
szonej.
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