Superrozdzielczy mikroskop powstal na Wydziale Fizyki UW
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Joanna Oracz w laboratorium optycznym Wydziatu Fizyki UW. (Zrédto: Grzegorz Krzyzewski/FUW)

Mikroskopy optyczne wciaz sa bezkonkurencyjne przy badaniu prébek biologicznych. Problemem
pozostaje ich mata rozdzielczos$é, ktora udato sie¢ poprawié¢ dopiero w ostatnich latach w
mikroskopach STED. Przyrzad tego typu, jeden z pierwszych w Polsce, skonstruowata studentka
Wydzialu Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego.

Z powodu ograniczenia dyfrakcyjnego mikroskopy optyczne nigdy nie bgda mogty rozrézniaé
szczeg6téw mniejszych od 200 nanometréw — tak sadzono jeszcze kilkanascie lat temu. W ostatnich
latach naukowcom udato si¢ pokonac to ograniczenie i zbudowaé przyrzady superrozdzielcze, m.in.
konfokalne mikroskopy STED. Prototypowe urzadzenie tego typu powstalo ostatnio na Wydziale Fizyki
Uniwersytetu Warszawskiego (FUW), w ramach pracy magisterskiej Joanny Oracz. Od przysztego roku
nowy mikroskop begdzie uzywany nie tylko do badan z zakresu optyki, ale réwniez do analizy prébek
biologicznych.

Nauka zna wiele metod obrazowania z rozdzielczoscia rz¢gdu nanometréw (miliardowych czgsci metra),
np. mikroskopig elektronowa czy sit atomowych. Metody te wymagaja odpowiedniego spreparowania
probek 1 umozliwiaja obrazowanie wylacznie samej powierzchni. Tam, gdzie w gre¢ wchodza probki
pochodzenia biologicznego, nierzadko zywe, mikroskopia optyczna nadal jest bezkonkurencyjna. Do jej
zalet nalezy m.in. mozliwo$¢ obrazowania przestrzennej struktury prébki. Powazna wada jest natomiast
mata rozdzielczosc.

Za pomoca mikroskopu optycznego mozna rozrézniaé szczeg6ty nie mniejsze niz potowa dtugosci fali
Swietlnej oSwietlajacej probke. Ograniczenie wynika z dyfrakcji, ktéra uniemozliwia zogniskowanie
wiazki §wiatta do punktu. W efekcie gdy uzyjemy Zrédta §wiatta czerwonego o dtugosci fali na przyktad
635 nanometréw, w najlepszym przypadku bgdziemy w stanie zobaczy¢ szczegoty o rozmiarach okoto
300 nanometrow.



W 1994 roku Stefan W. Hell z Max-Planck-Institut fiir biophysikalische Chemie w Gottingen
zaproponowal teoretyczny sposob przekroczenia ograniczen dyfrakcyjnych w mikroskopii optycznej za
pomoca wygaszania emisja wymuszong (STimulated Emission Depletion, STED). Pig¢ lat pdZnie;j
zbudowat pierwszy superrozdzielczy mikroskop fluorescencyjny STED.

W standardowej fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej wiazka lasera skanuje probke biologiczng 1
lokalnie wzbudza czasteczki barwnika, wczesniej w odpowiedni sposéb wprowadzone do prébki. Po
wzbudzeniu czgsteczki te zaczynaja emitowac Swiatto. Jest ono przepuszczane przez filtr i rejestrowane
przez detektor umieszczony za otworem konfokalnym. Rozmiar otworu powoduje, ze §wiatto z
ptaszczyzn poza ogniskiem obiektywu zostaje usunigte, co zwigksza kontrast obrazu. Sam barwnik
dobiera si¢ tak, aby gromadzit si¢ we fragmentach zywej komoérki budzacych zainteresowanie badaczy.

W mikroskopii STED uzywa si¢ dodatkowej wiazki laserowej — wygaszajacej. Wiazka ma taka dtugosé
fali, ze w oswietlonych nia czasteczkach barwnika dochodzi do emisji wymuszonej. Czasteczki, ktore za
pomoca emisji wymuszonej pozbyly si¢ energii, nie sa juz zdolne do fluorescencji. Zatem ich §wiatto
(podobnie jak Swiatto z emisji wymuszonej) nie przedostanie si¢ przez filtr przed detektorem i nie beda
widoczne na rejestrowanym obrazie.

Istota metody STED polega na tym, ze wiazka wygaszajaca przypomina w przekroju obwarzanek — w
srodku jest wytlumiona. Jesli tak uksztattowana wiazka zostanie odpowiednio zgrana w czasie i
przestrzeni z wiazka oSwietlajaca, fluorescencja bedzie zachodzi¢ przede wszystkim w tym obszarze
probki, ktéry znajduje si¢ w centrum wiazki wygaszajace;.

,»Dziegki drugiej wiazce obszar probki, Swiecacy wskutek fluorescencji, jest wyraznie mniejszy od
srednicy wiazek laserowych. Mamy taki efekt, jakbySmy lepiej zogniskowali wiazke oswietlajaca, co
oznacza, ze mozemy skanowac probke z wigksza rozdzielczoscia”, wyjasnia Joanna Oracz 1 dodaje, ze
gdy rok temu rozpoczynala praceg nad swoim urzadzeniem, w Polsce dziatat tylko jeden mikroskop typu
STED, zakupiony za péttora miliona euro.

Do budowy mikroskopu konfokalnego z uktadem STED na Wydziale Fizyki UW wykorzystano
komercyjnie dostgpne elementy. Najwigkszym problemem okazato si¢ zapewnienie przekrywania si¢ obu
wiazek laserowych. ,,Aby zaobserwowac efekt STED, obie wiazki musza by¢ idealnie wspotliniowe —
minimum wiazki wygaszajacej musi si¢ doktadnie pokrywac z centrum wiazki wzbudzajacej”, mowi
Oracz.

Prototypowy mikroskop na FUW ma rozdzielczos¢ ok. 100 nm, ponaddwukrotnie lepsza od
standardowego mikroskopu konfokalnego. Prace nad zwigkszeniem rozdzielczosci wciaz trwaja. ,,Zaleta
naszego mikroskopu jest mozliwos¢ kontrolowania wszystkich parametréw 1 badania fizyki
zachodzacych zjawisk optycznych”, podkresla Oracz, obecnie doktorantka w Laboratorium Proceséw
Ultraszybkich Instytutu Fizyki DoSwiadczalnej FUW. Celem jest osiagnigcie rozdzielczosci ok. 60 nm.
Pozwolitaby ona obserwowac tak drobne szczegoty, jak kolce dendrytyczne neuronéw.

»Skonstruowanie tak wyrafinowanego przyrzadu nie byloby mozliwe bez wspétpracy z innymi
instytucjami naukowymi”, podkresla prof. dr hab. Czestaw Radzewicz, kierownik Laboratorium
Proceséw Ultraszybkich Instytutu Fizyki Doswiadczalnej FUW. Podczas prac skorzystano m.in. z
doswiadczen zgromadzonych przy budowie mikroskopu konfokalnego w Centrum Laserowym Instytutu
Chemii Fizycznej PAN i Wydziatu Fizyki UW. Barwienie probek do testow przeprowadzatl Instytut
Biologii Doswiadczalnej PAN im. M. Nenckiego.
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