Streszczenie

Niniejsza praca prowadzi czytelnika przez wspolczesna optyczng mikroskopie nieliniowa.
Najpierw przedstawia ogolne wyzwania w mikroskopii oraz zarysowuje istotne osiggni¢cia w
dziedzinach mikroskopii nadrozdzielczej i obrazowania przez os$rodki rozpraszajace. Nastepnie
prezentuje powszechnie stosowang skaningowa mikroskopi¢ dwu-fotonowa, wraz z opisem
mikroskopu zbudowanego na bazie projektu Benjamina Judkewitza. Mikroskop umozliwia skanowanie
z szybko$cig 30 klatek na sekunde, oraz pozwala na skanowanie wigzka Bessela czy zastosowanie
techniki "Image Scanning Microscopy". Mikroskop zostat wykorzystany w eksperymentach
biologicznych do obrazowania in-vivo neuronéw wrazliwych na dopaming.

W dalszej czgéci opisano uklad do trojwymiarowej nadrozdzielczej mikroskopii
wykorzystujacej fluktuacje intensywno$ci fluorescencji (SOFI). Do wzbudzenia wykorzystano
ogniskowanie czasowe zapewniajace o$wietlenie szerokim polem (pole widzenia ok. 50X50um?)
ograniczone w wymiarze wzdluz osi optycznej obiektywu do ~2,4um. Ograniczenie o0siowe
poprawiono do ~1,2um korzystajac ze wzbudzenia linig i skanowania w jednym wymiarze. Po
potaczeniu z technika SOFI uzyskano ~420nm rozdzielczo$ci osiowej, co umozliwia wiarygodne
rekonstrukcje w tréjwymiarze przy ograniczonym wybielaniu poza ptaszczyzng obrazowania.

W kolejnej czesci opisano nieliniowe obrazowanie ze wzbudzaniem $wiatlem rozproszonym
(NISE). Jest to nowa technika zapewniajaca obrazowanie nadrozdzielcze przez os$rodki silnie
rozpraszajace. Wykorzystanie czastek lawinowych pozwolito osiagna¢ rozdzielczos¢ 560nm — ponad
dwukrotnie lepsza niz teoretyczny limit 1,2um — w warunkach, w ktérych zadna standardowa metoda
nie umozliwia obrazowania. Tak zaskakujacy rezultat byl mozliwy dzigki zrozumieniu i wykorzystaniu
statystyki intensywnosci i efektu pamigci dla $wiatla rozproszonego, oraz wysoko nieliniowej
odpowiedzi luminescencyjnej. Wzbudzenie wysoko nieliniowych luminoforéw przez $wiatto
rozproszone, oraz odpowiednie skanowanie prowadzi do nieinwazyjnego i nadrozdzielczego
obrazowania obiektow catkowicie ukrytych za mocno rozpraszajgcymi, nieprzezroczystymi
warstwami. Rozwijana dalej technika NISE moze mie¢ znaczacy wplyw zaré6wno na badania
podstawowe, jak i stosowane: od obrazowania biomedycznego i funkcjonalnego (np. badania struktury
i aktywnos$ci mozgu in-vivo), przez optogenetyke, inteligentne dostarczanie lekéw za pomoca Swiatla
(zlokalizowane uwalnianie zwigzkow gleboko w tkankach), terapi¢ fotodynamiczng, obliczenia
analogowe za pomoca $wiatla, az po obrobke materialow (gdzie wysokie nieliniowo$ci wystgpuja
naturalnie).

W calej pracy nacisk zostat polozony na odtwarzalno$¢ eksperymentoéw, dostarczajac
praktycznych instrukcji budowy i uzytkowania poszczegdlnych uktadow eksperymentalnych. Lacznie
wyniki te pokazuja, Ze nieliniowos$¢ otwiera $Sciezki do glebszego i nadrozdzielczego obrazowania, a co
wazniejsze — stanowi znakomite srodowisko dla nowych, ciekawych pomystéw w mikroskopii, ktére
po zastosowaniu mogg mie¢ duzy wptyw na §wiat w ktorym zyjemy.

stowa Kkluczowe: Mikroskopia nieliniowa, Mikroskopia dwufotonowa (TPSM), Ogniskowanie
czasowe, SOFI (nadrozdzielcze obrazowanie wykorzystujece fluktuacje intensywnosci),
Nadrozdzielczos¢ 3D, Obrazowanie gleboko w tkankach, Obrazowanie za pomoca $wiatta
rozproszonego, Optyczny efekt pamieci, NISE (nieliniowe obrazowanie ze wzbudzaniem §wiatlem
rozproszonym)



