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DROGA DO NANOSKOPII

MIKROSKOPIA A NANOSKOPIA

Szeroko pojeta mikroskopia Swietlna
umozliwia obserwacje drobnych obiektow
o rozmiarach lezacych daleko poza granica
zdolnoSci rozdzielczej nieuzbrojonego w mi-
kroskop ludzkiego oka. Zgodnie z danymi w
Tabeli 1 najmniejsze obiekty, ktore mozemy
w ten sposob rozdzielic maja rozmiary oko-
lo ¢wierci mikrometra, czyli 250 nm. Termin
nanoskopia sugeruje, ze jest to technika zaj-
mujaca si¢ obserwacja obiektOw o rozmia-
rach nanometrowych, a poniewaz 250 nm to
tez rozmiar nanometrowy, ktos mogtby zadac
pytanie, po co wprowadzam nowy termin.
Tabela zawiera liste granicznych zdolnosSci

rozdzielczych wybranych, nowych systemow
mikroskopowych. Latwo mozna zauwazyc
pewna ogolna tendencje, a mianowicie stop-
niowe poprawianie maksymalnej zdolnosci
rozdzielczej. Najlepsze pod tym wzgledem
systemy dochodza do wartoSci 10 nm, czy-
li do rozmiarow Sredniej czasteczki bialka, i
jest to juz ogromna, jakoSciowa zmiana moz-
liwosci obrazowania, na przyklad procesow
zyciowych na poziomie molekularnym. Dla-
tego tez zdecydowalem sie zatytulowac ten
krotki i z koniecznoSci pobiezny przeglad
wspotczesnych  technik  mikroskopowych
,Droga do nanoskopii”.

ROZDZIELCZOSC MIKROSKOPU OGRANICZONA JEST ZJAWISKIEM DYFRAKCJI

Praktyczna  rozdzielczos¢  mikroskopu
optycznego juz dosy¢ dawno osiagneta gra-
nice wynikajace z roOwnan optyki falowej i
z tego tez powodu mikroskop zostat uznany
za doskonaly przyktad potegi naszej nauki i
technologii. UwazaliSmy, ze wyprodukowali-
Smy urzadzenie, ktorego zgodnie z obowia-
zujacymi prawami fizyki nie da si¢ juz po-
prawic¢ i to poczucie dumy towarzyszyto lu-
dziom przez doSc dlugi czas. Dalsze poszuki-
wania nie tyle zakwestionowaly podstawowe
prawa optyki, co doprowadzity do odkrycia
nowych. Te nowe odkrycia stopniowo umoz-
liwity skonstruowanie mikroskopu kontrasto-
wo-fazowego i calej rodziny mikroskopow
interferencyjnych. Jednak prawdziwy prze-
fom w mikroskopii biologicznej nastapit po

wprowadzeniu duzej i ciagle rozwijajacej si¢
grupy mikroskopow dzialajacych w oparciu
o zastosowanie sond znakowanych fluore-
scencyjnie. Dopiero w grupie mikroskopow
fluorescencyjnych udato si¢ przetamac fizycz-
ne ograniczenia maksymalnej zdolnoSci roz-
dzielczej.

Informacja o strukturze subtelnej zapi-
sana jest glownie w ugictych przez drobne
elementy preparatu promieniach Swietlnych
wychodzacych z preparatu. Im drobniejsza
jest struktura, tym mocniej ugina promie-
nie Swietlne. Granica zdolnoSci rozdzielczej
obiektywu zalezy od jego kata aperturowe-
go. Apertura numeryczna jest iloczynem kata
aperturowego i wspoOlczynnika zalamania
Swiatla oSrodka znajdujacego si¢ pomicdzy
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Ryc. 1. Oryginalny zapis rOwnania opisujacego

zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu optycznego
zapisany reka Ernsta Abbe’go.

preparatem a czolowa soczewka obiektywu.
Oprawa soczewki obiektywu jest granica,
ktora odcina promienie tak mocno ugicte, ze
nie mieszcza sie w kacie aperturowym i nie
wchodzac do obiektywu nie moga juz uczest-
niczy¢ w tworzeniu obrazu najdrobniejszych
struktur znajdujacych si¢ w preparacie. Dla-
czego wiec nie skonstruowac obiektywow
o jeszcze wickszej aperturze? Poprzestanmy
na stwierdzeniu, ze jest to niezwykle trud-
ne i kosztowne, a ewentualne efekty i tak sa
minimalne. Podobnie jest z biegiem na 100
m. Mozliwe jest co prawda, ze jakiS biegacz
poprawi rekord Swiata, ale ta poprawa nie
bedzie miala wymiaru sekundowego. Czy
wyobrazacie sobie wynik biegu na 100 m
zblizony do 5 s? Poprawa szybkoSci sprinte-
ra moze dotyczy¢ setnych albo tysiecznych
czeSci sekundy. W przypadku obiektywow
mikroskopowych taka ,poprawa” jest mato
interesujaca i praktycznie bez znaczenia. Jak
udalo sie inteligentnie pokonac ta bariere
przeczytacie w rozdziale o mikroskopii 4Pi.
Warto§¢ d we wzorze (Ryc. 1) oznacza
minimalna odlegto$¢ pomiedzy dwoma punk-
tami obserwowanego przedmiotu, ktore w
obrazie beda widoczne jako roztaczne, we-
dlug pewnego Scistego kryterium pomiaro-
wego. Zalezy nam na tym, zeby ta wartoS¢
byla jak najmniejsza. ZdolnoS¢ rozdzielcza

ukladu optycznego jest tym wieksza, im
mniejsza jest odlegtos¢ d we wzorze. Jak
wynika ze wzoru, im mniejsza zastosujemy
dhugosc¢ fali A, tym zdolnoS$¢ rozdzielcza mi-
kroskopu bedzie wigksza. Pomijajac bardzo
szczegoOlny i rzadki typ mikroskopéw pracu-
jacych w ultrafiolecie, do dyspozycji mamy
zakres dlugosci fal Swiatta od 400 do 700
nm, a w przypadku mikroskopii dwufoto-
nowej (omowionej w dalszej czeSci tekstu)
zakres od 700 do 1000 nm i takie wartoSci
mozemy wstawia¢ do wzoru, zeby zoriento-
wac sie jak w kazdym przypadku dtugosc fali
wplywa na rozdzielczoSs¢ mikroskopu. Dalej
mozemy stwierdzi¢, ze zwickszenie wartosci
wspotczynnika zalamania n w mianowniku
takze zwicksza zdolnos$¢ rozdzielcza mikro-
skopu. Zostalo to praktycznie wykorzystane
przy konstrukcji obiektywoéw immersyjnych.
Ostatnia skladowa wzoru mowi nam, ze im
wicksza warto§¢ ma sinus kata aperturowe-
go obiektywu (lub inaczej, im wieksza jest
apertura numeryczna zastosowanego obiek-
tywu, ktora jest iloczynem kata aperturowe-
g0 i wspolczynnika zatlamania), tym zdolnosc
rozdzielcza mikroskopu jest wicksza. Piszac
wczesniej o mikroskopie jako o urzadzeniu,
ktore osiagnelo teoretyczne granice dosko-
natoSci wynikajace z praw optyki, mialem na
mysli to, ze jakosS¢ klasycznych mikroskopow
osiagneta to, co wtedy wydawalto si¢ mozli-
we.

Najlepsze, wspotczesSnie produkowane
obiektywy pozwalaja w optymalnych warun-
kach widzie¢ w postaci rozdzielonej obiekty
potozone nie blizej od siebie niz 0,25 um,
czyli 250 nm. Czy t¢ granice mozna przekro-
czyC?

W Tabeli 1 zebralem przyblizone roz-
dzielczoSci wybranych typow mikroskopow
optycznych w porOwnaniu z transmisyjnym
mikroskopem elektronowym. Latwo jest za-

Tabela 1. Maksymalne wartoSci rozdzielczoSci osiagane przez roznego rodzaju mikroskopy optycz-
ne w porownaniu z transmisyjnym mikroskopem elektronowym.

Typ mikroskopu

Maksymalna rozdzielczos¢ dwupunktowa

Standardowy mikroskop optyczny
Konfokalny mikroskop skaningowy (CSLM)
Mikroskop Leica 4Pi

Mikroskop Leica STED*

Mikroskop Nikon STORM

Elektronowy transmisyjny (TEM)*

250 nm
180-200 nm
100 nm
25-30 nm
10 nm

1 nm

*te typy mikroskopOw nie zostalty omowiony w niniejszym artykule
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uwazyC nie tylko ciagly postep w osiaganiu
coraz wyzszych rozdzielczoSci, ale takze zbli-

zanie sie mozliwoSci mikroskopow optycz-
nych i elektronowych.

ZJAWISKO FLUORESCENCJI I SONDY ZNAKOWANE FLUORESCENCYJNIE

Praktyczne wykorzystanie zjawiska fluore-
scencji we wszystkich typach mikroskopow
fluorescencyjnych polega na mozliwosci cy-
klicznego wzbudzania (fadowania energia)
wybranych czasteczek barwnikow. Wzbudzo-
ne czasteczki barwnikoéw fluorescencyjnych
emituja nastepnie czeSC energii do Srodowi-
ska w postaci fotonow. Zjawisko absorpgcji i
emisji promieniowania przez fluorochromy
podlega pewnym prostym regutom. Prawie
zawsze pochlaniane kwanty promieniowania
maja wyzsza energi¢ i mniejsza dtugosc¢ fali
(widmo absorpcyjne) niz emitowane kwanty
promieniowania fluorescencyjnego (widmo
emisyjne). Bierze si¢ to stad, ze pewna czeS¢
energii pochloni¢tej przez czasteczke barw-
nika fluorescencyjnego rozpraszana jest w
postaci energii drgan wewnetrznych (oscy-
lacji) i rotacji czasteczki. Tak zmniejszona
porcja energii, w postaci kwantu Swiatla o
mniejszej energii i wickszej dlugosci fali, jest
przez wzbudzona czasteczke emitowana na
zewnatrz. Zmiana dtugosci fali pomiedzy fo-
tonami absorbowanymi a emitowanymi nosi
nazwe¢ przesuniecia Stokes’a.

Praktyczna ilustracja tego zjawiska moze
by¢ zachowanie si¢ najpopularniejszego
barwnika fluorescencyjnego jakim jest fluore-
sceina. Jej czasteczki pochlaniaja wybiorczo
kwanty Swiatla o maksimum absorpcji przy
494 nm (niebieska cze$¢ widma), a emitu-
ja kwanty o energiach w zielonym zakresie
widma Swiatla widzialnego z maksimum po-
lozonym przy 521 nm. Stosujac odpowied-
nie filtry interferencyjne mozna odciaé nie-
bieskie fale Swietlne uzyte do wzbudzenia
naszego przykladowego barwnika (fluore-

sceiny), a przepusci¢ tylko zielone promie-
niowanie wyemitowane przez wzbudzony
fluorochrom. W rezultacie mozemy si¢ cie-
szy¢ obrazem rozmieszczenia Swiecacych na
zielono czasteczek fluoresceiny na picknie
czarnym tle w obszarach preparatu, gdzie
fluoresceiny nie bytlo.

Jednak sam barwnik fluorescencyjny nie
wystarczy do specyficznego wyznakowania
struktur wewnatrzkomorkowych, poniewaz
fluoresceina nie wykazuje zadnej wobec nich
selektywnoSci. Wiekszos¢ sond znakowanych
fluorescencyjnie, uzywanych do specyficzne-
go znakowania struktur komoérkowych wy-
maga dodatkowego komponentu, jakim s3
przeciwciala (immunoglobuliny) o wysokiej
specyficznoSci wobec pewnych unikalnych
biatek wchodzacych w sktad interesujacych
nas struktur komorkowych, zwanych marke-
rami.

Podsumowujac ten niezwykle uproszczo-
ny wstep trzeba podkresli¢, ze znakomita
wiekszoS¢ uzywanych w immunocytochemii
sond fluorescencyjnych sktada si¢ ze specy-
ficznego przeciwciala odpowiadajacego za
precyzyjne rozpoznanie interesujacego nas
obiektu, a kowalencyjnie przywiazane do
przeciwciala czasteczki barwnika fluorescen-
cyjnego odpowiadaja tylko za mozliwos¢
wizualizacji znakowanej struktury. Znajac
konstrukcje sondy mozemy powiedziec, ze
sygnal fluorescencyjny pochodzi tylko z tych
obszar6w komorki, w ktorych przeciwciata
rozpoznaly komplementarne antygeny znaj-
dujace si¢ w poszukiwanych strukturach
komorkowych. Wiedza ta jest konieczna dla
prawidlowej interpretacji obrazu.

KLASYCZNY MIKROSKOP FLUORESCENCYJNY

Wraz z wprowadzeniem technik fluore-
scencyjnych do mikroskopii optycznej rady-
kalnie zmienily sie zasady tworzenia obrazu
mikroskopowego. W tradycyjnym mikrosko-
pie odpowiedni stopien skontrastowania roz-
nych struktur uzyskiwato sie dzieki specyficz-
nym barwnikom (nie fluorescencyjnym) i/lub
zroznicowanemu pochtanianiu Swiatla, dzieki
czemu otrzymywaliSmy w obrazie jasniejsze i
ciemniejsze obszary w roznych kolorach.

Wprowadzenie barwnikow fluorescencyj-
nych zasadniczo zmienilo sytuacje. Emitujace
Swiatlo czasteczki fluorochroméw maja roz-
miary znacznie mniejsze od granicznej zdol-
noSci rozdzielczej mikroskopu optycznego.
Ich poprawne obrazowanie polega na reje-
stracji odpowiednio duzej iloSci wyemitowa-
nych fotonow, zaleznej od czuloSci detekto-
ra. Kiedy do obrazowania struktur wewnatrz-
komoérkowych uzywamy sond fluorescen-
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Ptaszczyzna
ostrosci

Ryc. 2. Zasada dzialania mikroskopu konfokal-
nego.

Zmniejszenie Srednicy otworu przystony konfokal-
nej (pinhole) pozwala na odcigcie promieni Swietl-
nych pochodzacych spoza plaszczyzny obrazowania
preparatu (lewa strona rysunku). Otwarta przestona
konfokalna, lub jej brak w klasycznym mikroskopie
fluorescencyjnym, przepuszcza fluorescencje pocho-
dzaca spoza plaszczyzny obrazowania (prawa strona
rysunku). (http://deps.washington.edu/keck/cfdiagl.

ipg).

cyjnych, obserwujemy tylko rozmieszczenie
fluoryzujacych czasteczek na powierzchni
wybranych struktur, czyli posrednio. Moze-
my zobaczy¢ tylko to, co wybieramy, juz na
etapie planowania eksperymentu, konstru-
ujac sondy fluorescencyjne o zadanej specy-

ficznoSci. Cata reszta obserwowanej komorki,
to czarna pustka przypominajaca ,niezmie-
rzone otchtanie kosmosu”.

Jak zobaczymy poézniej, ten nowy, wybior-
czy sposOb wizualizacji obiektow mikrosko-
powych bedzie miat zasadniczy wplyw na
mozliwo$¢ przekroczenia bariery zdolnoSci
rozdzielczej mikroskopu optycznego. Obec-
nie stosowane mikroskopy fluorescencyjne
prawie wylacznie pracuja w trybie epifluore-
scencji, co oznacza, ze Swiatto wybranej li-
nii widma lampy rteciowej pada na preparat
przez obiektyw mikroskopu i ta sama droga
wraca wyemitowane Swiatto fluorescencyjne
skupiane na powierzchni detektora.

Istotna wada mikroskopu fluorescencyj-
nego jest koniecznosS¢ przygotowania odpo-
wiednio cienkich preparatow. Taka koniecz-
no$¢ wynika z samej zasady dziatania mikro-
skopu fluorescencyjnego, a mianowicie z
tego, ze wiazka Swiatla wzbudzajacego, prze-
chodzac przez preparat pobudza do fluore-
scencji wszystkie czasteczki fluorochromow
w calej jego grubosci (Ryc. 2, prawa strona).
ChcielibySmy przeciez rejestrowac tylko te
fluorescencje, ktora pochodzi z plaszczyzny
obrazowania czy plaszczyzny ostrosSci prepa-
ratu. Cala reszta Swiatla fluorescencyjnego
pochodzacego spoza plaszczyzny obrazowa-
nia ma tylko i wylacznie negatywny wpltyw
na ostro$¢ szczegOlow preparatu, jego kon-
trast czy prawidlowo$s¢ oddania kolorow
uzytych sond fluorescencyjnych. Najgorszym
skutkiem istnienia tej szkodliwej dla jakoSci
obrazu frakcji Swiatta fluorescencyjnego jest
istotne ograniczenie praktycznej zdolnoSci
rozdzielczej mikroskopu. Dlatego tez mikro-
skop fluorescencyjny dobrze spelnia swoje
zadanie wylacznie wtedy, gdy fizyczna gru-
bos¢ preparatu jest odpowiednio mata i za-
wiera mozliwie mato obiektow lezacych poza
plaszczyzna obrazowania/ostroSci.

W celu pokonania tych ograniczen mikro-
skopu fluorescencyjnego wynaleziono mikro-
skop konfokalny, o czym pisz¢ w kolejnym
rozdziale.

MIKROSKOP KONFOKALNY

Zasadnicza roznica konstrukcyjna pomig-
dzy mikroskopem fluorescencyjnym a konfo-
kalnym (ang. confocal scanning light micro-
scope, CSLM) polega na wprowadzeniu w
tym ostatnim nast¢pujacych elementow:

— zamiast lampy rteciowej laserow Swia-
tta widzialnego (z zakresu 400-700 nm) o

dhugosSciach fal emitowanego Swiatla zblizo-
nych do charakterystycznych linii widmo-
wych lampy rteciowej (w celu zachowania
zgodnoSci z bedacymi w powszechnym uzyt-
ku barwnikami fluorescencyjnymi);

— systemu skanowania powierzchni pre-
paratu wiazka laserowa;
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— tzw. przystony konfokalnej umieszczo-
nej tuz przed detektorem fotonow;

— detektora fotonow (najczesciej fotopo-
wielacza).

To od przestony konfokalnej pochodzi
nazwa mikroskopu konfokalnego. Zmien-
na Srednica otworu przystony konfokalnej
pozwala regulowa¢ dwa wazne parametry
obrazowania (Ryc. 2). Pierwszy z nich, to
stopien odciecia fluorescencji pochodzacej
spoza plaszczyzny obrazowania — im mniej-
sza jest Srednica przystony konfokalnej, tym
mniej fotonow spoza plaszczyzny obrazowa-
nia przedostaje si¢ do detektora i tym cien-
szy jest uzyskany skrawek optyczny. Odpo-
wiednio wyregulowany mikroskop konfokal-
ny umozliwia uzyskanie grubosci plaszczyzny
obrazowania preparatu nawet na poziomie
okoto 500 nm. Drugim parametrem zaleznym
od Srednicy otworu przystony konfokalnej
jest kontrast i ostroS¢ obrazu. Im mniejszy
otwOr przystony, tym ostroS¢ jest lepsza, ale
okupione jest to najczeSciej silnym spadkiem
jasnoSci i wzrostem poziomu szumu.

Wyzej opisane modyfikacje konstrukcji
mikroskopu fluorescencyjnego umozliwily
odciecie promieniowania fluorescencyjne-
go pochodzacego spoza plaszczyzny ob-
razowania, ktéra nie jest tym samym, cO
plaszczyzna ostroSci. Roznice te wyraznie
wida¢ w trybie laczenia obrazowania flu-
orescencyjnego z obrazowaniem w tzw. ja-
snym polu w Swietle przechodzacym. Jest
to technicznie mozliwe i cz¢sto bardzo wy-
godne, gdyz ulatwia dokladniejsze okreSle-
nie lokalizacji sygnatu fluorescencyjnego.
Glebia ostrosci w jasnym polu zalezy od
wlasciwosci optycznych obiektywu mikro-
skopowego i jest stala dla danego obiekty-
wu i otworu Srednicy przystony polowej
kondensora, natomiast glebia obrazowania
w mikroskopie konfokalnym zalezna jest
od wielkosSci otworu przystony konfokalnej
i jest w zwiazku z tym zmienna. Takie ogra-
niczenie grubosci obrazowanego skraw-
ka preparatu nazywamy sekcjonowaniem
optycznym.

Mozliwo$¢ sekcjonowania optycznego
grubych, trojwymiarowych preparatow po-
zwala w rezultacie na uzyskanie zbioru ko-
lejnych przekrojow optycznych wzdtuz osi
pionowej. Zbior kolejnych plaszczyzn pre-
paratu nazywamy stosem, a w wyniku na-
stepujacej, komputerowej procedury skla-
dania elementow takiego stosu ptaszczyzn,
mozemy odtworzy¢ wyglad obiektow prze-
strzennych z mozliwoScia ich obracania w

przestrzeni. Daje to obserwatorowi szanse
na obejrzenie obiektu z réznych kierunkow
tak, aby lezace blizej struktury nie zastania-
ty dalszych.

Rozdzielczo§¢ mikroskopu konfokalne-
go jest r0zna w roznych osiach przestrze-
ni 3D. Rozdzielczos¢ w ptlaszczyznie X-Y
jest okoto dwukrotnie wi¢ksza niz w osi
Z. Ma to znaczacy, negatywny wplyw na
prawidlowos¢ oddania geometrii struktur
przestrzennych w wyniku obrazowania 3D.
Otrzymane obiekty trojwymiarowe sa cze-
sto mniej lub bardziej rozciagni¢cte w pio-
nie. Z powodu jeszcze innych czynnikow
poprawnos¢ obrazowania w osi Z zalezy
takze od odlegloSci od powierzchni prepa-
ratu. Stopien znieksztalcenia obserwowa-
nych obiektow roSnie wraz z odlegtoscia od
szkietka nakrywkowego. Efekt ten zwiazany
jest z obecnosScia oSrodkow o roznych war-
toSciach wspolczynnika zalamania na dro-
dze wiazki Swiatla laserowego. W skrajnym
przypadku dla obiektywu, ktOry nie jest
przeznaczony do stosowania imersji ole-
jowej, pomiedzy soczewka czotowa obiek-
tywu a szkielkiem nakrywkowym mamy
powietrze o wspotczynniku zalamania n
rownym prawie dokladnie 1,0. Nastepnie
mamy szkietko nakrywkowe o n=1,515, a
dalej na przyktad Srodowisko wodne wta-
Sciwe dla komorek o n=1,33. Takie zmiany
wartoSci wspotczynnika zalamania na dro-
dze optycznej wywoluja wspomniany efekt
rosnacego ,wyciagniecia” obserwowanych
struktur w osi Z. Wady tej pozbawiony jest
mikroskop naturalnie konfokalny czyli mi-
kroskop dwufotonowy, o czym bedzie w
nastepnym rozdziale.

Kolejnym elementem rézniacym mikro-
skop konfokalny od fluorescencyjnego jest
system skanowania powierzchni preparatu
wiazka lasera. W mikroskopie fluorescen-
cyjnym cata powierzchnia preparatu oSwie-
tlana jest Swiatlem pochodzacym z lampy
rteciowej. W mikroskopach ze skanowa-
niem laserowym, powierzchnia preparatu
jest kolejno, punkt po punkcie, omiatana
Swiatlem lasera podobnie jak w systemie
telewizyjnym. OSwietlanie kolejnych pik-
seli wiazka Swiatla laserowego mozliwe
jest dzieki precyzyjnie kontrolowanemu jej
przemieszczaniu wiersz po wierszu, a po
czasie potrzebnym do przeskanowania pola
widzenia komputer sterujacy jest w stanie
zarejestrowac informacje o catej powierzch-
ni preparatu. System skanujacy wspolpracu-
je z przystona konfokalna, ktora odpowiada
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za mozliwo$¢ odfiltrowania (odciecia) wie-
Iu niekorzystnych zjawisk, ktore skutecznie
obnizaja koncowa jakoSC¢ obrazu w klasycz-

nym mikroskopie fluorescencyjnym. Dzi¢ki
temu uzyskujemy obraz o znacznie lepszym
kontrascie, nasyceniu barw i rozdzielczoSci.

MIKROSKOP DWUFOTONOWY ORAZ JEDNO- (1P) I DWUFOTONOWE (2P) WZBUDZENIE
FLUORESCENC]JI

Mikroskop dwufotonowy jest to najcze-
Sciej typowy mikroskop konfokalny zmo-
dyfikowany w nastepujacy sposob: zamiast
laseroOw emitujacych fotony w zakresie wi-
dzialnym stosuje si¢ impulsowy laser pod-
czerwony o regulowanej dtugosci fali Swiatta
w zakresie 700-1000 nm. Dodatkowo taki
mikroskop rézni sie od konfokalnego tym, ze
nie potrzebuje przystony konfokalnej. Okre-
Sla sie go mianem mikroskopu naturalnie
konfokalnego.

Mikroskop dwufotonowy nazywamy na-
turalnie konfokalnym dlatego, ze nie wyma-
ga on odcinania przez przystone konfokalna
promieniowania fluorescencyjnego pocho-
dzacego spoza plaszczyzny obrazowania. Ob-
serwacje zachowania si¢ barwnikow fluore-
scencyjnych znajdujacych si¢ w grubszych
preparatach wzbudzanych wiazka fotonow
podczerwonych z lasera impulsowego wyka-
zaly, ze czasteczki barwnikow wzbudzane sa
tylko w bardzo waskiej warstwie obrazowa-
nia, a ponad i pod ta ptaszczyzna do wzbu-
dzenia w ogole nie dochodzi. W zwiazku
z tym nie ma w ogole potrzeby stosowania
przystony konfokalne;j.

Zasada  dwufotonowego  wzbudzania
barwnikow fluorescencyjnych polega na od-
krytej jeszcze w latach 30. XX w. mozliwo-
Sci wzbudzania fluorochromoéw poprzez do-
starczenie energii wzbudzenia nie w jedne;j,
jak to si¢ dzieje w typowym przypadku, ale
w dwoch i wiecej porcjach (Ryc. 3). Ogolna
zasada jest prosta — poniewaz energia foto-
nu jest odwrotnie proporcjonalna do dhu-
gosci fali to w przyblizeniu jeden foton o
dtugosci fali 488 nm ma tyle samo energii
co dwa fotony o dtugosci fali 976 nm. Poza
tym nie ma znaczenia czy przerwa energe-
tyczna danego barwnika fluorescencyjnego
zostanie zapelniona energia w postaci jednej
porcji (kwantu) czy w dwoch porcjach o po-
tlowe mniejszych — liczy sie suma energii. W
obu przypadkach sumaryczna energia bedzie
praktycznie taka sama. Jest jednak jeden za-
sadniczy warunek: oba fotony o energii po-
lowkowej musza zosta¢ zaabsorbowane przez
czasteczke fluorochromu w odstepie czasu
nie dluzszym niz kilkadziesiat femtosekund

(1075 s). Z tego powodu do dwufotonowego
wzbudzania fluorochromow stosuje si¢ lase-
ry impulsowe o duzej mocy, pozwalajace na
uzyskanie bardzo duzych gestoSci strumienia
fotonow w ptlaszczyznie obrazowania.
Okazato sie, ze prawdopodobienstwo nie-
mal jednoczesnego (w odstepie kilkudziesie-
ciu femtosekund) trafienia tej samej czastecz-
ki barwnika fluorescencyjnego przez kolejne
dwa fotony o potowkowej energii wzbudze-
nia maleje wraz z kwadratem odleglosci od
plaszczyzny obrazowania czyli wzdhuz osi Z.
Juz minimalne, w skali mikroskopowej, od-
suniecie sie od ptaszczyzny obrazowania po-
woduje, ze stozkowatego ksztaltu wiazka fo-
tonow jest mniej skoncentrowana i gestos¢
strumienia fotonow szybko maleje. Jesli sred-
ni czas pomiedzy trafieniami tej samej cza-

Wzbudzenie
dwufotonowe

Wzbudzenie
jednofotonowe
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Ryc. 3. Poziomy energii stanu podstawowego i
wzbudzonego czasteczki barwnika fluorescen-
cyjnego w przypadku wzbudzenia jedno-foto-
nowego (1P) - lewa strona wykresu i dwu-fo-
tonowego (2P) - prawa strona wykresu.

Mikroskop fluorescencyjny i konfokalny korzystaja
ze wzbudzenia 1P, a mikroskop dwufotonowy ze
wzbudzenia 2P. (http://www.microscopyu.com/artic-
les/fluorescence/multiphoton/images/multifotonin-
trofigurel.jpg)
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steczki fluorochromu staje si¢ dtuzszy niz te
wymagane kilkadziesiat femtosekund w 0go-
le nie dochodzi do wzbudzenia fluorescencji.

Do powstania mikroskopéw postugu-
jacych sie¢ laserami emitujacymi promie-
niowanie w zakresie bliskiej podczerwieni
(700-1000 nm) przyczynila si¢ jeszcze inna
ich wlasciwos¢. Materia, z ktorej sklada-
ja sie zywe organizmy, niezaleznie od tego
czy mamy do czynienia z obiektem zZywym
czy utrwalonym, wlasnie w zakresie bliskiej
podczerwieni wykazuje minimalne pochta-
nianie i rozpraszanie Swiatla. Oznacza to, ze
korzystajac z tego zakresu dlugosci fal moze-
my obrazowac zywe organizmy do znacznie
wickszej glebokos¢ i uzyskiwac obrazy o wy-
sokiej ostrosci i kontrascie.

Obrazowanie grubych, oczywiScie w
skali mikroskopowej, obiektow w przestrze-
ni 3D jest obecnie kluczowym problemem
w mikroskopii, ktory pozwole sobie po-
krotce omowic. We wcezesnych etapach roz-
woju technik mikroskopowych, zeby obej-
rze¢ obiekt, ktory byl zbyt gruby nalezalo
go utrwali¢, wybarwi¢ i pokroi¢ na pewna
ilos¢ odpowiedniej grubosci skrawkow. Jak
sie latwo domySle¢ nie mozna bylo tak po-
traktowanego obiektu zachowac¢ w stanie
zywym, co ograniczato zakres badan przy-
zyciowych do obiektow odpowiednio ma-
tych. Przetom spowodowato wprowadzenie
przyzyciowych technik fluorescencyjnego
barwienia struktur wewnatrzkomoérkowych
oraz, opisanej wczesSniej, metody obrazo-
wania przestrzennego zwanej sekcjonowa-
niem optycznym. Zamiast kroi¢ utrwalony
materiat biologiczny w mikrotomie mozna
skorzysta¢ z precyzyjnego mechanizmu ste-
rowania stolikiem z umieszczonym na nim
preparatem w mikroskopie konfokalnym.
Ogniskujac obiektyw na coraz glebiej leza-
cych obszarach preparatu mozemy zareje-
strowac kolejne skrawki wzdtuz osi Z. Dzig¢-
ki temu uzyskujemy efekt sekcjonowania

bez fizycznego krojenia preparatu. Zamiast
skrawkow fizycznych operujemy skrawka-
mi optycznymi, a caly proces nazywamy
sekcjonowaniem optycznym. W wyniku ta-
kiej operacji zbieramy odpowiednia iloS¢
informacji o przestrzennym rozktadzie flu-
orochromOw w obrebie preparatu, ktory,
tak delikatnie potraktowany, mozemy przez
caty czas utrzymywac w stanie zywym.
Teraz dopiero przychodzi nam z po-
moca podczerwien. Fale Swietlne o dhugo-
Sciach zawartych w zakresie widma Swiatla
widzialnego sa stosunkowo silnie pochta-
niane i absorbowane przez materi¢ zywa,
co powoduje szybki spadek jakoSci obrazu
mikroskopowego wraz z glebokoScia obra-
zowania. W typowym przypadku juz powy-
zej 50-250 um (doktadna warto$S¢ bardzo
mocno zalezy od rodzaju preparatu i jego
catkowitej grubosci) obserwujemy bardzo
silne pogorszenie jakoSci czy wrecz de-
gradacje obrazu. Efekt ten jest na dodatek
uzalezniony od dlugosci fali uzytego lasera.
Najmocniej pochlaniane sa i rozpraszane
fale Swiatta w zakresie fioletowo-niebie-
skim, poniewaz niosa one relatywnie duzo
energii i silnie oddzialywuja z materia pre-
paratu, powodujac cz¢sto pewne nieko-
rzystne reakcje chemiczne okreSlane ogol-
nie mianem efektu fototoksycznego. Lepsza
penetracje grubych obiektow biologicz-
nych wykazuje Swiatto widzialne z zakresu
dalekiej czerwieni (650 nm). Ze wzgledu
na znacznie stabsze oddzialywanie z ma-
teria, efekt fototoksyczny jest w tym przy-
padku duzo mniejszy jednakze najlepsze
wyniki, zarowno jesli chodzi o jakosc¢ jak i
glebokoS¢ obrazowania uzyskujemy dopie-
ro w zakresie bliskiej podczerwieni. Jako
przyktad mozna podac osiagniecie glteboko-
Sci skutecznego obrazowania tkanki nerwo-
wej myszy do gtebokosci 700-750 pm. Jest
to wynik co najmniej 3-krotnie lepszy od
uzyskanych w zakresie Swiatla widzialnego.

MIKROSKOP LEICA 4PI

Mikroskopia 4Pi jest kolejnym znacza-
cym krokiem na drodze rozwoju nanomikro-
skopii. W swojej najbardziej dojrzatej formie
mikroskop 4Pi sktada si¢ nie z jednego, ale z
dwoch identycznych optycznie obiektywow.
Typowy mikroskop posiada z jednej strony
preparatu obiektyw, a z drugiej kondensor,
ktory w wiekszoSci rozwiazan mikroskopii
epifluorescencyjnej najczesciej w ogole nie

jest potrzebny, gdyz to obiektyw pelni jed-
noczes$nie role ukladu oSwietlajacego pre-
parat i wzbudzajacego fluorescencje oraz
role ukladu optycznego zbierajacego wy-
emitowane przez fluorochromy Swiatto flu-
orescencyjne. Obiektyw odpowiada wiec za
utworzenie obrazu rozkladu fluorescencji w
preparacie. W mikroskopie 4Pi typu C sytu-
acja jest troche bardziej skomplikowana po-
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niewaz sktada si¢ on z dwoch obiektywow
lezacych po obu stronach preparatu, ktore
naprzemiennie pelnia funkcje koncentrowa-
nia wiazki lasera w plaszczyZnie preparatu i
jednoczesnie, oba naraz, zbieraja fotony flu-
orescencyjne wyemitowane na obie strony
preparatu. Podwojona informacja o struk-
turze preparatu wykorzystywana jest przez
komputer sterujacy do tworzenia obrazu
fluorescencyjnego o wyraznie podwyzszonej
rozdzielczoSci (patrz Tabela 1). Jak wspo-
mnieliSmy na poczatku artykulu dwupunk-
towa zdolnoS¢ rozdzielcza obiektywu zalezy
od apertury numerycznej, a ta jest funkcja
kata aperturowego o. Im wigkszy jest kat, z
ktorego zbierana jest informacja o subtelnej
strukturze preparatu, tym wieksza rozdziel-
czo$¢ mozemy osiagnac. W systemie 4Pi
dwa obiektywy o aperturze 1,4 praktycznie
powoduja podwojenie rozdzielczoSci catego
uktadu (z 200-250 nm do 100 nm, Tabela
1). Uzyskany wynik jest zdumiewajacy, a po-
myst catkiem prosty!

Zeby moc obrazowal preparaty w mi-
kroskopie typu 4Pi konieczna jest zmiana
typowej i znanej wszystkim formy prepa-
ratu mikroskopowego. Normalnie preparat
umieszczamy pomi¢dzy relatywnie grubym
szkietkiem podstawowym, a przykrywany
cienkim i doktadnie zdefiniowanym szkiel-
kiem nakrywkowym. Szkietko nakrywkowe
jest bardzo waznym, a najczeSciej zupelnie
niedocenianym, elementem ukladu optycz-
nego mikroskopu. Ot6z juz podczas oblicza-

nia konstrukcji obiektywu uwzglednia sie
obecnos¢ szkietka nakrywkowego, a wady
odwzorowania optycznego jakie ono wpro-
wadza musza by¢, z przeciwnym znakiem,
skompensowane przy konstruowaniu obiek-
tywu. Dlatego tez istnieja Sciste normy okre-
Slajace parametry szkietka nakrywkowego.
Musi mie¢ ono posta¢ plytki ptaskoréwnole-
glej o doktadnie zdefiniowanej grubosSci (naj-
czesciej 0,17 mm) i wartoSci wspolczynnika
zalamania szkta (n=1,515). Dodatkowo musi
by¢ optycznie jednorodne czyli o catkowicie
homogennym rozktadzie wartoSci wspotczyn-
nika zalamania na catej powierzchni. Szkto, z
ktorego jest wykonane, nie powinno wyka-
zywac autofluorescencji i mie¢ bardzo dobra
transmitancje w calym zakresie widma Swia-
tla bialego.

Preparat przeznaczony do obrazowania
w mikroskopie 4Pi zamykamy pomiedzy
dwoma identycznymi szkietkami nakrywko-
wymi o bardzo wysokiej jakoSci optycznej,
gdyz oba obiektywy musza pracowaé w opty-
malnych warunkach i w zaden sposob nie
powinniSmy pogarsza¢ jakoSci obrazu two-
rzonego jednoczesSnie przez oba obiektywy.
Ogolnie mozna stwierdzi¢, ze im bardziej
zaawansowany optycznie system mikrosko-
powy, tym jakoSC preparatu musi by¢ wyz-
sza. Inaczej nigdy nie uzyskamy najwyzszej,
mozliwej jakosci obrazu. Dotyczy to wszyst-
kich innych mikroskopow, takze na przyktad
mikroskopu konfokalnego, o czym tak czesto
zapominamy...

MIKROSKOP SUPERROZDZIELCZY NIKON N-STORM

Glowna idea lezaca u podstaw systemu
STORM (Mikroskop superrozdzielczy Nikon
N-STORM; ang. stochastic optical recon-
struction microscopy) przedstawiona jest
na Ryc. 4. Wyobrazmy sobie fragment ko-
morki wypetnionej siecia biatkowych wto-
kien cytoszkieletu. Kazda komorka ma we-
wnetrzny system takich wiokien nazywany
cytoszkieletem. Dwa glowne typy wilokien
tworzacych cytoszkielet komorki to mikro-
tubule (Srednica 25 nm) zbudowane z bial-
ka tubuliny oraz mikrofilamenty o Srednicy
7 nm zbudowane z aktyny. Mimo bardzo
matej Srednicy, lezacej duzo ponizej zdol-
nosci rozdzielczej zarowno mikroskopu flu-
orescencyjnego jak i konfokalnego, moze-
my je swobodnie oglada¢ w tych mikrosko-
pach stosujac wyznakowane barwnikami
fluorescencyjnymi przeciwciata specyficzne

odpowiednio wzgledem tubuliny i aktyny
(Ryc. 5).

Problem jednak lezy w tym, ze Srednica
wiokien na zdjeciach otrzymanych z tych mi-
kroskopow jest znacznie wicksza niz w rzeczy-
wistosSci — widzimy tylko grube, Swiecace linie
(Ryc. 5A, C, E). Dopoki gestosc sieci tych wio-
kien jest niewielka to niespecjalnie przeszka-
dza w badaniu struktury bialkowego szkieletu
komorki. Powazny problem pojawia si¢ w mo-
mencie, gdy te wldkna utozone sa bardzo ge-
sto - zwykle ma to miejsce w przestrzeni ota-
czajacej jadro komorkowe. Obrazy wszystkich
wiokien nakladaja sic wtedy na siebie i zlewa-
ja, a zamiast sieci wlokien widzimy jednorod-
ng, bardzo silnie Swiecaca plame o nierozroz-
nialnej strukturze. NajczeSciej tez nie jesteSmy
nawet w stanie okresli¢ czy osobno widoczne
wiokno w rzeczywistosci skltada sie z jednej
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Podstawowe zatozenia techniki obrazowania STORM

~—

Ryc. 4. Zasada obrazowania zastosowana w mikroskopie superrozdzielczym (nanoskopie) typu

STORM.

Panel (a) pokazuje fragment komorki wypelniony widknami biatkowego cytoszkieletu, panele (b), (¢), (d) i
(e) pokazuja wyniki kolejnych czterech rejestracji réznych podzbiorow czasteczek fluorochroméw uzytych
do specyficznego wyznakowania tych wiokien. Odpowiednio duza liczba takich obrazow nalozona na siebie
daje w wyniku fluorescencyjny obraz cytoszkieletu przedstawiony na panelu (f). (http://www.microscopyu.

comy/articles/stormintro.html)

czy z kilku nici (Ryc. 5C, E). W takim przypad-
ku z pomoca przychodza techniki mikroskopii
superrozdzielczej czyli tytutowa nanoskopia.

Od strony optycznej superrozdzielczy mi-
kroskop typu STORM praktycznie jest zwy-
ktym, wysokiej jakoSci mikroskopem badaw-
czym i roéwnie dobrze mogltby pracowac jako
optyczna czeS¢ zestawu do mikroskopii kon-
fokalnej. Efekt superrozdzielczoSci osiagany
jest dzieki specjalnemu sposobowi rejestracji
fotonow Swiatla fluorescencyjnego i nastepu-
jacej po niej analizie matematycznej miejsc
potozenia Zrodet ich emisji.

Dla zrozumienia dalszej czeSci opisu bar-
dzo wazne jest zapamic¢tanie, ze wiokna cy-
toszkieletu w preparacie sa na calej swojej
dhugosci gesto pokryte sondami znakowany-
mi fluorescencyjnie i w mikroskopie konfo-

kalnym Swieca jednorodnie na catej dtugosci
(Ryc. 5A, C, E).

Nowoscia w systemie STORM jest to, ze
ostateczny obraz nie jest suma rozkladu wy-
emitowanych fotonow (jak w mikroskopie
fluorescencyjnym czy konfokalnym), ale tyl-
ko punktow oznaczajacych maksima takich
lokalnych rozktadow (Ryc. 6). Przez analogie
mozna to porownaé do réznicy pomiedzy
obserwacja z lotu ptaka caltej gory a znajduja-
cym si€ na jej szczycie matym kamieniem lub
tylko znaku zrobionym farba w najwyzszym
punkcie. Mapowanie jedynie takich znakow
reprezentujacych potozenie szczytow duzo
bardziej precyzyjnie przedstawia przebieg
laficucha gorskiego. Podobnie przedstawia
sic ten problem w przypadku mapowania
przebiegu wiokien cytoszkieletu.



270

BOHDAN PATERCZYK

Ryc. 5. Obrazy tego samego fragmentu wiokien cytoszkieletu w mikroskopie konfokalnym (zdje-
cia A, C i E) i w superrozdzielczym mikroskopie typu STORM (zdjecia B, D i F).

Na zdjeciach C, D, E i F przedstawiono powickszone fragmenty sieci wlokien zaznaczonych na zdjeciu A
kwadratami. (http://www.microscopyu.com/articles/stormintro.html)

Najwazniejszym rozwigzaniem warunku-
jacym mozliwoS¢ uzyskania efektu superroz-
dzielczoSci jest takie ostabienie wiazki lasero-
wej uzywanej do aktywacji czasteczek barw-
nika, a nast¢pnie wzbudzenia fluorescencji,
aby w danym przedziale czasu tylko bardzo
niewielka cze$¢ przypadkowo rozmieszczo-
nych czasteczek flurochroméw ulegla akty-
wacji i pOzniejszemu wzbudzeniu (Ryc. 4).
W rezultacie obserwujemy tylko fotony, emi-
towane przez przypadkowo rozmieszczone
fluorochromy znajdujace si¢ na wldknach
badanego cytoszkieletu. Warunek przypadko-
wosci (stochastycznoSci) wyboru zestawow
roznych subpopulacji fotonow jest kluczowy
dla wymuszenia emisji z punktow preparatu
lezacych daleko od siebie. Optymalny efekt
uzyskuje sie wtedy, gdy Srednia odlegtos¢ po-
miedzy wzbudzonymi czasteczkami wynosi
okolo 250 nm, gdyz wtedy nie dochodzi do
naktadania si¢ plamek dyfrakcyjnych (plamek
Airy’ego) na siebie i obnizenia rozdzielczoSci.

Po zarejestrowaniu rozkladu pierwszej
subpopulacji fotonéw, ponownie wlaczajac
laser wzbudzamy kolejna grupe¢ innych, przy-
padkowo zaktywowanych czasteczek fluoro-
chromow i rejestrujemy ich rozktad w prepa-
racie. Zestaw wielu takich czastkowych map
poddawany jest nast¢pnie cyfrowej proce-
durze znajdowania maksimow, a otrzymane
mapy maksimow taczone sa w catos¢. Mamy
wtedy pewnoS¢, ze sumujac wszystkie tak
otrzymane zbiory punktow w koficowym ob-
razie otrzymamy pelna informacje o wszyst-
kich czasteczkach barwnikow fluorescencyj-
nych znajdujacych sie¢ na naszym przyktado-
wym wiloknie cytoszkieletu osiagajac w ten
sposob niezwykly efekt superrozdzielczoSci
(Ryc. 5B, D, F).

Komputer sterujacy nanoskopem typu
STORM wyznacza pozycje kazdej czasteczki
fluorochromu poszukujac maksimow rozkla-
du catej populacji fotonow wyemitowanych
przez pojedyncze czasteczki fluorochromow.
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Lokalizacja pojedynczych molekut w technikach super-rozdzielczych

(a)

T

Fluorescencja

(c)

!

Liczba zdarzen

Ryc. 6. Zasada powstawania obrazu w superrozdzielczym mikroskopie optycznym typu STORM.

Po lewej przedstawiono przestrzenny rozkitad czestosci zliczet fotondw emitowanych z pojedynczego zrodia
fluorescencji czyli tak zwana plamke dyfrakcyjna (Airy’ego), posrodku to samo w reprezentacji dwuwymia-
rowej, a po prawej wynik matematycznej analizy wspomnianej plamki dyfrakcyjnej. W wyniku uzyskaliSmy
funkcje zwana centroidem. Szczegélna uwage nalezy zwroci¢ na poprzeczne rozmiary plamki dyfrakcyjnej i
centroidu (2000 nm dla plamki dyfrakcyjnej i 120 nm dla centroidu). (http://www.microscopyu.com/artic-

les/superresolution/stormintro.html)

Obrazujemy wiec tylko punkty reprezentuja-
ce potozenie maksimow rozktadu fotonow, a
nie rzeczywisty rozktad wszystkich fotonow
(Ryc. 6). Tak, w znacznym uproszczeniu,
mozna opisa¢ zasade dzialania mikroskopu
typu STORM.

Analizujac dane przedstawione na ryci-
nie 6 szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na
poprzeczne rozmiary plamki dyfrakcyjnej i
centroidu (2000 nm dla plamki dyfrakcyjnej
i tylko 120 nm dla centroidu). Proste po-
dzielenie tych wartosci pokazuje, ze Sredni-
ca otrzymanego centroidu jest okoto 17 razy
mniejsza niz wyjSciowa plamka dyfrakcyjna
(poniewaz 2000/120 = ok. 17). Dzieki wy-
konanej wczesSniej analizie matematycznej,
prowadzacej do wyznaczenia parametrow
centroidu, uzyskaliSmy 17-krotne zmniejsze-
nie rozmiaru zrodla fluorescencji. Odwolujac
sie do wartosci podanych w Tabeli 1 moze-
my obliczy¢, ze w przyblizeniu odpowiada to
wzrostowi zdolnoSci rozdzielczej z 200 nm
w przypadku mikroskopu konfokalnego do
ok 12 nm w przypadku mikroskopu typu
STORM (poniewaz 20/17 =~12 nm).

Precyzja wyznaczania centroidu roSnie
wraz z liczba fotonow emitowanych z cza-
steczki fluorochromu i dlatego do mikro-
skopii superrozdzielczej najlepiej nadaja sie
specjalne barwniki o wysokim kontrascie i
wysokiej wydajnoSci emisji fotonow fluore-
scencyjnych. Teoretyczna granica rozdziel-
czoSci takiego mikroskopu przy zalozeniu,
ze uda sie zarejestrowac okoto 10000 foto-
now z jednej czasteczki fluorochromu wy-
nosi 1-2 nm i ré6wna bedzie rozdzielczoSci
mikroskopu elektronowego.

W tym momencie mozemy zakonczyé
zadeklarowana w tytule droge do nanosko-
pii. Dalszy postep bedzie zalezal od udanej
syntezy nowych, bardziej wydajnych barw-
nikow fluorescencyjnych i dalszej optyma-
lizacji procedur matematycznej analizy da-
nych. Juz dzisiaj widac jednak, ze postep w
dziedzinie mikroskopii optycznej w coraz
mniejszym stopniu zalezy od wasko pojmo-
wanego mikroskopu, a coraz bardziej zale-
zy od doskonalenia komputerowej analizy
danych z niego pochodzacych.



272

BOHDAN PATERCZYK

DROGA DO NANOSKOPII

Streszczenie

W artykule przedstawiono droge rozwoju rodzi-
ny mikroskopoéw fluorescencyjnych w celu osiagnie-
cia coraz wyzszych rozdzielczoSci. Dzialajace obec-
nie mikroskopy suprrozdzielcze typu STORM pozwa-
laja na uzyskanie rozdzielczoSci rzedu 10 nm, a kon-
struktorzy maja mocne podstawy by przypuszczad,

ze dalszy postep w zakresie syntezy bardziej wydaj-
nych barwnikéw fluorescencyjnych i doskonalenie
komputerowej analizy obrazu pozwoli na osiagni¢cie
rozdzielczo$ci do ok. 1 nm, czyli poziomu osiagane-
go obecnie przez mikroskopy elektronowe.

THE WAY TO NANOSCOPY

Summary

In this article the way of evolution of the fam-
ily of fluorescent microscopes in order to reach sub-
stantially higher resolution was presented. Current,
STORM-type, superresolution microscopes allow to
obtain resolution of the order of 10 nm but ing-
enieurs have strong foundations to believe that fur-

ther progress in the area of more efficient fluores-
cent dyes synthesis and improvement of the comput-
er aided image analysis allow to obtain resolutions
close to appoximately 1 nm — that is to the level of
current electron microscopes.
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