60; ) POLSKIE TOWARZYSTWO
BIOFIZYCZNE

Lubelski Oddziat Polskiego Towarzystwa Biofizycznego

zaprasza na wyktad:

Jak poprawic rozdzielczos¢ w mikroskopii konfokalnej

i dwufotonowej uzywajac korelacji Swiatta fluorescenc;ji?

ktéry wygtosi:  dr Radek tapkiewicz

Instytut Fizyki Doswiadczalnej, Wydziat Fizyki, Uniwersytet Warszawski

Wyktad odbedzie sie 2 grudnia 2022 r. o godzinie 13:15
w Sali A-341, Instytutu Fizyki, UMCS, pl. M. Curie-Sktodowskiej 1

STRESZCZENIE

Ograniczenie dyfrakcyjne stanowi jeden z gtéwnych probleméw
fluorescencyjnego obrazowania biologicznego. Metody mikroskopii
nadrozdzielczej takie jak STED czy STORM pozwalajg osiggnac ‘ E b
rozdzielczos¢  przestrzenng rzedu 10nm, ale wymagajg 4
skomplikowanych ukfadéw doswiadczalnych lub dtugich pomiaréw. L

Prawdopodobnie dlatego mikroskopia konfokalna nadal pozostaje

dominujacy technika tréjwymiarowego obrazowania biologicznego. vi
Okazuje sie jednak, ze niewielka modyfikacja mikroskopu konfokalnego DM
pozwala ztamac ograniczenie dyfrakcyjne dzieki technice skanowania

obrazem (ang. Image Scanning Microscopy; ISM). Technika ta wymaga !bj

SPAD

TCSPC

single detectors

zastgpienia fotopowielacza macierzg detektoréw pojedynczych

fotonéw (Single Photon Avalanche Diode array; SPAD array). Macierz -
(kamera) SPAD zainstalowana w mikroskopie umozliwia nie tylko
poprawe rozdzielczosci dzieki wykorzystaniu informacji przestrzennej, )
jak w przypadku ISM, ale takze liczenie fotondw z subnanosekundowg -
rozdzielczoscig czasowa. Przy zastosowaniu laserow pikosekundowych, y

zarejestrowane przebiegi czasowe pozwalajg zmierzy¢ czas Zycia

fluoroforéw a takze zarejestrowac korelacje swiatta fluorescencji. W pracy [1] zademonstrowalismy, ze kwantowe korelacje
Swiatta fluorescencji pozwalajg poprawic¢ rozdzielczo$é techniki ISM w trzech wymiarach, a nastepnie pokazalismy [2],
ze klasyczne korelacje prowadza do lepszego stosunku sygnatu do szumu i, co za tym idzie, krétszych pomiaréw. Co ciekawe,
wprowadzone przez nas techniki oparte na korelacjach, Q-ISM i SOFISM, nie wymagaja specjalnego przygotowania prdobek,
poniewaz $wiatto emitowane przez wiekszos¢ fluoroforow uzywanych w mikroskopii jest skorelowane [3]. Gtéwnym
ograniczeniem naszych technik jest blakniecie fluoroforéw, ktére ogranicza mozliwosci obrazowania 3D.

Mikroskopia dwufotonowa w naturalny sposéb prowadzi do redukcji blakniecia fluoroforéow a takze, dzieki stabszemu
rozpraszaniu Swiatta o wiekszej dtugosci fali, umozliwia obrazowanie gteboko w tkance. W drugiej czesci prezentacji
przedstawie nasze postepy w pracy nad mikroskopig dwufotonowg z wykorzystaniem Swiattowodowych laserow
femtosekundowych. Dla zastosowan w obrazowaniu zywych organizméw, gdzie kluczowa jest rozdzielczos¢ czasowa,
wprowadzamy proste modyfikacje optyczne, ktére pozwalajg znaczgco przyspieszyé pomiary. Wzbudzanie fluorescencji
wigzka Bessela, pozwala na zastgpienie skandéw tréjwymiarowych, skanami dwuwymiarowymi, a ogniskowanie czasowe
umozliwia obrazowanie dwufotonowe w szerokim polu, co pozwala ograniczy¢ skan tylko do jednego wymiaru. Tak jak
w przypadku mikroskopii jednofotonowe;j, kiedy szybkos¢ pomiaru nie jest krytyczna, staramy sie poprawic¢ rozdzielczosé
obrazowania przez pomiary korelacji czasowych.
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