SOFISM, czyli mikroskopia poza limitem rozdzielczosci
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Obraz mikrotubul w utrwalonej prébce komoérek 3T3 barwionej kropkami kwantowymi. Dane zostaty
przeanalizowane na dwa sposoby: lewa gorna strona - image scanning microscopy (ISM), prawa dolna
strona - super-resolution optical fluctuation image scanning microscopy (SOFISM) oraz Fourier-
reweighting. (Zrédto: Wydziat Fizyki UW, A. Makowski)

Zespot z Wydziatu Fizyki UW we wspotpracy z naukowcami z izraelskiego Instytutu Weizmanna dokonat
kolejnego waznego odkrycia w dziedzinie mikroskopii. Na tamach czasopisma ,,Optica’” naukowcy wsrod
ktérych byli m.in. Aleksandra Sroda, Adrian Makowski i dr Radek Eapkiewicz z Zaktadu Optyki IFD,
przedstawili nowq metode mikroskopii, ktora teoretycznie nie ma limitu rozdzielczosci. W praktyce
zespotowi udato sie uzyskac cztery razy lepszq rozdzielczos¢, niz wynikajqce z natury swiatta tzw.
ograniczenie dyfrakcyjne, bedqce jednq z gtownych przeszkod w obserwowaniu najmniejszych struktur
biologicznych.

Rozwdj nauk biologicznych 1 medycyny wymaga obserwacji coraz to mniejszych obiektow. Naukowcom
zalezy na tym, zeby mie¢ wglad w strukture i wzajemne oddziatywania np. biatlek w komérkach. Przy
tym, ogladane prébki nie powinny réznic€ si¢ od struktur wystgpujacych naturalnie w organizmie, co
wyklucza uzycie zbyt agresywnych procedur i odczynnikéw. Klasyczny mikroskop optyczny, choé
dokonat rewolucji w naukach przyrodniczych, dzis jest juz dalece niewystarczajacy. Z uwagi na falowa
natur¢ $wiatta mikroskop optyczny nie pozwala na obrazowanie struktur mniejszych niz okoto 250
nanometrow. Obiekty potozone od siebie blizej niz potowa dtugosci fali Swiatta (czyli wiasnie ok. 250
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nm dla Swiatta zielonego) przestaja by¢ rozréznialne. Jest to tzw. ograniczenie dyfrakcyjne, ktére prébuja
pokona¢ naukowcy. Rozdzielczos¢ o kilka rzgdéw wielkosci wigksza niz mikroskop optyczny ma
mikroskop elektronowy, ale mozna w nim obserwowa¢ wylacznie martwe obiekty, umieszczone w prézni
1 bombardowane wiazka elektronéw. Za pomoca mikroskopii elektronowej nie mozna zatem badac
zywych organizméw ani naturalnie zachodzacych w nich proceséw. Rozwigzaniem jest mikroskop
fluorescencyjny. Dlatego tez superrozdzielcza mikroskopia fluorescencyjna jest aktualnie bardzo prg¢znie
rozwijajacym sig¢ obszarem nauk fizycznych, a badania na rzecz jej rozwoju zostaty juz dwukrotnie
uhonorowane Nagroda Nobla — w 2008 1 2014 roku.

Obecnie istnieje juz kilka technik mikroskopii fluorescencyjnej, a niektore z nich staty si¢ narz¢dziami
powszechnie stosowanymi w obrazowaniu biologicznym. Cz¢$¢ metod, takich jak mikroskopia PALM,
STORM lub STED, charakteryzuje sig¢ olbrzymia rozdzielczoscia i pozwala na rozréznianie obiektow
oddalonych od siebie o zaledwie kilkanascie nanometrow. Techniki te wymagaja jednak dtugiego czasu
ekspozycji oraz skomplikowanego przygotowania preparatow biologicznych. Inne techniki, takie jak
mikroskopia SIM lub ISM, sa metodami tatwymi w uzyciu, ale posiadaja znacznie ograniczong
rozdzielczos¢ 1 pozwalaja ogladac struktury jedynie dwukrotnie mniejsze od ograniczenia dyfrakcyjnego.

Aleksandra Sroda, Adrian Makowski i dr Radek Eapkiewicz z Laboratorium Optyki Kwantowej na
Wydziale Fizyki Uniwersytetu Warszawskiego wraz z zespotem prof. Dana Orona z Instytutu
Weizmanna w Izraelu opracowali nowa technike mikroskopii superrozdzielczej, nazwana przez nich
Super-resolution Optical Fluctuation Image Scanning Microscopy (SOFISM). Technika SOFISM
bazujaca na metodzie ISM (Image Scanning Microscopy) opiera si¢ na analizie przebiegéw czasowych
natgzenia Swiatta fluorescencji pochodzacego z niezaleznie fluktuujacych emiteréw. Metoda ISM
wykorzystuje mikroskop konfokalny (nazwa pochodzi od emisji Swiatta jedynie z ogniska uktadu, ktére
mozna przesuwac odtwarzajac caly obraz), w ktérym pojedynczy detektor zostaje zastagpiony macierza
matych detektorow. W nowo opracowanej technice SOFISM, dzigki mierzeniu korelacji Swiatta
emitowanego z réznych punktéw i zarejestrowanego przez detektory z mikroskopu ISM, otrzymuje si¢
dodatkowa informacj¢ — oprocz obrazu natgzenia Swiatla takze obraz korelacji. Im wyzszy rzad
obliczonej korelacji, tym lepsza rozdzielczos¢. W praktyce jednak, rozdzielczos¢ zalezy od stosunku
sygnatu do szumu.

- SOFISM oferuje kompromis pomigdzy fatwoscia uzycia a rozdzielczoscia. Wierzymy, ze nasza metoda
moze wypelnic¢ nisz¢ pomigdzy skomplikowanymi, trudnymi w uzyciu technikami o bardzo wysokiej
rozdzielczosci a metodami o niskiej rozdzielczosci, lecz prostymi w uzyciu. SOFISM nie posiada
teoretycznego limitu rozdzielczosci, jednakze w naszej pracy przedstawiliSmy wyniki, w ktérych
zdotaliSmy czterokrotnie pokonaé ograniczenie dyfrakcyjne. W artykule pokazaliSmy rowniez, ze metoda
SOFISM posiada wysoki potencjat w obrazowaniu trgjwymiarowych struktur biologicznych — méwi dr
Radek Lapkiewicz.

Co niezwykle wazne, metoda SOFISM jest — od strony technicznej — bardzo przystgpna, poniewaz
wymaga tylko niewielkiej modyfikacji powszechnie stosowanego w laboratoriach mikroskopu
konfokalnego: wymiany w nim fotopowielacza na detektor SPAD array. Dodatkowo konieczne jest
niewielkie wydtuzenie czasu pomiaru oraz zmiana procedury obrébki danych.

- Detektory SPAD array byty do niedawna drogie, a ich parametry nie byly wystarczajace do zastosowan
takich jak nasze. Ta sytuacja zmienila si¢ ostatnio. Od ubieglego roku dostgpne sa nowe detektory SPAD,
w ktérych zaréwno bariery technologiczne, jak i cenowe zostaty usunigte. Dlatego uwazamy, ze techniki
mikroskopii fluorescencyjnej oparte na pomiarach korelacji, takie jak SOFISM, moga w ciagu kilku lat
sta¢ si¢ powszechnie stosowane w badaniach mikroskopowych — podkresla dr Lapkiewicz.

Projekt byt realizowany w ramach programu FIRST TEAM Fundacji na rzecz Nauki Polskie;j.



Fizyka i astronomia na Uniwersytecie Warszawskim pojawity si¢ w 1816 roku w ramach 6wczesnego Wydziatu Filozofii. W roku 1825 powstato
Obserwatorium Astronomiczne. Obecnie w sktad Wydziatu Fizyki UW wchodza Instytuty: Fizyki Doswiadczalnej, Fizyki Teoretycznej, Geofizyki, Katedra
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do kosmologicznej. Kadra naukowo-dydaktyczna Wydziatu sktada sig¢ z ok. 200 nauczycieli akademickich, wsréd ktérych jest 87 pracownikéw z tytutem
profesora. Na Wydziale Fizyki UW studiuje ok. 1000 studentéw i ponad 170 doktorantéw.
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Obraz mikrotubul w utrwalonej prébce komérek 3T3 barwionej kropkami kwantowymi. Dane zostaty przeanalizowane na dwa sposoby: lewa gérna strona -
image scanning microscopy (ISM), prawa dolna strona - super-resolution optical fluctuation image scanning microscopy (SOFISM) oraz Fourier-reweighting.
(Zrédto: Wydziat Fizyki UW, A. Makowski)
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