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Techniki mikroskopii fluorescencyjnej znalazlty szerokie zastosowanie w naukach biologicznych,
dzieki mozliwos¢ wykorzystania swoistego znakowania struktur i prowadzenia obserwacji w trybie
przyzyciowym. Techniki te, wigczajac mikroskopie konfokalng oraz wielofotonowa, majg ograniczenia
rozdzielczosci wynikajace z falowych wiasciwosci Swiatta. W praktyce rozroznienie elementow
mniejszych niz ok. 200 nm w ptaszczyznie (x,y) oraz ok. 500 nm w ptaszczyznie (z) nie jest mozliwe.
Wiele struktur biologicznych posiada jednak mniejsze wymiary, a ich analiza przez wieki nie byta

mozliwa.

W ostatnich latach pojawito sie kilka pomystéw, aby obejS¢ ograniczenia wynikajace
z praw fizyki, wptywajacych na zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu. Nie oznacza to oczywiscie, Ze opisane
przed laty przez Emsta Abbe i innych naukowcdéw prawa przestaty obowigzywac. Ze wzgledu na
nowatorskie strategie rejestracji, udato sie opracowac kilka alternatywnych technik pozwalajacych na
obrazowanie z rozdzielczo$cig lepsza niz w klasycznej mikroskopii, stad metody te okreslane sg
technikami super-rozdzielczymi.



Pierwsza grupa tych innowacyjnych technik polega na zmianach funkcji PSF (point-spread
function) lub na modyfikacjach sposobu o$wietlania preparatu i oparta jest na nieliniowych, optycznych
sposobach zredukowania ogniska fokalnego. Przyktadami takich technik obrazowania super-
rozdzielczego sa: STED (stimulated emission depletion), GSD (ground state depletion) oraz SSIM
(saturated structured illumination microscopy). Przez modyfikacje Swiatta wzbudzajacego i zmiane
funkcji PSF wytwarzane ognisko fokalne ma duzo mniejsze rozmiary, dzieki czemu mozliwa jest

rejestracja szczegotow z rozdzielczoscig w ptaszczyznie (x,y) ok. 20-50 nm.
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Druga, coraz bardziej popularna, grupa metod obrazowania super-rozdzielczego bazuje na
technikach fotoaktywacji preparatow fluorescencyjnych, umozliwiajacych przestrzenng orientacje
struktur o duzej gestosci czasteczek. W tej technice pojedyncze czasteczki w sposob przypadkowy
aktywujg swoje zdolnosci fluorescencyjne, przechodzac w stan Swiecenia oraz wygaszenia, a proces
ten jest sekwencyjnie rejestrowany. W ten sposob czasteczki utozone w niewielkiej odlegtosci od siebie
separowane sg w czasie, a nastepnie odwzorowywane w jednym obrazie wynikowym. Techniki te
zostaty opracowane w roku 2006 przez trzy niezalezne grupy naukowcdéw pod nazwg: PALM
(photoactivated localization microscopy), FPALM (fluorescence photoactivation localization microscopy)
oraz STORM (stochastic optical reconstruction microscopy). Wszystkie trzy metody majg te samq
zasade dziatania, a wyniki prac naukowych zostaty opublikowane z uzyciem roznych preparatow
fotokonwersyjnych. Wiecej informacji na temat technik super-rozdzielczych znajdziecie Panstwo na
stronie: http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution/index.html

System ELYRA firmy Carl Zeiss

Firma Carl Zeiss, pozostajac jedng z najbardziej innowacyjnych na $wiecie, postanowita
wykupi¢ prawa patentowe i rozwija¢ te nowe techniki w postaci komercyjnie dostepnych platform
obrazowania. Po dogtebnej analizie mozliwosci wszystkich technik oraz ich efektywnego zastosowania
w prowadzonych pracach badawczych, postanowiono zainwestowac w oba rodzaje opisanych powyzej
metod super-rozdzielczych, bazujagc na metodzie oswietlenia strukturalnego (SR-SIM) oraz
fotoaktywacji (PAL-M). Niezalezne poréwnania rozdzielczosci osigganych w mikroskopii konfokalnej
(CLSM) oraz metodach STED, SR-SIM i PAL-M przeprowadzito juz wielu naukowcow, ich skrécone
wyniki za artykutem Lothar Schermelleh, Rainer Heintzmann, Heinrich Leonhardt ,A guide to super-

resolution fluorescence microscopy” pokazuje ponizsza ilustracja.
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Schermelleh et al, JCB 2010



Super-rozdzielczy system ELYRA moze zosta¢ skonfigurowany, jako mikroskop do techniki SR-SIM
i/lub PAL-M/dSTORM, a takze jako potgczenie tych opcji z mikroskopem konfokalnym rodziny LSM 780.

ELYRA S.1 - system technologii SR-SIM, to najbardziej wszechstronny i uniwersalny z
dostepnych mikroskopow super-rozdzielczych. Umozliwia prace ze wszystkimi standardowymi biatkami
oraz barwieniami fluorescencyjnymi, z preparatami przygotowanymi, jak do obrazowania na klasycznym
mikroskopie fluorescencyjnym. Poprzez zastosowanie unikalnego systemu wymiennych siatek,
zoptymalizowanych dla réznych obiektywow i wykorzystywanej ditugosci fali $wietlnej oraz algorytmowi
opracowywania wynikéw, system podwaja rozdzielczo$¢ obrazowania zaréwno w ptaszczyznie (x,y)

oraz (z), w poréwnaniu do mikroskopii konfokalnej.
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System ELYRA P.1 gwarantuje najwyzszg dostepng komercyjnie rozdzielczo$¢ obrazowania,
wykorzystujac  technologie PAL-M/dSTORM. Poprzez sekwencyjng rejestracie  fotoaktywacii
biatek/fluorochroméw oraz ich precyzyjng lokalizacje, mikroskop zapewnia rozdzielczo$¢ do 20 nm w
ptaszczyznie (x,y) oraz 100 nm w ptaszczyznie (z). Uktad moze by¢ wykorzystany zaréwno z catg gamg
biatek podlegajacych fotoaktywacii lub fotokonwersji w oparciu o technike PAL-M, jak réwniez z wieloma
klasycznymi fluorochromami np. Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor® 633, Cy3, czy Cy5 dla metody
dSTORM. System daje mozliwoS¢ rejestracji obrazéw w trybie klasycznej fluorescenciji oraz TIRF (total

internal reflection fluorescence) w oparciu 0 najnowszg generacje czutych kamer EM CCD.

Shroff et al. 2007

Dla wygody uzytkownika oraz prowadzenia kompleksowych prac badawczo-naukowych, firma
Carl Zeiss oferuje réwniez mozliwos¢ skonfigurowania systemu, tgczacego w sobie mikroskop

konfokalny z rodziny LSM 710/780 z oboma rodzajami obrazowania super-rozdzielczego — system
ELYRA PS.1.
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