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Ðåçþìå. Ðîçãëÿíóòî ñó÷àñí³ ìåòîäè îïòè÷íî¿ ì³êðîñêîï³¿:
ôëóîðåñöåíòíó ì³êðîñêîï³þ ³ ôëóîðåñöåíòíó íàíîñêîï³þ òà ¿õ
ð³çíîâèäè, ôîòîàêóñòè÷íó òà àòîìíî-ñèëîâó ì³êðîñêîï³þ. Ö³
ìåòîäè ñòâîðþþòü íîâ³ ìîæëèâîñò³ äëÿ á³îëîã³¿ ³ ïðàêòè÷íî¿
ìåäèöèíè.
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Ì³êðîñêîï³ÿ áóëà ³ çàëèøàºòüñÿ âàæëèâèì
ìåòîäîì àíàë³çó ì³êðîñâ³òó ç òîãî ÷àñó, êîëè À.
Ëåâåíãóê âïåðøå îïèñàâ àìåáè òà ³íø³
ì³êðîîðãàí³çìè. "Ñêëàäíèé ì³êðîñêîï", òîáòî,
ì³êðîñêîï ç á³ëüø í³æ îäí³ºþ ë³íçîþ, áóâ
âèíàéäåíèé äî òîãî, ÿê ç'ÿâèëèñÿ ïåðø³ ïîâ³-
äîìëåííÿ ïðî ³ñíóâàííÿ æèâèõ ì³êðîîðãàí³çì³â. Ç
òîãî ÷àñó ì³êðîñêîï çàçíàâ ÷èñëåííèõ
óäîñêîíàëåíü. Ç íèõ íàéá³ëüø çíà÷óùèìè º:
âèíàõ³ä åëåêòðîííîãî ì³êðîñêîïà (1931 ð.), ìåòîä
ôàçîâîãî êîíòðàñòó (1935 ð.), âèíàõîäè
êîíôîêàëüíîãî ì³êðîñêîïà (1955 ð.), àòîìíî-
ñèëîâîãî ì³êðîñêîïà (ÀÑÌ) (1986 ð.), ôëóîðåñ-
öåíòíîãî ì³êðîñêîïà (2006 ð.) òà ¿õ ïîõ³äíèõ.

Ðîçâèòîê òà âäîñêîíàëåííÿ ïåðåäîâèõ
òåõíîëîã³é ì³êðîñêîï³¿ ïðîäèêòîâàí³ íåîäíî-
ð³äí³ñòþ ì³êðîñâ³òó in vivo. Ñüîãîäí³ ö³ òåõíîëîã³¿
âæå äàþòü ìîæëèâ³ñòü ðîçð³çíÿòè ñóáïîïóëÿö³¿ ³
àíàë³çóâàòè îêðåì³ êë³òèíè òà äèôåðåíö³þâàòè ¿õ.
À öå â ñâîþ ÷åðãó çàáåçïå÷óº á³ëüø åôåêòèâíèé
³ ïðÿìèé ñïîñ³á ë³êóâàííÿ á³ëüøîñò³  áàêòåð³-
àëüíèõ ³ ãðèáêîâèõ ³íôåêö³é òà â³äêðèâàº ïåðñïåê-
òèâè çàñòîñóâàííÿ óäîñêîíàëåíèõ ìåòîä³â ó á³î-
òåõíîëîã³¿ [8].

Îïòè÷íà ì³êðîñêîï³ÿ º ïåðåâàæíèì ìåòîäîì
ìåäèêî-á³îëîã³÷íèõ äîñë³äæåíü. Àëå âîíà ìàº
îäíå ñóòòºâå îáìåæåííÿ: íå ìîæå â³äîáðàæàòè
îá'ºêòè ðîçì³ðîì ìåíøèì, í³æ 200 íì. Îïòè÷íà
ì³êðîñêîï³ÿ äîçâîëÿº àíàë³çóâàòè êë³òèíí³ ñòðóê-
òóðè, ïðîòå äëÿ äåòàëüíîãî äîñë³äæåííÿ ïðîöåñ³â,
ùî â³äáóâàþòüñÿ íà ñóáêë³òèííîìó ð³âí³, ¿¿ ìîæ-
ëèâîñòåé íåäîñòàòíüî, îñê³ëüêè ðîçì³ðè ðèáîñîì,
ÿäåðíèõ ïîð, êë³òèííèõ ô³ëàìåíò³â òà ³íøèõ
íàäìîëåêóëÿðíèõ ñòðóêòóð íå ïåðåâèùóþòü 150
íì, à òîâùèíà á³îìåìáðàíè ïîðÿäêó 10 íì.

Çà îñòàííº äåñÿòèð³÷÷ÿ â³äáóâñÿ çëàì ñòåðåî-
òèï³â ïðî ðîçì³ð çîáðàæåíü, ÿê³ ìîæíà áà÷èòè â
ì³êðîñêîï³: òåõí³÷í³ ìîæëèâîñò³ îïòè÷íî¿ ì³êðîñ-
êîï³¿ äîçâîëÿþòü îòðèìàòè ïðîñòîðîâå ðîçä³ëåííÿ

ïîðÿäêó 50-70 íì.
Òêàíèíè òà êë³òèíí³ ñòðóêòóðè, ÿê³, â îñíîâ-

íîìó, º ïðîçîðèìè, íå âèð³çíÿþòüñÿ êîíòðàñòîì
ïðè ¿õ ì³êðîñêîï³¿ in vivî. Äëÿ ¿õ ³äåíòèô³êàö³¿
ïîòð³áíå çàáàðâëåííÿ ð³çíèìè ôëóîðîôîðàìè. Ç
îãëÿäó íà öå ïåðåâàãè ìàº ôëóîðåñöåíòíà ì³ê-
ðîñêîï³ÿ [22], à ñàìå: ìîæëèâ³ñòü ïðèæèòòºâîãî
âèâ÷åííÿ îá'ºêò³â òà ñïîñòåðåæåííÿ ïðîöåñ³â ó
ðåàëüíîìó ÷àñ³; ìîæëèâ³ñòü ì³÷åííÿ òêàíèí,
êë³òèí, îðãàíåë òà îêðåìèõ ìîëåêóë; íàÿâí³ñòü
ð³çíîìàí³òòÿ ôëóîðåñöåíòíèõ áàðâíèê³â äîçâîëÿº
âèâ÷àòè îäíî÷àñíî äåê³ëüêà ì³øåíåé.

Äåê³ëüêà íîâèõ ï³äõîä³â, ðîçðîáëåíèõ â îñòàíí³
ðîêè äëÿ ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿, äîçâîëèëè
äîñÿãòè ðîçä³ëåííÿ ~ 10 íì. Ìåòîäè îá'ºäíàëè
òåðì³íîì ôëóîðåñöåíòíà íàíîñêîï³ÿ. Ñèñòåìè
ôëóîðåñöåíòíî¿ íàíîñêîï³¿ áàçóþòüñÿ íà [31]:
ïîêðàùåíí³ ôîêóñóâàííÿ çà ðàõóíîê ñòâîðåííÿ
íîâèõ îïòè÷íèõ ñõåì ³ çàñòîñóâàííÿ îá'ºêòèâ³â ç
âèñîêîþ êóòîâîþ àïåðòóðîþ (4-π, I5M ³ I5S
ì³êðîñêîï³ÿ); âèêîðèñòàíí³ ÿâèùà ïîâíîãî âíóò-
ð³øíüîãî â³äáèâàííÿ (TIRFM); êîíòðîëüîâàíå
"âìèêàííÿ" ³ "âèìèêàííÿ" ôëóîðåñöåíòíèõ ìîëå-
êóë ³ ïîñë³äîâíå ¿õ äåòåêòóâàííÿ (STED, GSD,
SPEM (SSIM), RESOLFT, (F) PALM, STORM,
PAINT).

Íàíîñêîï³÷í³ ìåòîäè ó á³îëîã³¿ òà ìåäèöèí³
äîçâîëÿþòü áåçïîñåðåäíüî âèâ÷àòè âçàºìîä³¿
ì³æ á³ëêàìè, ÄÍÊ ³ ÐÍÊ, òîìó ìîæóòü ç³ãðàòè
³ñòîòíó ðîëü ó ðîçâèòêó ãåíîì³êè òà ïðîòåîì³êè,
ó âèâ÷åíí³ ô³ç³îëîã³¿ êë³òèíè, â ðîçóì³íí³ ïàòî-
ô³ç³îëîã³÷íèõ ìåõàí³çì³â, ïîâ'ÿçàíèõ ç ïîðóøåííÿì
óòâîðåííÿ ñêëàäíèõ á³ëêîâèõ êîìïëåêñ³â òà ³í.

Ðîçãëÿíåìî äåòàëüí³øå ñó÷àñí³ ïðèéîìè
ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿.

Êîíôîêàëüíà ì³êðîñêîï³ÿ (ÊÌ). Ïåðâèííà
³äåÿ ÊÌ çàïàòåíòîâàíà 1961 ð. Ì. Ì³íñüêè, ÿêèé
ó ñåðåäèí³ 1950-õ ðîê³â çðîçóì³â íåîáõ³äí³ñòü ïðè-
æèòòºâèõ äîñë³äæåíü íåô³êñîâàíèõ ïðåïàðàò³â
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íåéðîííî¿ ñ³òêè òêàíèí ìîçêó, ùî ìàêñèìàëüíî
â³äòâîðþþòü ä³éñí³ ïðîöåñè â öèõ òêàíèíàõ. Öÿ
³äåÿ îòðèìàëà ïðàêòè÷íå âò³ëåííÿ â 1979 ð. ç
ðîçðîáêîþ äàòñüêèì ô³çèêîì Ô. Áðàêåíäîðôîì
ëàçåðíîãî ñêàíóþ÷îãî êîíôîêàëüíîãî ì³êðîñêîïà
é ôîðìóëþâàííÿì Ê. Øåïàðäîì îñíîâ òåîð³¿
ôîðìóâàííÿ çîáðàæåíü. Ó 1985 ð. áóëî ïðîäå-
ìîíñòðîâàíî ìîæëèâ³ñòü âèêîðèñòàííÿ ÊÌ äëÿ
äîñë³äæåííÿ ôëóîðåñöåíòíèõ ïðåïàðàò³â.
Óïðîäîâæ 1990-õ ðð. â³äáóëîñÿ ñòð³ìêå âäîñêî-
íàëåííÿ âîëîêîííî¿ îïòèêè, âèíàéäåííÿ íîâèõ
ô³çè÷íèõ òà õ³ì³÷íèõ ìåòîä³â ïðîñâ³òëåííÿ ë³íç,
òîíêèõ ä³åëåêòðè÷íèõ ïîêðèòò³â, äåòåêòîð³â ³ç
íèçüêèì ð³âíåì øóìó, à "êîåâîëþö³ÿ" êîí-
ôîêàëüíèõ ì³êðîñêîï³â òà ôëóîðåñöåíòíèõ
áàðâíèê³â ïðèçâåëà äî ïîÿâè ³ âäîñêîíàëåííÿ
÷èñåëüíèõ ñèíòåòè÷íèõ ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â
òà áàðâíèê³â ïðèðîäíîãî ïîõîäæåííÿ [1]. Òîìó
ÊÌ - öå ñó÷àñíèé ³íñòðóìåíò äëÿ â³çóàë³çàö³¿ òà
äîñë³äæåííÿ âíóòð³øíüî- ³ ïîçàêë³òèííèõ ñòðóê-
òóð òà àíàë³çó êë³òèííèõ ïðîöåñ³â ó á³îëîã³÷íèõ òà
á³îìåäè÷íèõ äîñë³äæåííÿõ.  Ìåòîä ÊÌ äîçâîëÿº
îòðèìóâàòè "îïòè÷í³ çð³çè" æèâèõ òà ô³êñîâàíèõ
ïðåïàðàò³â çàâòîâøêè äî 100 ìêì ç ³íòåðâàëîì
0,3-0,5 ìêì.

Çâè÷àéíà ÊÌ ìàº â ñâî¿é îñíîâ³ ëþì³íåñ-
öåíòíèé ì³êðîñêîï. Îñâ³òëþâàëüíà ä³àôðàãìà
êîíäåíñîðà âñòàíîâëåíà â éîãî ïåðåäíüîìó
ôîêóñ³. Çàäí³é ôîêóñ êîíäåíñîðà ñï³âïàäàº ç
ïåðåäí³ì ôîêóñîì îá'ºêòèâà, à â çàäíüîìó ôîêóñ³
îá'ºêòèâà âñòàíîâëåíà "êîíôîêàëüíà" ä³àôðàãìà
ôîòîïðèéìà÷à. Âñ³ºþ ñèñòåìîþ ôîðìóâàííÿ ³
çáåðåæåííÿ çîáðàæåíü, îáðîáêè ðåçóëüòàò³â
êåðóþòü êîìï'þòåðè. Ó ñó÷àñí³é ñêàíóþ÷³é ÊÌ
îñâ³òëåííÿ çðàçêà çä³éñíþºòüñÿ òðüîìà-ï'ÿòüìà
ëàçåðíèìè ñèñòåìàìè, ÿê³ êîíòðîëþþòüñÿ
àêóñòè÷íî-îïòè÷íèìè ô³ëüòðàìè äëÿ òî÷íîãî
ðåãóëþâàííÿ äîâæèíè õâèë³ òà ³íòåíñèâíîñò³
ëàçåðíîãî âèïðîì³íþâàííÿ. Çàâäÿêè íàÿâíîñò³
ôîòîïîìíîæóâà÷³â ³ç êâàíòîâîþ åôåêòèâí³ñòþ â
óëüòðàô³îëåòîâîìó ä³àïàçîí³ ñïåêòðà, òàê³ ì³êðîñ-
êîïè äàþòü ìîæëèâ³ñòü äîñë³äæåíü ó ä³àïàçîí³
400-759 íì [3, 5].

Õàðàêòåðíèìè îçíàêàìè, ùî âèð³çíÿþòü ëà-
çåðíó ñêàíóþ÷ó êîíôîêàëüíó ì³êðîñêîï³þ
(ÑLSM) ç-ïîì³æ ³íøèõ ð³çíîâèä³â ñâ³òëîâî¿
ì³êðîñêîï³¿, º ¿¿ ïîêðàùåíà ïðîñòîðîâà ðîçä³ëüíà
çäàòí³ñòü òà îòðèìàííÿ òðèâèì³ðíîãî çîáðà-
æåííÿ îá'ºêòà (òàê çâàíà 3D-ðåêîíñòðóêö³ÿ) [3].

Ñó÷àñíà ÊÌ øèðîêî âèêîðèñòîâóºòüñÿ ó
êë³òèíí³é á³îëîã³¿. Òèïîâà çàäà÷à ÊÌ - äîñë³ä-
æåííÿ öèòîñêåëåòó, ÿäðà, õðîìîñîì ³ íàâ³òü
ëîêàë³çàö³¿ â íèõ ãåí³â. Ïðè äîñë³äæåíí³ ëîêàë³çàö³¿
á³ëê³â ó êë³òèíàõ ¿õ ïîïåðåäíüî ì³òÿòü ð³çíèìè
ôëóîðîõðîìàìè. ÊÌ äîçâîëÿº äèôåðåíö³þâàòè ¿õ

íàâ³òü ÿêùî âîíè çíàõîäÿòüñÿ îäèí ï³ä îäíèì.
Âèâ÷àþòüñÿ òàêîæ äèíàì³÷í³ ïðîöåñè â æèâèõ
êë³òèíàõ, íàïð. ðóõ ³îí³â êàëüö³þ òà ³íøèõ ðå÷îâèí
÷åðåç êë³òèíí³ ìåìáðàíè.

Ó 1990 ð. Ó. Âåáá ç³ ñï³âðîá³òíèêàìè çàïðî-
ïîíóâàëè ìåòîäèêó ìóëüòèôîòîííî¿ ì³êðîñêîï³¿
TPLSM (two-photon laser-scanning mic-
roscopy), ïîä³áíó äî êîíôîêàëüíî¿ ëàçåðíî¿
ñêàíóþ÷î¿ ì³êðîñêîï³¿. Ìóëüòèôîòîííà ì³êðîñ-
êîï³ÿ çàñíîâàíà íà ìîæëèâîñò³ äâîôîòîííîãî àáî
òðèôîòîííîãî çáóäæåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿. Íàïðèê-
ëàä, ôëóîðîôîð, ùî ïîãëèíàº çàçâè÷àé óëüòðà-
ô³îëåòîâå âèïðîì³íþâàííÿ (? 350 íì), ìîæå áóòè
çáóäæåíèé äâîìà ÷åðâîíèìè ôîòîíàìè (? 700
íì), ÿêùî âîíè äîñÿãëè ôëóîðîôîðà îäíî÷àñíî.
Òîìó íåîáõ³äíà âèñîêà ù³ëüí³ñòü ôîòîí³â äëÿ
âèíèêíåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿, ÿêà äîñÿãàºòüñÿ â
ôîêóñ³ ³ çáóäæåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ â³äáóâàºòüñÿ â
ôîêàëüí³é ïëîùèí³. Ïåðåâàãè TPLSM ïîëÿãàþòü
ó çíèæåíí³ ð³âíÿ ôîòîïîøêîäæåíü. Ç äîïîìîãîþ
÷îòèðèâèì³ðíî¿ TPLSM âäàëîñÿ ñïîñòåð³ãàòè
çðîñòàííÿ òà â³äâåäåííÿ àêñîí³â, à òàêîæ
ì³ãðàö³þ ö³ëèõ êë³òèí.

Íîâèìè ïåðñïåêòèâíèìè íàïðÿìêàìè òàêîæ º
òàê³ ìåòîäèêè [5]:

FRAP - Fluorescence Recovery After Photo-
bleaching (â³äíîâëåííÿ ôëóîðåñöåíö³¿ ï³ñëÿ ôîòî-
âèïàëþâàííÿ) - âèêîðèñòîâóþòü äëÿ äîñë³äæåííÿ
ðóõëèâîñò³ á³îîðãàí³÷íèõ ìîëåêóë øëÿõîì ³í³ö³àö³¿
ôîòîõ³ì³÷íîãî ðîçêëàäàííÿ ôëóîðîõðîìà â çîí³
îïðîì³íåííÿ é íàñòóïíîãî éîãî ðîç'ºäíàííÿ ç
ìîëåêóëàìè. Ï³ñëÿ âèïàëþâàííÿ ìîëåêóëè ç
ôëóîðîõðîìîì ç íåîïðîì³íåíî¿ çîíè âíàñë³äîê
äèôóç³¿ ðóõàþòüñÿ â îïðîì³íåíó çîíó çðàçêà. Çà
÷àñîì íàðîñòàííÿ â í³é ôëóîðåñöåíö³¿ ìîæíà ñó-
äèòè ïðî ðóõëèâ³ñòü ìîëåêóë.

FRET - Fluorescence Resonance Energy
Transfer (ôëóîðåñöåíòíèé ðåçîíàíñíèé ïåðåíîñ
åíåðã³¿) - âèêîðèñòîâóºòüñÿ äëÿ âèçíà÷åííÿ â³äñ-
òàí³ ì³æ ìîëåêóëàìè ð³çíèõ òèï³â, ¿õ îòî÷åííÿ ³
âçàºìîä³¿. Ìîëåêóëè ì³òÿòü äâîìà ôëóî-
ðîõðîìàìè ç òàêèì ñïåêòðîì âèïðîì³íþâàííÿ
äîíîðà, ÿêèé ïåðåêðèâàºòüñÿ ç³ ñïåêòðîì
ïîãëèíàííÿ àêöåïòîðà. Åíåðã³ÿ â³ä äîíîðà äî
àêöåïòîðà ïåðåäàºòüñÿ íà ìàëèõ â³äñòàíÿõ
(ê³ëüêà íì) ó ðåçóëüòàò³ ðåçîíàíñó ì³æ åíåð-
ãåòè÷íèìè ð³âíÿìè, à éîãî éìîâ³ðí³ñòü çàëåæèòü
â³ä â³äñòàíåé ì³æ ìîëåêóëàìè. Ïîò³ì àêöåïòîð
âèïðîì³íþº åíåðã³þ â âèäèì³é ä³ëÿíö³ ñïåêòðà,
ÿêà ðåºñòðóºòüñÿ êîíôîêàëüíèì ì³êðîñêîïîì.

TIRF - Total Internal Reflection Fluorescence
àáî ì³êðîñêîï³ÿ çãàñàþ÷îãî ïîëÿ - º ð³çíîâèäîì
ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿, ïðè ÿê³é çáóäæóþ÷å
âèïðîì³íþâàííÿ îáìåæåíå ìàëîþ îáëàñòþ íà
ãðàíèö³ çðàçêà òà ïîêðèâíîãî ñêëà àáî ïîñóäó äëÿ

Íàóêîâ³ îãëÿäè
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êóëüòèâóâàííÿ. TIRF ì³êðîñêîï³ÿ çàñíîâàíà íà
ÿâèù³ ïîâíîãî âíóòð³øíüîãî â³äáèâàííÿ, ÿêå
â³äáóâàºòüñÿ ïðè ïðîõîäæåíí³ ñâ³òëà ç âèñî-
êîçàëîìëþþ÷îãî ñåðåäîâèùà (íàïð., ñêëî) ó
íèçüêîçàëîìëþþ÷å ñåðåäîâèùå (íàïð. êë³òèíà,
âîäà). Îñê³ëüêè ³íòåíñèâí³ñòü õâèë³ â ðåçóëüòàò³
ïîâíîãî âíóòð³øíüîãî â³äáèâàííÿ åêñïîíåí-
ö³àëüíî çìåíøóºòüñÿ ïðè  â³ääàëåíí³ â³ä ïîâåðõí³
(íà ìåæ³ ðîçä³ëó êë³òèíà-ñóáñòðàò), ëèøå ôëóî-
ðåñöåíòí³ ìîëåêóëè ðîçì³ðîì ê³ëüêîõ ñîòåíü
íàíîìåòð³â ìîæóòü åôåêòèâíî çáóäæóâàòèñÿ ïðè
ì³í³ìàëüíèõ åêñïîçèö³ÿõ êë³òèí, ùî çàëèøèëèñÿ
[12]. Öÿ òåõí³êà çàáåçïå÷óº âèñîêîêîíòðàñòí³
ôëóîðåñöåíòí³ çîáðàæåííÿ ç íèçüêèì ð³âíåì
øóì³â ³ º ³äåàëüíîþ äëÿ â³çóàë³çàö³¿ é ñïåêò-
ðîñêîï³¿ ôëóîðåñöåíö³¿ îêðåìèõ ìîëåêóë.

TIRF ì³êðîñêîï³ÿ äîçâîëÿº îòðèìóâàòè íàíî-
ìåòðîâ³ çîáðàæåííÿ îêðåìèõ ìîëåêóë òà íàé-
ìåíøèõ ñòðóêòóð. Ìåòîä ìîæå âèêîðèñòîâó-
âàòèñÿ äëÿ äîñë³äæåííÿ âåçèêóë, ïåðåì³ùåííÿ
îêðåìèõ á³ëê³â ó êë³òèíàõ, ïîãëèíàííÿ á³ëê³â êðîâ³
á³îìàòåð³àëàìè, àäãåç³¿ êë³òèí äî ð³çíèõ ïîâåð-
õîíü, à òàêîæ äèíàì³êè âèâ³ëüíåííÿ íåéðîìåä³à-
òîð³â (çáóäæåííÿ ôëóîðîôîð³â â³äáóâàºòüñÿ íà
ãëèáèí³ ìåíø³é í³æ 100 íì). Â³í âèêîðèñòîâóºòüñÿ
³ äëÿ õàðàêòåðèñòèêè ãðóï íàíî÷àñòèíîê, ïåðå-
íîñó åëåêòðîí³â ó ì³òîõîíäð³àëüíèõ ³ ôîòîñèí-
òåòè÷íèõ ìåìáðàíàõ, à òàêîæ ñèë, ÿê³ ä³þòü íà
ïîâåðõíþ ï³ä ÷àñ ïåðåì³ùåííÿ êë³òèí. Ìåòîä
TIRF ìîæíà âèêîðèñòîâóâàòè â ïîºäíàíí³ ç
ìåòîäàìè FRAP ³ FRET äëÿ îòðèìàííÿ ³íôîð-
ìàö³¿ ïðî ìîëåêóëÿðíó äèíàì³êó ³ ìîëåêóëÿðíó
âçàºìîä³þ [26].

FLIM - Fluorescence Lifetime Imaging ì³êðîñ-
êîï³ÿ - çàñíîâàíà íà âèì³ðþâàíí³ ÷àñó æèòòÿ
ôëóîðåñöåíö³¿ â êîæí³é òî÷ö³ ïðîñòîðîâîãî
çîáðàæåííÿ.  Âîíà äîçâîëÿº íå ò³ëüêè îö³íþâàòè
âçàºìîä³þ ì³æ á³ëêàìè, àëå é àíàë³çóâàòè
ëîêàëüíå îòî÷åííÿ ôëóîðîôîð³â, íàïð., pH
ñåðåäîâèùà àáî êîíöåíòðàö³¿ ð³çíèõ ³îí³â, êèñíþ
òà ³í. [4]. Çàðàç àêòèâíî ðîçðîáëÿþòüñÿ ìåòîäè
ì³êðîñêîï³¿ ç âèêîðèñòàííÿì ôëóîðåñöåíòíèõ
á³ëê³â ÿê ìîëåêóëÿðíèõ ìàðêåð³â, ÿê³ äîçâîëÿþòü
ñïîñòåð³ãàòè â ðåàëüíîìó ÷àñ³ äèíàì³÷í³ çì³íè
ëîêàë³çàö³¿ ³ êîíöåíòðàö³¿ òèñÿ÷ á³ëê³â ó ð³çíèõ
÷àñòèíàõ îäí³º¿, îêðåìî âçÿòî¿, êë³òèíè. Ç ö³ºþ
ìåòîþ ñòâîðåí³ á³áë³îòåêè êë³òèííèõ êëîí³â,
êîæåí ç ÿêèõ ôëóîðåñöåíòíî ì³÷åíèé çà ÿêèì-
íåáóäü âèçíà÷åíèì á³ëêîì ó ññàâö³â, â òîìó ÷èñë³
é ëþäèíè [15].

Ì³êðîñêîï³ÿ íàäâèñîêî¿ ðîçä³ëüíî¿
çäàòíîñò³ (ïðèéîìè ì³êðîñêîï³¿, ùî ïåðå-
âèùóþòü ïîð³ã äèôðàêö³éíîãî ðîçä³ëåííÿ).
Âíàñë³äîê ÿâèùà äèôðàêö³¿ òî÷êîâ³ çîáðàæåííÿ
ôëóîðîôîð³â, ïðè âèêîðèñòàíí³ ôëóîðåñöåíòíèõ

ìåòîäèê ì³êðîñêîï³¿, îòðèìóþòüñÿ â âèãëÿä³ ïëÿ-
ìè. Ïðîòå äèôðàêö³ÿ æîäíèì ÷èíîì íå º ïåðåïî-
íîþ äëÿ á³ëüø òî÷íîãî âèçíà÷åííÿ êîîðäèíàò
ôëóîðîôîðà çà óìîâè, ùî â³í çíàõîäèòüñÿ â
îòî÷åíí³ ³íøèõ äæåðåë ôëóîðåñöåíö³¿. Ó äàíèé
÷àñ ³ñíóº ðÿä ìåòîä³â, ÿê³ ïîäîëàëè çàêîí Àááå.
Íàïðèêëàä, ô³çè÷íèé îí-ëàéí ïðèéîì îá÷èñëþ-
âàëüíî¿ ðåêîíñòðóêö³¿ çà äåê³ëüêîìà ïî÷åðãîâèìè
çîáðàæåííÿìè. Ïîñë³äîâíà ðåºñòðàö³ÿ çîáðàæåíü
ìîëåêóëè â äåÿêîìó ñòàí³ òà ô³êñàö³ÿ ¿¿ êîîðäè-
íàòè äàº ìîæëèâ³ñòü ðåêîíñòðóêö³¿ çîáðàæåííÿ ç
íàääèôðàêö³éíèì ðîçä³ëåííÿì. Îäèí ³ç ñïîñîá³â
âèçíà÷åííÿ òî÷íîãî ðîçòàøóâàííÿ ôëóîðåñ-
ö³þþ÷èõ ìîëåêóë ó ïåâí³é òî÷ö³ - ïåðåâåäåííÿ
ôëóîðîôîðó á³ëÿ ö³º¿ òî÷êè â òåìíîâèé ñòàí [18].

Òàê³ ï³äõîäè ðåàë³çîâàí³ â ãðóï³ ìåòîä³â ç³
ñõîæèìè êîíöåïö³ÿìè - RESOLFT (REversible
Saturable OpticaL Fluorescence Transitions).

Éìîâ³ðíî, íàéá³ëüø âèäàòíîþ òåõíîëîã³ºþ
âèñîêîãî ðîçä³ëåííÿ º òåõíîëîã³ÿ STED (STi-
mulated Emission Depletion) - ìåòîä âèñíà-
æóâàííÿ ñïîíòàííîãî âèïðîì³íþâàííÿ [11, 13, 31].
Òåõí³êó STED-ì³êðîñêîï³¿ çàïðîïîíóâàëè á³ëÿ
äåñÿòè ðîê³â òîìó í³ìåöüê³ â÷åí³ ç ³íñòèòóòó ³ì.
M. Ïëàíêà, çä³éñíèâøè ñåðéîçíèé ïðîðèâ ó ïîê-
ðàùåíí³ ðîçä³ëüíî¿ çäàòíîñò³ ì³êðîñêîïà. Òåõí³êà
ïåðåäáà÷àº âèêîðèñòàííÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ì³ê-
ðîñêîïà çà óìîâè, ùî äîñë³äæóâàíà ìîëåêóëà ïðè
îñâ³òëåíí³ çîâí³øí³ì äæåðåëîì âèïðîì³íþº
ñâ³òëî âèçíà÷åíî¿ äîâæèíè õâèë³ âíàñë³äîê
îáðîáêè ñïåö³àëüíèì áàðâíèêîì. Ðåçóëüòóþ÷å
çîáðàæåííÿ ñïîñòåð³ãàºòüñÿ ÷åðåç êîíôîêàëüíèé
ì³êðîñêîï, â ÿêîìó äëÿ îòðèìàííÿ ñâ³òëà â³ä
çðàçêà âèêîðèñòîâóºòüñÿ äóæå ìàëèé îòâ³ð. Çîá-
ðàæåííÿ ôîðìóºòüñÿ ç åëåìåíòàðíèõ ñâ³òëîâèõ
ïëÿì, ì³í³ìàëüíèé ðîçì³ð ÿêèõ íå ìîæå ïåðåâè-
ùóâàòè äèôðàêö³éíî¿ ãðàíèö³. Äëÿ çìåíøåííÿ
åôåêòèâíî¿ øèðèíè ñâ³òëîâî¿ ïëÿìè áóëî
çàïðîïîíîâàíî âòîðèííå îñâ³òëåííÿ ëàçåðíèì
ïðîìåíåì âèçíà÷åíî¿ ÷àñòîòè ç âèçíà÷åíèì
ïðîñòîðîâèì ðîçïîä³ëîì ³íòåíñèâíîñò³ ïó÷êà.
Ï³ñëÿ öüîãî â³äáóâàºòüñÿ ïîñë³äîâíå ñêàíóâàííÿ
âñüîãî çðàçêà [17].

²äåÿ âèïàäêîâî¿ ïîñë³äîâíî¿ àêòèâàö³¿ ôëóî-
ðîôîð³â ëåæèòü â îñíîâ³ ìåòîä³â STORM (STo-
chastic Optical Reconstruction Microscopy),
PALM (PhotoActivated Localization Microscopy) ³
FPALM (Fluorescence PhotoActivation Loca-
lization Microscopy), ðîçðîáëåíèõ òðüîìà íåçà-
ëåæíèìè ëàáîðàòîð³ÿìè [17].

STORM áàçóºòüñÿ íà ïîñë³äîâíîìó çáóäæåíí³
ôëóîðîôîðó â çðàçêó ç íàñòóïíîþ ðåêîíñòðóêö³ºþ
çîáðàæåííÿ âèñîêîãî ðîçä³ëåííÿ ç ñåð³¿ (³íîä³
ñîòí³ àáî òèñÿ÷³) çîáðàæåíü îäíîãî ³ òîãî æ ïîëÿ
çîðó [32, 35]. Ìåòîä STORM âèêîðèñòîâóº ïîñ-
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ë³äîâíå çáóäæåííÿ ìîëåêóë ôëóîðîôîð³â, ùî
çàáàðâëþþòü îá'ºêò, òàêèì ÷èíîì, ùîá êîæíà
ìîëåêóëà áóëà ïðåäñòàâëåíà â ÿêîñò³ îäí³º¿ äèô-
ðàêö³éíî¿ ïëÿìè. Äàíèé ï³äõ³ä ðîáèòü ìîæëèâèì
âèçíà÷åííÿ ëîêàë³çàö³¿ êîæíî¿ ôëóîðåñöåíòíî¿
ìîëåêóëè ç íàíîñêîï³÷íîþ òî÷í³ñòþ. Çì³íþþ÷è
ïîëîæåííÿ îñâ³òëþâàíî¿ îáëàñò³ ìîæíà çàðåºñò-
ðóâàòè  "êàðòó" ðîçòàøóâàííÿ ôëóîðåñöåíòíèõ
ìîëåêóë. Öèôðîâà îáðîáêà çîáðàæåíü äàº ìîæ-
ëèâ³ñòü îòðèìàííÿ íåîáìåæåíîãî ðîçä³ëåííÿ, àëå
ìåõàí³÷í³ îáìåæåííÿ äàþòü åôåêòèâíå ðîç-
ä³ëåííÿ â ä³àïàçîí³ â³ä 20 íì [32].

PALM º ñàìîñò³éíî ðîçðîáëåíèì ìåòîäîì ç
àíàëîã³÷íèì ïðèíöèïîì, ùî é STORM [11, 20].
Õàðàêòåðíà îñîáëèâ³ñòü öüîãî ìåòîäó ïîëÿãàº â
òîìó, ùî äëÿ ïîêðàùåííÿ ðîçä³ëåííÿ ç àïàðàòíîãî
çàáåçïå÷åííÿ ïîòð³áíå ñòàíäàðòíå ì³êðîñêîï³÷íå
îáëàäíàííÿ òà íåäîðîãèé ëàçåð. Õî÷à äëÿ ðîáîòè
ç çîáðàæåííÿìè ïîòð³áíå ñó÷àñíå ïðîãðàìíå
çàáåçïå÷åííÿ, STORM ³ PALM áóëè âèêîðèñòàí³
äëÿ 3D òà áàãàòîêîë³ðíî¿ â³çóàë³çàö³¿ [10, 27, 34-
36].

Ùå îäíèì ö³êàâèì ìåòîäîì º ì³êðîñêîï³ÿ
ñòðóêòóðîâàíîãî îñâ³òëåííÿ - SIM (Structured
Illumination Microscopy). Ó ïëîùèí³, ñïðÿæåí³é ³ç
ôîêàëüíîþ, ðîçì³ùóºòüñÿ ãðàòêà, ùî ñòâîðþº
ïåâíèé ðîçïîä³ë îñâ³òëåííÿ. ²íäóêîâàíà ôëóîðåñ-
öåíö³ÿ ïîâòîðþº ðîçïîä³ë îñâ³òëåííÿ, ïðè öüîìó
ôëóîðåñöåíö³ÿ îá'ºêò³â, ðîçòàøîâàíèõ ó ôîêàëüí³é
ïëîùèí³, ñèëüíî çì³íþºòüñÿ ïðè ïåðåì³ùåíí³
öüîãî çðàçêà. Ôëóîðåñöåíö³ÿ îá'ºêò³â, ðîçòàøî-
âàíèõ íå â ôîêóñ³, â³ä çñóâó ãðàòêè ïðàêòè÷íî íå
çàëåæèòü. Ïîäàëüøà êîìï'þòåðíà îáðîáêà
äîçâîëÿº â³äñ³êòè ôëóîðåñöåíö³þ â³ä ³íøèõ
îïòè÷íèõ øàð³â, à òàêîæ ïîêðàùàòè ðîçä³ëåííÿ
âçäîâæ îñ³. Ó HR-SIM (High Resolution SIM) íà
çðàçîê ïðîåêòóºòüñÿ îñâ³òëåííÿ, ùî õàðàêòå-
ðèçóºòüñÿ âèñîêîþ ïåð³îäè÷í³ñòþ. Ïðè âçàºìîä³¿
ç íåâ³äîìîþ ñòðóêòóðîþ îá'ºêòà, óòâîðþºòüñÿ
çîáðàæåííÿ ç ïåð³îäîì âèùèì, í³æ ó äâîõ ïî÷àò-
êîâî âçàºìîä³þ÷èõ çðàçê³â ãðàòêè òà äîñë³äæóâà-
íîãî îá'ºêòà (åôåêò Ìóàðà). Íåîäíîðàçîâî
çì³íþþ÷è ïîëîæåííÿ ðåø³òêè òà àíàë³çóþ÷è ð³çí³
çîáðàæåííÿ ç ìóàðîâèì åôåêòîì, ìîæíà â³äòâî-
ðèòè âèõ³äíó ñòðóêòóðó îá'ºêòà, íåäîñòóïíó çâè-
÷àéí³é ì³êðîñêîï³¿ ÷åðåç äèôðàêö³éíó ìåæó [25].
Íåùîäàâíî ïîêàçàíî âèêîðèñòàííÿ SIM äëÿ
â³çóàë³çàö³¿ ïîâ³ëüíîãî ðóõó êë³òèí [33].

Çàâäÿêè ðîáîòàì í³ìåöüêèõ ô³çèê³â Õåëëà,
Ñòåëçåðà òà ³í. áóâ âèíàéäåíèé ìåòîä 4-πππππ
êîíôîêàëüíî¿ ì³êðîñêîï³¿.  ²äåÿ ìåòîäó ïîëÿ-
ãàº â íàñòóïíîìó. ßê â³äîìî, ðîçä³ëüíà çäàòí³ñòü
ì³êðîñêîïà çàëåæèòü íàñàìïåðåä â³ä äîâæèíè
õâèë³ ñâ³òëà ³ ÷èñëîâî¿ àïåðòóðè îá'ºêòèâà, ÿêà
òåîðåòè÷íî ìîæå äîð³âíþâàòè 1,5. Çàðàç âæå

ñòâîðåí³ îá'ºêòèâè ç ÷èñëîâîþ àïåðòóðîþ  1,45,
òîáòî äîñÿãíóòà êîíñòðóêòèâíà ìåæà. Òîìó
âèíàõ³äíèêè âèð³øèëè çàñòîñóâàòè äâà îá'ºêòèâè,
ðîçòàøîâàí³ íà îäí³é îñ³, àëå ç ïðîòèëåæíèõ
ñòîð³í ïðåïàðàòó. Îñê³ëüêè òåîðåòè÷íî êóò
çàõîïëåííÿ ñâ³òëà äâîìà îá'ºêòèâàìè ìîæå
ñòàíîâèòè ïðè öüîìó 4π, ì³êðîñêîï íàçâàëè 4-π .

Çà äîïîìîãîþ ñèñòåìè äçåðêàë ³ ïðèçì ñâ³òëî
ïîä³ëÿºòüñÿ íà äâà ïîòîêè ³ ïðÿìóº â îá'ºêòèâè,
ôîêóñè ÿêèõ ñï³âïàäàþòü. Çì³íþþ÷è äîâæèíó
îäíîãî  ïëå÷à òàêîãî ³íòåðôåðîìåòðà, ìîæíà
äîìîãòèñÿ òîãî, ùîá ôàçè äâîõ ñâ³òëîâèõ õâèëü â
îáëàñò³ ôîêóñà òàêîæ ñï³âïàäàëè. Óòâîðþºòüñÿ
ñòîÿ÷à õâèëÿ, ùî ïðèçâîäèòü äî ï³äâèùåííÿ
àêñ³àëüíî¿ ðîçä³ëüíî¿ çäàòíîñò³.

4π-STED-ì³êðîñêîï º ðåçóëüòàòîì îá'ºäíàííÿ
STED- ³ 4-π ì³êðîñêîï³¿.  Í³ìåöüêèì äîñë³äíèêàì
çà ðàõóíîê ñóì³ùåííÿ öèõ äâîõ ìåòîäèê âäàëîñÿ
äîñÿãòè ðîçä³ëåííÿ ïîðÿäêó  30 íì [11]. Ôëóî-
ðåñöåíòíèé çðàçîê ïîì³ùàþòü ó çàãàëüíèé ôîêóñ
äâîõ ïðîòèëåæíèõ ë³íç, àëå çáóäæåííÿ ³ äåòåê-
òóâàííÿ âèêîíóþòüñÿ çà äîïîìîãîþ îäíîãî
îá'ºêòèâà. Çáóäæåííÿ çðàçêà çä³éñíþºòüñÿ
ôåìòîñåêóíäíèì ³ìïóëüñîì ó çåëåí³é ä³ëÿíö³
ñïåêòðó. Ñë³äîì çà íèì ä³º ï³êîñåêóíäíèé ³ìïóëüñ
ó ÷åðâîí³é ä³ëÿíö³ ñïåêòðó. Ï³ä ä³ºþ ôîòîí³â ç
òàêîþ åíåðã³ºþ âèíèêàº âèìóøåíå âèïðîì³íþ-
âàííÿ, ïðè öüîìó ìîëåêóëè ³ç çáóäæåíîãî ñòàíó
ïåðåõîäÿòü íà êîëèâàëüí³ ï³äð³âí³ îñíîâíîãî ñòàíó
ç ïîäàëüøîþ ðåëàêñàö³ºþ, ùî ïåðåøêîäæàº
ïåðåõîäó â çáóäæåíèé ñòàí íàäàë³, îñê³ëüêè
åíåðã³¿ êâàíòà ï³êîñåêóíäíîãî ëàçåðà äëÿ öüîãî
íåäîñòàòíüî. Ó ðåçóëüòàò³, ï³ñëÿ çàê³í÷åííÿ ï³êîñ-
åêóíäíîãî ³ìïóëüñó, ëþì³íåñöåíö³ÿ ñïîñòåð³ãàëàñÿ
ò³ëüêè ç íåâåëèêî¿ ä³ëÿíêè ïî÷àòêîâî¿ ïëÿìè
çáóäæåííÿ, ùî ìàº ôîðìó "ñìóæêè" òîâùèíîþ
ïîðÿäêó 30 - 40 íì. Òàêèì ÷èíîì, áóëî äîñÿã-
íóòå íàéêðàùå íà ñüîãîäí³øí³é ìîìåíò äëÿ
"çâè÷àéíî¿" îïòè÷íî¿ ì³êðîñêîï³¿ ðîçä³ëåííÿ -  λ/
23 [11].

Ôîòîàêóñòè÷íà ì³êðîñêîï³ÿ (Ðhoto-
Acoustic Microscopy - ÐAM) º ã³áðèäîì ó òåõí³ö³
â³çóàë³çàö³¿ çîáðàæåíü in vivo, ùî àêóñòè÷íî
âèÿâëÿº îïòè÷íèé êîíòðàñò ÷åðåç ôîòîàêóñ-
òè÷íèé åôåêò. Íà â³äì³íó â³ä ÷èñòèõ îïòè÷íèõ
ì³êðîñêîï³÷íèõ ìåòîä³â, PAM âèêîðèñòîâóº
ñëàáêå àêóñòè÷íå ðîçñ³þâàííÿ â òêàíèí³ é, òàêèì
÷èíîì, âèõîäèòü çà ìåæ³ îïòè÷íî¿ äèôóç³¿ (~1 ìì
ó ì'ÿêèõ òêàíèíàõ). Çàâäÿêè â³äì³íí³é ìàñø-
òàáîâàíîñò³, PAM ìîæå çàáåçïå÷èòè çîáðàæåííÿ
ç âèñîêîþ ðîçä³ëüíîþ çäàòí³ñòþ â íåîáõ³äíèõ
ìàêñèìàëüíèõ ãëèáèíàõ çîáðàæåíü äî äåê³ëüêîõ
ì³ë³ìåòð³â. Ïîð³âíÿíî ç ðîçñ³þþ÷îþ ÊÌ òà
îïòè÷íîþ êîãåðåíòíîþ òîìîãðàô³ºþ, PAM
ñòâîðþº êîíòðàñò âíàñë³äîê ïîãëèíàííÿ ñâ³òëà

Íàóêîâ³ îãëÿäè
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çàì³ñòü éîãî ðîçñ³þâàííÿ. Êð³ì òîãî, ó PAM
ìîæëèâ³ñòü â³çóàë³çàö³¿ á³ëüøà, í³æ ó îñíîâíèõ
ìåòîä³â ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿ [37]. Ìåòîä
PAM ïðîäåìîíñòðóâàâ øèðîêå á³îìåäè÷íå çàñ-
òîñóâàííÿ óæå ç ìîìåíòó ñòâîðåííÿ [14, 19-21, 23,
24, 30, 37].

Àòîìíî-ñèëîâà ì³êðîñêîï³ÿ. Ó 1986 ð. áóâ âè-
íàéäåíèé àòîìíî-ñèëîâèé ì³êðîñêîï, ÿêèé äîç-
âîëÿº îäåðæóâàòè çîáðàæåííÿ ïîâåðõí³ çðàçê³â ³ç
ðîçä³ëüíîþ çäàòí³ñòþ ïîðÿäêó äåê³ëüêîõ íàíî-
ìåòð³â òà ïðîâîäèòè ìàí³ïóëÿö³¿ ç íàíîñêîï³÷íèìè
îá'ºêòàìè. Çà äîïîìîãîþ àòîìíî-ñèëîâîãî ì³ê-
ðîñêîïà îäåðæóþòü çîáðàæåííÿ ÿê ô³çè÷íèõ
îá'ºêò³â (ïîâåðõí³ òâåðäèõ ò³ë), òàê ³ á³îëîã³÷íèõ,
õ³ì³÷íèõ îá'ºêò³â (â³ðóñ³â ³ áàêòåð³é, àòîì³â ³
ìîëåêóë). Òàêîæ çà äîïîìîãîþ àòîìíî-ñèëîâîãî
ì³êðîñêîïà ìîæíà âèâ÷àòè âçàºìîä³þ äâîõ îá'ºê-
ò³â: âèì³ðþâàòè ñèëè òåðòÿ, ïðóæíîñò³, àäãåç³¿,
ïåðåì³ùóâàòè îêðåì³ àòîìè, îñàäæóâàòè ÷è
âèäàëÿòè ¿õ ç äåÿêî¿ ïîâåðõí³ [8,28].

Ñêàíóâàííÿ ïîâåðõí³ â àòîìíî-ñèëîâîìó
ì³êðîñêîï³ â³äáóâàºòüñÿ çà äîïîìîãîþ êàíòè-
ëåâåðà - òîíêîãî ùóïà, ðîçì³ùåíîãî íà ê³íö³
êîíñîëüíî¿ áàëêè. Âèñîêîòî÷íå ïåðåì³ùåííÿ
ïîâåðõí³ ï³ä ùóïîì çàáåçïå÷óþòü ï'ºçîåëåêòðè÷í³
åëåìåíòè, ÿê³ çì³íþþòü ñâîþ äîâæèíó çàëåæíî
â³ä ïðèêëàäåíî¿ íàïðóãè. ßêùî ïîâåðõíÿ, íàä
ÿêîþ ðóõàºòüñÿ ùóï, íåð³âíà, òî ùóï ï³ä³éìàºòüñÿ
òà îïóñêàºòüñÿ, ³ ö³ ìàë³ âåðòèêàëüí³ ïåðåì³-
ùåííÿ äåòåêòóþòüñÿ çà äîïîìîãîþ ëàçåðíîãî
ïðîìåíÿ, ÿêèé ïàäàº íà âåðõíþ ïîâåðõíþ
êîíñîëüíî¿ áàëêè ç ïðèêð³ïëåíèì äçåðêàëîì.
Íåçâàæàþ÷è íà òå, ùî âåðòèêàëüí³ ïåðåì³ùåííÿ
äçåðêàëà ìàë³, â³äáèòèé â³ä íüîãî ïðîì³íü â³ä-
õèëÿºòüñÿ íà çíà÷íèé êóò, ÿêèé âèì³ðþþòü çà
äîïîìîãîþ ìàòðè÷íîãî ôîòîäåòåêòîðà. Îòðèìà-
íèé ñèãíàë àíàë³çóºòüñÿ çà äîïîìîãîþ åëåêòðî-
í³êè é ïåðåòâîðþºòüñÿ â çîáðàæåííÿ ïîâåðõí³ [2].

ßïîíñüê³ äîñë³äíèêè ç Íàö³îíàëüíîãî ³íñòè-
òóòó íàóêè ³ òåõí³êè (JAIST) ïåðåòâîðèëè àòîìíèé
ñèëîâèé ì³êðîñêîï â õ³ðóðã³÷íèé ³íñòðóìåíò, çà
äîïîìîãîþ ÿêîãî ìîæíà ïðîîïåðóâàòè îäíó
ºäèíó êë³òèíó, íå çàâäàâøè ¿é æîäíèõ óøêîäæåíü.
Âîíè âèêîðèñòàëè ³îííèé ïðîì³íü, ùîá çàãîñòðèòè
ñòàíäàðòíèé êðåìí³ºâèé íàêîíå÷íèê ñèëîâîãî
ì³êðîñêîïà ³ ïåðåòâîðèòè éîãî â ãîëêó äîâæèíîþ
8 ìêì ³ øèðèíîþ 200 íì. Êîëè â÷åí³ âñòàâèëè
òàêó ãîëêó â ëþäñüêó åìáð³îíàëüíó êë³òèíó, íà
ñò³íö³ êë³òèíè çàëèøèâñÿ "ïðîêîë" âñüîãî â 1 ìêì.
Ìåìáðàíà êë³òèíè øâèäêî ïîâåðíóëàñÿ äî ïåð-
â³ñíî¿ ôîðìè, à ãîëêà áóëà ïðîñóíóòà â ÿäðî
êë³òèíè. Äîñë³äíèêè ñòâåðäæóþòü, ùî ç òàêîþ
òî÷í³ñòþ òâåðäèé ìàòåð³àë áóâ âñòàâëåíèé â
ÿäðî æèâî¿ êë³òèíè âïåðøå.

Íîâà òåõíîëîã³ÿ äîçâîëÿº ââîäèòè ìîëåêóëè â

ïåâí³ ä³ëÿíêè êë³òèí. Çîêðåìà, ëàíöþæêè ÄÍÊ
ìîãëè á áóòè âñòàâëåí³ áåçïîñåðåäíüî â ÿäðî,
ùîá ïåðåâ³ðèòè íîâ³ ìåòîäè ãåííî¿ òåðàï³¿. Òàêîæ
ñòàº ìîæëèâèì êîíòðîëü íàä õ³ì³÷íèì ñêëàäîì
êë³òèí ó ðåæèì³ ðåàëüíîãî ÷àñó [6].

Òàêèì ÷èíîì, ñó÷àñí³ ìåòîäè îïòè÷íî¿ ì³ê-
ðîñêîï³¿ â³äòâîðþþòü âèõ³äíó ñòðóêòóðó îá'ºêòà,
íåäîñòóïíó çâè÷àéí³é ì³êðîñêîï³¿ ÷åðåç äèôðàê-
ö³éíó ìåæó. ¯õ ãðàíèöÿ ðîçä³ëüíî¿ çäàòíîñò³ äî-
ñÿãàº 20 íì. Ôîòîàêóñòè÷íà ì³êðîñêîï³ÿ õàðàê-
òåðèçóºòüñÿ êðàùèìè ìîæëèâîñòÿìè â³çóàë³çàö³¿,
í³æ îñíîâí³ ìåòîäè ôëóîðåñöåíòíî¿ ì³êðîñêîï³¿.
Àòîìíî-ñèëîâà ì³êðîñêîï³ÿ äîçâîëÿº äîñë³ä-
æóâàòè ïîâåðõíþ îá'ºêò³â ³ç ðîçä³ëüíîþ çäàò-
í³ñòþ äî ê³ëüêîõ íàíîìåòð³â, ùî äàº íîâ³
ìîæëèâîñò³ äëÿ âèâ÷åííÿ á³îìîëåêóë, êîíòðîëþ
õ³ì³÷íîãî ñêëàäó êë³òèí ³ òîìó º âàæëèâîþ äëÿ
ïðàêòè÷íî¿ ìåäèöèíè.
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ÑÎÂÐÅÌÅÍÍÛÅ ÌÅÒÎÄÛ ÌÈÊÐÎÑÊÎÏÈÈ Â
ÁÈÎËÎÃÈÈ È ÌÅÄÈÖÈÍÅ

Å.È.Îëàð, Î.Þ.Ìèêèòþê, Â.È.Ôåäèâ
Ðåçþìå. Ðàññìîòðåíû ñîâðåìåííûå ìåòîäû îïòè÷åñêîé

ìèêðîñêîïèè: ôëóîðåñöåíòíàÿ ìèêðîñêîïèÿ è ôëóîðåñ-
öåíòíàÿ íàíîñêîïèÿ è èõ ðàçíîâèäíîñòè, ôîòîàêóñòè÷åñêàÿ è
àòîìíî-ñèëîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ. Ýòè ìåòîäû ñîçäàþò íîâûå
âîçìîæíîñòè äëÿ áèîëîãèè è ïðàêòè÷åñêîé ìåäèöèíû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ìèêðîñêîïèÿ, áèîëîãèÿ, ìåäèöèíà.

MODERN MICROSCOPY TECHNIQUES IN BIOLOGY
AND MEDICINE

O.I.Olar, O.Yu.Mykytiuk, V.I.Fediv
Abstract. The article describes modern methods of optical,

photoacoustic and atomic-force microscopy. These methods
create new opportunities for practical biology and medicine.

Optical microscopy can not display objects smaller than 200
nm. Therefore, optical microscopy capabilities are insufficient
for the investigation of the processes occurring on subcellular
level. Modern optical microscopy techniques have been
developed over the last decade. It is possible to obtain the
spatial separation of the order of 50-70 nm. These include
fluorescence microscopy, that allows to explore the structures
that are transparent and do not differ in their contrast micros-
copy in vivo. Fluorescent nanoscopy allows achieving resolution
of ~ 10 nm and to overcome diffraction of optical resolution
barrier. Nanoscopic methods in biology and medicine may be
important in the development of genomics and proteomics, in
studying cell physiology, in pathophysiological mechanisms
associated with impaired formation of complex protein
complexes understanding, etc.

Basic modern fluorescence microscopy techniques: 1)
confocal microscopy (CM), that allows to receive "optical slices"
of live and fixed preparations to 100 microns thick, intervals of
0.3-0.5 microns; 2) laser scanning confocal microscopy (SLSM),
allowing to obtain three-dimensional image of the object; 3)
multiphoton microscopy (TPLSM), the benefits of which are to
reduce the photodamage level; 4) fluorescence recovery after
photoburning (FRAP), that is used to study the mobility of
biological molecules; 5) fluorescence resonance energy transfer
(FRET) is used to determine the distance between the molecules
of different types, its environment and interaction; 6) total
internal reflection fluorescence (TIRF) provides visualization
and fluorescence spectroscopy of single molecules, provides
information on the molecular dynamics and molecular interaction;
7) microscopy based on the measurement of the fluorescence
lifetime at each point spatial image (FLIM) allows to evaluate
the interaction between proteins and analyze the local environ-
ment of the fluorophores.

High resolution microscopy techniques, that overcame Abbe
law (RESOLFT, STED), as well as methods of sequential
activation of fluorophores (STORM, FPALM), structured
illumination microscopy (SIM) and the method of 4 -π  confocal
microscopy are reviewed.

Photoacoustic microscopy (RAM) acoustically detects
optical contrast through the photoacoustic effect and has a
widely biomedical application. Atomic- force microscopy allows
obtaining images of the surfaces of solids, as well as biological
and chemical entities (viruses and bacteria, atoms and molecules).
The interaction between two objects, individual atoms moving,
its sedimentation or removing from the surface, the chemical
composition of cells control can be studied using atomic-force
microscope.
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