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STRESZCZENIE

Mozliwo$ci obrazowania za pomoca mikroskopow optycznych przez dtugi czas byly ograniczone przez tzw.
limit dyfrakcji Abbego. Skutkiem istnienia tej granicy jest fakt, ze za pomocg mikroskopii §wietlnej nie mozna
osiggnaé lepszej rozdzielczosci niz potowa diugosci fali $wiatta. Za obejscie tej granicy przy pomocy czasteczek
fluorescencyjnych i zastosowanie specjalnej techniki obrazowania mikroskopowego, Krolewska Szwedzka
Akademia Nauk zdecydowata o przyznaniu Nagrody Nobla z chemii w 2014 roku trzem naukowcom —
Stefanowi W. Hellowi, Williamowi E. Moernerowi oraz Ericowi Betzigowi. Ich prace doprowadzily do
skonstruowania mikroskopu fluorescencyjnego o wysokiej rozdzielczo$ci oraz przyczynity si¢ do rozwoju
technik obrazowania pojedynczych molekut (stimulated emission depletion microscopy STED). Nastgpit wtedy
prawdziwy przelom w technikach mikroskopowych, ktory umozliwil mikroskopii optycznej spojrzenie
W nano$wiat.

Stowa kluczowe: Nagroda Nobla 2014, STED, Stefan W. Hell, Eric Betzig, William E. Moerner, limit dyfrakcji
Abbego, mikroskopia optyczna

ABSTRACT

The imaging capabilities using optical microscopes for a long time have been limited by the so-called Abbe’s
diffraction limit. According to it, light microscopy cannot achieve resolution better than a half of the light
wavelength. For overcoming this limit by using the fluorescent molecules and special microscopic imaging
techniques, The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award Stefan W. Hell, William E. Moerner
and Eric Betzig the Nobel Prize in Chemistry in 2014. Their works led to the development of super-resolution
fluorescence microscopy and single-molecule imaging techniques (stimulated emission depletion microscopy
STED). It was a real breakthrough in microscopy techniques that enabled optical microscopy look into
the nanoworld.
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1. Wstep

W 1873 roku Ernst Abbe okreslit tzw. limit dyfrakcji mikroskopii optycznej [1]. Ogolnie rzecz biorac,
niemozliwe jest obserwowanie za pomocg mikroskopu optycznego obiektow mniejszych niz 0,2 pm,
czyli okoto potowy dtugosci fali swietlnej. Przez ponad sto lat sadzono, ze ominigcie limitu dyfrakeji
w przypadku mikroskopii optycznej jest nieosiggalne.

Stefan W. Hell, William E. Moerner oraz Eric Betzig zostali Laureatami Nagrody Nobla
w dziedzinie chemii w 2014 roku za to, ze zdotali obej$¢ limit Abbego, przez dtugi czas ograniczajacy
mikroskopy $wietlne. Dzigki ich osiggnieciom mikroskopia optyczna moze obecnie zajrzed
W nanoswiat.

Nagrodzone zostaty dwie odrgbne metody. W 2000 roku, pierwszy z Noblistow, 52-letni Niemiec
Stefan W. Hell opracowat pierwszy mikroskop fluorescencyjny STED (ang. Stimulated Emission
Depletion Microscopy) o wyjatkowo wysokiej rozdzielczosci. Z kolei pracujacy niezaleznie dwaj
Amerykanie 61-letni William E. Moerner oraz 54-letni Eric Betzig stworzyli podwaliny drugiej
metody, zwanej mikroskopig pojedynczych molekut. Po raz pierwszy byla ona zastosowana przez
Betziga w 2006 roku. W chwili otrzymania Nagrody Nobla Stefan W. Hell byt zwigzany z dwiema
instytucjami: Max Planck Institute for Biophysical Chemistry w Getyndze oraz German Cancer
Research Center w Heidelbergu. William E. Moerner w momencie przyznania Nagrody Nobla
pracowal na Uniwersytecie Stanforda w USA, natomiast Eric Betzig byt pracownikiem w jednostce
badawczej Instytutu Medycznego Howarda Hughesa — Janelia Farm Research Campus [2].

2. Wysokorozdzielcza mikroskopia fluorescencyjna
2.1. Limit dyfrakcji Abbego

Rozdzielczo$¢ mikroskopii $wietlnej ograniczona jest przez zjawisko dyfrakcji (ugiecia fali) oraz
rozpraszania fali $wietlnej. Podczas przechodzenia wigzki $§wiatla przez obiektyw ulega ona
ogniskowaniu do matego punktu. Niemniej jednak zjawisko dyfrakcji sprawia, ze wigzka $wietlna nie
tworzy nieskonczenie matego punktu, a jedynie rozmyta plamke ogniskowa o skonczonej wielkosci,
zwana punktowa funkcja rozmycia (ang. point spread function — PSF) (p. rys. 1a). Owo zjawisko
obserwuje si¢ dla kazdej dlugosci fali, dlatego przez dtugi okres czasu sadzono, ze jest on nie do
ominiecia. Mechanizmy odpowiedzialne za rozmycie plamki ogniskowej po raz pierwszy opisal Abbe
(réwnanie 1) [1]:
A

dlxy) = 2nsina @

gdzie:

d(xy) — rozdzielczos¢ w ptaszczyznie XY;

A — dhugosc fali swiatta przechodzacego przez obiektyw;

n — wspotczynnik zatamania $wiatta;

o — kat aperturowy soczewki obiektywu.

Konsekwencjg limitu Abbego jest fakt, ze za pomoca mikroskopu optycznego nie mozna odrézni¢
dwoch elementow, ktore dzieli dystans mniejszy niz potowa dtugosci fali w ptaszczyznie XY. Innymi
stowy, gdy na badang probke pada $wiatlo o dilugosci fali 400 nm, to uzyskamy rozdzielczo$§¢
ok. 200 nm. Jesli jakie$ struktury beda od siebie oddalone o mniej niz 200 nm, zaobserwujemy je
wtedy jako jeden obiekt. Wiele struktur komérkowych ma znacznie mniejsze rozmiary niz granica
rozdzielczosci mikroskopu $wietlnego i w zwigzku z tym na obrazie maja one posta¢ rozmytych plam,
lub sa po prostu niedostrzegalne (p. rys. 1b).
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Rys. 1. a) PSF wiazki §wiatla po przejsciu przez uktad optyczny; b) wielkos¢ obiektow w poréwnaniu do limitu Abbego,
rysunek wykonany na podstawie informacji zawartych w [3]

Limit dyfrakcji Abbego obowigzuje w dalszym ciggu w klasycznej mikroskopii optycznej.
Ograniczenie to udato si¢ jednak oming¢ trzem naukowcom. Eric Betzig, Stefan W. Hell
i William E. Moerner zostali nagrodzeni Nagroda Nobla za przeniesienie mikroskopii optycznej do
nanowymiarOw poprzez zastosowanie specjalnych czasteczek fluorescencyjnych. Mikroskopia stata
si¢ zatem nanoskopia.

2.2. Mikroskopia fluorescencyjna STED

Na poczatku ostatniej dekady XX wieku, Stefan W. Hell wysnut kontrowersyjng teorie,
ze przekroczenie limitu Abbego jest nie tylko mozliwe, ale i wykonalne. Zdat sobie sprawe z tego, ze
mozliwe jest zbudowanie urzadzenia, ktore bedzie skanowalo probke nanometr po nanometrze
poprzez zastosowanie wymuszonej fluorescencji prowadzacej do wygaszenia fluorochroméw.
W 1994 roku opublikowat pracg teoretyczna, w ktorej przedstawit zasady funkcjonowania mikroskopii
fluorescencyjnej STED i warunki przeprowadzania eksperymentéw za jej posrednictwem [4]. Na
podstawie obliczen wykazal, ze za pomocg tej metody mozna uzyska¢ rozdzielczos¢ rzgdu 35 nm.
W roku 2000, Hell przeprowadzit obrazowanie m.in. bakterii E. coli i drozdzy S. cerevisiae,
otrzymujgc rozdzielczo$¢ niespotykang nigdy wczesSniej w przypadku mikroskopii optycznej.
Udowodnit tym samym, ze jego teoretyczne rozwazania majg odzwierciedlenie w praktyce [5].

W odréznieniu od tradycyjnej mikroskopii konfokalnej, mikroskop STED wykorzystuje dwie
wigzki laserowe — wigzke wzbudzajaca i wigzke STED. Wiazka lasera o matym natezeniu wzbudza
fluorochromy do $§wiecenia. Zgodnie z limitem Abbego powstaje rozmyta plamka (p. rys. 2a). Wiazka
STED duzym natgzeniu, rosngcym we wszystkich kierunkach od centrum, ma ksztatt pierscienia
1 otacza wigzke wzbudzajacg. Ponadto swiatto wigzki STED jest przesunig¢te w kierunku fal dtuzszych
w porownaniu do wigzki wzbudzajacej (p. rys. 2b,c). Powoduje to szybkie przejscie wzbudzonych
pierwsza wiazka fluorochroméw z wibracyjnego singletowego stanu wzbudzonego (S;) do wysoko-
energetycznego wibracyjnego stanu podstawowego (Sp), z ktorego gwaltownie powracaja do
niskoenergetycznego wibracyjnego stanu podstawowego (p. rys. 3) [6]. Proces ten, w potaczeniu
z optymalng sekwencjg impulséw wzbudzajacych, prowadzi do wygaszenia catej fluorescencji za
wyjatkiem $rodka plamki o $rednicy rzedu kilku nanometrow (p. rys. 2d). Skutkiem tego jest znaczne
zwezenie PSF (p. rys. 2e¢). Jest ona tym mniejsza im wigksza jest intensywnos$¢ wigzki STED.
Mikroskop skanuje cata probke, punkt po punkcie, w ten sposob uzyskujemy obraz wysokiej
rozdzielczosci [7].
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Rys. 2. a) pole wzbudzenia; b) pierscien swiecenia STED; c) obszar wygaszania fluorescencji; d) rzeczywista PSF; e)
poréwnanie PSF STED i klasycznej mikroskopii optycznej. Rysunek wykonany na podstawie informacji zawartych w [ 8]
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Rys. 3. Diagram Jablonskiego dla STED; A — singletowy stan wzbudzony, S;; B — singletowy stan podstawowy, S, [5]

2.3. Mikroskopia pojedynczych molekul

Mikroskopia pojedynczych molekut (ang. Single-Molecule Microscopy) jest kolejng metoda
nagrodzong Nagroda Nobla, pod ktora podwaliny potozyli William E. Moerner oraz Eric Betzig.
W wigkszosci metod analitycznych, na przyktad podczas pomiaru absorpcji lub emisji $wiatla,
pomiarowi podlegaja jednoczesnie miliony czasteczek obecnych w badanej probce. Rezultaty takich
pomiardéw stanowig wypadkowa wlasciwosci wszystkich molekut. Przez dtugi czas naukowcy jedynie
marzyli o mozliwo$ci mierzenia wlasciwosci pojedynczych czgsteczek. Nic wigc dziwnego, ze
osiggnigcie Moernera, ktory jako pierwszy w 1989 roku zmierzyt absorpcje $wiatta pojedynczej
molekuly, stato si¢ prawdziwym przetomem w mikroskopii optycznej [9]. Zarejestrowat on widmo
absorpcji pojedynczej czasteczki pentacenu w domieszkowanym krysztale p-terpenylu w temperaturze
cieklego azotu (4K). W celu osiggnigcia zamierzonego celu, Moerner wykorzystat dwie nowe techniki
spektroskopii z modulacjg czestotliwosci (ang. Frequency Modulation Spectroscopy): FM Stark
double modulation (FMS) oraz FM ultrasound double modulation (FMUS). Dzigki takiemu
potaczeniu mozliwe bylto usuniecie sygnatow pochodzacych z tta. Dokonanie Moernera zainspirowato
wielu naukowcow, rowniez Erica Betziga oraz otworzyto drzwi dla rozwoju nowych technik, opartych
na badaniu pojedynczych czasteczek.

W 1997 roku Moerner zastosowat do obrazowania $wiecgce na zielono biatko GFP (ang. green
fluorescence protein), wystepujgce naturalnie u meduz Aequorea victoria [10]. Udato mu si¢ uzyskaé
takag odmiang tego biatka, ktora daje si¢ ,,wlaczaé” i ,,wylacza¢”. Kiedy biatko byto wzbudzane

Acta Bio-Optica et Informatica Medica Inzynieria Biomedyczna, vol. 20, nr 4, 2014 241



Listy do Redakcji / Letters to Editor

$wiattem o dhlugosci fali 488 nm emitowato fluorescencj¢, ktéra po pewnym czasie zanikata
1 nie pojawiata si¢ mimo wtérnej préby wzbudzenia. Okazato si¢ jednak, ze $wiatto o dhugosci fali
405 nm reaktywuje biatko, ktore pod wptywem fali $wietlnej o dhugosci 488 nm moze ponownie
emitowac fluorescencje (p. rys. 4).

Energia

Stan aktywnoSci biatka GFP

Rys. 4. Wiasciwosci spektralne zmutowanego biatka GFP [10]

W eksperymencie tym Moerner unieruchomit biatko GFP w polimerowym Zelu, tak aby odlegtos¢
pomiedzy kazda z molekut biatka byta wigksza niz limit dyfrakcji Abbego (0,2 um). Takie utozenie
biatek umozliwito zwyklemu mikroskopowi optycznemu obserwacje $wiecenia pojedynczych
molekut. Moerner swoim odkryciem wykazal, Ze istnieje mozliwo$¢ optycznej kontroli §wiecenia
poszczegblnych fluoroforow.

W 1993 roku E. Betzig zastosowal skaningowy mikroskop bliskiego pola (ang. Near-field
Scanning Optical Microscopy — NSOM) do badania $wiecenia pojedynczych czasteczek karbo-
cyjaniny [11]. W metodzie tej promien $wiatla emitowany jest z bardzo cienkiej sondy, ktorej
odlegtos¢ od probki wynosi zaledwie kilka nanometrow. Taki rodzaj mikroskopii jest w stanie
przetamac bariere dyfrakcji, jednak obarczony on jest wieloma stabymi punktami. Jednym z nich jest
krotki zasigg wigzki $wietlnej, przez co obrazowanie struktur wewnatrzkomorkowych jest bardzo
trudne w realizacji.

Dwa lata pdzniej Betzig opisal nowy sposob na osiagnigcie wysokiej rozdzielczosci obrazownia
[12]. Rozwigzanie, ktére zaproponowal, polegalo na okreSleniu pozycji duzej liczby punktow
swietlnych o znanych wiasciwo$ciach spektralnych w dwoch krokach. W pierwszym etapie, Swiecenie
kazdego zbioru czasteczek o tych samych wlasciwosciach spektralnych obrazowane jest osobno.
Nastepnie mozna wyznaczy¢ $rodki PSF dla kazdego zarejestrowanego punktu. Uzyskane obrazy
naktadano na siebie, otrzymujac w rezultacie obraz o bardzo wysokiej rozdzielczo$ci. Niemniej
jednak, metoda ta wciaz byla obarczona pewnymi problemami praktycznymi, jak na przyktad brak
wystarczajacej liczby fluoroforow o rozrdznialnych wtasciwosciach optycznych.

W 2006 roku Betzig rozwingt wysokorozdzielczg technike obrazowania mikroskopowego
polegajacego na ,,wlaczaniu” i ,,wyltgczaniu” czasteczek fluorochroméw PALM (ang. Photoactivated
Localization Microscopy) [13]. W metodzie tej, zamiast roznokolorowych fluorochroméw,
wykorzystuje si¢ roznice w czasie zaniku swiecenia biatek. Pod wptywem promieniowania o dtugosci
fali 404 nm maty zbior rozproszonych losowo czasteczek zmutowanego biatka GFP ulega aktywacji,
po czym przy diugosci fali 480 nm biatka te emitujg fluorescencje, dzigki czemu mozna ustalic
lokalizacj¢ kazdego z punktow $wiecenia. Gdy pierwszy zbior bialek GFP ulegnie nieodwracalnemu
wygaszeniu, kolejny moze zosta¢ aktywowany i tak dalej, dopdki wszystkie grupy nie zostang
zobrazowane (p. rys. 5).
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Rys. 5. Zasada pomiaréw mikroskopia PALM, a) czg¢s¢ bialek ulega aktywacji; b) biatka emitujg fluorescencje;
¢) biatka ulegaja nieodwracalnemu wygaszeniu. Rysunek na podstawie informacji zawartych w [13]

W ten sposob uzyskuje si¢ obraz badanej struktury z bardzo wysoka rozdzielczoscig. Rysunek 6
przedstawia ekspresje biatka lizosomalnego CD63 [13]. Zdjecie na rysunku 6a wykonane jest metoda
mikroskopii catkowitego wewnetrznego odbicia (ang. Total Internal Reflection Fluorescence
Microscope — TIRFM), natomiast pozostate za posrednictwem PALM. Warto zauwazy¢, ze skala na
rysunku 6d jest bliska limitowi Abbego.

Rys. 6. Rozktad biatka lizosomalnego (CD63) znakowanego biatkiem GFP: A) bez i B) z wykorzystaniem techniki
PALM; C) duzy kwadrat z sekcji B w powigkszeniu; D) maty kwadrat z sekcji B w powigkszeniu [13]

3. Sylwetki noblistow
3.1. Stefan W. Hell

Stefan W. Hell urodzit si¢ 23 grudnia 1962 roku w Arad w zachodniej Rumunii. W 1987 roku
ukonczyt studia magisterskie z fizyki na Uniwersytecie w Heidelbergu. Na tej samej uczelni uzyskat
stopien doktora (1990) oraz habilitacje (1996) w dziedzinie fizyki. Na poczatku lat 90. XX wieku
podzielit si¢ swym pomyslem na ominigcie limitu Abbego, spotkal si¢ jednak ze sceptycyzmem
profesury, dlatego w 1993 roku ruszyt do Finlandii [14]. Pracowatl na Uniwersytecie w Turku. W tym
czasie, byl rowniez pracownikiem naukowym brytyjskiego Uniwersytetu w Oksfordzie. W 1994 roku,
Hell opublikowal teoretyczng prace opisujgcg podstawy mikroskopii STED [2], za co dostal
propozycje posady w Instytucie Chemii Biofizycznej Maxa Plancka w Getyndze i moglt powr6ci¢ do
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Niemiec. W 2002 roku zostat jednym z dyrektorow tej placowki. Byt laureatem wielu nagrod, migdzy
innymi Nagrody Miedzynarodowej Komisji Optyki (2000), Leibniz Prize (2008), Nagrody Otto Hahna
(2009) i Nagrody Rodziny Hansenow (2011) [15]. W 2000 roku rozwinagt w praktyce mikroskopie
STED, za co otrzymat Nagrode Nobla z chemii w 2014 roku [3].

3.2. William E. Moerner

William E. Moerner urodzit si¢ 24 czerwca 1953 roku w Kalifornii (USA). Na Uniwersytecie
Waszyngtonskim ukonczyl studia licencjackie z fizyki, inzynierii elektrycznej i matematyki.
Nastepnie ukonczyl studia magisterskie oraz doktorskie z fizyki na Uniwersytecie Cornella.
W 1981 roku przeprowadzit si¢ do Kalifornii, gdzie podjat prac¢ w IBM (ang. International Business
Machines Corporation). Z firma tg byt zwigzany przez kolejne 13 lat. W miedzyczasie (1998) uzyskat
tytul profesora chemii na Uniwersytecie Stanforda, na ktérym pracuje do dzisiaj [16]. W 1989 r.
Moerner, jako pierwszy w historii dokonat pomiaru absorpcji $wiatta pojedynczej molekuty [6]. Kilka
lat poézniej do obrazowania zastosowal §wiecace na zielono biatko GFP, wyizolowane od meduz
Aequorea victoria. Udato mu si¢ uzyska¢ odmiane tego biatka, dajaca si¢ ,,wlaczac” i ,,wylaczac”
w zaleznosci od dtugosci fali wiazki $wiatla [7]. Te dokonania przyniosty mu Nobla. Jest cztonkiem
Narodowej Akademii Nauk, laureatem wielu nagrod oraz autorem licznych publikacji.

3.3. Eric Betzig

Eric Betzig urodzit si¢ 13 stycznia 1960 roku w Ann Arbor, w stanie Michigan (USA). W 1983 roku
ukonczyt studia licencjackie z fizyki w Kalifornijskim Instytucie Technologicznym w Pasadenie.
Nastepnie udal si¢ na Uniwersytet Cornella, gdzie zdobyt stopien magistra (1985) i doktora (1988).
Przez kolejne sze$¢ lat pracowat w Bell Laboratories w Murray Hill (New Jersey) [17]. Podobnie jak
Hell i Moerner, Betzig zacza¢ mysle¢ nad pokonaniem granicy Abbego. Jednak brak powodzenia oraz
specyfika $wiata akademickiego wkrétce go zmeczyly. W 1996 roku porzucil karier¢ naukowca
i zaczat pracowa¢ w firmie ojca, produkujacej maszyny do wytwarzania czesSci samochodowych [14].
Po pewnym czasie Betzig stracit prace, co zaowocowato powrotem do nauki i wynalazkiem na miare
Nobla — nanoskopem PALM [13]. Od 2005r. Betzig pracuje w jednostce badawczej Instytutu
Medycznego Howarda Hughesa — Janelia Farm Research Campus.

4. Podsumowanie

Osiagnigcia naukowe Laureatow Nobla z chemii w 2014 roku spowodowaty prawdziwy przetom
w badaniach na poziomie komérkowym. Umozliwity mikroskopii optycznej zajrzenie w do tej pory
niedostgpny nanoswiat pojedynczych. Stosowane dotychczas mikroskopy §wietlne nie pozwalaty na
badanie struktur mniejszych niz 0,2 pm (limit dyfrakcji Abbego). Uhonorowanym naukowcom udato
si¢ omina¢ te bariere, co pozwolito obserwowaé obiekty na poziomie nanometréw. Ponadto
za pomocg tych technik mozna obecnie uzyska¢ inne wazne dane, jak np. informacje o zatamaniu czy
transmisji fal $wietlnych na dowolnej glebokosci komorki. Istnieja co prawda inne techniki
mikroskopowe, ktore umozliwiaja obserwacj¢ struktur komérkowych z rozdzielczo$ciag ponizej limitu
Abbego, takie jak mikroskopia sit atomowych (AFM) czy mikroskopia elektronowa, ale eksperymenty
z zastosowaniem tych technik sg bardzo trudne do przeprowadzenia na zywych komorkach. Do tego
Czesto wymagane jest utrwalenie i/lub zastosowanie kontrastu, co skutkuje zabiciem komorki.
Mikroskopia STED znajduje szerokie zastosowanie w naukach biomedycznych i farmaceuty-
cznych. Poprzez przytaczenie fluorochromu do czasteczki leku mozna obserwowaé¢ dynamike
i kinetyke oddzialywania substancji. Innym przyktadem jest zastosowanie nanoskopii fluorescencyjnej
w badaniach nad chorobami nowotworowymi, choroba Parkinsona czy Alzheimera. Warto doda¢, ze
mikroskopia STED umozliwia przeprowadzenie badan na zywych komoérkach [18], a co wazniejsze
nawet na zywych organizmach [19]. By¢ moze juz wkrotce czes¢ z obecnie ngkajgcych ludzkosé
problemoéw natury medycznej, dzigki przetomowym technikom nanoskopowym, zostanie rozwigzana.
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