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Ryc. 1. Od lewej: Eric Betzig, Stefan Hell i Wil-
liam Moerner.

Ubiegtoroczna nagroda Nobla z dziedziny
chemii przyznana za “opracowanie metod su-
perrozdzielczych w mikroskopii fluorescen-
cyjnej” powedrowata do trojki uczonych: Eri-
ca Betziga z Instytutu Medycznego Howarda
Hughesa, Williama Moernera z Uniwersytetu
Stanforda i Stefana Hella z EMBL (Ryc. 1).
Zanim opiszemy tu nagrodzone dokonania
bohateréw artykutu, nalezy si¢ czytelniko-
wi kilka wyjasnien. Po pierwsze, czemu mi-
kroskopia fluorescencyjna jest tak wazna,
ze postepy w tej wlaSnie dziedzinie technik
badawczych zaowocowaly nagroda Nobla.
Po drugie za$, czym jest zdolnoS¢ rozdziel-
cza mikroskopu (a szerzej kazdego ukladu
optycznego) i w jaki sposOb mozna jej istnie-
nie obejsc.

Wiele procesOw badanych przez wspot
czesna nauke zachodzi w skali niedostepne;j
dla naszej bezposredniej obserwacji. Istnieje
zatem potrzeba posiadania urzadzen tech-
nicznych pozwalajacych obserwowac obiekty

o wymiarach znacznie mniejszych niz to, co
widzimy nieuzbrojonym okiem. Nie nalezy
si¢ zatem dziwié, ze osiagniecia w rozwoju
mikroskopii juz w przesztosci owocowaly na-
grodami Nobla. W 1903 r. Richard Zsigmon-
dy opracowal “ultramikroskop”, pozwalaja-
cy obserwowac czastki koloidow w Swietle,
co przyniosto mu w 1925 r. nagrode Nobla
z chemii. Nastepnym dokonaniem, docenio-
nym w 1953 r. przez Komitet Noblowski
bylo skonstruowanie kontrastu fazowego,
pozwalajacego na obserwacje obiektow kom-
pletnie przezroczystych, uwalniajac biologow
od koniecznoSci barwienia wtaSciwie catego
badanego materialu. Konstruktor kontrastu
fazowego, Frits Zernike, musial czeka¢ na
nagrode ponad 20 lat, od publikacji swojego
pomyshy, ktoéra nastapita w 1932 r. Jeszcze
dluzej czekal Ernst Ruska, konstruktor pierw-
szego mikroskopu elektronowego, ktory po-
wstal w 1938 r., a nagroda Nobla uhonoro-
wany zostal dopiero w 1986 r., czyli ponad
pot wieku poOznie;j.

O ile mikroskop byl narzedziem niezbed-
nym do zgtebiania mikroSwiata i rozwoj nauk
przyrodniczych bylby bez niego niemozliwy,
to klasyczna mikroskopia optyczna pozosta-
wia z punktu widzenia wspolczesnej biolo-
gii molekularnej sporo do zyczenia. Nowo-
czesne narzedzie pomiarowe musi bowiem
charakteryzowac si¢ specyficznosScia mole-
kularna, pozwalajaca na lokalizacje pojedyn-
czych czasteczek bialek i kwaséw nukleino-
wych o okreSlonej sekwencji oraz musi po-
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siada¢ rozdzielczo$¢ przestrzenna okreSlana
w nano, a nie mikroskali. Nie miejsce tu na
szczegOlowe omawianie historii mikroskopii
fluorescencyjnej, trzeba jednak powiedziec,
ze rozwijala sie¢ ona dlugo i wspolczesne mi-
kroskopy fluorescencyjne sa wynikiem wielu
naktadajacych sie udoskonalen, rozpoczetych
pracami E. Brumberga, ktory juz w latach 50.
ubiegtego wieku zauwazyl, ze wykorzystanie
fluorescencji pozwala na oSwietlenie prepa-
ratu przez obiektyw i tak powstaly mikro-
skop epifluorescencyjny tworzy urzadzenie
o unikatowej wygodzie stosowania. Dopiero
jednak polaczenie epifluorescencji ze stwo-
rzona przez A. Coonsa i M. Kaplana meto-
da immunocytochemii, w ktorej do specy-
ficznych przeciwcial podlacza sie czasteczki
barwnika fluorescencyjnego i uzyskuje znacz-
nik, pokazujacy dystrybucje SciSle okreSlone;j
czasteczki w mikroskali, dato narzedzie po-
trzebne biologom molekularnym, aby przejs¢
od badan in vitro do studiow in vivo.
Wydawato by sie, ze mikroskopia flu-
orescencyjna jest zatem metoda pozwalaja-
ca nanieS¢ wiedze o skladzie molekularnym
materii ozywionej i procesach w niej zacho-
dzacych na przestrzenna strukture zywych
komorek. Niestety nie do konca. Przeszkoda
jest ograniczona rozdzielczo$¢ mikroskopow
optycznych (w tym fluorescencyjnych, a wta-
Sciwie dowolnego ukladu optycznego), ktora
wynika bezpoSrednio z zasad optyki geome-
trycznej, a wlaSciwie z jednej z nich, znanej
jako Zasada Fermata. Mowi ona, ze “Pro-
mien Swietlny poruszajacy sie (w dowolnym
osrodku) od punktu A do punktu B przeby-
wa zawsze droge optyczna, na ktorej przeby-
cie potrzeba czasu najkrotszego”. Odwraca-
jac te zasade: jeSli dwa punkty w preparacie
tworza jeden punkt w obrazie, to znaczy, ze
nie mozna rozrozni¢ czasu przebiegu pro-
mienia Swietlnego od tego punktu do kaz-
dego z wyjSciowych punktow w preparacie.
Musimy takze pamiectad, ze Swiattlo ma natu-
re falowa i zeby punkty rozrdznic, to rozni-
ca drogi optycznej miedzy kazdym z nich a
obrazem musi by¢ wigksza od dtugosci fali
uzytego Swiatla. Trzeba tu zwrdoci¢ uwage,
ze fakt ograniczenia zdolnoSci rozdzielczej
urzadzenia optycznego nie jest konsekwen-
cja konstrukcji tego urzadzenia, ale natury
Swiatla wykorzystanego do obserwacji. Wzor
na doktadna warto$¢ rozdzielczoSci obiek-
tywu mikroskopowego opublikowal po raz
pierwszy Ernst Abbe w 1873 r. (ABBE 1873)
(chociaz Hermann von Helmholtz przypisu-
je wyprowadzenie tego wzoru dzialajacemu

pot wieku wczesSniej Joseph-Louis Lagrange-
'owi). Nie miejsce tu na przytaczanie szcze-
gotowych wzorow, ale istotna jest wartoS¢
zdolnoSci rozdzielczej uzyskiwanej przez
wspotczesne mikroskopy optyczne. Wyno-
si ona okoto potowy dlugosci fali Swiatta, w
ktorej dokonuje si¢ obserwacji. W przypadku
mikroskopu fluorescencyjnego jest to potlo-
wa dlugosci fali emitowanej przez fluorofor.
Jako, ze zakres fal widzialnych, to mniej wie-
cej od 400 do 700 nm, zdolno$¢ rozdziel-
cza mikroskopu optycznego nie przekracza
200 nm. Czy to duzo czy malo? Wydawato-
by sie, patrzac z perspektywy makroSwiata,
mierzonego w milimetrach czy metrach, to
bardzo mato. Jednak z punktu widzenia mo-
lekularnej struktury Swiata ozywionego jest
to wartoS¢ niewystarczajaca. Dla przyktadu
przyjrzyjmy sie strukturze cytoszkieletu, jed-
nej z najczesSciej obrazowanych struktur sub-
komorkowych. Sktada sie on, miedzy innymi,
z mikrotubul i mikrofilamentow aktynowych.
Sa to biatkowe struktury wiokniste o Sredni-
cy, odpowiednio 25 nm i nieco ponizej 10
nm. Jak wida¢, mikroskop optyczny nie roz-
rozni dwoch mikrofilamentow, nawet jesli
beda one leze¢ w odlegtosci kilkunastu Sred-
nic jeden od drugiego. Wydawatoby si¢ wiec,
ze mikroskop optyczny nie jest wilaSciwym
narzedziem do obserwacji materii ozywionej
na tak niskim poziomie. Nie jest to do konca
prawda i tu musimy wprowadzi¢ pojecie su-
perrozdzielczosci.

Na wstepie zadajmy sobie pytanie, co si¢
dzieje, gdy obserwujemy pojedynczy obiekt
o wymiarach mniejszych niz zdolnoS¢ roz-
dzielcza urzadzenia optycznego? Czy go wi-
da¢? Kazdy z tatwoscia moze przeprowadzic
takie doswiadczenie. Wystarczy w pogodna
noc spojrze¢ w rozgwiezdzone niebo. Co za-
tem widzimy, jesli obiekty sa tak male, ze nie
mozemy dostrzec ich ksztaltu ani wymiaréw?
Okazuje si¢, ze w takim przypadku to, co wi-
dzimy, nie zalezy od tego co ogladamy, ale
od instrumentu optycznego, ktérego uzywa-
my, czyli naszego oka. Obraz, ktory widzimy,
to plamka Airy’ego, nazwana tak na czes¢ an-
gielskiego astronoma Georga Biddella Airy’e-
g0, cho¢ wczesniej juz wiedziano, ze gwiazdy
wygladaja jak koliste obiekty otoczone przez
naprzemienne ciemne i jasne pierscienie.

W 1981 r., amerykanski biolog i mikro-
skopista, Robert Day Allen (ALLEN i wspol
aut. 1981) oraz Shinya Inoue (INOUE 1981),
obaj pracujacy w Woods Hole Marine Bio-
logy Laboratory, zastapili przy swych mikro-
skopach aparaty fotograficzne kamerami wi-
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deo i Allen opracowal elektroniczny system
wzmacniania kontrastu obrazu AVEC-DIC
(ang. Allen Video Enhanced Contrast for DIC
Nomarski optics). Narzedzie stworzone przez
Allena pozwolito na badanie ruchu pecherzy-
kow po mikrotubulach in vitro, w ktorym
osiagnieto doktadnos$¢ pomiaru potozenia pe-
cherzyka ponizej 10 nm (SCHNAPP i wspotaut.
1988). W ten oto sposOb pokazano, ze choc¢
nie mozemy zobaczy¢ ksztaltu obiektu mniej-
szego niz zdolnoS¢ rozdzielcza urzadzenia,
to mozemy praktycznie dowolnie dokladnie
okresli¢ jego potozenie. Droga do mikrosko-
pii superrozdzielczej byta otwarta.

Nagrodzeni uczeni podazali w kierun-
ku przelamania bariery Abbego odrebnymi
Sciezkami, wychodzac z zupelie réznych
zatlozen. Nowoczesna mikroskopia fluore-
scencyjna tworzy obraz na dwoch etapach:
najpierw Swiatlo, ogniskowane przez obiek-
tyw wzbudza fluorochrom w preparacie, a
nastepnie ten fluorochrom emituje Swiatlo,
ktore postuzy do tworzenia obrazu. Eric Bet-
zig 1 William E. Moerner, pracujac niezalez-
nie, starali si¢ opracowac taka metodyke ob-
serwacji Swiecenia floroforu, aby wydoby¢ z
niego informacje o polozeniu pojedynczych
Swiecacych czasteczek. Stefan W. Hell z ko-
lei skupil si¢ na opracowaniu tak precyzyjnej
metody oSwietlania preparatu, by wzbudzac
fluorescencje w bardzo matych obszarach
preparatu, znacznie mniejszych niz zdolnos¢
rozdzielcza. Od strony konstrukcyjnej, prace
Erica Betziga i Williama E. Moernera dopro-
wadzily do udoskonalania mikroskopu szero-
kiego pola, zas Stefan W. Hell pracowat nad
rozwojem mikroskopu konfokalnego.

Niezaleznie jednak od tego, jakie rozwia-
zanie techniczne przyjeli badacze, podazajac
Sciezka wytyczona przez RD Allena, musieli
doprowadzi¢ do sytuacji, w ktorej ogladaliby
fluorescencje pojedynczych czasteczek barw-
nika. Wtedy mogli ustali¢ ich doktadne poto-
zenie na plaszczyZznie obrazowania i wyko-
rzystac je do stworzenia obrazu wysokiej roz-
dzielczoSci. Tradycyjny obraz fluorescencyjny
tworzony jest jednak przez tysiace czasteczek
swiecacego fluoroforu. Pochodzace z nich
sygnaly nakladaja si¢ i tworza ciagly obraz.
Istnieje tylko jeden sposob, aby dokladnie
ustali¢ ich potozenie: trzeba je obserwowac
po kolei.

Pierwszy krok w tym kierunku wyko-
nal William Moerner, ktory juz w latach 80.
ubiegtego wieku zajat sie¢ spektroskopia poje-
dynczych czasteczek fluoroforow. W 1997 r.
opublikowat prace w Nature, w ktorej opisy-

wal nietypowe biatko fluorescencyjne, jakie
otrzymal od innego noblisty, Rogera Tsiena
(DICKSON i wspotaut. 1997). Zielone biatko
fluorescencyjne (GFP), ma zazwyczaj dwie
dlugosci Swiatla, ktore je moze wzbudzaé, od-
powiadajace zjonizowanej i niezjonizowanej
formie barwnika. W latach 90. laboratorium
Tsiena pracowalo nad mutantami natywnych
GFP w celu opracowania barwnikOw o roz-
nych wilasciwosciach fluorescencyjnych. Dwa
konstrukty, okreSlane roboczo przez Tsiena
jako T203F i T203Y, mialy na tyle dziwna
charakterystyke, ze Tsien poprosil Moernera
o pomoc. Uzyskane wyniki byly bardzo cie-
kawe, bo okazalo sie, ze wzbudzanie barwni-
ka Swiattem 488nm prowadzilo najpierw do
mrugania, a potem do zaniku fluorescencji.
Co wazniejsze, napromieniowanie Swiatlem
405 nm przywracalo barwnik do stanu wyj-
Sciowego. W ten sposOb otrzymano pierw-
sze bialko fluorescencyjne, ktore mozna bylo
optycznie wlaczac¢ i wylacza¢. Na bazie tego
odkrycia powstala klasa bialek fluorescencyj-
nych okresSlana jako PA-FP (ang. photoactiva-
ted fluorescent proteins). To one umozliwity
przelamanie bariery rozdzielczoSci w mikro-
skopii szerokiego pola (NIENHAUS i NIENHAUS
2014).

Jak juz wczeSniej powiedzieliSmy, aby
dokladnie okreslic potozenie plamki Airy’e-
go odpowiadajacej fluorescencji pojedynczej
czasteczki barwnika, trzeba ja obserwowac
pojedynczo. Jednoczesnie obraz w mikrosko-
pie fluorescencyjnym tworzony jest przez
sygnal z tysiecy czasteczek. Fluorescencja
jest zjawiskiem losowym. OkreSlony poziom
Swiatlta powoduje okresSlone prawdopodo-
bieistwo wzbudzenia i emisji fotonu. To
samo dotyczy przetaczania PA-FP. Mozna za-
tem tak dobra¢ poziom Swiatla ,wylaczaja-
cego” czasteczki PA-FP, by prawdopodobien-
stwo wygaszenia barwnika bylo wysokie,
ale znaczaco rozne od jednoSci. Przy dobrze
dobranej wartoSci intensywnosci Swiatla wy-
gaszajacego ujrzymy zamiast obrazu konstela-
cje pojedynczych punktow. To sygnal z po-
jedynczych czasteczek barwnika. Mozna te-
raz precyzyjnie okresli¢ ich polozenie i cala
procedure wlaczania-wylaczania pobudliwo-
Sci barwnika powtOrzy¢. Znow zobaczymy
konstelacje punktow, ale jako ze zjawisko
ma charakter losowy, beda to inne punkty.
Co wiecej, po skoniczonej liczbie cykli zoba-
czymy w ten sposOb sygnal pochodzacy ze
wszystkich zawartych w preparacie czaste-
czek fluorochromu (Ryc. 2). Metoda ta okre-
Slona zostala jako stochastyczna mikroskopia
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“heaatrasage-

Ryc. 2. Zasada dzialania mikroskopii stocha-
styczne;j.

A. Mikrofilament aktynowy o Srednicy ~10 nm. B.
Ten sam filament zabarwiony barwnikiem fluore-
scencyjnym, kazda czasteczka daje obraz o Srednicy
200 nm. C. Dla kazdej czasteczki zostaje odnaleziony
srodek i D. w miejscu odnalezionego Srodka wsta-
wiony zostaje punkt o rozmiarze niepewnosci po-
miaru potozenia Srodka.

superrozdzielcza (Ryc. 3). Pierwszy dziatajacy
dzieki niej mikroskop zostal skonstruowany
przez Erica Betziga i nazwany PALM (ang.
photoactivated localization microscopy, mi-
kroskopia lokalizacji fotoaktywacyjnej) (BET-
Z1G i wspotaut. 2006). PALM to pierwszy
mikroskop uzywajacy metody stochastycz-
nej, ale wcale nie jedyny. Pokrotce trzeba tu
przedstawi¢ bestiariusz metod stochastycz-
nych i ich nic nie moéwiacych nazw-skro-
towcow. Sa one wynikiem zainteresowania
komercyjnego mikroskopia superrozdzielcza
i aktywnoS$cia patentowa oraz produkcyjna
w tym obszarze. Chronologicznie, druga po
PALM konstrukcja byl STORM (ang. stocha-
stic optical reconstruction microscopy, sto-
chastyczna mikroskopia rekonstrukcyjna)
(RusT i wspotaut. 2006). Roéznica miedzy
tymi dwoma konstrukcjami nie wynikala z

Ryc. 3. Roéznica w rozdzielczoSci mikroskopii
stochastycznej i tradycyjnej mikroskopii szero-
kiego pola.

Obraz jadra komorki nowotworu koSci. Widocz-
nych jest okoto 70 tysiecy czasteczek histonu H2A
(czerwony, barwiony RFP) i 50tys czasteczek biatka
Snf2H, uczestniczacego w przebudowie struktury
chromatyny (zielony, GFP). Pole optyczne 470 um?
o glebi 600 nm. (GUNKEL i wspotaut. 2009) za Andy
Nestl na licencji CC. Uznanie autorstwa na tych sa-
mych warunkach.

samej zasady tworzenia obrazu, ale z rodza-
ju uzytych czasteczek fluorescencyjnych. W
PALM uzywa si¢ fotoaktywowalnych bialek
fluorescencyjnych, zas w STORM fotoprzeta-
czalnych par fluoroforow drobnoczasteczko-
wych (orginalnie Cy5 i Cy3). Zarowno PALM,
jak i STORM zostaly oparte o wykorzystanie
innej, wysoce zaawansowanej techniki mi-
kroskopowej, a mianowicie TIRF (ang. total
internal reflection microscopy, mikroskopia
catlkowitego odbicia wewnetrznego). Stato
sie tak, gdyz metoda stochastyczna pozwala
rozroznia¢ czasteczki barwnika w plaszczyz-
nie obrazu, ale nie w osi Z mikroskopu. Aby
zagwarantowa¢ brak wzbudzania czasteczek
fluoroforu poza ptaszczyzna ostroSci, uzyto
techniki, ktora polega na wzbudzaniu fluore-
scencji Swiattem wchodzacym do szkietka
podstawowego pod tak duzym katem, by ule-
glto ono catkowitemu odbiciu. Wedle optyki
klasycznej, takie Swiatlo nigdy nie wnika do
preparatu i nie powinno wzbudza¢ w nim
Swiecenia. Zgodnie z mechanika kwantowa,
powstaje jednak na granicy szkla fala ewa-
nescencyjna, ktéra moze na bardzo matym
(okoto 100 nm) dystansie wzbudzac¢ fluoro-
chrom. Dzi¢ki temu TIRF charakteryzuje sie¢
niestychanie cienkim skrawkiem optycznym,
wrecz stworzonym do technik takich jak
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PALM. Ma jednak swoje wady; przede wszyst-
kim pozwala wizualizowac tylko te struktury,
ktore znajduja sie na skraju preparatu. Aby
uniknaé tego problemu stworzono technike
fPALM, ktora jest polaczeniem PALM z mi-
kroskopia konfokalna. Z kolei dSTORM (ang.
direct STORM) r6zni sie od STORM wyko-
rzystaniem pojedynczej czasteczki drobno-
czasteczkowego fluorochromu, ktéra moze
ulega¢ utlenianiu i redukcji pod wplywem
Swiatta. Dodatkowo, aby unikna¢ naruszania
prawa o znakach towarowych, firmy uzywa-
ja synonimow obecnych na rynku technik i
tak na przyklad dSTORM jest znany rOwniez
jako GSD (ang. ground state depletion micro-
scopy, mikroskopia usuwania stanu podsta-
wowego). Z punktu widzenia uzytkownika,
nadal najistotniejszy jest jednak wybor po-
miedzy technikami z rodziny PALM, przezna-
czonymi do pracy z bialkami fluorescencyj-
nymi, i STORM, lepszymi do drobnoczastecz-
kowych barwnikOw sprzeganych z przeciw-
ciatami.

Techniki stochastyczne catkiem wygodnie
da sie zastosowac¢ réwniez do tworzenia ob-
razOw 3D. Tu trzeba jeszcze raz podkreslic,
ze obraz superrozdzielczy nie powstaje w
mikroskopie, tylko jest obliczany i konstru-
owany dla sumy zlokalizowanych czasteczek
barwnika fluorescencyjnego. W miar¢ oddala-
nia si¢ od plaszczyzny ostroSci krawedzie ob-
razu dla kazdego z punktow staja si¢ rozmy-
te. Jesli teraz wprowadzimy w szlak optycz-
ny staba soczewke cylindryczna (taka, ktorej
powierzchnia jest wycinkiem cylindra, a nie
sfery jak to ma miejsce w przypadku wigk-
szoSci soczewek), to nabiera ciekawej wla-
snosci: w miare oddalania sie od plaszczyzny
ostroSci obraz punktu wydtuza si¢ wzgledem
jednej z osi, oS ta zalezy od tego czy obiekt
znajduje sie pod, czy nad plaszczyzna ostro-
Sci. Badajac potozenie i ksztalt obrazu moze-
my zatem zlokalizowac czasteczke barwnika
w trzech wymiarach.

Nieco wczeSniej, bo w latach 90. ubie-
glego wieku zaczal prace nad mikroskopem
superrozdzielczym Stefan Hell. Ten urodzo-
ny w Rumunii uczony niemiecki wpadl na
swoOj pomyst podczas stazu na finskim uni-
wersytecie w Turku, na ktérym przebywat
w latach 1993-1996. Skonstruowany przez
Hella przyrzad to mikroskop konfokalny ze
zmodyfikowanym systemem wzbudzania flu-
orescencji. Opisujac stochastyczna mikro-
skopie superrozdzielcza, zwrociliSmy uwage,
ze opiera sie ona na pomysle, by czastecz-
ki fluorochromu oglada¢ pojedynczo, jed-

na po drugiej. Nieco podobna zasada lezy
u samych podstaw mikroskopii konfokal-
nej (PAWLEY 2006). W mikroskopie konfo-
kalnym preparat jest obserwowany punkt
po punkcie w sekwencji czasowej, a obraz
jest nastepnie rekonstruowany w pamieci
komputera z zarejestrowanych jasnosSci po-
jedynczych punktow. Pomyst Stefana Hella
byl prosty: jesli uda nam sie¢ wzbudzi¢ flu-
orescencje w obszarze mniejszym niz zdol-
no$¢ rozdzielcza mikroskopu, to bedziemy
mogli zrekonstruowa¢ obraz konfokalny o
takiej rozdzielczoSci, jak wielkoS¢ obszaru
wzbudzanego (Ryc. 4). Jak jednak tego do-
kona¢, skoro te same prawa optyki dotycza
fali wzbudzajacej i wzbudzanej? Stefan Hell
(HELL i WICHMANN 1994) wykorzystat tu zja-
wisko emisji wymuszonej, zachodzacej we
fluoroforze (stad nazwa mikroskopu STED
od ang. stimulated emission depletion, czy-
li wygaszanie przez emisj¢ wymuszona).
Emisja wymuszona jest zjawiskiem znanym
od dawna, przewidziana zostala teoretycz-
nie przez Alberta Einsteina i opiera si¢ na
niej, miedzy innymi, dzialanie laseréw. Pole-
ga ona na tym, ze jeSli na wzbudzony atom
padnie foton o energii wzbudzenia, to atom
wyemituje drugi foton, identyczny z padaja-

confocal _

Ryc. 4. Roznica w rozdzielczoSci mikroskopii
STED i tradycyjnej mikroskopii konfokalne;j.

Obraz przedstawia bialka poru jadrowego: czerwono
zabarwiona nukleoporyne gp210, na zielono bialka
kanatlu centralnego. Za portalem Wikimedia Com-
mons uzytkownik Tassekaffee, licencja CC Uznanie
Autorstwa.
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cym. WydajnoS¢ emisji wymuszonej zalezy
od intensywnosSci wzbudzajacego ja strumie-
nia Swiatla. Barwnik fluorescencyjny, kto-
ry ma cale spektrum mozliwych wzbudzef
mozna w ten sposOb zmusi¢ do emisji Sci-
Sle okreSlonej dlugosci fali, w przypadku
mikroskopu STED, znaczaco przesunictej
ku czerwieni, w poréwnaniu z maksimum
emisji spontanicznej. Jesli teraz nalozymy na
siebie dwie wiazki laserowe: wymuszajaca i
pobudzajaca, to ich fotony beda padac na te
same czasteczki barwnika. W mikroskopie
STED na Sciezce optycznej wiazki wymusza-
jacej umieszczona jest spiralna plytka fazo-
wa, ktora powoduje, ze gaussowska (najja-
Sniejsza w Srodku) wiazka laserowa zamie-
nia sie¢ w wiazke o przekroju obwarzanka
(pierscieniowa, ciemna w Srodku, Ryc. 5).
Tam, gdzie wiazka wymuszajaca jest jasna,
barwnik fluorescencyjny emituje Swiatlo
zgodne z wiazka wymuszajaca. Tam, gdzie
jej intensywnoS¢ jest mala (w samym Srod-
ku), barwnik emituje fotony spontanicznie.
Jako, ze dlugos¢ fali Swiatla wymuszonego
jest znaczaco wigksza niz maksimum flu-
orescencji spontanicznej, mozna je latwo
odcia¢ odpowiednim filtrem barierowym.
WielkoS¢ obszaru wzbudzania fluorescen-
¢ji spontanicznej zalezy w takiej sytuacji od
stosunku intensywnosci wiazek. Teoretycz-
nie mozna w ten sposéb wzbudza¢ dowol-
nie maly obszar preparatu i przy gestym
skanowaniu uzyskiwa¢ dowolnie duza roz-
dzielczo$¢ obrazu. Ciekawostka moze byc¢
fakt, ze taka konstrukcja mikroskopu zosta-
fa opatentowana w 1986 r. w Zwiazku Ra-
dzieckim przez Viktora A. Okhonina (patent
no. SU1374922A1) i patent ten byl znany,
o czym Swiadczy fakt cytowania w licznych
patentach zachodnich. Nie ma jednak dowo-
dow, by Stefan Hell wiedzial o istnieniu pa-
tentu, gdy w latach 90. rozpoczynal prace,
ktore doprowadzily go do Nagrody Nobla.

Ryc. 5. Zasada dziatania spiralnej plytki fazowe;j.

Opracowanie mikroskopii  superroz-
dzielczej otwiera zupelnie nowe perspek-
tywy w naukach o zyciu. Obserwacja struk-
tury w nanoskali pozwoli na obserwacje
struktur biatkowych w ich rzeczywistej
skali. Nie ma jednak rozy bez kolcow. Mi-
kroskopia superrozdzielcza jest generalnie
niewydajna, wickszoS¢ energii wkladanej
w obrazowanie jest paradoksalnie zuzywa-
na na wygaszanie, a nie wzbudzanie fluore-
scencji. To w znacznym stopniu ogranicza
predkos¢ obrazowania. Drugim, powaznym
ograniczeniem tej metody jest mozliwa ge-
sto§¢ barwienia struktur. Czasteczka biatka
fluorescencyjnego ma jedna grupe¢ aktywna
i bedzie widoczna jako pojedynczy punkt,
niezaleznie od tego z jaka rozdzielczoScia
bedzie obrazowany preparat. Co wiecej,
bedzie si¢ ona znajdowac tam, gdzie bialko
fluorescencyjne, a nie tam gdzie znajduje
si¢ bialko znakowane i ta odleglos¢ bedzie
si¢ stawac tym bardziej istotna, im wicksza
rozdzielczo§¢ obrazowania uzyskamy. W
jeszcze wickszym stopniu dotyczy to metod
immunocytochemicznych, w ktorych po-
miedzy badanym bialtkiem czy jego domena
a fluoroforem znajduja si¢ dwa przeciwcia-
la (rozmiar przeciwciala to okoto 15 nm,
wiec barwnik moze si¢ znajdowaé nawet
30 nm od badanego biatka). Puentylizm
obrazow superrozdzielczych nie jest za-
tem wynikiem szumu, do ktorego jesteSmy
przyzwyczajeni w mikroskopii konfokal-
nej, ale immanentna cecha obserwowanych
obiektow. Wszystkie te wady nie zmniejsza-
ja jednak ogromnego postepu w obrazowa-
niu biologicznym, jaki odbywa sie dzieki
opracowaniu fluorescencyjnych metod su-
perrozdzielczych i w najblizszych latach be-
dziemy Swiadkami ich rozpowszechniania,
ograniczonego jedynie wysokimi kosztami
sprzetu i duzymi wymaganiami co do umie-
jetnosci uzytkownikow.
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Streszczenie

Niniejszy artykul opisuje prace Erica Betziga,
Stefana W. Hella i Williama E. Moernera, ktore do-
prowadzily ich do Nagrody Nobla z dziedziny che-
mii ,za stworzenie metod superrozdzielczych w mi-
kroskopii fluorescencyjnej”. Na wstepie przedstawie
pokrotce problem rozdzielczoSci ukladow optycz-
nych oraz omowione szczegolne znaczenie mikro-
skopii fluorescencyjnej w rozwoju nauk o zyciu. Na-

stepnie omowie postep prowadzacy do obejScia limi-
tu rozdzielczoSci optycznej i przedstawiona zasada
dzialania mikroskopii PALM, stworzonej przez Erica
Betziga. Podkreslona zostanie rola czasteczek foto-
przetaczalnych barwnikow fluorescencyjnych w tych
pracach i rola Williama E. Moernera w ich tworze-
niu. Na koniec oméwie mikroskop konfokalny STED,
zbudowany przez Stefana W. Hella.

2014 NOBLE PRIZE IN CHEMISTRY: ERIC BETZIG, WILLIAM MOERNER AND STEFAN HELL FOR
THE DEVELOPMENT OF SUPER-RESOLVED FLUORESCENCE MICROSCOPY

Summary

In this paper we describe works of Eric Betzig,
Stefan W. Hell and William E. Moerner which lead
them to the Nobel Prize in Chemistry “for the devel-
opment of super-resolved fluorescence microscopy”.
The problem of resolution in optics is shortly dis-
cussed as well as the importance of fluorescence mi-
croscopy in life sciences. The way of how to bypass
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