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o wymiarach znacznie mniejszych niż to, co 
widzimy nieuzbrojonym okiem. Nie należy 
się zatem dziwić, że osiągnięcia w rozwoju 
mikroskopii już w przeszłości owocowały na-
grodami Nobla. W 1903 r. Richard Zsigmon-
dy opracował “ultramikroskop”, pozwalają-
cy obserwować cząstki koloidów w świetle, 
co przyniosło mu w 1925 r. nagrodę Nobla 
z chemii. Następnym dokonaniem, docenio-
nym w 1953 r. przez Komitet Noblowski 
było skonstruowanie kontrastu fazowego, 
pozwalającego na obserwację obiektów kom-
pletnie przezroczystych, uwalniając biologów 
od konieczności barwienia właściwie całego 
badanego materiału. Konstruktor kontrastu 
fazowego, Frits Zernike, musiał czekać na 
nagrodę ponad 20 lat, od publikacji swojego 
pomysłu, która nastąpiła w 1932 r. Jeszcze 
dłużej czekał Ernst Ruska, konstruktor pierw-
szego mikroskopu elektronowego, który po-
wstał w 1938 r., a nagrodą Nobla uhonoro-
wany został dopiero w 1986 r., czyli ponad 
pół wieku później.

O ile mikroskop był narzędziem niezbęd-
nym do zgłębiania mikroświata i rozwój nauk 
przyrodniczych byłby bez niego niemożliwy, 
to klasyczna mikroskopia optyczna pozosta-
wia z punktu widzenia współczesnej biolo-
gii molekularnej sporo do życzenia. Nowo-
czesne narzędzie pomiarowe musi bowiem 
charakteryzować się specyficznością mole-
kularną, pozwalającą na lokalizację pojedyn-
czych cząsteczek białek i kwasów nukleino-
wych o określonej sekwencji oraz musi po-

Ubiegłoroczna nagroda Nobla z dziedziny 
chemii przyznana za “opracowanie metod su-
perrozdzielczych w mikroskopii fluorescen-
cyjnej” powędrowała do trójki 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 
bohaterów artykułu, należy się czytelniko-
wi kilka wyjaśnień. Po pierwsze, czemu mi-
kroskopia fluorescencyjna jest tak ważna, 
że postępy w tej właśnie dziedzinie technik 
badawczych zaowocowały nagrodą Nobla. 
Po drugie zaś, czym jest zdolność rozdziel-
cza mikroskopu (a szerzej każdego układu 
optycznego) i w jaki sposób można jej istnie-
nie obejść.

Wiele procesów badanych przez współ-
czesną naukę zachodzi w skali niedostępnej 
dla naszej bezpośredniej obserwacji. Istnieje 
zatem potrzeba posiadania urządzeń tech-
nicznych pozwalających obserwować obiekty 
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pół wieku wcześniej Joseph-Louis Lagrange-
’owi). Nie miejsce tu na przytaczanie szcze-
gółowych wzorów, ale istotna jest wartość 
zdolności rozdzielczej uzyskiwanej przez 
współczesne mikroskopy optyczne. Wyno-
si ona około połowy długości fali światła, w 
której dokonuje się obserwacji. W przypadku 
mikroskopu fluorescencyjnego jest to poło-
wa długości fali emitowanej przez fluorofor. 
Jako, że zakres fal widzialnych, to mniej wię-
cej od 400 do 700 nm, zdolność rozdziel-
cza mikroskopu optycznego nie przekracza 
200 nm. Czy to dużo czy mało? Wydawało-
by się, patrząc z perspektywy makroświata, 
mierzonego w milimetrach czy metrach, to 
bardzo mało. Jednak z punktu widzenia mo-
lekularnej struktury świata ożywionego jest 
to wartość niewystarczająca. Dla przykładu 
przyjrzyjmy się strukturze cytoszkieletu, jed-
nej z najczęściej obrazowanych struktur sub-
komórkowych. Składa się on, między innymi, 
z mikrotubul i mikrofilamentów aktynowych. 
Są to białkowe struktury włókniste o średni-
cy, odpowiednio 25 nm i nieco poniżej 10 
nm. Jak widać, mikroskop optyczny nie roz-
różni dwóch mikrofilamentów, nawet jeśli 
będą one leżeć w odległości kilkunastu śred-
nic jeden od drugiego. Wydawałoby się więc, 
że mikroskop optyczny nie jest właściwym 
narzędziem do obserwacji materii ożywionej 
na tak niskim poziomie. Nie jest to do końca 
prawdą i tu musimy wprowadzić pojęcie su-
perrozdzielczości.

Na wstępie zadajmy sobie pytanie, co się 
dzieje, gdy obserwujemy pojedynczy obiekt 
o wymiarach mniejszych niż zdolność roz-
dzielcza urządzenia optycznego? Czy go wi-
dać? Każdy z łatwością może przeprowadzić 
takie doświadczenie. Wystarczy w pogodną 
noc spojrzeć w rozgwieżdżone niebo. Co za-
tem widzimy, jeśli obiekty są tak małe, że nie 
możemy dostrzec ich kształtu ani wymiarów? 
Okazuje się, że w takim przypadku to, co wi-
dzimy, nie zależy od tego co oglądamy, ale 
od instrumentu optycznego, którego używa-
my, czyli naszego oka. Obraz, który widzimy, 
to plamka Airy’ego, nazwana tak na cześć an-
gielskiego astronoma Georga Biddella Airy’e-
go, choć wcześniej już wiedziano, że gwiazdy 
wyglądają jak koliste obiekty otoczone przez 
naprzemienne ciemne i jasne pierścienie.

W 1981 r., amerykański biolog i mikro-
skopista, Robert Day Allen (Allen i współ-
aut. 1981) oraz Shinya Inoue (Inoue 1981), 
obaj pracujący w Woods Hole Marine Bio-
logy Laboratory, zastąpili przy swych mikro-
skopach aparaty fotograficzne kamerami wi-

siadać rozdzielczość przestrzenną określaną 
w nano, a nie mikroskali. Nie miejsce tu na 
szczegółowe omawianie historii mikroskopii 
fluorescencyjnej, trzeba jednak powiedzieć, 
że rozwijała się ona długo i współczesne mi-
kroskopy fluorescencyjne są wynikiem wielu 
nakładających się udoskonaleń, rozpoczętych 
pracami E. Brumberga, który już w latach 50. 
ubiegłego wieku zauważył, że wykorzystanie 
fluorescencji pozwala na oświetlenie prepa-
ratu przez obiektyw i tak powstały mikro-
skop epifluorescencyjny tworzy urządzenie 
o unikatowej wygodzie stosowania. Dopiero 
jednak połączenie epifluorescencji ze stwo-
rzoną przez A. Coonsa i M. Kaplana meto-
dą immunocytochemii, w której do specy-
ficznych przeciwciał podłącza się cząsteczki 
barwnika fluorescencyjnego i uzyskuje znacz-
nik, pokazujący dystrybucję ściśle określonej 
cząsteczki w mikroskali, dało narzędzie po-
trzebne biologom molekularnym, aby przejść 
od badań in vitro do studiów in vivo.

Wydawało by się, że mikroskopia flu-
orescencyjna jest zatem metodą pozwalają-
cą nanieść wiedzę o składzie molekularnym 
materii ożywionej i procesach w niej zacho-
dzących na przestrzenną strukturę żywych 
komórek. Niestety nie do końca. Przeszkodą 
jest ograniczona rozdzielczość mikroskopów 
optycznych (w tym fluorescencyjnych, a wła-
ściwie dowolnego układu optycznego), która 
wynika bezpośrednio z zasad optyki geome-
trycznej, a właściwie z jednej z nich, znanej 
jako Zasada Fermata. Mówi ona, że “Pro-
mień świetlny poruszający się (w dowolnym 
ośrodku) od punktu A do punktu B przeby-
wa zawsze drogę optyczną, na której przeby-
cie potrzeba czasu najkrótszego”. Odwraca-
jąc tę zasadę: jeśli dwa punkty w preparacie 
tworzą jeden punkt w obrazie, to znaczy, że 
nie można rozróżnić czasu przebiegu pro-
mienia świetlnego od tego punktu do każ-
dego z wyjściowych punktów w preparacie. 
Musimy także pamiętać, że światło ma natu-
rę falową i żeby punkty rozróżnić, to różni-
ca drogi optycznej między każdym z nich a 
obrazem musi być większa od długości fali 
użytego światła. Trzeba tu zwrócić uwagę, 
że fakt ograniczenia zdolności rozdzielczej 
urządzenia optycznego nie jest konsekwen-
cją konstrukcji tego urządzenia, ale natury 
światła wykorzystanego do obserwacji. Wzór 
na dokładną wartość rozdzielczości obiek-
tywu mikroskopowego opublikował po raz 
pierwszy Ernst Abbe w 1873 r. (Abbe 1873) 
(chociaż Hermann von Helmholtz przypisu-
je wyprowadzenie tego wzoru działającemu 
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wał nietypowe białko fluorescencyjne, jakie 
otrzymał od innego noblisty, Rogera Tsiena 
(Dickson i współaut. 1997). Zielone białko 
fluorescencyjne (GFP), ma zazwyczaj dwie 
długości światła, które je może wzbudzać, od-
powiadające zjonizowanej i niezjonizowanej 
formie barwnika. W latach 90. laboratorium 
Tsiena pracowało nad mutantami natywnych 
GFP w celu opracowania barwników o róż-
nych właściwościach fluorescencyjnych. Dwa 
konstrukty, określane roboczo przez Tsiena 
jako T203F i T203Y, miały na tyle dziwną 
charakterystykę, że Tsien poprosił Moernera 
o pomoc. Uzyskane wyniki były bardzo cie-
kawe, bo okazało się, że wzbudzanie barwni-
ka światłem 488nm prowadziło najpierw do 
mrugania, a potem do zaniku fluorescencji. 
Co ważniejsze, napromieniowanie światłem 
405 nm przywracało barwnik do stanu wyj-
ściowego. W ten sposób otrzymano pierw-
sze białko fluorescencyjne, które można było 
optycznie włączać i wyłączać. Na bazie tego 
odkrycia powstała klasa białek fluorescencyj-
nych określana jako PA-FP (ang. photoactiva-
ted fluorescent proteins). To one umożliwiły 
przełamanie bariery rozdzielczości w mikro-
skopii szerokiego pola (Nienhaus i Nienhaus 
2014).

Jak już wcześniej powiedzieliśmy, aby 
dokładnie określić położenie plamki Airy’e-
go odpowiadającej fluorescencji pojedynczej 
cząsteczki barwnika, trzeba ją obserwować 
pojedynczo. Jednocześnie obraz w mikrosko-
pie fluorescencyjnym tworzony jest przez 
sygnał z tysięcy cząsteczek. Fluorescencja 
jest zjawiskiem losowym. Określony poziom 
światła powoduje określone prawdopodo-
bieństwo wzbudzenia i emisji fotonu. To 
samo dotyczy przełączania PA-FP. Można za-
tem tak dobrać poziom światła „wyłączają-
cego” cząsteczki PA-FP, by prawdopodobień-
stwo wygaszenia barwnika było wysokie, 
ale znacząco różne od jedności. Przy dobrze 
dobranej wartości intensywności światła wy-
gaszającego ujrzymy zamiast obrazu konstela-
cję pojedynczych punktów. To sygnał z po-
jedynczych cząsteczek barwnika. Można te-
raz precyzyjnie określić ich położenie i całą 
procedurę włączania-wyłączania pobudliwo-
ści barwnika powtórzyć. Znów zobaczymy 
konstelację punktów, ale jako że zjawisko 
ma charakter losowy, będą to inne punkty. 
Co więcej, po skończonej liczbie cykli zoba-
czymy w ten sposób sygnał pochodzący ze 
wszystkich zawartych w preparacie cząste-
czek fluorochromu (Ryc. 2). Metoda ta okre-
ślona została jako stochastyczna mikroskopia 

deo i Allen opracował elektroniczny system 
wzmacniania kontrastu obrazu AVEC-DIC 
(ang. Allen Video Enhanced Contrast for DIC 
Nomarski optics). Narzędzie stworzone przez 
Allena pozwoliło na badanie ruchu pęcherzy-
ków po mikrotubulach in vitro, w którym 
osiągnięto dokładność pomiaru położenia pę-
cherzyka poniżej 10 nm (Schnapp i współaut. 
1988). W ten oto sposób pokazano, że choć 
nie możemy zobaczyć kształtu obiektu mniej-
szego niż zdolność rozdzielcza urządzenia, 
to możemy praktycznie dowolnie dokładnie 
określić jego położenie. Droga do mikrosko-
pii superrozdzielczej była otwarta.

Nagrodzeni uczeni podążali w kierun-
ku przełamania bariery Abbego odrębnymi 
ścieżkami, wychodząc z zupełnie różnych 
założeń. Nowoczesna mikroskopia fluore-
scencyjna tworzy obraz na dwóch etapach: 
najpierw światło, ogniskowane przez obiek-
tyw wzbudza fluorochrom w preparacie, a 
następnie ten fluorochrom emituje światło, 
które posłuży do tworzenia obrazu. Eric Bet-
zig i William E. Moerner, pracując niezależ-
nie, starali się opracować taką metodykę ob-
serwacji świecenia floroforu, aby wydobyć z 
niego informację o położeniu pojedynczych 
świecących cząsteczek. Stefan W. Hell z ko-
lei skupił się na opracowaniu tak precyzyjnej 
metody oświetlania preparatu, by wzbudzać 
fluorescencję w bardzo małych obszarach 
preparatu, znacznie mniejszych niż zdolność 
rozdzielcza. Od strony konstrukcyjnej, prace 
Erica Betziga i Williama E. Moernera dopro-
wadziły do udoskonalania mikroskopu szero-
kiego pola, zaś Stefan W. Hell pracował nad 
rozwojem mikroskopu konfokalnego.

Niezależnie jednak od tego, jakie rozwią-
zanie techniczne przyjęli badacze, podążając 
ścieżką wytyczoną przez RD Allena, musieli 
doprowadzić do sytuacji, w której oglądaliby 
fluorescencję pojedynczych cząsteczek barw-
nika. Wtedy mogli ustalić ich dokładne poło-
żenie na płaszczyźnie obrazowania i wyko-
rzystać je do stworzenia obrazu wysokiej roz-
dzielczości. Tradycyjny obraz fluorescencyjny 
tworzony jest jednak przez tysiące cząsteczek 
świecącego fluoroforu. Pochodzące z nich 
sygnały nakładają się i tworzą ciągły obraz. 
Istnieje tylko jeden sposób, aby dokładnie 
ustalić ich położenie: trzeba je obserwować 
po kolei.

Pierwszy krok w tym kierunku wyko-
nał William Moerner, który już w latach 80. 
ubiegłego wieku zajął się spektroskopią poje-
dynczych cząsteczek fluoroforów. W 1997 r. 
opublikował pracę w Nature, w której opisy-



206 Paweł Pomorski

samej zasady tworzenia obrazu, ale z rodza-
ju użytych cząsteczek fluorescencyjnych. W 
PALM używa się fotoaktywowalnych białek 
fluorescencyjnych, zaś w STORM fotoprzełą-
czalnych par fluoroforów drobnocząsteczko-
wych (orginalnie Cy5 i Cy3). Zarówno PALM, 
jak i STORM zostały oparte o wykorzystanie 
innej, wysoce zaawansowanej techniki mi-
kroskopowej, a mianowicie TIRF (ang. total 
internal reflection microscopy, mikroskopia 
całkowitego odbicia wewnętrznego). Stało 
się tak, gdyż metoda stochastyczna pozwala 
rozróżniać cząsteczki barwnika w płaszczyź-
nie obrazu, ale nie w osi Z mikroskopu. Aby 
zagwarantować brak wzbudzania cząsteczek 
fluoroforu poza płaszczyzną ostrości, użyto 
techniki, która polega na wzbudzaniu fluore-
scencji światłem wchodzącym do szkiełka 
podstawowego pod tak dużym kątem, by ule-
gło ono całkowitemu odbiciu. Wedle optyki 
klasycznej, takie światło nigdy nie wnika do 
preparatu i nie powinno wzbudzać w nim 
świecenia. Zgodnie z mechaniką kwantową, 
powstaje jednak na granicy szkła fala ewa-
nescencyjna, która może na bardzo małym 
(około 100 nm) dystansie wzbudzać fluoro-
chrom. Dzięki temu TIRF charakteryzuje się 
niesłychanie cienkim skrawkiem optycznym, 
wręcz stworzonym do technik takich jak 

superrozdzielcza (Ryc. 3). Pierwszy działający 
dzięki niej mikroskop został skonstruowany 
przez Erica Betziga i nazwany PALM (ang. 
photoactivated localization microscopy, mi-
kroskopia lokalizacji fotoaktywacyjnej) (Bet-
zig i współaut. 2006). PALM to pierwszy 
mikroskop używający metody stochastycz-
nej, ale wcale nie jedyny. Pokrótce trzeba tu 
przedstawić bestiariusz metod stochastycz-
nych i ich nic nie mówiących nazw-skró-
towców. Są one wynikiem zainteresowania 
komercyjnego mikroskopią superrozdzielczą 
i aktywnością patentową oraz produkcyjną 
w tym obszarze. Chronologicznie, drugą po 
PALM konstrukcją był STORM (ang. stocha-
stic optical reconstruction microscopy, sto-
chastyczna mikroskopia rekonstrukcyjna) 
(Rust i współaut. 2006). Różnica między 
tymi dwoma konstrukcjami nie wynikała z 

Ryc. 2. Zasada działania mikroskopii stocha-
stycznej. 

A. Mikrofilament aktynowy o średnicy ∼10 nm. B. 
Ten sam filament zabarwiony barwnikiem fluore-
scencyjnym, każda cząsteczka daje obraz o średnicy 
200 nm. C. Dla każdej cząsteczki zostaje odnaleziony 
środek i D. w miejscu odnalezionego środka wsta-
wiony zostaje punkt o rozmiarze niepewności po-
miaru położenia środka.

A

B

C

D

Ryc. 3. Różnica w rozdzielczości mikroskopii 
stochastycznej i tradycyjnej mikroskopii szero-
kiego pola. 

Obraz jądra komórki nowotworu kości. Widocz-
nych jest około 70 tysięcy cząsteczek histonu H2A 
(czerwony, barwiony RFP) i 50tys cząsteczek białka 
Snf2H, uczestniczącego w przebudowie struktury 
chromatyny (zielony, GFP). Pole optyczne 470 µm2 
o głębi 600 nm. (Gunkel i współaut. 2009) za Andy 
Nestl na licencji CC. Uznanie autorstwa na tych sa-
mych warunkach.



207Nagroda Nobla z chemii za rok 2014

na po drugiej. Nieco podobna zasada leży 
u samych podstaw mikroskopii konfokal-
nej (Pawley 2006). W mikroskopie konfo-
kalnym preparat jest obserwowany punkt 
po punkcie w sekwencji czasowej, a obraz 
jest następnie rekonstruowany w pamięci 
komputera z zarejestrowanych jasności po-
jedynczych punktów. Pomysł Stefana Hella 
był prosty: jeśli uda nam się wzbudzić flu-
orescencję w obszarze mniejszym niż zdol-
ność rozdzielcza mikroskopu, to będziemy 
mogli zrekonstruować obraz konfokalny o 
takiej rozdzielczości, jak wielkość obszaru 
wzbudzanego (Ryc. 4). Jak jednak tego do-
konać, skoro te same prawa optyki dotyczą 
fali wzbudzającej i wzbudzanej? Stefan Hell 
(Hell i Wichmann 1994) wykorzystał tu zja-
wisko emisji wymuszonej, zachodzącej we 
fluoroforze (stąd nazwa mikroskopu STED 
od ang. stimulated emission depletion, czy-
li wygaszanie przez emisję wymuszoną). 
Emisja wymuszona jest zjawiskiem znanym 
od dawna, przewidziana została teoretycz-
nie przez Alberta Einsteina i opiera się na 
niej, między innymi, działanie laserów. Pole-
ga ona na tym, że jeśli na wzbudzony atom 
padnie foton o energii wzbudzenia, to atom 
wyemituje drugi foton, identyczny z padają-

PALM. Ma jednak swoje wady; przede wszyst-
kim pozwala wizualizować tylko te struktury, 
które znajdują się na skraju preparatu. Aby 
uniknąć tego problemu stworzono technikę 
fPALM, która jest połączeniem PALM z mi-
kroskopią konfokalną. Z kolei dSTORM (ang. 
direct STORM) różni się od STORM wyko-
rzystaniem pojedynczej cząsteczki drobno-
cząsteczkowego fluorochromu, która może 
ulegać utlenianiu i redukcji pod wpływem 
światła. Dodatkowo, aby uniknąć naruszania 
prawa o znakach towarowych, firmy używa-
ją synonimów obecnych na rynku technik i 
tak na przykład dSTORM jest znany również 
jako GSD (ang. ground state depletion micro-
scopy, mikroskopia usuwania stanu podsta-
wowego). Z punktu widzenia użytkownika, 
nadal najistotniejszy jest jednak wybór po-
między technikami z rodziny PALM, przezna-
czonymi do pracy z białkami fluorescencyj-
nymi, i STORM, lepszymi do drobnocząstecz-
kowych barwników sprzęganych z przeciw-
ciałami.

Techniki stochastyczne całkiem wygodnie 
da się zastosować również do tworzenia ob-
razów 3D. Tu trzeba jeszcze raz podkreślić, 
że obraz superrozdzielczy nie powstaje w 
mikroskopie, tylko jest obliczany i konstru-
owany dla sumy zlokalizowanych cząsteczek 
barwnika fluorescencyjnego. W miarę oddala-
nia się od płaszczyzny ostrości krawędzie ob-
razu dla każdego z punktów stają się rozmy-
te. Jeśli teraz wprowadzimy w szlak optycz-
ny słabą soczewkę cylindryczną (taką, której 
powierzchnia jest wycinkiem cylindra, a nie 
sfery jak to ma miejsce w przypadku więk-
szości soczewek), to nabiera ciekawej wła-
sności: w miarę oddalania się od płaszczyzny 
ostrości obraz punktu wydłuża się względem 
jednej z osi, oś ta zależy od tego czy obiekt 
znajduje się pod, czy nad płaszczyzną ostro-
ści. Badając położenie i kształt obrazu może-
my zatem zlokalizować cząsteczkę barwnika 
w trzech wymiarach.

Nieco wcześniej, bo w latach 90. ubie-
głego wieku zaczął pracę nad mikroskopem 
superrozdzielczym Stefan Hell. Ten urodzo-
ny w Rumunii uczony niemiecki wpadł na 
swój pomysł podczas stażu na fińskim uni-
wersytecie w Turku, na którym przebywał 
w latach 1993-1996. Skonstruowany przez 
Hella przyrząd to mikroskop konfokalny ze 
zmodyfikowanym systemem wzbudzania flu-
orescencji. Opisując stochastyczną mikro-
skopię superrozdzielczą, zwróciliśmy uwagę, 
że opiera się ona na pomyśle, by cząstecz-
ki fluorochromu oglądać pojedynczo, jed-

Ryc. 4. Różnica w rozdzielczości mikroskopii 
STED i tradycyjnej mikroskopii konfokalnej. 

Obraz przedstawia białka poru jądrowego: czerwono 
zabarwioną nukleoporynę gp210, na zielono białka 
kanału centralnego. Za portalem Wikimedia Com-
mons użytkownik Tassekaffee, licencja CC Uznanie 
Autorstwa.
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Opracowanie mikroskopii superroz-
dzielczej otwiera zupełnie nowe perspek-
tywy w naukach o życiu. Obserwacja struk-
tury w nanoskali pozwoli na obserwacje 
struktur białkowych w ich rzeczywistej 
skali. Nie ma jednak róży bez kolców. Mi-
kroskopia superrozdzielcza jest generalnie 
niewydajna, większość energii wkładanej 
w obrazowanie jest paradoksalnie zużywa-
na na wygaszanie, a nie wzbudzanie fluore-
scencji. To w znacznym stopniu ogranicza 
prędkość obrazowania. Drugim, poważnym 
ograniczeniem tej metody jest możliwa gę-
stość barwienia struktur. Cząsteczka białka 
fluorescencyjnego ma jedną grupę aktywną 
i będzie widoczna jako pojedynczy punkt, 
niezależnie od tego z jaką rozdzielczością 
będzie obrazowany preparat. Co więcej, 
będzie się ona znajdować tam, gdzie białko 
fluorescencyjne, a nie tam gdzie znajduje 
się białko znakowane i ta odległość będzie 
się stawać tym bardziej istotna, im większą 
rozdzielczość obrazowania uzyskamy. W 
jeszcze większym stopniu dotyczy to metod 
immunocytochemicznych, w których po-
między badanym białkiem czy jego domeną 
a fluoroforem znajdują się dwa przeciwcia-
ła (rozmiar przeciwciała to około 15 nm, 
więc barwnik może się znajdować nawet 
30 nm od badanego białka). Puentylizm 
obrazów superrozdzielczych nie jest za-
tem wynikiem szumu, do którego jesteśmy 
przyzwyczajeni w mikroskopii konfokal-
nej, ale immanentną cechą obserwowanych 
obiektów. Wszystkie te wady nie zmniejsza-
ją jednak ogromnego postępu w obrazowa-
niu biologicznym, jaki odbywa się dzięki 
opracowaniu fluorescencyjnych metod su-
perrozdzielczych i w najbliższych latach bę-
dziemy świadkami ich rozpowszechniania, 
ograniczonego jedynie wysokimi kosztami 
sprzętu i dużymi wymaganiami co do umie-
jętności użytkowników.

cym. Wydajność emisji wymuszonej zależy 
od intensywności wzbudzającego ją strumie-
nia światła. Barwnik fluorescencyjny, któ-
ry ma całe spektrum możliwych wzbudzeń 
można w ten sposób zmusić do emisji ści-
śle określonej długości fali, w przypadku 
mikroskopu STED, znacząco przesuniętej 
ku czerwieni, w porównaniu z maksimum 
emisji spontanicznej. Jeśli teraz nałożymy na 
siebie dwie wiązki laserowe: wymuszającą i 
pobudzającą, to ich fotony będą padać na te 
same cząsteczki barwnika. W mikroskopie 
STED na ścieżce optycznej wiązki wymusza-
jącej umieszczona jest spiralna płytka fazo-
wa, która powoduje, że gaussowska (najja-
śniejsza w środku) wiązka laserowa zamie-
nia się w wiązkę o przekroju obwarzanka 
(pierścieniową, ciemną w środku, Ryc. 5). 
Tam, gdzie wiązka wymuszająca jest jasna, 
barwnik fluorescencyjny emituje światło 
zgodne z wiązką wymuszającą. Tam, gdzie 
jej intensywność jest mała (w samym środ-
ku), barwnik emituje fotony spontanicznie. 
Jako, że długość fali światła wymuszonego 
jest znacząco większa niż maksimum flu-
orescencji spontanicznej, można je łatwo 
odciąć odpowiednim filtrem barierowym. 
Wielkość obszaru wzbudzania fluorescen-
cji spontanicznej zależy w takiej sytuacji od 
stosunku intensywności wiązek. Teoretycz-
nie można w ten sposób wzbudzać dowol-
nie mały obszar preparatu i przy gęstym 
skanowaniu uzyskiwać dowolnie dużą roz-
dzielczość obrazu. Ciekawostką może być 
fakt, że taka konstrukcja mikroskopu zosta-
ła opatentowana w 1986 r. w Związku Ra-
dzieckim przez Viktora A. Okhonina (patent 
no. SU1374922A1) i patent ten był znany, 
o czym świadczy fakt cytowania w licznych 
patentach zachodnich. Nie ma jednak dowo-
dów, by Stefan Hell wiedział o istnieniu pa-
tentu, gdy w latach 90. rozpoczynał prace, 
które doprowadziły go do Nagrody Nobla.

Ryc. 5. Zasada działania spiralnej płytki fazowej.
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stępnie omówię postęp prowadzący do obejścia limi-
tu rozdzielczości optycznej i przedstawiona zasada 
działania mikroskopii PALM, stworzonej przez Erica 
Betziga. Podkreślona zostanie rola cząsteczek foto-
przełączalnych barwników fluorescencyjnych w tych 
pracach i rola Williama E. Moernera w ich tworze-
niu. Na koniec omówię mikroskop konfokalny STED, 
zbudowany przez Stefana W. Hella.

Niniejszy artykuł opisuje prace Erica Betziga, 
Stefana W. Hella i Williama E. Moernera, które do-
prowadziły ich do Nagrody Nobla z dziedziny che-
mii „za stworzenie metod superrozdzielczych w mi-
kroskopii fluorescencyjnej”. Na wstępie przedstawię 
pokrótce problem rozdzielczości układów optycz-
nych oraz omówione szczególne znaczenie mikro-
skopii fluorescencyjnej w rozwoju nauk o życiu. Na-

NAGRODA NOBLA Z CHEMII ZA ROK 2014: ZA „OPRACOWANIE METOD 
SUPERROZDZIELCZYCH W MIKROSKOPII FLUORESCENCYJNEJ”, ERIC BETZIG, WILLIAM 
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Streszczenie

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 

optical resolution is described as well as basic ideas 
underlying PALM microscopy by Eric Betzig are in-
troduced. The use of photoswitchable fluorescent 
dyes is emphasized together with role of William E. 
Moerner in their development. Finally, the construc-
tion of STED confocal microscope built by Stefan W. 
Hell is presented.
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