Czy mozna obejs¢ prawa fizyki? O metodach super-
rozdzielczej mikroskopii fluorescencyjnej

STRESZCZENIE

auki biologiczne w coraz wiekszym szczegdle odkrywaja podstawy zycia. Jest to mie-

dzy innymi mozliwe przez rozwéj metod badawczych, ktére umozliwiaja poznawanie
$wiata w skali nanometrowej. Mikroskopia optyczna, dziedzina majaca ogromny wkiad w
aktualny stan wiedzy, w swojej rozdzielczosci jest ograniczona limitem Abbego. Limit ten
wynika z fundamentalnych wlasciwosci falowych $wiatla. Dzieki staraniom naukowcéw,
limit ten mozna obejs¢, czego dowodem sa techniki STED oraz MINFLUX. Technika STED
umozliwia obrazowanie z rozdzielczoscia do 40 nm, natomiast technika MINFLUX pozwala
na osiagniecie rozdzielczosci nawet 2 nm. Obydwie techniki wymagaja oznakowania biolo-
gicznych celéw molekularnych znacznikami fluorescencyjnymi i umozliwiaja obrazowanie
w zywych komérkach. To umozliwia badanie dynamicznych proceséw biologicznych. Ar-
tykul zawiera wprowadzenie do technik super-rozdzielczych STED oraz MINFLUX, a ich
uzyteczno$é zostala przedstawiona na przykladzie badan ruchu kinezyny po mikrotubulach
technika MINFLUX.

WPROWADZENIE

Nazwa ,mikroskopia” zdradza poniekad czym dziedzina sie zajmuje. Po-
jecie mikro- wywodzi sie od stowa mikros z klasycznej greki i oznacza maly,
-skopia natomiast pochodzi od skopein, czyli obserwowaé. Dodatkowo, przedro-
stek , mikro” jest oficjalnym przedrostkiem SI i oznacza jedna milionowa. Wy-
wnioskowac¢ mozna, ze mikroskopia zajmuje sie obserwacja mikroswiata, czyli
takiego, ktérego podstawowaq jednostka bedzie mikrometr - jedna milionowa
metra. Wraz z rozwojem dziedziny i coraz wigkszym zaawansowaniem nauki,
wachlarz technik mikroskopowych bardzo sie rozrést, umozliwiajac obrazowa-
nie nie tylko mikro$wiata, ale rowniez $wiata w nanoskali. Podczas gdy poczat-
kowo dziedzina mikroskopii w gléwnej mierze byta kojarzona z mikroskopia
optyczng, z czasem powstaly metody pozwalajace na badanie Swiata niedostep-
nego dla ludzkiego oka przy uzyciu rozmaitych innych metod, takich jak STM
(skaningowy mikroskop tunelowy), AFM (mikroskop sitl atomowych) itp., [1]
ktére nie wykorzystuja $wiatta w celu uzyskania obrazu, lecz inne zjawiska fi-
zyczne. W tej pracy skupie sie na mikroskopii fluorescencyjnej, a dokladniej na
super-rozdzielczych technikach umozliwiajacych obrazowanie uktadéw o roz-
miarach nanometrowych.

MIKROSKOPIA OPTYCZNA

Za twoércow pierwszego mikroskopu uwaza sie Zachariasa Jenseena oraz
jego ojca Hansa. Mikroskop, ktéry stworzyli pod koniec XV wieku skladat sie
z dwéch soczewek umocowanych na teleskopowo polaczonych rurach i umoz-
liwiat 10-krotne powiekszenie. Schemat takiego uktadu jest widoczny na ryci-
nie 1.

Z powodu niskiej rozdzielczosci pierwszy mikroskop nie znalazl zastoso-
wania i dopiero Antonie van Leeuwenhoek stworzyl uktad jednosoczewkowy
z uchwytem na probke, pozwalajacy osiagnac¢ 270-ktrotne powiekszenie. Van
Leeuwenhoek byt pierwszym cztowiekiem, ktéry zobaczyl miedzy innymi czer-
wone krwinki. W 1665 roku Robert Hooke jako pierwszy wykorzystat okreslenie
,komorka” w opisie préobki cienkiej warstwy korku. Do swoich badar wykorzy-
stywat bardziej skomplikowane uklady od Leeuwenhoeka.

Przez nastepne 200 lat budowa mikroskopéw nie zmienita sie w duzym stop-
niu. Gléwnym powodem ograniczonego rozpowszechnienia sie mikroskopii
byly stabej jakosci obrazy, spowodowane nieoptymalnie wykonana optyka.
Konsekwencja byt rozmyty obraz wynikajacy z aberracji sferycznej (ogniskowa
soczewki jest zalezna od przesuniecia promienia przechodzacego przez soczew-
ke wzgledem osi optycznej soczewki) oraz rozdzielanie koloréw spowodowane
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Rycina 1. Schemat optyczny podstawowego mikroskopu optycznego sktadajace-
go sie z dwoch soczewek. Obraz rzekomy widziany okiem jest odwrécony wzgle-
dem obserwowanego przedmiotu. Warto$¢ powiekszenia uzyskiwanego takim
ukfadem jest réwna iloczynowi powigkszenia obydwu soczewek.

aberracja chromatyczng (zaleznoé¢ wspotczynnika zatama-
nia Swiatla od dlugosci fali $wiatta, w efekcie ogniskowa
danej soczewki jest zalezna od dlugosci fali éwiatta promie-
nia przechodzacego przez nia). Dopiero w 1830 roku Joseph
Jackson Lister wraz z Williamem Tulleyem stworzyli uktad
korygujacy te podstawowe wady [2]. W efekcie od 1830
roku komorki staly sie jednym z gtéwnych przedmiotéw
badan biologii oraz medycyny.

Dzieki mozliwosci obserwacji Zycia na poziomie mikro-
organizméw rozwdj biologii bardzo przyspieszytl. Przed
powstaniem mikroskopii ludzkos$¢ nie posiadata narzedzi
do zrozumienia mechanizmoéw fizjologicznych naszych ciat
lub pochodzenia choréb. Naukowcy byli ograniczeni w ba-
daniu ludzkiego organizmu do szczegétéw rozréznialnych
ludzkim okiem. To wlasnie mikroskop pozwolil na stwier-
dzenie istnienia bakterii, grzybéw jednokomérkowych, réz-
norakich mikroorganizmoéw czy nawet plemnikéw. Procesy
fizjologiczne byty poznane tylko powierzchownie, a mikro-
skop umozliwil ich dogtebne zrozumienie. Bez mikroskopii
nie powstalyby inne wynalazki, lekarstwa, szczepionki, itp.
Co istotne, mikroskopia odgrywa kluczowaq role nie tylko
w biologii, ale takze w innych dziedzinach nauki: od kon-
troli jakosci w przemysle, przez narzedzia umozlwiajgce
tworzenie zminiaturyzowanych ukladéw elektronicznych,
takich jak telefony komoérkowe, zastosowania w analizie
sktadu prébek geologicznych czy metalurgii [3]. Bez cienia
watpliwosci, kazdy cztowiek bedacy czescia cywilizacji, co-
dziennie korzysta z ulatwierr wynikajacych z zastosowania
mikroskopii.
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WYBRANE RODZAJE TECHNIK
MIKROSKOPII OPTYCZNE]

Techniki mikroskopii optycznej charakteryzuja sie za-
stosowaniem promieniowania elektromagnetycznego z
zakresu widzialnego. Innymi stowy poprzez odpowiednia
manipulacje $wiatlem widzialnym uzyskujemy powiekszo-
ny obraz. To, w jaki sposéb o$wietlamy probke oraz mani-
pulujemy $wiattem podrézujacym z probki do naszego oka,
definiuje podrodzaj stosowanej techniki.

MIKROSKOPIA JASNEGO ORAZ CIEMNEGO POLA

Mikroskopia jasnego pola to podstawowa i najstarsza
technika mikroskopowa. Polega na o$wietleniu proébki
przez zrédlo promieniowania. Nastepnie $wiatlo rozpro-
szone oraz nierozproszone przez probke jest zbierane i po-
wiekszane przez obiektyw. Obraz widoczny przez okular
sklada sie z przyciemnionego obiektu na jasnym tle. Ozna-
cza to, ze kontrast miedzy obiektem a ttem jest bardzo ni-
ski, co znacznie utrudnia rozpoznanie szczegétéw badanej
probki.

Aby zwiekszy¢ kontrast opracowano mikroskopie ciem-
nego pola. Obraz pozyskany ta metoda charakteryzuje sie
ciemnym ttem oraz jasnym obiektem. Dodatkowo, czesto
niewidoczne w mikroskopii jasnego pola elementy i szcze-
goly sa wyraznie rozpoznawalne. Wyzej opisany efekt uzy-
skuje sie poprzez wprowadzenie wspoétosiowo krazka w
wigzke $wiatla oswietlajgcego probke. Swiatto oéwietlajace
jest skupiane w plaszczyZnie probki, dlatego umieszczenie
odpowiedniej wielkosci krazka w jego osi doprowadzi do
usuniecia czesci promieni. Gdy w plaszczyznie prébki nie
znajduje sie zaden rozpraszajacy obiekt, wiatto nie dosta-
nie sie do obiektywu, poniewaz krazek blokuje $wiatto, kt6-
re padalo by na soczewke obiektywu. Dopiero umieszczenie
rozpraszajacej $wiatlo probki spowoduje rozproszenie cze-
$ci promieni umozliwiajac ich dostanie sie¢ do obiektywu.
Dzieki temu w obiektywie widoczne beda jedynie fotony,
ktoére ulegly interakcji z prébka, tym samym zwiekszajac
kontrast [4].

MIKROSKOPIA FLUORESCENCYJNA

Obok technik mikroskopowych powstalych z mikro-
skopii pola jasnego warto zwréci¢ uwage na mikroskopie
fluorescencyjng. Okreslenie ,mikroskopia fluorescencyjna”
jest bardzo szerokie i obejmuje wszelkie techniki wykorzy-
stujace zjawisko fluorescengji jako Zrédlo sygnalu obrazo-
wania [5].

Fluorescencja jest zjawiskiem fizycznym i stanowi jeden
z rodzajow interakcji §wiatto - materia. Aby dana substan-
¢ja byla fluorescencyjna, musi zawiera¢ odpowiednie ukfa-
dy elektronowe w strukturze. Gtéwna cecha tych ukladow
jest mozliwos¢ absorpcji energii fotonu wzbudzajacego.
Nadmiar energii jest nastepnie wypromieniowany jako fo-
ton o mniejszej energii od fotonu wzbudzajacego. Innymi
stfowy, wymagany jest uklad posiadajacy co najmniej dwa
stany energetyczne: stan podstawowy oraz stan wzbu-
dzony. W technikach mikroskopii fluorescencyjnej, sygnat
fluorescencyjny czesto pochodzi od czasteczek zawieraja-
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Rycina 2. Przedstawienie ukladu z wieloma poziomami energetycznymi. Poziom
S, jest poziomem podstawowym, natomiast poziom S, jest poziomem wzbudzo-
nym. Pozostale poziomy przedstawiajg stany oscylacyjne. Foton wzbudzajacy
przedstawiony fioletowgq, pofalowang strzatkag powoduje wzbudzenie do pozio-
mu oscylacyjnego w stanie wzbudzonym. Wytracanie energii poprzez np. wibra-
cje, powoduje przejscie do poziomu S, w stanie wzbudzonym i jest przedstawione
jako czerwona, przerywana strzalka. Ten proces jest powodem przesuniecia Sto-
kesa polegajacego na tym, ze wyemitowany foton (zielona, pofalowana strzatka)
ma nizszg energie od fotonu wzbudzajacego.

cych organiczne fluorofory. Organiczny fluorofor to czesé
czgsteczki posiadajaca wczesniej wspomniany ukfad z co
najmniej dwoma poziomami energetycznymi. Poziomy
energetyczne odnosza sie do wlasciwosci elektronowych
i zostaly schematycznie przedstawione na rycinie 2. Dany
fluorofor posiada stan podstawowy, czyli stan, w ktérym
znajduje sie z najwiekszym prawdopodobieristwem przy
braku czynnikéw wzbudzajacych. Taki fluorofor posiada
liczbe pozioméw energetycznych o wyzszej energii. R6zni-
ca energii stanu podstawowego i stanu wzbudzonego jest
réwna energii potrzebnej do wzbudzenia fluoroforu ze sta-
nu podstawowego do stanu wzbudzonego. To oznacza, Ze
w przypadku fluorescencji foton wzbudzajacy dany fluoro-
for musi posiadac energie odpowiadajaca przerwie energe-
tycznej miedzy stanem podstawowym a stanem wzbudzo-
nym. Ta energia jest $cisle zdefiniowana dla danego ukladu
i wynika z kwantowej natury materii oraz oddzialywan w
skali czgsteczkowej. Fluorofor moze znajdowac sie¢ w stanie
wzbudzonym przez rézny okres, w zaleznosci od rodzaju
ukladu. Dla typowych fluoroforéw organicznych jest to czas
z zakresu 101°-10"s. Ta warto$¢ jest nazywana czasem zy-
cia fluorescencji i podobnie jak przy rozpadzie radioaktyw-
nym, opisuje rozklad prawdopodobienistwa czasu przeby-
wania w stanie wzbudzonym i nie powinna by¢ rozumiana
jako doktadna wartoé¢ czasu zycia kazdego wzbudzonego
fluoroforu danego ukladu. Podczas przebywania w stanie
wzbudzonym czasteczka traci energie. Energia czasteczki
jest tracona gléwnie w formie wibragcji, jednak istnieje row-
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niez wiele mechanizméw powodujacych stopniowe obnize-
nie energii wzbudzonego fluoroforu. Dlatego gdy dojdzie
do emisji fotonu fluorescencji, energia tego fotonu przestaje
by¢ réwna energii fotonu wzbudzenia. W efekcie diugosé
fali emisji fluorescencji jest przesunieta w kierunku diuz-
szych fal Swiatla w stosunku do fal wzbudzajacych. Diuzsze
fale Swiatla charakteryzuja sie nizsza energia w poréwnaniu
do krétszych fal. Sumujac energie fotonu fluorescencyjnego
oraz energie wytracong przez wzbudzony fluorofor w spo-
s6b nieradiacyjny np. na drodze wibracji, otrzymamy ener-
gie odpowiadajgca energii przerwy energetycznej miedzy
stanem wzbudzonym a stanem podstawowym, spelniajac
prawo zachowania energii. Przesuniecie dlugosci fali emisji
wzgledem dlugosci fali wzbudzenia jest nazywane przesu-
nieciem Stokesa [6].

Jak wspomniano wczeéniej, mikroskopia fluorescencyjna
wykorzystuje fotony powstale w procesie fluorescencji jako
zrédlo sygnalu. Oznacza to, Ze taki mikroskop obok obiek-
tywu i okularu, musi by¢ wyposazony w Zrédlo wzbudze-
nia oraz system separujacy promieniowanie wzbudzenia
od promieniowania emisji. Czesto wykorzystywanym
ukladem jest uklad epi-fluorescencyjny. Przedrostek ,epi”
$wiadczy o tym, ze promien wigzki wzbudzenia i uklad
detekcji emisji sa po tej samej stronie probki. Jako Zrédto
promieniowania wzbudzenia wykorzystywane sa lampy
ksenonowe, lampy rteciowe, lasery, diody LED, itp., w po-
aczeniu z odpowiednimi filtrami. Uklad detektora czesto
jest wyposazony w zwierciadlo dichroiczne, czyli zwiercia-
dto przepuszczajace np. jedynie fotony emisji fluorescencj.
Fotony o dlugosci fali wzbudzenia zostaja odbite. Poprzez
umieszczenie detektora za zwierciadtem dichroicznym je-
steSmy w stanie rejestrowac sygnat odpowiadajacy dtugosci
fali emisji prébki [5].

W wiekszosci przypadkéw badana préobka nie posiada
wystarczajacej ilosci fluoroforéw, aby méc ja zobrazowac.
Sygnat fluorescencji pochodzacy od niespreparowanej
znacznikami fluorescencyjnymi probki jest nazywany auto-
fluorescencja, czyli fluorescencja wiasna. Gléwnym atutem
mikroskopii fluorescencyjnej jest mozliwos¢ stosowania
specjalnych znacznikéw fluorescencyjnych. Taki znacznik
jest czasteczka fluorescencyjna posiadajaca pewna specy-
ficznosé barwienia. Moze wybidrczo wigzaé sie np. jedy-
nie z dang tkankg, bialkiem, czasteczky, itd. Analogicznie,
w mikroskopii jasnego pola stosowane jest wybarwianie
np. metoda Grama, umozliwiajace rozréznienie bakterii ze
wzgledu na rodzaj budowy $ciany komérkowej. Wiele lat
rozwoju mikroskopii pozwolilo na zaprojektowanie i synte-
ze catej gamy barwnikéw, umozliwiajacych selektywne bar-
wienie celé6w biologicznych. W efekcie poprzez zastosowa-
nie réznych barwnikéw fluorescencyjnych mozna uzyskaé
nie tylko wysoki kontrast barwionego elementu probki,
ale réwniez wspoétlokalizowaé np. dwa biatka wybarwione
dwoma réznymi znacznikami.

MIKROSKOPIA KONFOKALNA

Podstawowe techniki mikroskopii fluorescencyjnej na-
dal charakteryzuja sie ograniczong rozdzielczosciag i kon-
trastem. Mikroskopia konfokalna znaczaco polepszyla
jakos¢ obrazéw oraz umozliwila obrazowanie stosunko-
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wo grubych prébek. Mikroskopia konfokalna w znaczacy
sposob polepsza kontrast, rozdzielczos¢ oraz ogranicza za-
kres ptaszczyzny ogniskowej, z ktorej jest zbierane $wiatto.
Dzieki temu jest mozliwe obrazowanie probek o wiekszym
przekroju niz w mikroskopii epi-fluorescencyjnej. Mozliwe
jest réwniez wykonywanie obrazéw plaszczyzn xz lub yz
(gdzie z to 08 optyczna prostopadla do prébki) oraz tworze-
nie tzw. z-stoséw, czyli serii obrazéw, w ktérych kazdy ko-
lejny ma nieco przesunieta plaszczyzne ogniskowa wzgle-
dem ostatniego, w efekcie obrazujac tréjwymiarowa prze-
strzenn probki. W przeciwieristwie do mniej rozwinietych
metod mikroskopowych, w mikroskopii konfokalnej stosuje
sie specjalne przestony oraz odpowiedni uklad umozliwia-
jacy dokladne sterowanie zaréwno skupiona wiazka pro-
mieniowania wzbudzajacego, jak i promieniowania emisji.
Najczesciej stosuje sie uklad wykorzystujacy skanowanie
laserem lub z wirujacym dyskiem. W efekcie podczas da-
nego momentu pomiaru, miejsce wzbudzenia jak i miejsce
zbierania sygnatu sg écisle ograniczone w osiach x, y oraz z.
W ukladzie skanujacego lasera zaréwno uklad detekcji jak i
uklad wzbudzenia sg przesuwane wzgledem probki i zbie-
rane sg informacje pomiarowe piksel po pikselu. Natomiast
mikroskopy wykorzystujace wirujacy dysk sa wyposazone
w dysk Nipkowa oraz mikrosoczewki. Dysk Nipkowa to
wirujaca tarcza wyposazona w szereg przyston, czyli ma-
tych otworkéw ulozonych z lekkim przesunieciem wzgle-
dem siebie, wzdtuz promienia tarczy. Gdy dysk jest wpra-
wiony w ruch obrotowy, $wiatto przechodzace przez uklad
mikrosoczewek oraz przestony jest rejestrowane przez de-
tektor. W efekcie otrzymujemy obraz. Ze wzgledu na to, ze
przystony na tarczy ruszaja si¢ ruchem obrotowym, efek-
tem rejestrowania fotonéw z jednej przestony bedzie obraz
o ksztalcie tuku.

LIMIT DYFRAKCJI ABBEGO

Korzystajac z mikroskopu konfokalnego osiaga sie gra-
nice mozliwosci klasycznej mikroskopii optycznej. Przy
wykorzystaniu optymalnego uktadu pomiarowego z obiek-
tywem o wysokiej aperturze numerycznej nawet po zloka-
lizowaniu pojedynczego zrédta fotonéw, czyli np. pojedyn-
czego fluoroforu, na obrazie pomiarowym nie bedzie on
rzeczywistych rozmiaréw czasteczki fluoryzujacej czy foto-
nu. Sygnal pomiarowy bedzie rozmyta plama o sciéle zdefi-
niowanym rozkladzie przestrzennym, charakterystycznym
dla danego ukladu optycznego oraz prébki. Ten rozktad jest
nazywany funkcja rozmycia punktu (ang. Point Spread Func-
tion, PSF). Funkcja ta w bezposredni sposéb wplywa na roz-
dzielczos¢ systemu. W optyce jako rozdzielczo$¢ rozumiana
jest najmniejsza odlegloé¢ miedzy dwoma zrédtami punk-
towymi fotonéw, przy ktorej jest mozliwe ich rozréznienie.
PSF punktowego zrédla fotonéw w wyidealizowanej sytu-
acji przyjmuje forme plamki Airy’ego, czyli okraglej plamy
o malejacej intensywnosci wzdluz jej promienia, otoczonej
pierécieniami. Plamka Airy’ego jest efektem dyfrakcji, czyli
natury falowej Swiatla. W drugiej polowie XIX wieku Ernst
Abbe zdefiniowal teoretyczny limit rozdzielczosci dla da-
nego ukladu pomiarowego. Zauwazyl, ze maksymalna
rozdzielczosd¢ jest zalezna od dlugos¢ fali rejestrowanego
$wiatla, wspoélczynnika zatamania osrodka oraz apertu-
ry numerycznej ukladu optycznego wykorzystywanego
do rejestracji. Apertura numeryczna to kluczowa wielkosé
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charakteryzujaca elementy optyczne,opisujaca maksymal-
ny kat miedzy osig optyczna a $wiatlem skupianym przez
soczewke. Wzrost apertury numerycznej jest Scisle zwiaza-
ny z polepszeniem rozdzielczosci. Dzieje sie tak, poniewaz
kazdy foton niesie informacje o prébce, w zwiazku z tym
strata fotonu jest rOwnowazna ze strata informacji. Wzoér

A 1
d= 2nsind 2NA

jest matematyczng reprezentacja wcze$niej opisanej zalez-
nosci, gdzie d to rozdzielczos¢ systemu, A to dtugosc obser-
wowanej diugoéci fali, n to wspélczynnik zatamania swiatta
osrodka, 0 to maksymalna warto$¢ kata miedzy osig optycz-
na a trajektorig fotonu, pod ktérym foton moze pada¢ na
obiektyw, NA to apertura numeryczna obiektywu.

Przy podstawieniu wartosci typowych dla mikroskopéw
konfokalnych, wartos¢ rozdzielczosci d jest w przyblizeniu
réwna 200 nm i zwykle jest aproksymowana jako polowa
dtugosci obserwowanej fali $wiatta. Taka warto$¢ jest zna-
czaco mniejsza od wielkosci pojedynczej komorki, jednak
nauka wraz z jej postepem, coraz czeéciej wymaga rozdziel-
czosci z zakresu rozmiaréw podstawowych czasteczek bio-
logicznych takich jak np. biatka. Dlatego naukowcy opra-
cowali szereg metod pozwalajacych na ominiecie limitu
Abbego, z ktérych czes¢ bedzie przedstawiona ponizej [7].

RODZAJE TECHNIK MIKROSKOPII
SUPER-ROZDZIELCZE]

Jak wyzej wspomniano, naukowcy znalezli sposoby
na przekroczenie limitu Abbego, tym samym umozliwia-
jac obrazowanie proceséw mikroskopowych ze wczeéniej
niespotkana szczegélowoscia. W dziedzinie mikroskopii
super-rozdzielczej, techniki sg dzielone na dwie gléwne
podkategorie. Pierwsza podkategorig sa metody determi-
nistyczne, druga jest mikroskopia stochastyczna. Nazwa
pierwszej podkategorii $wiadczy o okreslonosci metody. W
metodach deterministycznych pozycje fluoroforéw sa wy-
znaczane poprzez pomiar bezposredni. Aparatura pomia-
rowa dostarcza informacje w formie lokalizacji w obrebie
pola widzenia. Ta informacja moze by¢ dostarczana np. w
formie pikseli o wyzszej intensywnosci w obrebie obrazu.
Otrzymane piksele o wyzszej intensywnosci niosa pelng
informacje pomiarowa, a rozdzielczos¢ ponizej limitu Ab-
bego wynika z procesu pomiarowego. Przykladem deter-
ministycznej techniki mikroskopii super-rozdzielczej jest
technika STED (ang. Stimulated Emission Depletion Microsco-
py), ktéra dokladniej bedzie opisana w dalszej czesci tekstu.
Obok techniki STED warto wspomnie¢ o technice SIM (ang.
Structured Illumination Microscopy), gdzie probka jest wzbu-
dzana wiazka, ktéra w plaszczyZnie prébki posiada scisle
okredlony wzér powstaly w efekcie interferencji. Przykta-
dem takiego wzoru moga by¢ prazki moiré. Poprzez ma-
tematyczng dekonwolucje szeregu obrazéw otrzymuje sie
obraz super-rozdzielczy [8].

Druga podkategoria jest mikroskopia stochastyczna. Sto-
chastycznosé, czyli losowos¢ procesu wynika z wykorzysta-
nia znacznikéw fluorescencyjnych o bardzo specyficznych
wlasciwosciach fluorescencyjnych. Chemiczne wiasciwosci
znacznikéw charakteryzuja si¢ tym, Ze rozwazajac cala po-
pulacje znacznikéw zwigzanych z celami biologicznymi,
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wiekszos¢ z nich, przez dominujacy czas bedzie w formie
niewykazujacej fluorescencji. Dzieki temu mozna przyjac,
ze wykonujac pojedynczy obraz, kazda grupa pikseli o wyz-
szej intensywnosci pochodzi od tylko jednego fluoroforu.
Nastepnie przy wykorzystaniu odpowiednich algorytméw
oraz znajac PSF, mozliwe jest matematyczne wyznaczenie
najprawdopodobniejszej lokalizacji Zrédel promieniowania
danej grupy pikseli o wyzszej intensywnosci. Po wykona-
niu takiej operacji matematycznej, analizowany jest kolejny
obraz tej samej probki wykonany po wczesniej analizowa-
nym obrazie. Widoczne na nim piksele wyzszej intensyw-
nosci beda pochodzily od nieco innej populacji fluorescen-
cyjnie aktywnych znacznikéw. Proces jest przeprowadzany
wielokrotnie, zwiekszajac prawdopodobiefistwo zebrania
sygnatu ze wszystkich oznakowanych czasteczek. Lokali-
zacje znacznikéw wyznaczone ze wszystkich obrazéw, sa
nastepnie nakladane na pojedynczy obraz super-rozdziel-
czy. Gléownym parametrem rozrézniajacym metody sto-
chastyczne jest rodzaj zastosowanych znacznikéw, czyli
spos6b uzyskiwania populacji czasteczek aktywnych flu-
orescencyjnie oraz nieaktywnych. Przyktadem mikroskopii
stochastycznej sg techniki SOFI (ang. Super-resolution Optical
Fluctuation Imaging), PALM (ang. Photoactivated Localization
Microscopy) oraz STORM (ang. Stochastic Optical Reconstruc-
tion Microscopy) [8,9].

Obok wczesniej wymienionych podkategorii istnieja tez
metody, nie dajace sie jednoznacznie sklasyfikowacé. Jedna z
nich, jest technika MINFLUX (ang. MINimal photon FLUXes),
ktéra zostanie opisana w dalszej czesci [10].

MIKROSKOPIA STED

Nazwa STED pochodzi z jezyka angielskiego i jest skro-
tem od stimulated-emission-depletion, czyli stymulowanego
wygaszania emisji. Technika powstata w latach dziewiec-
dziesiatych ubieglego wieku pod kierownictwem Stefana
Hella, ktéry w roku 1994 opublikowat pierwszy artykut do-
tyczacy swojego odkrycia [11]. Wprawdzie istnieje patent
V.A. Okhonina, pracownika Instytutu Biofizyki Akademii
Nauk ZSSR, ztozony w 1986 roku, opisujacy analogiczny
pomyst, jednak to Stefanowi Hellowi przyznano w 2014
roku obok Erica Betziga oraz Williama E. Moernera Nagro-
de Nobla za rozw6j super-rozdzielczej mikroskopii fluore-
scencyjnej. Aby zrozumie¢ podstawy teoretyczne mikrosko-
pii STED konieczne jest zrozumienie procesu nazywanego
emisja wymuszona. Schemat tego procesu jest przedstawio-
ny na rycinie 3.

Obok absorbcji oraz emisji spontanicznej, emisja wymu-
szona to jedna z mozliwosci interakcji elektronéw ze $wia-
ttem. Fluorofor w stanie wzbudzonym moze przejs¢ do
stanu podstawowego albo na drodze spontanicznej emisji
fotonu, czyli fluorescengji, albo na drodze emisji wymuszo-
nej. Podczas gdy emisja spontaniczna zachodzi samorzut-
nie, emisja wymuszona nastepuje pod wplywem interakcji
wzbudzonego fluoroforu z fotonem inicjujacym. Foton wy-
emitowany w procesie emisji wymuszonej jest spéjny z fo-
tonem inicjujacym. Oznacza to, ze obydwa fotony posiadaja
réwna energie, faze oraz polaryzacje [6]. Jednak emisja wy-
muszona niekoniecznie musi zachodzi¢ ze stanu wzbudzo-
nego do stanu podstawowego. W rzeczywistych systemach
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Rycina 3. Wykres przedstawiajacy poziomy energetyczne: a. Foton wzbudzajacy
powodujacy przejscie ze stanu podstawowego do poziomu oscylacyjnego stanu
wzbudzonego L,. b. Relaksacja bezpromienista do poziomu wzbudzonego S,.
c. Foton inicjujacy pochodzacy z wigzki lasera wygaszajacego. d. Para fotonow
wynikajacych z emisji wymuszonej. Przejécie energetyczne z poziomu wzbudzo-
nego S, do poziomu oscylacyjnego L,. Fotony sa ze soba spéjne, co oznacza, ze
dtugosé¢ promieniowania odpowiada dtugosci fali lasera wygaszajacego oraz jest
réwna réznicy energii poziomow S, oraz L,. e. Foton resztkowy bedacy rezulta-
tem niewystarczajacej mocy wigzki wygaszajacej. Jego dtugos¢ odpowiada dtu-
goéci fluorescencji emitera znajdujacego sie¢ we wzbudzajacym polu laserowym.

obok stanu podstawowego i stanow wzbudzonych istnie-
ja réwniez stany oscylacyjne, ktére znajduja sie pomiedzy
tymi stanami energetycznymi. Absorpcja fotonu wigze sie
ze wzbudzeniem na jeden ze wczesniej wspomnianych sta-
néw oscylacyjnych. Po wstepnej relaksacji bezpromienistej
do podstawowego poziomu wzbudzonego S,, emisja wy-
muszona bedzie polegata na przejéciu z tego stanu do stanu
o nizszej energii. R6znica energetyczna poziomu, na ktérym
proces emisji wymuszonej sie rozpoczyna oraz poziomu, na
ktérym emisja wymuszona sie koniczy odpowiada dlugosci
fali fotonu inicjujgcego. Jezeli rozbudujemy uktad mikrosko-
pu konfokalnego, ktéry jest wyposazony w laser wzbudze-
nia, o laser wygaszajgcy, mozemy wykorzysta¢ emisje wy-
muszong do stworzenia ograniczonej przestrzennie wigzki
wzbudzenia. W tym celu nalezy odpowiednio zmodyfiko-
wac ksztalt wigzki lasera wygaszajacego. Najczesciej wyko-
rzystywanym ksztaltem wigzki w plaszczyznie probki jest
ksztalt torusa (Ryc. 4 przedstawia podstawy techniki STED).
Oznacza to, Ze wigzka lasera wygaszajacego w plaszczyZnie
probki bedzie przypominata obwarzanek, ktérego otwoér
bedzie miat srednice okoto 40 nm. Nastepnie przy naloze-
niu wigzki wzbudzajacej na wigzke wygaszajaca otrzyma-
my probnik fluorescencyjny. Jezeli wyznakujemy probke
znacznikiem fluorescencyjnym, ktérego energia ekscytacji
odpowiada energii wigzki lasera wzbudzajgcego, natomiast
réznica energii stanu wzbudzonego i jednego z energetycz-
nie nizszych pozioméw oscylacyjnych odpowiada energii
wigzki wygaszajacej, bedziemy mogli zarejestrowac jego
fluorescencje z ponizejdyfrakcyjna rozdzielczoscig. Napro-
wadzajac nasz prébnik fluorescencyjny na populacje fluoro-
foréw bedziemy mieli do czynienia z dwoma zjawiskami
fizycznymi. Jezeli fluorofor znajduje sie¢ w obrebie srodka
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Rycina 4. Podstawy techniki STED. a. Schematyczne przedstawienie rzutu xy
PSF prébnika fluorescencyjnego STED w plaszczyznie ogniskowej. Czerwony
torus przedstawia wigzke wygaszajacg, natomiast na zielono przedstawiona
jest wigzka wzbudzenia. Efektywna $rednica wigzki wzbudzajacej zostata ozna-
czona symbolem @. b. Wykres natezenia pola laserowego od przemieszczenia
w osi y. Na czerwono zaznaczona zostala wigzka wygaszajaca, natomiast na
zielono - wigzka wzbudzajgca. Gdy badany fluorofor znajdzie si¢ w pozygji 1.
(czerwona gwiazdka) dojdzie gléwnie do emisji wymuszonej. Dlatego jego emi-
sja zostanie oddzielona od rejestrowanego obrazu. W tej pozycji jedynie bardzo
matla ilos¢ wyemitowanych fotonéw bedzie posiadata dlugos¢ fali fluorescencji
niewygaszonej. Ich ilos¢ jest bezposrednio zalezna od mocy wiagzki wygaszajacej.
Jezeli fluorofor znajduje si¢ w pozygji II. (pomarariczowa gwiazdka), bedzie on
oddziatywal jedynie z promieniowaniem wzbudzajacym. Dzieki temu emisja flu-
orescencji bedzie rejestrowana przez detektor. Centrum wzbudzajace prébnika
wynosi w przyblizeniu 40 nm i jest zalezne od mocy wigzki wygaszajacej. c. Wid-
mo spektralne. Na turkusowo przedstawiona jest wigzka lasera wzbudzajacego,
ktorego maksimum jest oznaczone jako I. Kolorem zielonym przedstawione jest
pasmo emisji fluorescencji znacznika. Maksimum tego pasma jest oznaczone jako
II. Pomaraniczowym kolorem zaznaczono emisje z obszaru wygaszanego. Lokal-
ne maksimum zaznaczone III. jest efektem niewystarczajacej mocy wigzki wyga-
szajacej, natomiast maksimum IV. jest efektem zjawiska wymuszonej emisji pod
wplywem lasera wygaszajacego przedstawionego na czerwono oraz oznaczone-
go V. Czerwonym polem oznaczono zakres spektralny, ktéry jest oddzielony od
wigzki rejestrowanej detektorem. Moc wigzki wygaszajacej jest okoto 100-krotnie
wieksza od mocy wigzki wzbudzajacej. Przy optymalnie dobranych warunkach
pomiarowych maksimum lokalne III. bedzie dazylo do zera, natomiast maksi-
mum lokalne IV. bedzie wykazywalo wigeksza intensywnos¢.

torusa wigzki wygaszajacej, bedzie on napromieniowywa-
ny jedynie wiazka wzbudzajacg. W efekcie fluorofor przej-
dzie do wyzszego stanu oscylacyjnego stanu wzbudzonego,
aby nastepnie przejé¢ z powrotem do stanu podstawowe-
go, czemu towarzyszy¢ bedzie spontaniczna emisja fotonu
fluorescencji. Jezeli jednak rozwazany fluorofor jest prze-
suniety wzgledem $rodka wiazki wzbudzajacej, bedzie on
ulegat dziataniu zaréwno wiazki wzbudzenia, jak i wigzki
wygaszajacej. Oznacza to, ze jezeli zostanie on wzbudzony
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pod wptywem wiazki wzbudzajacej i ulegnie relaksacji bez-
promienistej do podstawowego poziomu wzbudzonego S,,
foton wigzki wygaszajacej moze doprowadzi¢ do procesu
emisji wymuszonej ze stanu wzbudzonego do odpowied-
niego poziomu oscylacyjnego stanu podstawowego. Ener-
gia fotonu wyemitowanego w procesie emisji wymuszonej
bedzie nizsza, a wiec przesunieta w stosunku do fotonu
wyemitowanego przez fluorofor w centrum torusa o wyz-
szej energii. Dzieki takiemu zabiegowi uzyskujemy rozdzial
spektralny fotonéw wyemitowanych ze $rodka prébnika
w stosunku do fotonéw wyemitowanych z obrebu torusa
wygaszajacego. Jezeli uklad detekcji bedzie wyposazony w
optyke przepuszczajaca jedynie dlugos¢ fali fluorescencji
pochodzaca od fluoroforéw z centrum, rozdzielczosé uzy-
skanego obrazu bedzie zalezna od wielkoéci otworu torusa
wygaszajacego.

Jedna z gtéwnych wad techniki STED jest wysoka moc
wigzki wygaszajacej, mogaca powodowaé fotowybielenie
oraz zniszczenie probki. Jezeli zostanie wykorzystana wiaz-
ka onizszej mocy, prawdopodobieristwo wymuszonej emisji
spada, na skutek czego czes¢ fluoroforéw zlokalizowanych
w obrebie torusa wygaszajacego moze ulec emisji sponta-
nicznej, uniemozliwiajac ponizejdyfrakcyjna rozdzielczosé.
Innymi slowy, uzyskana rozdzielczos¢ jest zalezna od mocy
wiazki wygaszajacej, a jej zmiana umozliwia regulacje PSF.
Dodatkowo, rozdzielczosé¢ techniki STED zalezy od éredni-
cy ograniczonej przestrzennie wiazki wzbudzenia. Ta wiaz-
ka wzbudzenia jest ograniczona torusem wygaszajacym,
ktérego ksztalt powstaje wskutek odpowiedniej modulacji
wigzki laserowej. Modulacja wiazki laserowej polega na
wykorzystaniu interferencji konstruktywnej oraz destruk-
tywnej fal $wiatla i réwniez jest ograniczona dyfrakcja.
Aktualny stan nauki nie pozwala na dalsze pomniejszenie
efektywnej srednicy wiazki wzbudzajacej.

Mikroskopia STED jest zaliczana do deterministycznych
metod mikroskopii super-rozdzielczej, poniewaz potozenie
znacznikéw jest wyznaczane bezposrednio prébnikiem flu-
orescencyjnym. Rejestrowany obraz nie wymaga zadnych
dodatkowych operacji matematycznych, a rozdzielczos¢
wynika bezposrednio z aparatury pomiarowej [12].

MIKROSKOPIA MINFLUX

Mikroskopia MINFLUX znaczgco rézni sie od poprze-
dzajacych ja technik mikroskopii super-rozdzielczych. Na-
zwa bedaca skrétem od MINimal photon FLUXes, czyli mi-
nimalnych strumieni fotonéw, sugeruje mniejsza zaleznos¢
rozdzielczosci obrazu od ilosci fotonéw [10]. Jak wczedniej
wytlumaczono, technika MINFLUX 1aczy podejscie deter-
ministyczne z podejsciem stochastycznym. Podobnie jak
mikroskopia STED, mikroskop do techniki MINFLUX zwy-
kle bazuje na mikroskopie konfokalnym, rozbudowanym o
uklad ksztaltujacy wiazke prébnika swietlnego. W przeci-
wienistwie do techniki STED, nie korzysta sie z emisji wy-
muszonej. Natomiast wigzka wzbudzenia jest formowana
tak, by otrzymaé w plaszczyznie probki torus. Zostalo to
schematycznie przedstawione na rycinie 5. Otrzymany to-
rus charakteryzuje sie centralnym minimum intensywnosci,
otoczonym pierscieniem nasilajacej sie intensywnosci. Tak
uformowana wiazka jest przesuwana po probcee, az do za-
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Rycina 5. Podstawy mikroskopii MINFLUX. a. Rzut xy w plaszczyznie ogni-
skowej probnika fluorescencyjnego. Na czerwono przedstawiony zostal rozklad
wigzki. W centrum widoczne jest minimum natezenia pola laserowego. b. Sche-
matyczne przedstawienie prostej sekwencji pomiarowej. Wykres przedstawia
zmiane pozycji probnika fluorescencyjnego podczas gdy pozycja fluoroforu jest
stata. c. Wykres strumienia fotonéw rejestrowanego przez detektor. O$ czasu
oraz wartosci natezenia strumienia fotonéw wykresu c. odnosza sie do sekwencji
pomiarowej przedstawionej w punkcie b. Im blizej fluorofor znajduje sie mini-
mum prébnika fluorescencyjnego, tym mniejsza ilos¢ fotonéw jest rejestrowana
przez detektor. Z tego wynika, ze strumien fotonéw jest odwrotnie proporcjonal-
ny do uzyskanej rozdzielczosci technika MINFLUX.

rejestrowania sygnatu fluorescencji, ktéry jest rownowazny
z napotkaniem znacznika fluorescencyjnego. Po wstepnym
zlokalizowaniu fluoroforu rozpoczyna sie sekwencja trian-
gulacyjna, podczas ktérej probnik fluorescencyjny jest prze-
suwany w Scisle zdefiniowany sposéb, w co najmniej cztery
pozycje pomiarowe. Rozwazajac idealny przypadek, w kto-
rym fluorofor znajduje si¢ centralnie w minimum intensyw-
nosci torusa prébnika wzbudzajacego, detektor nie bedzie
rejestrowal zadnych fotonéw. Poniewaz funkcja opisujaca
rozklad przestrzenny intensywnosci torusa wzbudzajgcego
jest znana, posiadanie wartosci intensywnosci fluorescencji
badanego znacznika z czterech pozycji pomiarowych umoz-
liwia obliczenie dokladnej lokalizacji Zrédia fotonéw. Do-
datkowo, im lepiej jest oszacowana pozycja znacznika pod-
czas wstepnej lokalizacji, tym mniejsza ilos¢ fotonéw bedzie
rejestrowana, poniewaz tym blizej minimum intensywnosci
torusa wzbudzajacego znajduje sie znacznik. Z tego wyni-
ka, ze zaleznos¢ rozdzielczosci od fotonéw fluorescendji jest
odwrotnie proporcjonalna. Od tej prawidlowosci wzieta sie
nazwa techniki. Dotychczas opisana procedura moze by¢
zakwalifikowana jako metoda deterministyczna. Jednak,

Postepy Biochemii 70 (2) 2024

jezeli dwa znaczniki znajduja sie¢ blisko siebie, sekwen-
¢ja triangulacyjna nie bedzie w stanie wyznaczy¢ pozycji i
pomiar obydwu fluoroforéw zostanie odrzucony. W tym
miejscu naukowcy posilkuja sie metodami stochastyczny-
mi. W celu zapobiegania znalezienia si¢ dwoéch aktywnych
fluorescencyjnie czasteczek w obrebie znacznika fluorescen-
cyjnego stosuje sie znaczniki mogace ulec fotoaktywacji lub
znaczniki migotajace. Dobranie czgsteczek jako znaczniki,
ktére wykazuja optymalne wiasciwosci fizykochemiczne,
umozliwia ograniczenie populacji aktywnych fluoroforéw,
tym samym pozwalajgc na pomiar metodg MINFLUX [10].
Polaczenie podejécia stochastycznego oraz deterministycz-
nego umozliwia otrzymanie rozdzielczosci siegajacej 2 nm,
podczas gdy dlugosé typowego wigzania miedzy dwoma
atomami wegla o hybrydyzacji sp®* wynosi 0,153 nm. Bio-
czasteczki zwykle skladaja sie z duzej ilosci atoméw, np.
trytyna, najwigksze znane biatko ludzkie, sktada sie z okoto
30 tysiecy reszt aminokwasowych. Dlatego technika MIN-
FLUX jest poteznym narzedziem w rekach biologéw, a jej
rozdzielczos¢ jest optymalna do badania proceséw biomo-
lekularnych.

ZNACZNIKI FLUORESCENCYJNE I ICH ZNACZENIE
W SUPER-ROZDZIELCZEJ] MIKROSKOPII

Rozwazajac metody mikroskopii fluorescencyjnej, obok
zagadniefi optyczno-technicznych, kluczowa role odgry-
waja znaczniki fluorescencyjne [13]. To one pozwalajg uzy-
skiwac obrazy super-rozdzielcze. Obok podstawowych pa-
rametréw, takich jak: dlugosé fali wzbudzenia, czas zycia
fluorescencji oraz dtugos¢ fali emisji, znaczniki mozna scha-
rakteryzowaé¢ uwzgledniajac sposéb przelgczania miedzy
stanem fluorescencyjnie aktywnym a nieaktywnym. Pod-
czas gdy w technice STED preferowane sa barwniki, ktére
wykazuja wysoka odpornosé na fotowybielanie oraz sa nie-
ustannie w stanie fluorescencyjnym, w technice MINFLUX
wymagane sg fluorofory mogace zmienia¢ swoj stan, czyli
tak zwane fotoprzetaczniki. Obok wiasciwosci fotochemicz-
nych, wlaéciwosci strukturalne znacznikéw sa réwnie klu-
czowe. Dotychczas w artykule pomijany byt temat sposobu
znakowania celéw molekularnych w prébkach biologicz-
nych. Warto mie¢ na uwadze, ze dla metod super-rozdziel-
czych, takich jak MINFLUX, wielkoé¢ czasteczki znacznika
ma istotne znaczenie. Czesto stosowane metody polegajace
na wykorzystaniu przeciwcial sa nieoptymalne, poniewaz
wielkos$¢é kompleksu przeciwcial moze by¢ istotnie wieksza
od osiagalnej rozdzielczoéci. W zwiazku z tym, otrzymy-
wana rozdzielczos¢ nie jest ograniczona limitem aparatury
pomiarowej, lecz rozmiarem przeciwciata. Dlatego zosta-
ty rozwiniete miedzy innym metody SNAP-Tag® HALO-
-Tag® czy CLIP-Tag™ [14]. Wszystkie te metody wymagaja
wprowadzenia w cel molekularny odpowiedniego znacz-
nika, ktéry nie jest fluorescencyjny. Proces w uproszczeniu
jest przedstawiony na rycinie 6. Wprowadzenie znacznika
czesto wymaga genetycznej modyfikacji badanego biatka.
Modyfikacja ta umozliwia nastepnie wprowadzenie odpo-
wiedniego znacznika fluorescencyjnego, ktérego struktura
chemiczna bedzie powodowala wigzanie ze znacznikiem
niefluorescencyjnym zmodyfikowanego genetycznie celu
biatkowego. Kompleks znacznika niefluorescencyjnego
ze znacznikiem fluorescencyjnym jest duzo mniejszy i w
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Rycina 6. Strategia obrazowania biologicznych celéw molekularnych. a. Zidentyfikowanie celu molekularnego w komérce. b. Genetyczna modyfikacja prowadzaca do
ekspresji znacznika niefluorescencyjnego w celu przedstawionym na niebiesko. ¢. Wybarwienie probki znacznikiem fluorescencyjnym przedstawionym jako gwiazdka,
ktory wiaze sie jedynie ze zmodyfikowanym celem molekularnym. W rezultacie istnieje mozliwos¢ lokalizacji celu molekularnego w komorce.

zwigzku z tym jest optymalny dla technik takich jak MIN-
FLUX.

RODZAJE FOTOPRZELACZNIKOW

Znaczniki wykazujace wlasciwosci fotoprzelacznikow
mozna zakwalifikowaé w nastepujace kategorie: fotoakty-
wowalne, fotokonwertowalne, migotajace oraz fotoprzela-
czalne. Rycina 7 schematycznie przedstawia dzialanie kaz-
dego omoéwionego rodzaju fotoprzetacznika.

Fotoaktywowalne znaczniki w stanie poczatkowym sa w
stanie nieaktywnym fluorescencyjnie. Pod wptywem czyn-
nika np. promieniowania odpowiedniej dlugosci ulegaja
przeksztalceniu chemicznemu do formy aktywnej fluore-
scencyjnie. Po zarejestrowaniu ich sygnatu ulegaja nieod-
wracalnemu fotowybieleniu. Tego rodzaju znaczniki stano-
wig podstawe techniki PALM [13].

Fotokonwertowalne fluorofory w stanie pierwotnym wy-
kazuja fluorescencje o danej dtugosci fali emisji. Pod wpty-
wem promieniowania o odpowiedniej diugosci ulegaja nie-
odwracalnemu przeksztalceniu chemicznemu, w efekcie,
dlugosc¢ emisji ulega zmianie [13].

Migotajace fluorofory (ang. blinking fluorophores) sa w
réwnowadze miedzy dwoma formami, gdzie jedna jest for-
ma aktywna fluorescencyjnie, a druga forma nieaktywna.
W przeciwienistwie do poprzednich rodzajéw fluoroforéw,
proces ma charakter odwracalny. W zwigzku z tym, réw-
nowaga procesu moze by¢ przesunieta w kierunku jedne-
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go z dwoch stanéw. PolozZenie réwnowagi reakgji jest cisle
zalezne od jej mechanizmu i w zaleznosci od rodzaju me-
chanizmu, eksperymentator moze wplyna¢ na polozenie
réwnowagi. Przykladem mechanizmu moze by¢ réwnowa-
ga kwasowo-zasadowa. W takim wypadku polozenie row-
nowagi reakgji jest zalezne od pH badanej probki oraz pK,
protonéw bioracych udzial w reakcji. Polozenie réwnowagi
reakcji $ciéle dyktuje populacje czasteczek w stanie aktyw-
nym i nieaktywnym fluorescencyjnie. Poprzez scharaktery-
zowanie réznorakich proceséw réwnowagowych szerokiej
gamy znacznikéw migotajacych, mozna dobra¢ odpowied-
ni fluorofor, ktérego stosunek populacji aktywnych w sto-
sunku do nieaktywnych form bedzie optymalny. Znaczniki
tego rodzaju moga by¢ wykorzystane w mikroskopii SOFI
oraz MINFLUX [15].

Fotoprzetaczalne znaczniki sa podobne do fotoaktywo-
walnych znacznikéw. Réznia sie od nich odwracalnoscia
reakgji indukowang promieniowaniem danej dtugosci fali.
Oznacza to, ze majac czasteczke w stanie nieaktywnym, na-
promieniowanie jej promieniowaniem o dtugosci A skutku-
je przelaczeniem jej w stan aktywny fluorescencyjnie. Gdy
aktywna czasteczka zostanie nastepnie poddana promie-
niowaniu o diugosci B, ulegnie ona przelaczeniu do stanu
nieaktywnego fluorescencyjnie. Teoretycznie przelaczanie
miedzy stanami powinno by¢ odwracalne, w praktyce cza-
steczki po kilku cyklach moga ulec fotowybieleniu. Fluoro-
fory o takich wlasciwosciach sa stosowane w mikroskopii
MINFLUX oraz STORM [13].

https:/ / postepybiochemii.ptbioch.edu.pl/
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Rycina 7. Rodzaje fotoprzelacznikéw. Symbol kotwicy przedstawia cel molekularny oznaczony znacznikiem fluorescencyjnym (gwiazdka). Dodatkowo, praktycznie
kazdy emiter fluorescencyjny moze ulec fotowybieleniu, co jest przedstawione znieksztalcong czarng gwiazdka a. Fotoaktywowalny fluorofor ze stanu nieaktywnego
fluorescencyjnie przechodzi w stan aktywny pod wplywem fotonu (falowana, fioletowa strzatka). b. Fotokonwertowalny fluorofor zmienia dtugos¢ emisji fluorescencji
pod wptywem fotonu. ¢. Migotajacy fluorofor bedacy w réwnowadze. Stosunek statych réwnowagi k /k, opisuje prawdopodobienistwo znalezienia si¢ danego fluoroforu
w stanie aktywnym fluorescencyjnie. d. Fotoprzelaczalny fluorofor ze stanu niekatywnego moze przejs¢ do stanu aktywnego pod wpltywem fotonu fioletowego, natomiast

foton zielony powoduje powrét do stanu nieaktywnego.

PRZYKEAD ZASTOSOWANIA TECHNIKI MINFLUX

Technika MINFLUX nie tylko umozliwia lokalizowanie
czasteczek, ale pozwala rowniez na ich Sledzenie. Ta funk-
gja zostala wykorzystana przez naukowcéw, ktérzy badali
ruch biatka motorycznego kinezyna-1. Kinezyny sa znane
z ich specyficznego sposobu poruszania si¢, przypominaja-
cego kroczenie po mikrotubulach w kierunku + wewnatrz
komorki. Gléwnym zadaniem tego biatka jest transport
wewnatrzkomoérkowy. Jedna z najpopularniejszych hipo-
tez sugeruje, ze ruch nie jest zasilany energia pozyskiwa-
na z hydrolizy czasteczek ATP, lecz jest wynikiem ruchéw
Browna [16,17, 18]. Energia z hydrolizy ATP sluzy bloko-
waniu zmiany zwrotu ruchu, niczym zawoér zwrotny. Ruch
biatka mozna poréwnac do osoby znajdujacej sie w morzu
w poblizu brzegu, trzymajacej sie liny biegnacej do ladu.
Osoba jest twarza skierowana do ladu i czeka na nadejscie
fali od tytu. Energia fali jest nastepnie wykorzystana w celu
przemieszczenia w kierunku brzegu. Gdy tylko woda za-
czyna ponownie odplywac w kierunku morza, osoba tapie
sie reka za line, blokujac oddalanie si¢ od brzegu. Powtarza-
jac sekwencje ruchéw bez duzego wydatku energii osoba
moze wydostac sie z wody. Kinezyna jest dimerem, ktérego
jedna podjednostka sklada sie z gtéwki posiadajacej dome-
ne motoryczng oraz szyjki, ktéra Iaczy sie z szyjka drugiej
podjednostki tworzac superhelise. W eksperymencie z wy-
korzystaniem techniki MINFLUX naukowcy wykazali, ze
technika ta jest odpowiednia do badania zmian konforma-
cyjnych biomolekut dzieki mozliwosci ich $ledzenia [16].
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W pierwszym etapie eksperymentu jedna szyjka, beda-
ca czescia superhelisy zostala oznakowana znacznikiem
Alexa Fluor 488. Kontrolujac stezenie ATP naukowcy byli
w stanie regulowaé predkos¢ ruchu kinazy. Przy stezeniu
10 pM ATP, kinezyna poruszata sie z predkoscig 280 nm/s.
Sledzenie oznakowanej kinezyny ujawnito, ze wykonuje
ona 4 nm potkroki oraz 8 nm kroki. Wartosci pomiarowe
byly zbierane z rozdzielczoscia czasowq 1 ms oraz rozdziel-
czoscig przestrzenna * 1,7 nm. W kolejnym etapie ekspery-
mentu podwyzszono stezenie ATP do poziomu fizjologicz-
nego, czyli 1 mM. Predkos¢ kinezyny wzrosta do 550 nm/s,
a rozdzielczo$¢ czasowa okazala sie¢ by¢ niewystarczajaca
do zarejestrowania potkrokéw. Rozklad wartosci diugosci
pojedynczego kroku ulegt rozmyciu i wynosit od 6 - 10 nm.
Naukowcy uznali, Ze jest to spowodowane obrotem super-
helisy podczas kroczenia. W celu potwierdzenia hipotezy
oznakowali znacznikiem fluorescencyjnym obydwie szyjki
kinazy. Wyniki potwierdzity hipoteze, poniewaz dlugosé
kroku znéw wynosila 8 nm. W kolejnym etapie, przy wy-
korzystaniu modelowania statystycznego oraz pomiaréw
technika MINFLUX na kinezynie z oznakowanymi oby-
dwiema gtéwkami, naukowcy postarali sie odpowiedzie¢
na pytanie, czy ATP wiaze si¢ do obu gtéwek czy jedynie
do zwigzanej z mikrotubulg gtéwki wiodacej. Zastosowa-
na metoda wykazata zaleznos¢ od stezenia ATP jedynie dla
zwiazanej gtéwki wiodacej. Dodatkowo stosujac wolno hy-
drolizujacy analog ATP zauwazyli, ze czas, w ktérym glow-
ka jest niezwigzana z mikrotubulg nie ulega zmianie mimo
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36-krotnemu obnizeniu predkosci kinezyny. Oznacza to, ze
ATP hydrolizuje w momencie, w ktérym obydwie gléwki
sq zlaczone z mikrotubulg. W ostatnim etapie naukowcy
stworzyli r6zne warianty kinezyny, réznigce si¢ miejscem
oznakowania. Dokladana analiza wynikéw umozliwila na
odtworzenie ukladu kinezyny na mikrotubuli i stworzenia
modelu tréjwymiarowego. Badania wykazaly, ze w nie-
zwigzanym stanie przejéciowym superhelisa jest przesu-
nieta ku prawej stronie wzgledem kierunku ruchu oraz ze
ruch kinezyny charakteryzuje sie¢ przejsciem niezwiazanej
z mikrotubula gtéwki nad zwiazang glowka (ang. hand-
-over-hand stepping) w sposéb symetryczny [19]. Opisane
eksperymenty byly przeprowadzone w specjalnej komorze
przeplywowej, a umieszczenie znacznikéw na biatku mogto
wplyna¢ na jego zachowanie, jednak technika MINFLUX
umozliwia wykonywanie pomiaréw réwniez w zywych ko-
moérkach co zostato udowodnione przez grupe Jonasa Riesa
w 2023 roku [20].

PODSUMOWANIE

Mikroskopia jest dziedzing, ktéra dojrzewa wraz z ludz-
koscig. Mimo jej historycznych poczatkéw nadal jest nie-
odzownym narzedziem w niezliczonych dziedzinach na-
uki, przemysle, medycynie oraz wielu innych. W obliczu
klasycznych metod mikroskopijnych, ktérych rozdzielczosé
jest ograniczona limitem Abbego, niekonwencjonalny spo-
s6b myslenia naukowcéw pozwolil na obejscie praw fizyki,
czego dowodem jest technika MINFLUX charakteryzujaca
sie rozdzielczoscia rzedu 2 nm oraz niespotykana wcze-
$niej wydajnoscia fotonowq. Na niezwykly sukces technik
mikroskopowych sktada sie¢ zaréwno postep techniki, opty-
ki, coraz glebsze zrozumienie proceséw fotochemicznych
oraz dostepnos¢ szerokiej gamy znacznikéw fluorescen-
cyjnych. Te narzedzia umozliwiaja zaspokojenie potrzeby
coraz wiekszej szczegétowosci w nowoczesnych naukach
biologicznych. Dodatkowo, MINFLUX stanowi wazne uzu-
pelnienie metod, takich jak krystalografia lub mikroskopia
krioelektronowa, umozliwiajac pomiary w zywych komor-
kach i nie ograniczajac sie jedynie do metod nieuwzglednia-
jacych dynamiki proceséw biologicznych. Mimo wielu zalet
super-rozdzielczej mikroskopii, jest to stosunkowo nowa
dziedzina, ktéra wymaga dopracowania zaréwno apara-
tury pomiarowej, znacznikéw jak i protokotéw przygoto-
wania oraz pomiaru prébek i analizy uzyskanych danych.
Przezwyciezenie wczesniej wymienionych wyzwan pozwo-
li na jeszcze glebsze zrozumienie podstaw Zzycia i umozliwi
zobrazowaé $wiat nie pomijajac najdrobniejszych, kluczo-
wych szczegotow.
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Can the laws of physics be circumvented? On methods
of super-resolution fluorescence microscopy
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ABSTRACT

Biological sciences are increasingly uncovering the foundations of life in greater detail, made possible by the development of research meth-
ods enabling exploration at the nanometer scale. Optical microscopy, a field with a significant contribution to current knowledge, is inherently
limited by the Abbe limit, stemming from the fundamental wave properties of light. Through the efforts of scientists, this limit can be circum-
vented, as evidenced by STED and MINFLUX techniques. STED allows imaging with a resolution down to 40 nm, while MINFLUX enables
resolution as fine as 2 nm. Both techniques require labelling of biological molecular targets with fluorescent markers and enable imaging in
living cells, facilitating the study of dynamic biological processes. This article provides an introduction to super-resolution techniques STED
and MINFLUX, demonstrating their utility through the example of studying kinesin movement along microtubules using the MINFLUX
technique.
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