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El Premi Nobel de Quimica 2014: la microscopia de fluoresceéncia
amb superresolucio
The Nobel Prize in Chemistry 2014: super-resolved fluorescence

microscopy

Jordi Hernando
Universitat Autonoma de Barcelona. Departament de Quimica

Resum: El Premi Nobel de Quimica 2014 va ser concedit als investigadors Eric Betzig, Stefan W. Hell i William E. Moerner per
les seves contribucions al desenvolupament de la microscopia de fluorescéncia amb superresolucio, un nou grup de técniques

que permeten la caracteritzacio optica de la matéria a escala nanométrica. En aquest article es descriuen els principals fona-

ments d'aquest tipus de microscopia, aixi com les descobertes realitzades pels tres guardonats en aquest camp.

Paraules clau: Microscopia de fluorescéncia amb superresolucio, microscopia optica, espectroscopia de fluorescéncia de molé-
cules individuals.

Abstract: The Nobel Prize in Chemistry 2014 has been awarded to physicists Eric Betzig, Stefan W. Hell and William E. Moerner
for their contributions to the development of super-resolved fluorescence microscopy, a new group of techniques that allow the
optical characterization of matter to be brought down to the nanometre scale. This article reviews the fundamentals of this type

of microscopy, as well as the main discoveries made by the Nobel laureates in this area.

Keywords: Super-resolved fluorescence microscopy, optical microscopy, single-molecule fluorescence spectroscopy.

Introduccio

| Premi Nobel de Quimica 2014 ha estat concedit
conjuntament a dos investigadors nord-ameri-
cans (Eric Betzig i William E. Moerner) i un ale-
many d'origen romanés (Stefan W. Hell) en reco-
neixenca de les seves contribucions «to the
development of super-resolved fluorescence mi-
croscopy» [1] (figura 1). La microscopia de fluo-
rescéncia amb superresolucio agrupa un conjunt de técniques
desenvolupades durant els darrers vint anys que han permes es-
tendre la resolucio de la microscopia optica fins a I'escala nano-
meétrica, la qual cosa ha obert la porta a I'estudi de la matéria a
un nivell de detall gairebé sense precedents. Es tracta, doncs,
d'un aven¢ fonamentalment instrumental, que ha estat dut a
terme majoritariament per fisics experimentals (de fet, tots tres
guardonats son doctors en fisica) i que té el seu principal camp
d'aplicacio en les cieéncies biologiques. Davant d'aquesta situa-
Cio, és inevitable preguntar-se: per qué aquesta descoberta ha
estat reconeguda amb la concessio del Premi Nobel de Quimica?
Tal com es descriu al llarg d'aquest article, la resposta a aquesta
pregunta rau en les bases sobre les quals es fonamenta la mi-
croscopia de fluorescéncia amb superresolucid; no es tracta de
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nous principis fisics ni de desenvolupaments tecnologics, sind de
I'Gs inteHigent de les propietats (foto)quimiques dels compostos
moleculars i, especialment, de les molécules fluorescents [2].

La microscopia optica
per a I'estudi de la mateéria
a escala nanometrica

La descoberta de tecniques que permeten I'estudi de la materia
a escala micro- i nanomeétrica ha estat un dels motors que ha
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Ficura 1. D'esquerra a dreta, els tres cientifics guardonats amb el Premi Nobel de
Quimica 2014: Eric Betzig (Ann Arbor, EUA, 1960), Stefan W. Hell (Arad, Romania,
1962) i William E. Moerner (Pleasanton, EUA, 1953) [1]. Font: Nobel Media AB 2014
(fotografia de Niklas EImehed).
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esperonat el progrés de la fisica, la quimica i la biologia al llarg
del segle xx, a més de contribuir al naixement de la nanocien-
cia i la nanotecnologia. Entre aquestes técniques es troben les
microscopies d'efecte tunel (STM) i de forces atomiques (AFM)
desenvolupades per IBM durant la década del 1980 [3, 4], les
quals han fet possible el somni de visualitzar atoms i molécu-
les individuals. En molts casos, pero, seria desitjable poder as-
solir aquest limit mitjancant microscopia optica, ja que aixod
n'hauria de simplificar la complexitat experimental i permetria
estudiar la matéria en condicions ambients, de forma remota i
no invasiva, aixi com obtenir informacio del seu interior i no
només de la superficie. | totes aquestes condicions sén espe-
cialment rellevants quan es volen aplicar les técniques micros-
copiques a I'estudi de sistemes biologics.

Els origens de la microscopia optica es remunten al segle xvi,
en qué es van construir els primers microscopis [5]. Tot i que
avui se'n fabriquen de molt més complexos, els seus elements
principals continuen sent els mateixos: una font de llum i un
conjunt de lents amb qué iluminar la mostra i, posteriorment,
recollir i enviar el senyal generat a un detector. D'aquesta ma-
nera €s possible obtenir imatges de gairebé qualsevol material
de forma rutinaria a escala microscopica [5]. Ara bé, assolir
I'objectiu de visualitzar atoms i molécules requereix augmen-

tar alguns ordres de magnitud la sensibilitat i la resolucio dels
microscopis optics tradicionals fins a convertir-los en verita-
bles «nanoscopis opticsy. Son els estudis de Betzig, Hell i Moer-
ner els que han posat les bases per fer possible aquesta fita.

L'espectroscopia de fluorescencia
de molécules individuals

Quin és I'objecte més petit que pot ser detectat en microsco-
pia Optica? Aquesta és la primera qiiestio que cal respondre
per tal d'avaluar la capacitat d'aquesta técnica per assolir la
deteccid d'atoms i molécules. La sensibilitat d'un microscopi
oOptic depén en gran mesura del tipus de senyal enregistrat i,
normalment, les majors sensibilitats s'aconsegueixen mitjan-
cant la deteccio dels fotons emesos per una mostra (és a dir,
microscopia de fluorescéncia) [6]. Per aquest motiu és sorpre-
nent que, en el primer estudi en qué es va plantejar i demos-
trar la deteccio optica d'una unica molécula, s'arribés a
aquest limit mitjancant mesures d'absorbancia [7]. Aquest
treball va ser desenvolupat al laboratori de Moerner a I'Alma-
den Research Center d'IBM (EUA), on es va aconseguir mesu-
rar el senyal d'absorbancia de molécules individuals de penta-
cé dins de cristalls de p-terfenil (figura 2a). Tot i que
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Ficura 2. a) Exemples de senyals d'absorbancia obtinguts a 1,6 K per a cristalls de p-terfenil dopats amb molécules de pentacé

mitjancant mesures de doble modulacio: (1) estructura fina de I'espectre d'absorbancia del cristall a A,

= 592,312 nm; (2-5)

exe

senyals d'absorbancia de molécules individuals a diferents freqiiéncies de modulacio; (6) senyal d'absorbancia amb radiacié no

ressonant amb la transicio molecular; (7) senyal sense irradiacio. Reproduit de [7] amb permis. b) Pics d'excitacio de fluorescéncia

de molécules individuals de pentace en cristalls de p-terfenil a 1,8 K. Reproduit de [8] amb permis.
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Figura 3. a) Imatge de fluorescéncia de molécules individuals de N,N'-bis(sec-butil)terrilen-3,4:11,12-tetracarboxidiimida dispersades en una capa
prima de polimetilmetacrilat (A, = 632,8 nm; 10 x 10 um). b) Evolucio de la intensitat emesa per una d'aquestes molécules en ser excitada de

manera continua.

I'obtencio d'aquest resultat va requerir treballar a temperatu-
res d'heli liquid (1,6 K) i I'us de técniques de deteccio de doble
modulacio, el treball de Moerner va suposar una revolucio en
el camp de la microscopia i de I'espectroscopia, ja que va fer
plantejar-se per primer cop a la comunitat cientifica la possi-
bilitat d'estudiar el comportament optic de la materia amb
una precisio molecular. De fet, només un any més tard, Michel
Orrit va demostrar al seu laboratori del Centre National de la
Recherche Scientifique, a Bordeus (Franca), que I'Us de técni-
ques de fluorescéncia també permetia detectar el senyal optic
de molécules individuals de pentace dins de cristalls de p-ter-
fenil a baixes temperatures i, a més, fer-ho de manera directa
i amb uns resultats molt millors (figura 20b) [8].

Aquests treballs inicials de Moerner i Orrit van estimular la
realitzacié d'un gran nombre d'estudis posteriors destinats a
enregistrar i analitzar les propietats optiques de molécules in-
dividuals mitjancant microscopia de fluorescéncia, la qual
cosa va donar lloc a un nou camp de recerca que s'ha denomi-
nat espectroscopia de fluorescencia de molécules individuals
(single-molecule fluorescence spectroscopy). Aquest camp ha
evolucionat enormement durant els darrers vint-i-cinc anys i,
avui dia, permet enregistrar de manera senzilla i rutinaria un
gran nombre de parametres experimentals associats a |'emis-
si6 d'una sola molécula en fase condensada i en condicions
ambients [9, 10]. A tall d'exemple, la figura 3a mostra una
imatge tipica de fluorescéncia de molecules individuals, cor-
responent a fluorofors de terrilendiimida immobilitzats en una
capa prima polimérica. Cadascun dels patrons brillants i cir-
culars de la imatge correspon a I'emissio d'una sola d'aquestes
molécules, la qual cosa es pot demostrar analitzant I'evolucio

temporal de la seva emissio (figura 3b). Aixi, en iluminar con-
tinuament la zona de la mostra on es troba una d'aquestes
molecules, el senyal de fluoresceéncia emes oscilla intermi-
tentment entre un valor constant (~ 600) i el soroll de fons, la
qual cosa és deguda a les transicions reversibles (per exemple,
at=25s)iirreversible (a t= 17 s) entre el seu estat fluores-
cent i altres estats no radiatius (com ara estats de triplet o el
producte no fluorescent resultant de la seva fotodegradacio).
Aquesta intermiténcia en I'emissio fa palesa la naturalesa
quantica de I'espécie sota observacio i, per tant, indica que
una sola molécula esta sent detectada.

L'espectroscopia de fluorescéncia de molécules individuals és,
avui dia, una técnica de microscopia molt ben establerta i que
practicament es pot aplicar a l'estudi de qualsevol mostra [10].
Aixo és degut al fet que: i) no requereix un equipament gaire
més sofisticat que un microscopi de fluorescéncia tradicional
equipat amb bons elements optics, fonts d'irradiacio laser i
detectors d'alta sensibilitat; ii) tot i que només permet mesu-
rar senyals per a molécules amb bones propietats fluorescents
(és a dir, elevats coeficients d'absortivitat i rendiments quan-
tics de fluorescéncia), el desenvolupament d'un gran ventall
de fluordfors i de técniques de marcatge fa possible investigar
gairebé qualsevol sistema d'interes a escala molecular, inde-
pendentment de les seves propietats optiques (per exemple,
acoblant un fluorofor adient a una biomolécula no fluores-
cent). Ara bé, el fet de poder detectar I'emissio d'una sola mo-
lécula és només el primer pas cap a I'aplicacio de la microsco-
pia optica a l'estudi de la matéria a escala nanométrica.
Aquest objectiu requereix no només augmentar-ne la sensibi-
litat, sind també la resolucié espacial.
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La resolucio espacial
de la microscopia Optica

A la figura 4a-4c es mostren les imatges de fluorescéncia de
molecules individuals obtingudes per a fluorofors de terrilen-
diimida dispersats en una capa prima polimerica a tres valors
de concentracio diferents: ~ 0,5, ~ 5 i ~ 50 molécules/um?.
Tot i que en els tres casos es mesuren senyals fluorescents,
només en la imatge enregistrada per a la concentracié més
baixa s'obtenen patrons aillats per a cadascuna de les mole-
cules de terrilendiimida a la mostra. En canvi, a mesura que
s'augmenta la concentracio, aquests patrons comencen a so-
breposar-se i, finalment, és impossible distingir els uns dels
altres. Per tant, per a densitats massa elevades de fluorofors,
€s impossible resoldre espacialment els senyals corresponents
a molecules diferents, malgrat que es disposi de la sensibilitat
suficient per detectar aquests senyals. Dit d'una altra forma,
aguestes molécules (o qualsevol altre tipus d'objecte en una
mostra) només podran ser distingides en una imatge de mi-
croscopia si la separacid entre elles és més gran que la resolu-
ci6 espacial de la técnica emprada.

Desafortunadament, la resolucio espacial de la microscopia
Optica és limitada, tal com van establir a final del segle xix
diversos cientifics, com Ernst Abbe i Lord Rayleigh [11]. Pel
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Fiura 4. a-c) Imatges de fluorescéncia de molécules individuals de N,N'-bis(sec-
butil)terrilen-3,4:11,12-tetracarboxidiimida dispersades en capes primes de
polimetilmetacrilat [A, = 632,8 nm; 10 x 10 um; a) ~ 0,5 molécules/um?, b) ~ 5 mo-
leécules/um? i ¢) ~ 50 molécules/um?]. d) Perfil d'intensitat de fluorescéncia per al
senyal marcat amb una fletxa a a), que presenta una amplada de ~ 217 nm. Aquesta
amplada és molt més gran que la mida de la molécula detectada (~ 1,5 nm) i esta
controlada per la resolucio lateral del microscopi.

que fa a la resolucio en el pla de la mostra (resolucio lateral,
d_.), es pot estimar mitjancant el que es coneix com a /lei li-

lateral

mit de difraccio d’Abbe [11]:
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En aquesta equacio, A és la longitud d'ona d'excitacio de la
mostra i nsin o és |'obertura numérica (NA) de I'objectiu em-
prat, que depén de I'index de refraccio del medi que hi ha en-
tre la mostra i I'objectiu (n) i de I'angle d'obertura de I'objec-
tiu (o). Aquests mateixos parametres també limiten |a
resolucio en la direccio perpendicular al pla de la mostra (re-

solucio axial, d__), tal com s'indica a I'equacio segiient [11]:

axial

(nsin o))

axial

Si assumim que treballem amb fluorofors que s'exciten amb
llum visible (~ 400-700 nm) i amb els millors objectius possi-
bles (NA ~ 1,4), d'aquestes expressions podem deduir que la
resolucié espacial de la microscopia optica és de ~ 150-250 nm
en el pla de la mostra (és a dir, ~ A/2) i de ~ 400-700 nm en |a
direccio axial. Aixo implica que el senyal que s'obté per a un
objecte de mida nanométrica en microscopia optica (per
exemple, una molécula) no reflecteix les seves dimensions
reals, sind la resolucid del microscopi emprat (figura 4d), i
que, per tant, dos d'aquests objectes no podran ser identifi-
cats de forma separada en una imatge, si la distancia entre
ells és inferior al centenar de nanometres, tal com es mostra a
la figura 40-4c.

Es per aquest motiu que s'han dedicat molts esforcos al
desenvolupament de metodes que millorin la resolucio de la
microscopia optica. Per exemple, métodes com la microscopia
confocal [12], la microscopia amb excitacid multifotonica [13]
o la microscopia 4Pi [14] han permés optimitzar lleugerament
la resolucié Optica, especialment en la direccio axial. Malau-
radament, cap d'aquestes técniques permet trencar veritable-
ment el limit de difraccio d'Abbe i, en conseqiiéncia, obtenir
informaci6 d'una mostra amb una resolucié sub-100 nm. Per
tant, superar aquest limit s'ha convertit en el somni de molts
investigadors en el camp de la microscopia.

El primer intent satisfactori d'assolir aquest objectiu es va
aconseguir mitjancant la microscopia Optica d'escombratge de
camp proper (near-field scanning optical microscopy, NSOM)



Fiura 5. a) Imatge de la punta d'una fibra de NSOM, que té una obertura circular de
mida nanométrica (~ 70 nm) a través de la qual s'exciten les molécules amb el camp
evanescent creat. b) Imatge de NSOM de molécules individuals d'un fluordfor de
carbocianina dispersades en una capa prima polimérica (A, = 514 nm). L'amplada
dels senyals enregistrats és de ~ 85 nm, un valor molt inferior al que s'obtindria amb
la microscopia de fluorescéncia tradicional limitada per difraccio (~ 190 nm).
Reproduit de [17] amb permis.

[15, 16], una técnica derivada d'aplicar els principis de les mi-
croscopies de sonda de proximitat, com I'AFM, al camp de la
microscopia optica. En un microscopi NSOM, la mostra no és
excitada de forma remota mitjancant un objectiu, com a la mi-
croscopia Optica tradicional (és a dir, amb el camp llunya de la
llum), sind mitjancant el camp evanescent creat en una ober-
tura de dimensions nanometriques situada a I'extrem d'una fi-
bra optica acoblada a la font d'irradiacio (és a dir, amb el camp
proper de la llum; figura 5a) [17]. Aquest component de la ra-
diacio electromagneética no esta limitat per la llei de difraccio
d'Abbe, de manera que les dimensions laterals de la zona de la
mostra que és excitada només depenen de la mida de I'obertu-
ra i de la distancia de separacid entre la fibra i la mostra. Aixi
doncs, si tant la mida com la separacié son prou petites, es po-
den obtenir imatges de la mostra amb una resolucio lateral
sub-100 nm, la qual cosa significa una millora considerable
respecte de la microscopia optica tradicional de camp llunya
(figura 5b) [17]. Ara bé, aix0 requereix que la fibra actui com a
sonda de proximitat i se situi de forma controlada a distancies
nanometriques de la mostra. En conseqlieéncia, es tracta d'una
tecnica forca complexa des del punt de vista experimental i
que només subministra informacio optica de la superficie
d'una mostra. Aixod ha fet que, malgrat que permet arribar a
detectar senyals de molécules fluorescents individuals per sota
del limit de difraccio d'Abbe i en condicions ambients [18], la
microscopia NSOM no s'hagi convertit en una tecnica d'us ge-
neral i hagi quedat restringida a I'estudi de superficies, espe-
cialment a mesura que s'han anat desenvolupant altres técni-
ques que milloren la resolucio espacial de la microscopia
Optica tradicional. Aquestes son les tecniques que constituei-
xen la microscopia de fluoresceéncia amb superresolucio i que
han estat reconegudes amb el Premi Nobel de Quimica 2014.

Les técniques de microscopia de fluorescéncia amb superreso-
lucié es poden dividir en dos grans grups: la microscopia de
fluorescéncia de molécules individuals amb superresolucio i la
microscopia de fluorescéncia de grups de molécules amb
superresolucid, les quals es basen en les idees i els treballs pi-
oners de Betzig i Hell, respectivament.

La microscopia de fluorescéncia
de molécules individuals
amb superresolucio

Des de I'inici, I'activitat cientifica de Betzig ha estat moguda
per I'afany de millorar la resolucio espacial de la microscopia
Optica. Aixi, el seu treball de tesi doctoral a la Universitat Cor-
nell (EUA, 1983-1988) i la seva posterior activitat com a in-
vestigador als AT & T Bell Laboratories (EUA, 1988-1994) i a
NSOM Enterprises (EUA, 1994-1996) es van centrar en el
desenvolupament, I'optimitzacié i I'aplicacio de la técnica
NSOM [16, 18, 19]. Va ser cap al final d'aquest periode que
Betzig va publicar un article a la revista Optics Letters sug-
gerint una metodologia alternativa per aconsequir superar el
limit de difraccié en microscopia Optica sense la necessitat de
recorrer a I'is de sondes de proximitat [20]. Tot i que l'article
no va tenir gaire resso aleshores, les idees que s'hi recullen
son les que han donat lloc a la microscopia de fluorescéncia
de molécules individuals amb superresolucio.

La figura 6 mostra de forma esquematica el métode proposat
per Betzig per tal de millorar |a resolucid lateral de la micros-
copia Optica de camp llunya [20]. En una mostra amb molecu-
les fluorescents separades a curta distancia, la imatge de fluo-
rescéncia limitada per difraccié que s'obtindria en condicions
normals és la que es presenta a la figura 6a, on es fa impossi-
ble distingir la posicid d'unes respecte de les altres. Per tal de
millorar aquesta situacio, el que va suggerir Betzig és: i) acon-
seguir detectar la fluorescencia d'aquestes molécules de for-
ma individual i separada, i obtenir el senyal limitat per difrac-
ci6 de cadascuna d'elles de manera aillada (figura 6b); ii) loca-
litzar les coordenades de cadascuna de les molécules a la
mostra mitjancant la posicio central del senyal obtingut (figu-
ra 60), tal com es pot fer prenent el maxim de la distribucio
espacial d'intensitats de cada senyal com la mostrada a la fi-
gura 4d; iii) reconstruir la imatge de fluorescéncia de la mos-
tra substituint els senyals mesurats per a cada molécula per
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a) Mostra Imatge de fluorescéncia
400 x 400 nm
b) Detecci6 selectiva de cada molécula

c) Localitzacié de les coordenades de cada molécula
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Ficura 6. Representacio esquematica de la metodologia proposada per Betzig per
millorar la resolucid lateral de la microscopia optica que ha donat lloc a la microscopia
de fluorescéncia de molécules individuals amb superresolucié [20]. A tall d’exemple,
es mostra |'aplicacio d'aquesta metodologia per a I'estudi d'una area de 400 x 400 nm
que conté tres molécules fluorescents.

les coordenades centrals determinades (figura 6d). Es evident
que, d'aquesta manera, es pot obtenir una imatge amb una
resolucio lateral molt superior a la de la microscopia optica
tradicional i que només esta limitada per la precisio amb qué
es pot determinar la posicié de cada molécula a partir del seu
senyal limitat per difraccio.

Ara bé, per assolir aquest objectiu mitjancant la metodologia
proposada per Betzig, s'han de complir tres requisits:

a) Disposar d'una técnica amb prou sensibilitat per detectar
el senyal optic d'una sola molécula. Tal com s'ha comentat,

la millor manera de complir aquesta condicié és mitjan-
cant |'espectroscopia de fluorescéncia de molécules
individuals desenvolupada a partir dels treballs de Moerner i
Orrit.

b) Optimitzar el nombre de fotons detectats per a cadascuna
de les molecules d'interés de la mostra, ja que aquest parame-
tre és el que controlara la precisio amb que es determinaran
les seves coordenades espacials. Aixi, en absencia de soroll,
aquesta precisio (Ax) pot ser estimada mitjancant I'equacio (3),
on ¢ ¢és la distribucio estandard del perfil d'intensitats

de fluorescéncia del senyal detectat per a una molécula

(és adir, ﬁ) i N és el nombre de fotons enregistrats per
aquest senyal [21]:

c
Ax = Y0 (3)

Per tant, si augmentem la relacié senyal-soroll de la mesura,
Ax pot arribar a ser infinitament petit; a la practica, menor de
20 nm (és a dir, menor de ~ A/25).

) Aconsequir separar la deteccid de cadascuna de les molé-
cules de la mostra, de manera que es determinin de forma ai-
[lada els seus senyals de fluorescéncia limitats per difraccio
fins i tot quan aquestes molecules es troben separades per
distancies nanometriques. A I'article original, Betzig proposa-
va dur a terme aquest objectiu utilitzant molecules amb dife-
rents caracteristiques optiques (per exemple, amb diferents
espectres d'absorbancia o fluorescéncia). Evidentment, aixo
implicaria que la mostra estigués constituida per multiples
fluorofors diferents, la qual cosa és poc versemblant per a ca-
sos reals d'interés. Aquest €s, per tant, el pas limitant de la
metodologia proposada per Betzig i el que va fer que no fos
portada a la practica fins a I'any 2006.

L'any 1996, Betzig va abandonar la carrera cientifica i es va
posar a treballar a I'empresa de maquinaria de la seva familia,
on va romandre fins al 2002. Va ser llavors que va decidir re-
prendre la seva activitat acadeémica, per a la qual cosa neces-
sitava desenvolupar una nova linia de recerca d'alt impacte
que li facilités I'admissio en alguna institucio universitaria o
centre de recerca. |, per fer-ho, va decidir centrar-se en les
idees exposades en I'article a Optics Letters de I'any 1995. Du-
rant aquells anys en qué havia estat fora de I'ambit cientific,
el camp de I'espectroscopia de molécules individuals havia
progressat enormement, i va ser en un dels articles publicats



en aquell periode que es va inspirar per dur a terme la imple-
mentacio de la microscopia de fluorescéncia de molécules
individuals amb superresolucio. Es tractava d'un article de
Moerner, que havia estudiat als laboratoris de la Universitat
de California a San Diego (EUA) I'emissio de la proteina verda
autofluorescent (green fluorescent protein, GFP) en I'ambit de
les molécules individuals [22]. De manera similar al que ja era
conegut per a altres fluorofors, Moerner va observar que
aquestes proteines també mostraven intermitencies reversi-
bles en la seva emissio (figura 7a), pero, a més, que aquest
comportament era degut a la transicio fotoinduida i controla-
ble entre diferents estats del cromofor de la GFP. Es a dir,
Moerner va descobrir que es podia «encendre» o «apagar»
I'emissio d'aquestes proteines a voluntat mitjancant la irra-
diacio amb llum de longitud d'ona adient (figura 7b), una
situacio que posteriorment també s'ha observat per a altres
proteines autofluorescents [23].

Sobre la base d'aquests resultats, Betzig va idear una manera
diferent per assolir el requisit fonamental de la seva metodo-
logia de superresolucio: separar la deteccié de cadascuna de
les molécules de la mostra en el temps i fer-les «encendren i
«apagar» de manera aleatoria durant diferents instants de la
mesura. Es a dir, recollir un gran nombre d'imatges de la ma-
teixa mostra al llarg del temps, de manera que, en un moment
determinat, només una o unes poques d'aquestes molécules
emetin fluorescéncia i, aixi, sigui possible la mesura dels seus
senyals limitats per difraccio de forma aillada. Per demostrar
la viabilitat d'aquesta proposta, i en collaboracio amb el seu
antic company als AT & T Bell Laboratories, Harald F. Hess,
Betzig va estudiar mostres de proteines autofluorescents que,
com havia demostrat Moerner, podien ser fotoactivades i fo-
todesactivades reversiblement. Es per aquest motiu que van
anomenar la tecnica microscopia de localitzacid fotoactivada
(photoactivated localization microscopy, PALM) [24] i, com
que en aquell moment encara no treballaven a cap institucio
cientifica, van construir el primer microscopi PALM al menja-
dor de la casa de Hess [25]. Gracies a aquests esforcos i als re-
sultats que van obtenir, tant Betzig com Hess van ser contrac-
tats pel Howard Hughes Medical Institute, on encara
treballen.

La figura 8a resumeix els fonaments de la técnica PALM, que
es basa en el marcatge de les molécules d'interés amb protei-
nes autofluorescents [24]. Si combinem de manera adient di-
ferents fonts d'irradiacio per fotoactivar, fotodesactivar i de-
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Figura 7. a) Evolucio de la intensitat emesa per una molécula de GFP en ser
il-luminada continuament a __= 488 nm, on s'observa la formaci¢ seqiiencial
d'estats fluorescents i no fluorescents. b) Imatge del senyal fluorescent d'una
molécula de GFP en ser sotmesa a cicles d'irradiacié a A__= 405 nm (la qual cosa
fomenta el pas de I'estat no fluorescent al fluorescent de la proteina) ia A _= 488
nm (la qual cosa indueix el procés invers). Les vuit imatges van ser adquirides amb
A, = 488 nm. Reproduit de [22] amb permis.

tectar aquestes proteines, només algunes son fluorescents en
cada instant de la mesura. Per tant, si enregistrem un gran
nombre d'imatges successives per a la mateixa mostra, acon-
seguim determinar de forma separada el senyal de fluorescen-
cia i les coordenades espacials de cadascuna. Finalment, totes
aquestes coordenades s'apleguen per construir la correspo-
nent imatge de fluoresceéncia amb superresolucio. L'enorme
millora en la resolucio lateral resultant queda demostrada a la
figura 8b [24], en qué es comparen les imatges de microsco-
pia de fluorescencia convencional i PALM per a les proteines
de membrana d'una céMula marcades amb proteines autofluo-
rescents. En particular, la resolucié lateral aconseguida per a
la imatge PALM és de ~ 10-20 nm, és a dir, ~ 10-20 vegades
superior respecte a la resolucio lateral de la microscopia de
fluorescéncia convencional limitada per difraccio.

La descoberta de la técnica PALM per part de Betzig i Hess va
donar el tret de sortida al desenvolupament de moltes altres
microscopies de fluorescéncia de molecules individuals amb
superresolucio basades en els mateixos principis: I'us de mo-
lécules fluorescents que aleatoriament s'«encenenn» i s'«capa-
guen» en una mostra per permetre la seva deteccio i localitza-
ci6 individual amb una precisié menor de 20 nm mitjancant
I'enregistrament d'imatges successives [26]. Per aquest motiu,
també se les anomena microscopies de localitzacio estocasti-
ca. Entre les més importants d'aquestes técniques, es troben
la microscopia Optica estocastica de reconstruccio (stochastic
optical reconstruction microscopy, STORM) [27], la microsco-
pia de localitzacio per fotoactivacio de fluorescéncia (fluores-
cence photoactivation localization microscopy, FPALM) [28] o
la microscopia directa STORM (direct STORM, dSTORM) [29].
Es important remarcar que el que fa possible la superresolucio
en aquest tipus de microscopies no és la instrumentacio uti-
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Ficura 8. a) Representacio dels fonaments de la técnica PALM per a la deteccié amb superresolucio de proteines autofluorescents

fotoactivables. A la part central, de dalt a baix, s'observen els senyals limitats per difraccio detectats per a cadascuna de les

molécules fluorescents de la mostra en imatges successives utilitzant A = 405 nm per fotoactivar els fluorofors i A = 561 nm per

detectar-los i fotodesactivar-los. Algunes d'aquestes imatges es mostren a la part esquerra de la figura, mentre que a la part dreta

es presenten les imatges resultants de substituir els senyals de fluorescéncia de les molécules detectades per les seves coordenades
espacials. b) Imatges de fluorescéncia de les proteines de membrana CD63 d'una cél-lula COS-7 marcades amb proteines
autofluorescents de tipus Kaede. A 1 i 2 es comparen les imatges de microscopia de fluorescéncia convencional i PALM obtingudes

per a la cél-lula, respectivament. A 3 i 4 es mostren imatges PALM de regions més petites de la mostra. L'obtencié d'aquestes

imatges PALM per enregistrament i tractament de milers d'imatges de fluorescéncia consecutives va requerir un temps de mesura

d'entre 2 i 12 hores. Reproduit de [24] amb permis.

litzada, sin¢ la capacitat d'activar i desactivar I'emissio de
molecules fluorescents, és a dir, el seu comportament foto-
quimic. Per tant, els fonaments d'aquestes técniques es tro-
ben en el desenvolupament de sistemes (bio)quimics que pre-
sentin les propietats adients, com ara proteines
autofluorescents fotoactivables (PALM, FPALM), fluorofors or-
ganics fotoreduibles en preséncia de tiols (STORM, dSTORM)

o interruptors moleculars fluorescents fotoinduits, entre
d'altres [26, 30].

La microscopia de fluorescencia
de grups de molecules
amb superresolucio

De manera similar a Betzig, |a trajectoria cientifica de Hell
també ha estat focalitzada des de I'inici a explorar els limits
de la microscopia optica. Aixi, els estudis de doctorat a la Uni-
versitat de Heidelberg (Alemanya, 1987-1990) i I'activitat
postdoctoral a I'European Molecular Biology Laboratory, a

._76 Heidelberg (Alemanya, 1991-1993), es van centrar en el

desenvolupament i I'aplicacio de noves técniques de micros-
copia que milloressin la resolucio espacial en la direccio axial,
com la microscopia confocal [31], la microscopia 4Pi [14] o |a
microscopia 4Pi amb excitacio multifotonica [32]. De fet,
d'aquests dos darrers tipus de microscopies, en va ser un dels
inventors, i amb elles es poden assolir valors de dmal al voltant
dels 100 nm. Pero va ser I'any 1994, quan treballava a la Uni-
versitat de Turku (Finlandia, 1993-1996), que Hell va publicar,
conjuntament amb Jan Wichmann, un article a la revista Op-
tics Letters on proposava el desenvolupament d'una nova tec-
nica que permetés trencar el limit de difraccio d'Abbe i reduir
enormement la resolucio lateral de la microscopia optica de
camp llunya [33]. De forma analoga a I'article de Betzig

del 1995, es va tractar unicament d'una proposta teorica,

que més tard Hell seria el primer a portar a la practica i que
constituiria els fonaments de la microscopia de fluoresceéncia
de grups de molécules amb superresolucio.

La figura 9 mostra de manera grafica la metodologia proposa-
da per Hell i Wichmann, que presenta dos aspectes en comu
amb la que un any més tard descriuria Betzig: i) es basa en
I"Gis de la microscopia de fluorescéncia; ii) preveu minimitzar
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Ficura 9. Representacio de la metodologia proposada per Hell i Wichmann per
trencar el limit d'’Abbe en microscopia de fluorescéncia [33]. a) Imatge de
fluoresceéncia convencional obtinguda per a una mostra amb una elevada
concentracio de fluorofors a causa de les dimensions limitades per difraccio de la
regié il-luminada amb un objectiu (d,, ., ~ A[2). b) Imatge de fluorescéncia amb
superresolucio resultant d'irradiar la mostra amb dos feixos simultanis: un de
convencional amb una distribucio d'intensitats gaussiana per excitar les molécules
(feix verd) i un altre amb una secci6 transversal amb forma d'anell que desactiva
I'emissio de les molécules irradiades (feix vermell). En conseqiiéncia, es detectara
selectivament I'emissio d'aquelles molécules que es trobin a la zona central del volum
irradiat, on no hi ha superposicio entre els dos feixos i que tindra unes dimensions
molt inferiors a A/2.

d..., totaconseguint «capagar part de les molecules que sén
excitades en el volum focal del microscopi. La diferéncia, pero,
rau en la manera com s'aconsegueix aquesta desactivacio de
la fluorescéncia i, eventualment, la millora en resolucioé espa-
cial. Tal com ja s'ha comentat, en una mostra amb una eleva-
da concentracid de fluorofors (>> 1 molécula/um?), I'ds d'un
objectiu per focalitzar la llum d'excitacié dona lloc a un vo-
lum focal limitat per difraccio (és a dir, amb un diametre de la
seccio transversal de ~ A/2). Per tant, un elevat nombre de
molécules seran excitades i detectades a la vegada, la qual
cosa evitara que la resolucid lateral de la imatge sigui millor
que uns pocs centenars de nanometres (figura 9a). Per soluci-
onar aquest problema, Hell i Wichmann van proposar irradiar
la mostra amb dos feixos de llum simultanis, les dimensions
dels quals, un cop focalitzats, estarien igualment limitades
per difraccio. La seccid transversal del primer d'aquests feixos
tindria la forma circular habitual i serviria per excitar i detec-
tar les molécules fluorescents d'interés (feix verd, figura 90b).
El segon, en canvi, presentaria un node d'intensitats a la zona
central (per exemple, amb una seccid transversal amb forma
d'anell) i s'utilitzaria per desactivar la fluorescéncia de les
molécules irradiades (feix vermell, figura 9b). Per tant, en so-
lapar tots dos feixos sobre la mostra, I'emissio només hauria

de provenir de la zona central de la regio focal, on les molécu-
les no s'han «apagat» (figura 9b). Aixo resulta en una millora
immediata de la resolucid lateral, que només esta limitada per
dos factors interrelacionats: i) com de petita es pot fer aques-
ta zona central en qué el segon feix no se superposa amb el
primer; ii) com d'eficient és la desactivacio de I'emissio de les
molecules irradiades amb el segon feix.

Tal com es pot observar a la figura 9, la técnica descrita per
Hell i Wichmann no requereix la localitzacio dels senyals limi-
tats per difraccio de molécules individuals per separat, i els
senyals finals que s'obtenen amb d___ <<A/2 poden provenir
de més d'un fluorofor a la vegada. D'aqui ve que se I'anomeni
microscopia de fluorescéncia de grups de molécules amb
superresolucio, tot i que també es pugui aplicar a la deteccio
de molécules individuals. Pel mateix motiu, la imatge amb
superresolucid final obtinguda no és una reconstruccio realit-
zada a partir de les dades de milers d'imatges obtingudes pre-
viament, com en el cas de la microscopia PALM i similars, sind
que s'enregistra directament en escombrar els dos feixos d'ir-
radiacio sobre la mostra d'interes. Dit d'una altra manera, la
mesura s'ha de poder dur a terme en un temps molt més redu-
it. Ara bé, per poder-la aplicar, la metodologia de Hell i Wich-
mann ha d'aconsequir complir dos requisits fonamentals:

a) Poder modular la secci6 transversal del feix utilitzat per
desactivar I'emissio de les molécules irradiades, de manera
que crei un node d'intensitats a la zona central. Avui dia, aix0
és possible utilitzant elements optics relativament simples.

b) Dissenyar un mecanisme fotoquimic que permeti «apagar»
de forma eficient les molécules irradiades per aquest feix, la
qual cosa constitueix el punt clau de la microscopia de fluo-
rescencia de grups de molécules amb superresolucio. A I'arti-
cle original del 1994, Hell i Wichmann van proposar assolir
aquest objectiu mitjancant la desactivacio de I'estat excitat
de les molécules per emissio estimulada (stimulated emission
depletion, STED), per la qual cosa van denominar la seva téc-
nica microscopia STED.

La figura 10a representa el funcionament del procés STED per
a una molécula organica fluorescent amb estats electronics
fonamental i excitat de tipus singlet (S, i S,). En microscopia
de fluorescéncia, normalment es generen estats interns exci-
tats de S, per irradiacio, que a continuacid es relaxen vibraci-
onalment i rotacional fins a I'estat intern fonamental de S..
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Figura 10. a) Esquema dels estats implicats en I'excitacio, I'emissié espontania i la
desactivacio per STED d'un fluordfor organic. b) Espectres d'absorbancia i emissio
d'un compost fluorescent organic en solucio. Les longituds d'ona d'excitacid i
desactivacid per STED i el rang espectral de deteccio que s'utilitzarien en un
experiment tipic de microscopia es mostren a la figura.

Des d'aquest estat, es produeix la transicio radiativa finsa S i
I'emissié espontania de fotons d'energia inferior als d'excita-
ci6 que son detectats. El procés STED consisteix a irradiar la
molécula durant el temps de vida d'aquest estat radiatiu

(~ 1-10 ns) amb un segon feix de llum (feix STED), I'energia
del qual ha de coincidir amb la transicié cap a un estat intern
molt excitat de SO, és a dir, sintonitzat a la banda de baixes
energies del seu espectre d'emissio. Aixd promoura el decai-
ment de S, mitjancant I'emissio estimulada de fotons d'igual
energia que els del feix STED, i competira d'aquesta manera
amb el procés de decaiment espontani. Si la intensitat
d'aquest feix és prou gran, el mecanisme de relaxacio per
STED estara molt més afavorit i aconseguirem suprimir el pro-
cés d'emissié espontania. Per tant, si davant del detector del
microscopi colloquem un filtre que només transmeti els fo-
tons emesos per S, de més energia que els del procés d'emis-
sio estimulada (figura 100), el resultat final sera que no hi ar-
ribara cap senyal i, en consequiéncia, semblara que la
molécula irradiada pel feix STED ha estat «apagadan.

Tal com s'ha descrit, el mecanisme STED pot ser aplicat de
manera universal per a qualsevol fluorofor; la seva eficiencia
només depén del fet d'aconseguir irradiar la mostra amb
intensitats d'excitacio prou grans per convertir el procés
d'emissio estimulada en I'inica via de desactivacio de S,. Esa
dir, la regio de la mostra des de la qual es detectara fluores-
cencia no estara limitada per difraccio, sin6 per la distribucio
d'intensitats del feix STED al volum focal. De fet, aix0 permet
reescriure la llei limit de difraccio d'Abbe i proposar una nova
expressio per avaluar la resolucio lateral de la microscopia
STED [34]:
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Figura 11. a) Distribucié d'intensitats del feix d'excitaci6 (verd) i del feix STED
(vermell) al pla focal xz utilitzades per mesurar les imatges de microscopia d'una
mostra concentrada de particules fluorescents [35]. b) Distribucié d'intensitats de
fluoresceéncia en la direccid axial determinada per aquesta mostra en abseéncia

(en negre, imatge de microscopia convencional) i preséncia del feix STED (en vermell,
imatge de microscopia STED). Reproduit de [35] amb permis. ¢) Funcions de distribuci6
d'intensitats del feix d'excitacio i del feix STED al pla focal xy utilitzades per mesurar
les imatges de microscopia d'una mostra de molécules fluorescents [36]. d) Distribucio
d'intensitats de fluorescéncia en la direccid x del pla focal determinada per a dues
molécules d'aquesta mostra que es troben separades tinicament per 62 nm. Reproduit
de [36] amb permis.

En aquesta expressio, /... és la maxima intensitat del feix

' 'STED
STED i I_, és la intensitat requerida perque la probabilitat del
procés STED sigui la mateixa que la del procés d'emissié esti-
mulada. Per tant, si [/l —>eo, d_
minuir infinitament. A I'article del 1994, Hell i Wichmann

,s'hauria de poder dis-

predeien que, a la practica, d

lateral

es podria reduir fins als

35 nm, amb aquesta técnica [33]. En realitat, el mateix Hell
ha demostrat valors de resolucio lateral menors que aquest li-
mit i propers als 10 nm utilitzant la microscopia STED [34].

La primera demostracio experimental de microscopia STED la va
realitzar Hell I'any 2000 al seu laboratori del Max-Planck-Insti-
tut fiir Biophysikalische Chemie, a Gottingen (Alemanya).

A causa del seu bagatge en el desenvolupament de la microsco-
pia 4Pi, el primer estudi amb la técnica STED es va centrar a de-
mostrar la millora de la resolucio axial (i, en menor mesura, la-
teral) de la microscopia Optica [35]. D'aquesta manera, es va
aconseguir una millora de fins a cinc cops en d_ _ (figura 11a).
Tres anys més tard, variant la distribucid d'intensitats del feix
STED, Hell va assolir per primer cop resolucions laterals

sub-50 nm amb la técnica STED (figura 11b) [36], la qual cosa
va fer, per tant, realitat les seves prediccions del 1994 i va de-
mostrar definitivament que era possible trencar el limit de di-
fraccio d'Abbe de la microscopia Optica de camp llunya.



Des de llavors, el mateix Hell ha encapcalat el desenvolupa-
ment i I'aplicacio de la microscopia de fluorescéncia de grups
de molécules amb superresolucio, que ha abastat principal-
ment tres fronts:

a) L'exploracio dels limits de la técnica no només en I'ambit
de la resolucid espacial, sin6 també de la velocitat d'adquisi-
cio d'imatges i de la sensibilitat [37].

b) La demostracio de mecanismes de desactivacio fotoinduits
de molécules fluorescents diferents del procés STED que pu-
guin aplicar-se a aquest tipus de microscopia i que requerei-
xin la irradiacid amb feixos de menor intensitat, com ara la
poblacid d'estats de triplet de llarga durada (ground state de-
pletion, GSD) o la conversid a isomers no fluorescents [34].
Tots aquests mecanismes i les seves corresponents microsco-
pies de fluorescencia de grups de molécules amb superresolu-
cio s'han generalitzat sota I'acronim RESOLFT (reversible satur-
able optically linear fluorescence transition), i totes es basen
en la capacitat de fotoconvertir reversiblement els fluorofors
entre estats fluorescents i no fluorescents, és a dir, en les es-
pecials propietats fotofisiques i fotoquimiques de les molécu-
les fluorescents [34].

c) La transformacio en una eina d'us general per a I'estudi de
la materia a escala nanometrica i, en especial, de sistemes bio-
logics [37].

Conclusions

El treball pioner de William E. Moerner en el camp de la de-
teccio de molécules individuals i les idees i els experiments
d'Eric Betzig i Stefan W. Hell han permés desenvolupar durant
els darrers vint anys la microscopia de fluorescéncia amb
superresolucio, una descoberta per la qual han estat guardo-
nats amb el Premi Nobel de Quimica 2014. Es tracta d'un con-
junt de técniques que permeten estendre |a resolucid espacial
de la microscopia oOptica fins a I'escala nanométrica i, per
tant, posar-la al nivell de la d'altres tipus de nanoscopies, com
ara la microscopia de sonda de proximitat i I'electronica, tal
com es mostra a la figura 12 per a dos exemples recents.

A causa de la combinacid d'aquesta resolucio espacial sense
precedents i els avantatges inherents de les técniques opti-
ques per abordar I'estudi dels sistemes vius, s'espera que la
microscopia de fluorescéncia amb superresolucio revolucioni

a)

b)

Figura 12. a) Imatges de microscopia de forces atomiques [38] i de microscopia
electronica (EM) [39] dels complexos de porus nuclears de Xenopus. Aquests
complexos es troben ancorats a la membrana nuclear mitjan¢ant vuit homodimers de
la proteina gp210, que s'organitzen de forma cilindrica i amb una simetria octogonal
i delimiten el perimetre exterior del porus. Reproduit de [38] i [39] amb permis.

b-c) Imatges de microscopia dSTORM [39] (b) i STED [40] (c) d'aquests mateixos
complexos, I'interior i els dimers de gp210 dels quals han estat funcionalitzats amb
fluorofors que emeten en diferents zones espectrals. A diferéncia de la microscopia
de fluorescéncia confocal convencional, les microscopies de fluorescéncia amb
superresolucio utilitzades permeten identificar complexos de porus individuals i
visualitzar-ne I'estructura interna amb una resolucio gairebé molecular (~ 15-20 nm).
Reproduit de [39] i [40] amb permis.

la biologia i la medicina durant els propers anys. | aixo sera
possible gracies a les especials propietats fotoquimiques de
les molecules fluorescents, que sén el fonament en que es
basa la microscopia de fluorescéncia amb superresolucid per
trencar els limits fisics establerts a final del segle xix per a la
resolucid espacial de la microscopia Optica.
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meu agraiment als doctors Niek F. van Hulst i Maria F. Gar-
cia-Parajo, que van dirigir la meva estada postdoctoral a la
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Universitat de Twente (Paisos Baixos) en el camp de I'espec-
troscopia de fluorescéncia de molécules individuals durant el
periode 2001-2004. Va ser llavors que vaig entrar en contacte
amb els primers estudis en I'area de la microscopia de fluores-
céncia amb superresolucio i vaig poder coneixer William E.
Moerner i Stefan W. Hell, dos dels guardonats amb el Premi
Nobel de Quimica 2014.
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Jordi Hernando (Barcelona, 1974) es va llicenciar en ciéncies quimiques per la Universitat de Barcelona I'any 1996, i va rea-
litzar-hi la tesi doctoral, sota la direccio dels doctors Miguel Gonzalez i Ramon Sayos (2000), en el camp de la cinética i |a
dinamica de reaccions quimiques. Després d'una estada postdoctoral al grup del profesor Niek F. van Hulst a la Universitat
de Twente (Paisos Baixos), on es va formar en |'espectroscopia de fluorescéncia de molécules individuals, es va incorporar al
Departament de Quimica de la Universitat Autonoma de Barcelona, primer com a investigador Ramon y Cajal (2004) i des-
prés com a professor agregat (2008). Actualment, la seva activitat de recerca se centra en la sintesi de molécules i materials
fotoactius i en la seva caracteritzacio a escala macro- i nanoscopica.




