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INTRODUCCION MEJORANDO LA ROMPIENDO EL LIMITE STED CONCLUSIONES
RESOLUCION DE DIFRACCION

La resolucion es la minima distancia a la cual un

microscopio puede discriminar dos o mas objetos de ERNST ABBE (1873)

la misma clase.

Esta limitada por la difraccion.

Ar & A

2nsena

Para mejorar la resolucién (disminuir Ar) se puede:

DISMINUIR la longitud de onda:
Longitudes de onda menores a 350 nm. son
incompatible en sistemas bioldgicos vivos.

AUMENTAR la apertura numeérica: Monumento erigido en honor de Ernst Abbe
Limitada técnicamente a 70° aproximadamente. _ mostrando su ecuacion describiendo el
limite de difraccidn. Se encuentra situada en
frente al edificio de Psicologia de la
Universidad de Jena en Alemania.

“Beitrage zur Theorie des Mikroskops und der mikroskopischen Wahrnehmung”. Abbe, E., 1873: Arch. f. Mikroskop. Anat. 9:413-420
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MICROSCOPIA CONFOCAL Y MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA MULTIFOTONICA
1. Permitieronimagenes 3D.
2. No mejoraron demasiado la resolucién (180 nm en el plano focal y 500-800 nm en el plano 6ptico)

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA
1. Detecta moléculas Unicas siempre y cuando las demds moléculas estén suficientemente lejos.
2. Distingue una cantidad arbitraria de moléculas mientras que no sean de la misma clase

\_

~N

densidad espacial.

2. Cémo producir VOLUMENES DE FLUORESCENCIA que sean MUCHO MENORES que aquellos
logrados por la microscopia Confocal o Multifotonica.

Utilizando:

A Luz visible.
Objetivos de microscopio regulares .

1. Cémo mejorar la habilidad de la microscopia para DISTINGUIR MOLECULAS UNICAS en una gran \

(MICROSCOPI'A 4-p
1. Mejoré la resolucién axial en un factor de hasta 7 VECES combinando la apertura de los lentes
opuestas

STED
1. Cruzar la barrera de difraccién se lograra utilizando una relacién NO LINEAL entre la intensidad de
\ luzy la sefial medida. Se basa e la saturacién de las transiciones entre dos estados moleculares.

B.
\C. A temperaturas entre 18-37°C . Aplicable a CELULAS VIVAS. /

J
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(a) Como resultado de la difraccion, luego de enfocar un haz de luz, se forma
un spot que se encuentra estirado a lo largo del eje optico. El angulo de
enfoque de la lente no es un angulo sélido completo de 4m. Si lo fuera, el
punto focal seria esférico y la resolucion lateral y axial serian iguales.

(b) Dos objetivos de microscopio son utilizados para maximizar el angulo total.

Las ondas de luz convergentes de los objetivos de

microscopio se suman por interferencia
constructiva.

Esto resulta en un spot central de luz que ha reducido su tamafio en un
factor de 4 a 7 veces. Pero se encuentra acompafado de dos maximos
laterales de menor intensidad.

Nanoworld Enlightenment - MaxPlanckResearch 1/2004 ( http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other publications/Fokus MPResearch.pdf)



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/Fokus_MPResearch.pdf
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CONFOCAL PSF 4 Pi PSF

Calculo de las PSF para un Microscopio 4Pi

cambiando la apertura numérica
A. Longitud de onda de Excitaciéon: 488nm.
B. Longitud de onda de Emisién: 520 nm.

a=194° a=212° a=252° a=288° a=352°

http://www.svi.nl/FourPiPsf



http://www.svi.nl/FourPiPsf
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EL RETO DE LOS LOBULOS SECUNDARIOS

Los ordenes de interferencia a distancia A/2 del
maximo principal producen imagenes fantasma o
satélites que se deben remover por deconvolucion.
La deconvolucidon es posible si la intensidad de los
l6culos secundarios no supera el 50% de la
intensidad del maximo principal. Las lentes
comerciales (inmersion) no permite bajar de 60-70%.
Por lo tanto se deben usar técnicas especiales de
supresion de estos lIdbulos

confocal

1. DETECCION CONFOCAL: Rechaza luz fuera de
foco.

2. EXCITACION POR DOS FOTONES: Dependencia
cuadratica de la intensidad.

3. DETECCION COHERENTE (por las dos lentes
opuestas): la diferencia en A entre excitacion y
emision reduce la deteccion de los |débulos
secundarios (estan en distinta posicion).

4Pi-Confocal Microscopy is coming of Age (J. Bewersdorf, A. Egner, S.W. Hell) - GIT Imaging & Microscopy, Nov. 2004
( http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other publications/GIT 4 04.pdf)



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/GIT_4_04.pdf
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Detector

http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/

Leica TCS 4Pi



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/
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ALGUNQOS EJEMPLOS

4Pi-confocal

400 nm

Imagen 3D renderizada de la red mitocondrial de una célula
de levadura. La matriz mitocondrial estd marcada con GFP,
mientras que la pared celular esta tefiida con el colorante

Calcofluor blanco mostrando el trazado de rayos. Esta
imagen 4 Pi de la célula viva con 100 nm. de resolucién en
3D permitié estudiar la influencia de determinadas proteinas
mitocondriales en la morfologia mitocondrial.

Microtubulos de células de fibroplasto de ratén fijas y marcadas por
inmunofluorescencia.

NanoBiophotonics - from: Brochure 2003 of the MPI for Biophysical Chemistry
(_http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/brochureMPI2003EN.pdf )



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/brochureMPI2003EN.pdf

Imagen 3D de la Red Mitocondrial de una
Célula de Levadura

nnnnnnnnnn
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MAS EJEMPLOS...

confocal 4Pj deconc.

Aparato de Golgi, obtenido a través de MMM-4Pi Imaging de GATT- Imagenes de Microtubulos en Células
EGFP en células de Vero vivas con una resolucién axial de 100 nm. El
Inset muestra una vista de Epi-fluorescencia para correlacionar el
aparato de Golgi con los nucleos.

4Pi-Confocal Microscopy is coming of Age (J. Bewersdorf, A. Egner, S.W. Hell) - GIT Imaging & Microscopy, J. Struct. Biol. 1998,123, 236-247
Nov. 2004 (http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other publications/GIT 4 04.pdf )



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/GIT_4_04.pdf
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AP + Rest q

Secciones opticas (imagenes xz) de la bacteria “Escherichia coli”, cuya membrana ha sido tefiida con
el colorante DF 1-43 (Rojo) y el nucleoide con DAPI (Azul). Las secciones se pueden juntar para formar
una imagen en 3D si se las apila en la direccién del eje y. Z corresponde con el eje 6ptico. Las
dimensiones son 2.7 x 0.8 x 1.8 um?3 en las direcciones x, y, z.

(a-h) Imagenes 4Pi-Confocal

(i-p) Imagenes Confocales

(g-x) Imagenes 4Pi-Confocal con una restauracién utilizando el algoritmo de

“Richardson-Lucy” para aumentar la resolucion.

High Resolution Optical Microscopy - Stefan Hell receives the 2002 Carl Zeiss Award: (from: Innovation 11, Carl Zeiss, 2002)
(http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other publications/zeiss engl.pdf)



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/other_publications/zeiss_engl.pdf

Estado Temprano de Division Celular Humana
Microtubulos marcados

A medida que la imagen rota se puede
observar la complejidad del citoesqueleto
cuando la célula empieza a separarse.

Esta muestra fue preparada exclusivamente por el Dr. Brian T. Bennett, mientras era un estudiante de grado en la Universidad Médica de Massachusetts
en el Laboratorio del Dr. Kendall Knight. La imagen fue capturada utilizando un microscopio Leica TCS 4Pl por el Dr. Brian T. Bennett y el Dr. T. Szellas.


http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U
http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U
http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U
http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U
http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U
http://www.youtube.com/watch?v=daBdvpqYZ-U

Estado Tardio de la Division Celular
Humana

Se observa la unidn entre dos células, en la etapa tardia de la divisidon. A
medida que la imagen gira se puede observar el surco de la unién.

Esta muestra fue preparada exclusivamente por el Dr. Brian T. Bennett, mientras era un estudiante de grado en la Universidad Médica de Massachusetts
en el Laboratorio del Dr. Kendall Knight. La imagen fue capturada utilizando un microscopio Leica TCS 4Pl por el Dr. Brian T. Bennett y el Dr. T. Szellas.


http://www.youtube.com/watch?v=LT8VUCB0yR8
http://www.youtube.com/watch?v=LT8VUCB0yR8
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A < > B
l »

Estado Emisor Estado Oscuro

1) Campo de excitacion
E. puebla el estado excitado
(So— Sy).

Fiuorescenge

Stimulated Emission

2) Campo de deplecion
E, despuebla el estado excitado
por emision estimulada.

E, (modo rosquilla) — moléculas fluorescentes

solo en el centro.

http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/
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Mecanismos Competitivos

Neren Oerenly = Koo N
STED™ STED "1 vib "1 l Haz de excitacion y
NsrepOsrepny = (K + Ko +Kige )Ny de Deplecion Pulsado
vib _ ..y i
NsrenOstenN 2 NsrenOstenNo mmm) <, - ps (Relajacion deS,"™)

Siendo o ~ oy #107° —10"°cm?

Hell, S.W. in Increasing the resolution of far-field fluorescence light microscopy by point-spread-function engineeringin Topics in Fluorescence Spectroscopy
Vol. 5. (ed. Lakowicz, J.R.) 361-422 (Plenum, New York, 1997).
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|
S, Ve (1) = Okxc lexc (r)ha) N\
I r)
| <rep () _ VR _%exc exc\L
Y Y r) = Osten ! steD y (r) =y (r) _
e 1 7ot he > ! o 7r +7p(r)  ho 1+(:Hii’
SO A 4 }/R
Yr T70 J
Resolucidon Parametro de Deplecion
A
Al ~ A mmm) (Al ~

- 2nsena1+d,.

N 2nsena\/1+ I

/ Isat'

depl.

l4ep :INtensidad del haz aplicado para el
despoblamiento o deplecion
l,¢ :Intensidad de saturacion

Principles of Nano-Optics, Lukas Novotny and Bert Hecht, Cambridge Press 2006.
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Resolucion clasica: Al ~ A

Resolucion STED

2nsena

A

Despoblamiento del
estado excitado por
emision estimulada del
estado
fluorescente

N4

Deteccidon de
fluorescencia en el
centro de la rosquilla

Convent.
222 nm
\

Ar =

2nsena 1+ g, /1.

-300 -200 -100 0 100 200
X (nm)

http://www.mpibpc.m

.de/groups/hell



http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/
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DISPOSICION EXPERIMENTAL

A& B

(bright)  (dark) Djchroic

Detector

EXC Eff?ctuv? fluor. spot E(EPSF)

X
beam bean 7t 1
%z :
phase

modulation Piezo
Stage

*Pulsos subpicoseg. *Pulsos: Modo Roqui"a (100p$).
Ao, : Absorcién del colorante. *Agteq :Emision del colorante.
*Haz enfocado al limite difraccion. *Haz enfocado al limite difraccion.

http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell


http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/

Colorantes para STED

Oiye marne Exi. Exc:. Pulze STED STED Pulse Repetition Awg. STED  Peak Pulze Energy Spatial Resclution  Reference(s]
Manufacturer £ Distributor Wiauelength L b Wiavelength  Length Rate Poswear rradiznce Direction

440 nm H nm

440 nm 0 p= 676 nm

615 nm

> GmbH)
C GmbH)
(ATTO-TEC GmbH) 0 ps GO0 nm 240 kHz L. hidey 095
OY-4853L (Oyomics GmbH) <100 p= = 200 p= (20 + 3 mu 40 — 45 nm (zpz) E. Schmidt et al., Abd. Medk. 5, 539 (2002)
Alexz Fluor 438 (Invitrogen GmbH) 488 nm =111 592 nm i (=1} < GO0 minf < G0 nm Gy G. Moneron et al., Opd. Expr. 18, 1302 (20100
Chromeo 428 (Actif hatif) 488 nm 140 p= 602 nm 200 p= 250 kHz 0.6 min = 30 nm (=) L. heyer et al., Swall 4, 1095 (200:2) (Supporting hsteral)
Chrormeo 438 (Actif hatif) 488 nm i 592 nm cu cin < GO0 mi < 60 nm Gy G. honeron et al., Opd. Expr. 18, 1302 (20100
Oregon Green 438 (Invitrogen GmbH) 488 nm i 592 nm cu cin < GO0 mi < 60 nm Gy G. honeron et al., Opd. Expr. 18, 1302 (20100
FITC 488 nm i 592 nm cu cin < GO0 mi < 60 nm Gy G. honeron et al., Opd. Expr. 18, 1302 (20100
O4-4935 (Oyomics GmbH) 488 nm i 592 nm cu cin < GO0 mi < 60 nm Gy G. honeron et al., Opd. Expr. 18, 1302 (20100
GFFP 480 nm 100 p= 576 nm 200 p= 80 hMHz 7.2 mi = F0 nm (xyl . iillig et al., Mad. Medk. 3, 721 (2006)
Citrime A0 nm 100 p= 498 nm 300 p= 20 MHz 36 mine 207 Mem= 095 nd 43 nm [z B. Hein et al., Froe. fEd. Acad. Soi U5A 105, 14271 (2002)
Citrine 488 nm ci 592 nm ci (=11} 112 mn B2 hMem= = G0 nm (i) B. Hein &t al., Pme. fad. Acad. Sof USA 105, 14271 (2008)
FF 440 nm 100 ps 595 nm 300 p= 80 hiHz 18 miie 400 ko= 0.23 nd = T0 nm (xy) U. % MWEged et al., Froc. Ned. Acad. Soi 54 103, 15852 (2008
ATTO 565 (ATTO-TEC GmbH) 532 nm = 00 ps G40 — BE0 nm ~ A0 ps 1 -2 MHz 30 — 40 nm (xy0) D. 'iildanger et al., Opt. Expr. 16, 9614 (2002)
ATTO 565 (ATTO-TEC GmbH) 532 nm (<21 647 nm G i 114 min = G0 nm (=y) K. iillig et al., hbd. Medk. 4, 015 (2007
ATTO 565 (ATTO-TEC GmbH) 1060 nm 300 f= @ G676 nm i =11 200 mt = T0 nm (xyl) G. Moneron, 5.0, Hell, Opd. Expr. 17, 14567 (2009
117 hiHz,
10 mns
MR 121 SE (Roche Diagnostics] 532 nm 10 p= 793 nm 107 p= TE hHz 10.4 mine = Al nm (2] M. Oyba et al., had. Sodeck. 21, 1303 (2003
NES1 (ATTO-TEC GmbH) 532 nm <100 p= 647 nm = 200 ps TI hHz (20 + 3 mhif 40 — 45 nm (xyz) R. Schmidt et al., nad. Medh. 5, 539 (Z008)
Sulfonated & rigidized rhodarnine derivatives 532 nm 100 p= Gl nm = 300 ps 20 hiHz 40 bAam= < A0 nm Cxy) W, Boyarskiy et al., Chem. Bur. J. 14, 1784 (2008
(. Boyarskiy, Dep. ManoBiophotonics,
P Gittingen)
Mitrogen wacancies in diamond 532 nm G0 p= 775 nm 32ns & miHz 250 mun 2.6 Guiem= 106 nd G nm (=) Rittweager et al., fad. Chador. 3, 144 (2009
Pyridine 2 F LOS 722 A44 nm 240 t= TED nm 13 ps 76 MHz 33 nm [2) b, Dvba, S, Hell, Prys. ey, Led. 88, 163901 (2002
(Exciton, Radiant Oyes GmbH)
Pyridine 2 f LDS 722 554 nm 250 t= 745 nm 50 - 200 ps 76 MHz 12.2 muy 44 nm () M. Dvyba et al., Mbw. o Phes. 7, 134 (2005
(Exciton, Radiant Oyes GmbH)
RH 414 (Bictium, Inc.) 554 nm 40 t= 746 nm 13 p= TG MHz .78 muy 30 nm (2} b, Dvyba, S0, Hell, Phys. ey, Ledt. 88, 163901 (2002
ATTO 590 (ATTO-TEC GmbH) 570 nm = 00 ps GO0 - 710 nm ~ 80 ps 1 hiHz 1.4 - 2.4 mnf 14 -2d4nd 20 - 40 nm (x) D. 'ildanger et al., Opt. Expr. 16, 9614 (20027
ATTO 590 (ATTO-TEC GmbH) 570 nm ~ 90 ps 690 — 710 nm ~ 30 p= 1 hiHz 3.8 mue 3.8 nd 20 nm [z 0. wildanger &t al., J. Memsz, 236, 35 (2009)
45 nm Gy, 108 nm 2]
ez 594 (Invitrogen Corp.) 70 nm ~ A0 p= 640 - 710 nm ~ 80 ps 1 hiHz 2.8 mir 3.8 nd 0. Wildanger et al., J. Momse. 236, 35 (2009)
ATTO 594 (ATTO-TEC GmbH) A70 nm ~ 490 ps 690 - 710 nm ~ 80 p= 1 hiHz 3.8 m 3.8 nd 0. Wildanger et al., Jf. Mizmsc. 236, 35 (2009)
OwLight 534 (Themmo Scientific) ~ A0 p= 690 - 710 nm ~ 30 ps 1 hiHz 2.8 mir 0. Wildanger et al., J. Momse, 236, 35 (2009)

http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/
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Resolucion vs. Intensidad Aplicada

Tq= 2 s, Tq= 0.1 ns, T,;,= 1 ps, Oy = 10"16cm? a) Sin STED

Aere= 500 NM, A= 600 nm, NA = 1.4 (aceite) Para lg;ep (MW/cm?2)

b) 10

o c) 100
(7]

c
= d) 500
8c e)1000
Q0
&

Poblacién en S;

Mgrep €l drea de deplecién se
incrementa en diametro.

Hell, S.W. & Wichmann, J. Breaking the diffraction resolution limit by stimulated emission: stimulated emission depletion microscopy. Opt. Lett. 19, 780-782 (1994).
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Resolucidon vs. Intensidad Aplicada z

Nanoparticulas fluorescentes de 24nm depositadas sobre un cubreobjeto

(;onchal STED

o
®
\ A
.\ Ar =
: (d) 40 MW/erm? 2nsena\/1+ldep, .,
nos-9 ‘Z ) 158 Mwi/cm
2 l (f) 316 Mw/cnr 1.7 GWieme (Q)
|
\
o\‘*’. ¥
o Ll [ 9 o—i & o1 @
O& 0.5 1.0

1.8
Isar ~11 MW/cm2

STED intensity lgtep (GW/cm?)

Benjamin Harke, Jan Keller, Chaitanya K. Ullal, Volker Westphal, Andreas Schonle, and Stefan W. Hell. Resolution scaling in sted microscopy
Optics Express, 16(6):4154-4162,2008.
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EJEMPLOS Y APLICACIONES

Velocidad del video = 28 cuadros por segundo
Campo de vision =2,5x 1,8 ym ) )
Resolucion xy= 62 nm (18x reduccion de area)  http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/1154228/DC1

XY: 16-kHz espejo resonante; Z: piezo.

Trayectorias:
\k 0 M—/z‘_" . . .
B < St —7 Histogramas de las velocidades vesiculares:
3 Directional
7 Cos D
. . [ L 02
Diffusing = 0.2 5
1‘ & 0.1 0.1
£\ Stationary o o
Y o 2 4 6 0 2 4
ek . Individual speeds (nm/ms) Mean trace speeds (nm/ms)
N}
/e, E F s
R 04 1@
‘ 5 x 82 *
W . go2 - §§1 —4
i N\ 0 0 -
& 0 1 2 3 0 10 20 30
= ,Tl Effective speeds (nm/ms) Initial particles/frame
"Q.'\

Westphal, V., S. O. Rizzoli, M. A. Lauterbach, D. Kamin, R. Jahn, S. W. Hell (2008): "Video-Rate Far-Field Optical Nanoscopy Dissects Synaptic Vesicle Movement".Science 320,
246 - 249,



http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/1154228/DC1
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DISPOSICION EXPERIMENTAL

Deteccion por una sola lente: Tipo-A

http://www.mpibpc.mpg.de/groups/hell/
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Intensidad calculada para PSF

Imagenes XZ de la membrana
marcada de una bacterla

(a)' A
BT CONFOCAL

10%cps
400

z (um) 3 i
(C) h a3 |
STED-4Pi e .
st STED-4Pi
l‘\ ﬁ. o ", },
E A4 L) 1
g lprm s 4
Imagenes de la primer microscopia | | Cou_yigomn |
de campo lejano con resolucion | | ,
espacial de 30 de 40 nm, (A/23)

__)111rm STED'4Pi
| Filtro lineal
y l[,lf [” )u 1& u I |“'1‘h ( )

| 1pm >

' 7 (pml
iumz {

4

Dyba, M. and S. W. Hell (2002). "Focal spots of size lambda/23 open up far-field fluorescence microscopy at 33 nm axial resolution." Phys. Rev. Lett
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EJEMPLOS Y APLICACIONES

Overview

Red microtubular de una célula
humana embrionaria del riidon (HEK)

| Monolayer

onfocal STED-4Pi

Tamafio del pixel:
95nm x 9,8nm (x, z)

Resolucidn axial de ~ 50 nm.
(1/16, A\, =739nm)

exc

I | & 59 I b 48
Monolayer  Microtubules Monolayer  Microtubules

Dyba, M., S. Jakobs and S. W. Hell (2003). "Immunofluorescence stimulated emission depletion microscopy." Nature Biotechno.l. 21(11): 1303-1304.
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CONCLUSIONES

1. Con la Microscopia 4Pi se aumentd la Resolucidon AXIAL en un factor de 4 a 7 veces (comparado
con la Microcopia confocal)

2. Selograron eliminar los I6bulos secundarios.
3. Con la Microcopia 4 Pi se logran imagenes en 3D con resolucion de 100 nm en células vivas.
4. La Microscopia STED rompi6 el limite de difraccidon observando resoluciones de AX~ 30nm.

5. En contraste a las otras microscopias no lineales, STED utiliza intensidades de laseres bajas
permitiendo el estudio de células vivas.

6. STED, es la Unica técnica conocida capaz de observar volimenes fluorescentes en la escala del
zeptolitro.

7. La microscopia 4Pi-STED, permitid observar experimentos de inmunofluorescencia con Az~
50nm.




http://www.leica-microsystems.com/products/confocal-microscopes/details/product/leica-tcs-sted/showcase/
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