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Superrozlǐseńı v optické mikroskopii
Nobelova cena za chemii za rok 2014

Jaromı́r Plášek, Praha

Bez světelné mikroskopie by nemohla vzniknout buněčná biologie. Významnou
roli hrála tato metoda též v materiálovém výzkumu a daľśıch vědńıch oborech, jakož
i v mnoha praktických činnostech. Od konce 19. stolet́ı je zásluhou Ernsta Abbeho
známo, že rozlǐsovaćı schopnost optických mikroskop̊u je rovna zhruba polovině vlnové
délky použitého světla. V minulých dvou desetilet́ıch však vzniklo několik převratných
metod založených na spojeńı optických mikroskop̊u s lasery jako zdroji světelného
zářeńı a s poč́ıtači slouž́ıćımi jak k ř́ızeńı experiment̊u, tak ke zpracováńı obraz̊u.
Důležitou roli zde sehrál také pokrok ve značeńı buněčných struktur fluorescenčńımi
proteiny i daľśımi fluorescenčńımi sondami. Kombinaćı zmı́něných tř́ı faktor̊u se poda-
řilo zlepšit rozlǐsovaćı schopnost optických mikroskop̊u natolik, že mı́sto o mikroskopii
můžeme dnes již mluvit o nanoskopii. Tento fakt a jeho význam pro daľśı pokrok na
poli biochemie a buněčné biologie vedl k tomu, že letošńı Nobelova cena za chemii
byla udělena Stefanu Hellovi, Eriku Betzigovi a Williamu W. Moernerovi
— třem vědc̊um, kteř́ı se rozhoduj́ıćım zp̊usobem zasloužili o vývoj nových metod
superrezolučńı optické mikroskopie. Hell byl oceněn za objev principu a prokázáńı
praktické použitelnosti skenovaćı fluorescenčńı mikroskopie, která redukuje nežádoućı
efekt ohybu světla pomoćı stimulované emise, a Moerner za př́ınos k rozvoji mono-
molekulárńı fluorescenčńı mikroskopie i objev fotoaktivovatelných fluorescenčńıch pro-
tein̊u, které pak Betzig jako prvńı použil pro superrezolučńı lokalizačńı mikroskopii [7].
V následuj́ıćım článku je podán stručný výklad principu těchto metod.

1. Rozlǐsovaćı schopnost optických mikroskop̊u: připomenut́ı základńıch
pojmů

Rozlǐsovaćı schopnost optických mikroskop̊u je omezena difrakčńımi jevy, které jsou
d̊usledkem vlnové povahy světla. Zář́ıćı bod, byt’ libovolně malý, se proto zobraźı
jako difrakčńı obrazec, který v př́ıpadě objektiv̊u s kruhovou aperturou má podobu
Airyho disku obklopeného sadou koncentrických kroužk̊u, jejichž jas progresivně klesá
s pořadovým č́ıslem vedleǰśıho maxima. Připomeňme si nav́ıc, že pr̊uměr prvńıho
difrakčńıho minima ohraničuj́ıćıho Airyho disk se zmenšuje s rostoućım pr̊uměrem
apertury a naopak roste se zvětšuj́ıćı se vlnovou délkou světla. Obrazu bodového zdroje
světla ř́ıkáme impulzová odezva (anglicky point spread function, PSF).

Standardńı mikroskopie je jednou z forem celoplošného zobrazováńı (v angličtině se
použ́ıvá termı́n wide-field microscopy), které se vyznačuje t́ım, že všechny body zobra-
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Obr. 1. Vztah mezi objektem a jeho obrazem, který je rozostřený ohybem světla
procházej́ıćıho aperturou objektivu. Pozorovaný obraz (vpravo) je součtem jas̊u Airyho disk̊u
odpov́ıdaj́ıćıch individuálńım bod̊um objektu (vlevo). Uprostřed je zobrazen celý difrakčńı
obrazec PSF, kde vedle centrálńıho Airyho disku jsou vidět i vedleǰśı lokálńı minima a ma-
xima včetně profilu jejich intenzity. Abychom se vyhnuli přesvětleńı obrazu objektu v mı́stech,
kde se překrývaj́ı obrazy v́ıce bod̊u, musel být v pravém obrázku sńıžen jas PSF natolik, že
vedleǰśı maxima již nejsou patrná a vid́ıme pouze středy Airyho disk̊u, kterým odpov́ıdá
černou barvou zvýrazněná část grafu h(x, 0). Tmavá široká šipka v levém obrázku mı́̌ŕı na
dva sousedńı body, jejichž vzdálenost je těsně pod hranićı teoretické rozlǐsovaćı schopnosti
mikroskopu. Světlá šipka naopak označuje body lež́ıćı těsně nad touto hranićı.

zovaného objektu pozorujeme současně. Výsledný obraz je pak superpozićı PSF indi-
viduálńıch bod̊u zobrazovaného objektu. Pokud se nav́ıc jedná o zářeńı nekoherentńı
(jako je tomu v př́ıpadě fluorescenčńı mikroskopie, které se týkaj́ı superrezolučńı me-
tody oceněné Nobelovou cenou za rok 2014), má taková superpozice podobu prostého
součtu jas̊u ilustrovaného na obr. 1. Konvenčńı rozlǐsovaćı schopnost optického mik-
roskopu přitom odpov́ıdá takové vzdálenosti d dvou bod̊u, při které se polohy maxim
jejich Airyho disk̊u nacházej́ı v mı́stě prvńıho minima sousedńı impulzové odezvy (tzv.
Rayleighovo kritérium). Plat́ı

d = 0.61λ/NA , (1)

kde λ je vlnová délka světla ve vakuu a NA numerická apertura objektivu, defino-
vaná známým výrazem NA = n sinα (n je index lomu prostřed́ı mezi objektivem
a kryćım skĺıčkem preparátu, α je polovina maximálńıho vrcholového úhlu kužele
paprsk̊u přicházej́ıćıch do objektivu z předmětového bodu lež́ıćıho na optické ose mi-
kroskopu). Vedle této hodnoty odvozené Lordem Rayleighem se alternativně uvád́ı
i hodnota d = 0.5λ/NA pocházej́ıćı od Ernsta Abbeho. Malý č́ıselný rozd́ıl mezi uve-
denými hodnotami je však z hlediska praktické mikrokopie nepodstatný a rozd́ılem
mezi Rayleighovou a Abbeho teoríı se zde proto nemuśıme zabývat. Naproti tomu
je však třeba zd̊uraznit, že PSF je ve skutečnosti objektem tř́ırozměrným, přičemž
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Obr. 2. Radiálńı profil impulzové odezvy (PSF), který je funkćı prostorových souřadnic,
a modul jeho Fourierovy transformace (neboli MTF), který je funkćı prostorových frekvenćı.
Čárkovaná úsečka indikuje hodnotu MTF, která odpov́ıdá prostorové frekvenci rovnaj́ıćı se
převrácené hodnotě pr̊uměru Airyho disku.

Airyho disk s přilehlými kroužky představuje pouze řez t́ımto objektem daný rovinou
ostrého obrazu bodového zdroje světla. Axiálńı rozlǐsovaćı schopnost mikroskopu (také
bývá někdy označovaná jako longitudinálńı nebo vertikálńı) je definována obdobným
zp̊usobem jako rozlǐsovaćı schopnost laterálńı, a to jako axiálńı vzdálenost prvńıho
lokálńıho minima od centrálńıho maxima, která je rovna

z = 2nλ/(NA)2 . (2)

Pro libovolný objektiv je tedy axiálńı rozlǐsovaćı schopnost horš́ı než rozlǐsovaćı schop-
nost laterálńı.

Z matematického hlediska představuje rozložeńı jasu v obraze dvojrozměrného
objektu g(x, y) konvoluci

g(x, y) = f(x, y) ∗ h(x, y) , (3)

kdeh(x, y) je funkce impulzové odezvy (translačně invariantńı v rovině obrazu) a f(x,y)
je jas zvětšeného obrazu, který bychom źıskali pomoćı ideálńı zobrazovaćı soustavy bez
efektu difrakce (x = Mx′, y = My′ a M je zvětšeńı). Aplikaćı Fourierovy transformace
na obě strany této rovnice a použit́ım konvolučńıho teorému dospějeme k d̊uležitému
vztahu mezi Fourierovými spektrálńımi reprezentacemi funkćı g(x, y), f(x, y) a h(x, y):

G(νx, νy) = F (νx, νy)H(νx, νy) , (4)

kde νx a νy jsou prostorové frekvence.
Komplexńı funkce prostorových frekvenćı H(νx, νy) se v teorii optického zobra-

zováńı nazývá optická přenosová funkce, neboli OTF (z anglického Optical Transfer
Function). Jej́ı modul, viz obr. 2, kterému se ř́ıká funkce přenosu kontrastu MTF
(Modulation Transfer Function), má výsadńı postaveńı mezi charakteristikami optic-
kých zobrazovaćıch soustav, nebot’ popisuje, s jakým poměrem kontrast̊u v obrazové
a předmětové rovině je možné zobrazit harmonické mř́ıžky o r̊uzných prostorových
frekvenćıch. Na obr. 2 také vid́ıme, že tento kontrast klesá na desetinu kontrastu
objektu, pokud prostorová perioda harmonické mř́ıžky je rovna pr̊uměru Airyho disku
(a prakticky na nulu, pokud tuto periodu zmenš́ıme na 80% pr̊uměru Airyho disku).
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Obr. 3. Ukázka použit́ı 3D dekonvoluce k potlačeńı neostrých obraz̊u z mimoohniskových ro-
vin: děĺıćı se žab́ı buňka z tkáňové kultury XLK2 odvozené od larválńıch ledvin (fluorescenčńı
mikroskopie imunofluorescenčně označených mikrotubul̊u mitotického vřeténka). K dekonvo-
luci byla použita data z celkem 70 obrázk̊u buňky sńımaných s vertikálńım krokem 0.2 µm.
Původńı sńımek vlevo představuje náhodně vybraný optický řez bĺızko středu buňky, vpravo
je obraz jemu odpov́ıdaj́ıćı zaostřené roviny, který byl pomoćı 3D dekonvoluce zbavený pozad́ı
pocházej́ıćıho od neostrých obraz̊u sousedńıch rovin. Velikost b́ılé úsečky je 2 µm. B́ılá šipka
se týká daľśıch obrázk̊u z p̊uvodńı publikace, zde nevyužitých. Upraveno podle [41].

Této situaci odpov́ıdá hraničńı prostorová frekvence νmax rovnaj́ıćı se 2NA/λ, která
představuje alternativńı mı́ru rozlǐsovaćı schopnosti obyčejných optických mikroskop̊u.

Pro nižš́ı prostorové frekvence, při kterých se hodnota MTF dostatečně lǐśı od
nuly, lze pomoćı nejr̊uzněǰśıch dekonvolučńıch metod na základě rovnice (4) a známé
PSF (bud’ změřené, nebo poč́ıtačověmodelované) vylepšovat kontrast mikroskopických
obraz̊u a t́ım i detegovatelnost jejich nejjemněǰśıch detail̊u. Velmi populárńı jsou na-
př́ıklad algoritmy, které umožňuj́ı potlačit rozostřené obrazy mimohniskových rovin
3D objekt̊u v séríıch sńımk̊u źıskaných při postupném zaostřováńı mikroskopu do
měńıćı se hloubky objektu, viz obr. 3.

Tento obrázek nav́ıc ilustruje triviálńı skutečnost, že v d̊usledku sńıženého kon-
trastu zobrazeńı zaostřené roviny na pozad́ı neostrých obraz̊u mimoohniskových ro-
vin zpravidla docháźı k podstatnému sńıžeńı reálné laterálńı rozlǐsovaćı schopnosti
obyčejných mikroskop̊u oproti jejich teoretické rozlǐsovaćı schopnosti.

2. Celoplošné zobrazováńı versus skenovaćı metody

V roce 1957 źıskal Marvin Minsky patent na princip skenovaćıho konfokálńıho mik-
roskopu, jehož prvńı prakticky použitelná verze však vznikla teprve koncem šedesátých
let zásluhou Mojḿıra Petráně a Milana Hadravského z Lékařské fakulty UK
v Plzni. Při konfokálńı mikroskopii je pozorovaný vzorek skenován postupně bodovým
zdrojem světla, přičemž zářeńı vycházej́ıćı z osvětleného bodu vzorku se dostává k de-
tektoru až po pr̊uchodu konfokálńı d́ırkovou aperturou. Tato apertura účinně potlačuje
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světlo z nezaostřených mimoohniskových rovin, což umožňuje zobrazovat optické řezy
trojrozměrnými vzorky, viz např́ıklad [31].

V současné době je většina konfokálńıch mikroskop̊u vyráběna speciálně pro apli-
kace s excitaćı fluorescence fokusovaným laserovým paprskem. Efektivńı impulzová
odezva takového mikroskopu, PSFconf , je pak součinem laterálńıho profilu intenzity
fokusovaného laserového paprsku, PSFexc, a impulzové odezvy bodu emituj́ıćıho fluo-
rescenci, PSFem. Pokud neńı spektrálńı posuv mezi vlnovou délkou excitace a vlnovou
délkou fluorescence př́ılǐs velký, plat́ı pro laserové paprsky s Gaussovým profilem inten-
zity

PSFexc ≈ PSFem, neboli PSFconf ≈ (PSFem)
2 . (5)

To znamená, že přechod od celoplošného zobrazováńı ke skenovaćı konfokálńı mikro-
skopii je doprovázen výrazným zúžeńım efektivńı impulzové odezvy, a t́ım i výsledné
laterálńı a axiálńı teoretické rozlǐsovaćı schopnosti mikroskopu. Jejich hodnoty jsou
v tomto př́ıpadě rovny

dconf ≈ 0.4λ/NA, (6a)

zconf ≈ 1.4nλ/(NA)2, (6b)

což oproti mikroskop̊um s celoplošným zobrazováńım reprezentuje zlepšeńı o faktor
rovnaj́ıćı se

√
2. Hlavńı př́ınos konfokálńı mikroskopie ovšem spoč́ıvá v potlačeńı

př́ıspěvku rozostřených obraz̊u mimoohniskových rovin, d́ıky čemuž se můžeme i při
zobrazováńı 3D objekt̊u prakticky přibĺıžit k teoretickým hodnotám rozlǐsovaćı schop-
nosti uvedeným v rovnićıch (6a), (6b). Zlepšeńı rozlǐsovaćı schopnosti o faktor

√
2 však

ještě neřad́ı konfokálńı mikroskopii k superrezolučńım metodám.

3. Tři hlavńı strategie současné superrezolučńı optické mikroskopie

Na obr. 4 jsou představeny tři úspěšné strategie, které v současnosti umožňuj́ı reali-
zovat superrezolučńı mikroskopii na úrovni použitelné v praxi. Jedná se o mikroskopii
se strukturńım osvětleńım, stochastickou lokalizačńı mikroskopii a skenovaćı STED
mikroskopii.

Základńı varianta mikroskopie se strukturńım osvětleńım (Structured Illumination
Microscopy – SIM) spoč́ıvá v osvětleńı vzorku excitačńım světlem ve formě mř́ıžky
s harmonickým profilem jasu (zpravidla se k tomu využ́ıvá interference zkř́ıžených la-
serových paprsk̊u). Po nasńımáńı série takových sńımk̊u se třemi r̊uznými orientacemi
excitačńıho rastru v kombinaci se třemi až pěti jeho lineárńımi posunut́ımi o třetinu
resp. pětinu prostorové periody, následuje analýza OTF, která umožňuje extrapolo-
vat MTF optického zobrazovaćıho systému za mezńı prostorovou frekvenci standardńı
celoplošné mikroskopie, 2NA/λ. Při použit́ı harmonického osvětleńı lze však dospět
pouze k dvojnásobné laterálńı rozlǐsovaćı schopnosti [11]. K dosažeńı opravdového su-
perrozlǐseńı jsou zapotřeb́ı složitěǰśı aplikace strukturńıho osvětleńı, jako je např́ıklad
SSIM (Saturated SIM) nebo NL-SIM (Non-Linear SIM) [12], [32].

Lokalizačńı mikroskopie slouž́ı k superrezolučńımu zobrazováńı objekt̊u obarvených
fluorescenčńımi sondami. Využ́ıvá toho, že fluoreskuj́ıćı molekuly vzdálené od sebe
méně, než je konvenčńı rozlǐsovaćı schopnost objektivu, lze za určitých podmı́nek
zobrazovat individuálně v rámci nahodilého výběru založeného např́ıklad na aktivaci
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Obr. 4. Tři hlavńı strategie superrezolučńı mikroskopie: A. celoplošný mód s periodickým
strukturńım osvětleńım (SIM), B. celoplošný mód se stochastickým zobrazováńım indi-
viduálńıch zář́ıćıch bod̊u (PALM, FPALM a STORM), C. skenovaćı mód s redukćı periferńı
zóny PSF stimulovanou emiśı (STED). Ve třech obrázćıch levého sloupce je schematicky
znázorněna vnitřńı struktura hypotetické buňky s mikrotubulárńımi vlákny a granulárńımi
útvary. Vložené b́ılé rámečky lokalizuj́ı polohu oblasti zobrazené ve zvětšené podobě v pravém
sloupci. Vzhled zvětšených obrázk̊u zjednodušeně naznačuje rozd́ılné možnosti jednotlivých
metod. Zat́ımco obyčejná SIM metoda nab́ıźı pouze dvojnásobné zlepšeńı rozlǐsovaćı schop-
nosti, které znamená výrazné zlepšeńı oproti standardńı celoplošné mikroskopii (viz vložený
segment), ale neńı ještě dostatečné pro realistické zobrazeńı rozměr̊u jemných buněčných
struktur, B i C umožňuj́ı nanoskopické zobrazeńı mikrotubul̊u a daľśıch struktur o rozměrech
bĺızkých k 20 nm. Volně podle [34].

fluorescence, což po několika tiśıćıch až deśıtkách tiśıc opakováńı umožńı postupnou
lokalizaci všech molekul fluorescenčńı sondy. Jelikož přesnost této lokalizace může
být výrazně lepš́ı, než je samotná rozlǐsovaćı schopnost mikroskopu, źıskáme takto
velmi přesnou mapu rozložeńı sondy ve vzorku, která představuje superrezolučńı obraz
fluoreskuj́ıćıho objektu. Přesnost lokalizace jednotlivých molekul samozřejmě výrazně
záviśı na velikosti obrazového šumu, který klesá s celkovým počtem detegovaných fo-
ton̊u, z nichž se skládá změřená PSF. Pro cca 106 foton̊u se přesnost lokalizace bĺıž́ı
k 1 nm [30].
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STED mikroskopie (STimulated Emission Depletion – redukce fluorescence sti-
mulovanou emiśı) je v podstatě variantou skenovaćı laserové konfokálńı fluorescenčńı
mikroskopie s druhým laserovým paprskem fokusovaným kolineárně do stejného mı́sta
jako paprsek excitačńı. Tento druhý paprsek, kterému budeme ř́ıkat redukčńı, má
v ohnisku prstencový profil intenzity s prakticky nulovou intenzitou uprostřed. Exci-
tované molekuly nacházej́ıćı se v zóně ozařované světelným prstencem tak mohou
být přinuceny k přechod̊um do základńıho stavu stimulovanou emiśı mı́sto vyzářeńı
spontánńı fluorescence. Jelikož spontánńı fluorescenci lze od stimulované emise spekt-
rálně i prostorově oddělit, dojde t́ımto zp̊usobem k redukci efektivńı fluorescenčńı PSF,
přičemž jej́ı pr̊uměr bude ze zřejmých př́ıčin progresivně klesat s jasem světelného
prstence vyvolávaj́ıćıho stimulovanou emisi.

Společným a současně kĺıčovým atributem všech tř́ı výše uvedených superrezoluč-
ńıch metod je to, že se jedná o metody fluorescenčńı, oṕıraj́ıćı se o d̊umyslné využit́ı
fotochemických nebo fotofyzikálńıch vlastnost́ı fluorochromů.

4. Celoplošná mikroskopie se strukturńım osvětleńım (SIM)

Na popisné úrovni lze princip SIM objasnit analogíı se zobrazováńım moaré obrazc̊u,
které vznikaj́ı překryt́ım dvou odlǐsných rastr̊u, viz obr. 5A. Při snižováńı rozlǐsovaćı
schopnosti optické soustavy nevyhnutelně nastane situace, kdy samotné rastry se
již zobrazit nepodař́ı, zat́ımco př́ıslušný moaré efekt bude stále dobře viditelný, viz
obr. 5B. Dı́ky moaré tedy z̊ustává v obraze zachována informace o existenci rastr̊u
o prostorových frekvenćıch vyšš́ıch, než optická soustava dokáže př́ımo zobrazit.

Abychom z moaré źıskali též kvantitativńı informaci, muśıme pomoćı Fourierovy
transformace přej́ıt k jejich frekvenčńı reprezentaci. Pro jednoduchost začneme s li-
neárńım režimem, ve kterém je jas objektu úměrný intenzitě osvětleńı o(x, y). Jas
zobrazovaného objektu pak bude roven součinu

fSIM(x, y) = f(x, y)o(x, y), (7)

kde f(x, y) je jas objektu při rovnoměrném osvětleńı. Obrazem strukturně osvětleného
objektu tedy bude konvoluce

g(x, y) = [f(x, y)o(x, y)] ∗ h(x, y), (8)

pro jej́ıž Fourierovu transformaci plat́ı

G(νx, νy) = [F (νx, νy) ∗O(νx, νy)]H(νx, νy). (9)

V př́ıpadě osvětleńı s profilem harmonické mř́ıžky o prostorové frekvenci ξ definované
ve směru osy x použijeme o(x, y) = 1 + cos(2πξx). Fourierova transformace takové
harmonické mř́ıžky, O(νx, νy), je součtem tř́ı Diracových impulz̊u při frekvenćıch 0
a ±ξ. Ve Fourierově transformaci G(νx, νy) se proto k funkci F (νx, νy) přičtou dva
spektrálně posunuté obrazy F (νx − ξ, νy) a F (νx + ξ, νy). Aby bylo možné rozložit ta-
kovou funkci G(νx, νy) na komponenty F (νx, νy), F (νx−ξ, νy) a F (νx+ξ, νy), je třeba
ji napřed podělit optickou přenosovou funkćıH(νx, νy) a Fourierovu transformaci obra-
zu strukturně osvětleného objektu źıskat pro několik translaćı rastru osvětleńı o de-
finované zlomky jeho prostorové periody (obvykle tři až pět). Tı́m źıskáme několik
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Obr. 5. Princip mikroskopie se strukturńım osvětleńım. A. Ukázka moaré efektu vznikaj́ıćıho
překryvem dvou mř́ıžek; B. zobrazeńı moaré pomoćı optické soustavy s rozlǐsovaćı schop-
nost́ı menš́ı, než vyžaduje prostorová frekvence mř́ıžek; C. modelový př́ıklad Fourierovy
reprezentace objektu osvětleného harmonickou mř́ıžkou o prostorové frekvenci νmax a jej́ı
rozklad na jednu základńı a dvě frekvenčně posunuté komponenty (zobrazeny jsou mo-
duly př́ıslušných komplexńıch funkćı); D. extrapolace Fourierovy transformace F (νx, νy) na
rozš́ı̌rený spektrálńı interval 〈−2νmax, 2νmax〉; E. Kombinace extrapolovaných Fourierových
transformaćı źıskaných pomoćı tř́ı orientaćı osvětlovaćı mř́ıžky. Vytvořeno s použit́ım [8].
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navzájem souvisej́ıćıch komplexńıch funkćı se stejným modulem, avšak odlǐsnými fá-
zovými spektry, mezi kterými existuj́ı známé rozd́ıly dané velikost́ı laterálńıho po-
suvu rastru. Jak ilustruje obr. 5C, spektrálně posunuté komponenty F (νx − ξ, νy)
a F (νx + ξ, νy) obsahuj́ı vysokofrekvenčńı kř́ıdla, která by v neposunutém spektru
F (νx, νy) už ležela za hranićı νmax. Po srovnáńı a překryt́ı navzájem si odpov́ıdaj́ı-
ćıch úsek̊u tř́ı d́ılč́ıch složek Fourierovy transformace harmonicky osvětleného objek-
tu nakonec źıskáme funkci F (νx, νy) extrapolovanou na rozš́ı̌rený spektrálńı inter-
val 〈νmax − ξ, νmax + ξ〉, obr. 5D. Tato extrapolace se provád́ı pro tři r̊uzné orientace
lineárńıho rastru natočené v kroćıch po 60◦, viz obr. 5E. Aplikujeme-li pak na ce-
lou extrapolovanou funkci F (νx, νy) inverzńı Fourierovu transformaci, źıskáme dvoj-
rozměrný obraz objektu se zvýšenou laterálńı rozlǐsovaćı schopnost́ı, která v mezńım
př́ıpadě modulačńı frekvence ξ = νmax bude rovna dvojnásobku hodnoty dosažitelné
při obyčejném celoplošném zobrazeńı. Výše popsaná základńı metoda se samozřejmě
týká pouze ideálńıch 2D objekt̊u (např́ıklad monovrstev latexových kuliček nebo obra-
z̊u buněk sńımaných TIRF mikroskopíı, viz obr. 6 a jeho popis). Lze ji však úspěšně
aplikovat také na reálné 3D vzorky, a to cestou sńımáńı série obraz̊u zaostřených do
r̊uzné hloubky vzorku osvětleného trojrozměrným rastrem [13], [35].

K dosažeńı lepš́ı než dvojnásobné laterálńı rozlǐsovaćı schopnosti je třeba použ́ıt
osvětlovaćı rastry s anharmonickým profilem intenzity, d́ıky kterému se v jejich Fou-
rierových obrazech vedle frekvence ξ spojené se základńı prostorovou frekvenćı rastru
objev́ı i jej́ı vyšš́ı harmonické násobkymξ. Nelineárńıho profilu osvětlovaćıho rastru lze
dosáhnout bud’ skrze saturaci fluorescence při velmi intenzivńım buzeńı, kdy intenzita
fluorescence přestává být úměrná intenzitě excitace (metoda S-SIM [1]), nebo šetrněǰśı
NL-SIM metodou vhodnou i pro biologické objekty, která však je méně univerzálńı
kv̊uli značeńı studovaných objekt̊u fotokonverzńımi fluorescenčńımi proteiny [32]. Obě
tyto metody umožnily posunout rozlǐsovaćı schopnost SIM metody k hodnotě≈ 50nm.
V souvislosti s úchvatnou kvalitou NL-SIM obraz̊u cytoskeletu CHO buněk oproti kla-
sické celoplošné fluorescenčńı mikroskopii se však sluš́ı upozornit na to, že se nejedná
výhradně o efekt zvýšené laterálńı rozlǐsovaćı schopnosti. Přinejmenš́ım v př́ıpadě
obyčejné lineárńı SIM metody, obr. 6C, ke kvalitě zobrazeńı výrazně přisṕıvá též mı́rné
zlepšeńı axiálńı rozlǐsovaćı schopnosti následované potlačeńım jasu mimoohniskového
pozad́ı. Významnou roli nepochybně hraje též dekonvolučńı zaostřeńı obraz̊u v rámci
Fourierových transformaćı, na nichž je založena extrapolace F (νx, νy).

Mikroskopie se strukturńım osvětleńım dnes již patř́ı k př́ıslušenstv́ı mikroskop̊u
nab́ızených v́ıce výrobci a můžeme se s ńı setkat v řadě tuzemských laboratoř́ı (např.
N-SIM Nikon, SR-SIM Zeiss Elyra, DeltaVision OMX od GE Healthcare Life Sci.).

5. Lokalizačńı superrezolučńı mikroskopie

Vznik lokalizačńı superrezolučńı mikroskopie úzce souviśı s pokrokem ve vývoji cit-
livých detekčńıch metod, které umožnily provádět fluorescenčńı mikroskopii na úrovni
jednotlivých molekul [28]. K dosažeńı superrozlǐseńı je však nav́ıc třeba zajistit, že
nedojde k současnému zobrazováńı dvou bĺızkých molekul s překrývaj́ıćımi se PSF.
V praxi to zpravidla znamená, že v daném okamžiku smı́ fluoreskovat pouze jediná
z deśıtek až stovek molekul nacházej́ıćıch se uvnitř okruhu o poloměru odpov́ıdaj́ıćım
konvenčńı rozlǐsovaćı schopnosti mikroskopu. Princip funkčńı monomolekulárńı mik-
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Obr. 6. Aktinový cytoskelet savč́ı CHO buňky (jedná se o buněčnou linii odvozenou z křečč́ıch
vaječńık̊u) označený fotokonverzńım fluorescenčńım proteinem Dronpa a zobrazený nelineárńı
NL-SIM metodou s použit́ım TIRF mikroskopu (Total Internal Reflection Fluorescence:
fluorescence vzorku je excitována evanescentńı vlnou v submikronové vrstvě přiléhaj́ıćı ke
kryćımu skĺıčku). A. Celoplošný NL-SIM obraz vzorku; vlevo je ukázka kvality zobrazeńı
pomoćı obyčejné TIRF mikroskopie. Následuj́ı zvětšené obrazy čtvercové výseče poř́ızené
B. obyčejnou celoplošnou TIRF mikroskopíı, C. lineárńı SIM metodou a D. nelineárńı NL-SIM
metodou. Graf normalizovaných profil̊u jasu mezi šipkami obrázk̊u B–D vložený do A uka-
zuje, že dvě vlákna nacházej́ıćı se mezi těmito šipkami jsou zřetelně rozlǐsena pouze v př́ıpadě
NL-SIM metody (plná linie), zat́ımco v př́ıpadě obyčejné TIRF metody (tečkovaná linie) ani
lineárńı SIM metody (čárkovaná linie) je rozlǐsit nejde. Převzato z [32].

roskopie, který je schematicky znázorněný na obr. 7A, byl publikován v roce 2006
nezávisle třemi r̊uznými laboratořemi pod názvy PALM — PhotoActivation Locali-
zation Microscopy [3], FPALM — Fluorescence PhotoActivation Localization Micro-
scopy [18] a STORM — Stochastic Optical Reconstruction Microscopy [33].

PALM a FPALM představuj́ı nanoskopické zobrazováńı buněčných struktur ozna-
čených fotoaktivovatelnými fluorescenčńımi proteiny, jako je např́ıklad Dronpa s fluo-
rochromem, který lze ozařováńım intenzivńım modrozeleným světlem (≈ 490 nm) opa-
kovaně převést do nefluoreskuj́ıćı trans-konformace a pak ozářeńım fialovým světlem
(≈ 400 nm) vrátit zpět do silně fluoreskuj́ıćı cis-konformace s maximy excitačńıho
a emisńıho spektra u rovnými 503 nm a 518 nm [2]; základńı informace o fluo-
rescenčńıch proteinech se nacházej́ı v př́ıloze Struktura a vlastnosti fluorescenčńıch pro-
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Obr. 7. Princip lokalizačńı superrezolučńı mikroskopie. A. V objektu obsahuj́ıćım fotoakti-
vovatelnou nebo fotoregulovatelnou fluorescenčńı sondu je malý počet nahodile vybraných
a dostatečně navzájem vzdálených fluorochromů přepnut aktivačńım světelným pulzem do
fluorescenčńıho stavu. Z jejich centroidńıch souřadnic je pak po několika deśıtkách tiśıc opa-
kováńı takové lokalizace vytvořen superrezolučńı obraz distribuce fluorescenčńı sondy ve stu-
dovaném objektu. B. Axiálńı lokalizace fluorochromů použitá ve 3D STORM. Zjednodušené
optické schéma ilustruje princip určeńı z-souřadnice fluorochromu z astigmatické formy PSF
vznikaj́ıćı po vložeńı válcové čočky před projekčńı čočku promı́taj́ıćı PSF na citlivou EMCCD
kameru (electronmultiplying charge-coupled device). Vpravo je vertikálńı kalibrace elipticity
astigmatické PSF. Upraveno podle [22].

tein̊u. Aby se nahodile aktivovala jen nepatrná frakce z celkového počtu potenciálńıch
zdroj̊u fluorescence, je třeba přeṕınat fotoaktivovatelné fluorescenčńı sondy do fluo-
rescenčńıho stavu světelným pulzy o velmi ńızké intenzitě. Po přepnut́ı fluorochromů
do fluorescenčńıho stavu jsou pak za konstantńıho buzeńı sńımány v integračńım
režimu individuálńı PSF souboru aktivovaných fluorescenčńıch protein̊u, a to po ce-
lou dobu, dokud jejich fluorescence zcela nezanikne v d̊usledku fotodegradačńıho pro-
cesu (photobleaching). Fotodegradované fluorescenčńı proteiny se již v daľśıch foto-
aktivačńıch cyklech nemohou samozřejmě uplatnit, což usnadňuje postupnou lokali-
zaci všech molekul fluorescenčńı sondy a superrezolučńı zobrazeńı jejich prostorového
rozložeńı.

V prvńı variantě STORM byla mı́sto fluorescenčńıch protein̊u použita pomaleji
fotodegradovatelná organická barviva s fotoregulovatelnou (photoswitchable) fluores-
cenćı, která lze světelnými pulzy vhodných parametr̊u (často se jedná o odlǐsné vlno-
vé délky) přeṕınat z fluorescenčńıho (on) do nefluorescenčńıho (off) stavu a naopak.
Tyto fluorochromy funguj́ı v párech, kde jeden z nich je zdrojem lokalizačńıho signálu,
zat́ımco druhý se pouze pod́ıĺı na aktivaci systému přepnutého do stavu

”
off“ vyṕı-

naćım světleným pulzem aplikovaným na začátku každého nového kroku generováńı
frakce lokalizovatelných molekul. Specifické značeńı konkrétńıch buněčných protein̊u
fotoregulovatelnými sondami se provád́ı imunofluorescenčńım zp̊usobem, kdy fluo-
rochromy jsou chemicky připojeny k protilátkám proti studovaným buněčným pro-
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Obr. 8. Dvoubarevná 3D STORM nanoskopie mitochondríı (fialové) a mikrotubul̊u (zelené)
opič́ıch ledvinových buněk BSC-1: imunofluorescenčńı značeńı mitochondríı protilátkou k mi-
tochondriálńımu proteinu Tom20 s a mikrotubul̊u protilátkou k β-tubulinu s fotoregulo-
vatelnými kyaninovými fluorochromy Alexa405-Cy5 (mitochondrie) a Alexa488-Cy5 (mik-
rotubuly). Tři náhodně vybraná mı́sta s několika mitochondriemi a tubulinovými vlákny
ukazuj́ı rozd́ıl v kvalitě zobrazeńı pomoćı standardńı celoplošné mikroskopie, 2D STORM
a 3D STORM. V př́ıpadě 3D STORM odpov́ıdaj́ı axiálńı řezy horizontálńı pozici vyznačené
b́ılým čárkovaným rámečkem. Axiálńı pozice vybraných ukázek horizontálńıch řez̊u nejsou vy-
značeny. Délka měř́ıtka je 500 nm. Barevná verze obrázku je k dispozici pouze v online verzi
tohoto článku. Reprinted with permisssion from Macmillan Publishers Ltd: Nature Methods,
copyright 2008, ref. [21].

tein̊um. Buňky maj́ı trojrozměrnou stavbu, k jej́ımuž zobrazováńı je třeba dosáhnout
superrozlǐseńı ve všech třech dimenźıch. Potřebujeme proto lokalizovat centroidńı po-
lohy individuálńıch PSF nejen v horizontálńı rovině (x, y), ale též ve směru axiálńı
osy z. Na obr. 7B je ukázka jednoho elegantńıho zp̊usobu vyvinutého pro metodu
STORM. Využ́ıvá se k tomu astigmatického zobrazeńı molekul sondy realizovaného
pomoćı válcové čočky přidané před kameru mikroskopu. PSF bodového zdroje se t́ım
změńı z kruhově symetrické na eliptickou, přičemž jej́ı elipticita roste se vzdálenost́ı
molekuly od zaostřené roviny a nav́ıc v navzájem kolmých směrech pro molekuly lež́ıćı
pod a nad touto rovinou. Ukázka nanoskopického zobrazeńı buněčných struktur me-
todou 3D STORM je na obr. 8. Jedná se o mitochondrie a mikrotubuly savč́ı buňky
zobrazené s laterálńım rozlǐseńım 20 až 30 nm a axiálńım rozlǐseńım 60 až 70 nm.

Během osmi let, která uplynula od prvńıch úspěšných demonstraćı praktické pou-
žitelnosti stochastických superrezolučńıch metod, bylo testováno velké množstv́ı fo-
toaktivovatelných protein̊u a fotoregulovatelných fluorofor̊u [19], [20], [29], přičemž
u některých z nich se zp̊usob generováńı frakce lokalizovatelných molekul může lǐsit
od dvou výše popsaných metod [37]. V posledńı době se proto pro všechny metody
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superrezolučńı mikroskopie zač́ıná prosazovat zastřešuj́ıćı název Single-Molecule Lo-
calization Microscopy (SMLM). Mezi nejpodstaněǰśı atributy fluorescenčńıch sond
vhodných pro SMLM je součin jejich molárńıho absorpčńıho koeficientu ε a kvan-
tového výtěžku fluorescence Q, od kterého se odv́ıj́ı jejich schopnost emitovat dostatek
foton̊u pro bezpečnou centroidńı analýzu PSF. Př́ıkladem osvědčených fluorescenčńıch
sond jsou syntetická kyaninová barviva Alexa 488 a Cy5 nebo barvivo ATTO 650
s parametry ε ≈ 105 a Q ≥ 0.9. Odpov́ıdaj́ıćı hodnoty fluorescenčńıch protein̊u jsou
nezanedbatelně nižš́ı (ε ≈ 15 − 85 · 103 a Q ≈ 0.05 − 0.8). Detailńı analýza pokroku
v této oblasti však nemůže být náplńı našeho krátkého přehledu. Nicméně je třeba
se zmı́nit, že velké úsiĺı je orientováno na vývoj metod zkracuj́ıćıch celkovou dobu
akumulace nanoskopických sńımk̊u na úroveň potřebnou pro pozorováńı nefixovaných
živých buněk [4], [6], [19], [36], což neumožňovaly rané verze SMLM vyžaduj́ıćı až
několik hodin sběru dat.

6. STED mikroskopie

Princip STED mikroskopie, při které je fluorescence z periferie PSF redukována sti-
mulovanou emiśı vyvolanou laserovým paprskem s prstencovým profilem intenzity, je
schematicky znázorněn na obr. 9A. K vytvořeńı prstencového profilu intenzity v ohnis-
ku redukčńıho STED paprsku slouž́ı fázová maska, která mezi definované zóny lase-
rového paprsku vnáš́ı fázové rozd́ıly rovnaj́ıćı se π. K dosažeńı výrazného centrálńıho
minima STED paprsku, které je optimálńı pro źıskáńı vysokého laterálńıho rozlǐseńı,
se použ́ıvá spirálńı maska. K vytvořeńı obdobného minima ve vertikálńım směru je
naopak vhodněǰśı anulárńı maska, viz obr. 9B. Metoda umožňuj́ıćı dosáhnout vy-
sokého 3D rozlǐseńı současně v horizontálńım i vertikálńım směru spoč́ıvá v rozděleńı
redukčńıho STED paprsku do dvou větv́ı opatřených odlǐsnými fázovými maskami
a následuj́ıćı rekombinaci r̊uzným zp̊usobem fázově upravených paprsk̊u [15]. I nej-
lepš́ı dosažitelné axiálńı rozlǐseńı poněkud horš́ı než nejlepš́ı rozlǐseńı laterálńı, a to
cca 2.5krát.

Pravděpodobnost zániku excitovaných stav̊u stimulovanou emiśı roste s intenzitou
redukuj́ıćıho STED paprsku. S jeho intezitou proto klesá konečný pr̊uměr oblasti,
ve které po aplikaci STED pulzu z̊ustanou excitované molekuly schopné emitovat
spontánńı fluorescenci. Tento pr̊uměr je zhruba nepř́ımo úměrný druhé odmocnině
intenzity redukuj́ıćıho zářeńı, na které záviśı rozlǐsovaćı schopnost STED mikroskopu,
pro niž plat́ı

dSTED ≈ d

√
1 +

Imax

Isat
, (10)

kde d je konvenčńı rozlǐsovaćı schopnost daného objektivu, Imax je maximálńı intenzita
v ohniskovém prstenci redukčńıho paprsku (typicky se jedná o 0.1–1 GW/cm2) a Isat
je intenzita, při které stimulovaná emise sńıž́ı kvantový výtěžek spontánńı fluorescence
na polovinu [16]. Tato relace naznačuje, že STED mikroskopie v principu nab́ıźı libo-
volně velkou rozlǐsovaćı schopnost za předpokladu, že bude k vyvoláńı stimulované
emise použito dostatečně intenzivńı zářeńı. Prakticky dosažitelná rozlǐsovaćı schop-
nost STED mikroskop̊u přesto z̊ustává v nanometrové škále v d̊usledku v́ıce faktor̊u.
Konkrétně se jedná o aberace objektiv̊u (při standardńı mikroskopii zcela zanedba-
telné), rozptyl světla v objemných 3D vzorćıch a v neposledńı řadě též o fotostabilitu
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Obr. 9. Princip STED mikroskopie. A. Pulzńı STED mikroskopie použ́ıvaj́ıćı dva kolineárńı
laserové paprsky synchronizovaných pulzńıch laser̊u (excitačńı paprsek a redukčńı STED
paprsek), které jsou fokusovány stejným objektivem na skenovaný vzorek. STED pulz vy-
volávaj́ıćı stimulovanou emisi následuje bezprostředně po pulzu excitačńım a jeho ohniskový
profil (definovaný pr̊uchodem paprsku přes fázovou masku) má podobu prstence. Na pane-
lech napravo od objektivu jsou schematicky znázorněny profily intenzit excitačńıho paprsku,
STED paprsku a redukované spontánńı fluorescence. V periferńı zóně excitované oblasti
vzorku byly fluorochromy deexcitovány stimulovanou emiśı vyvolanou prstencovým STED
paprskem. B. Vztah mezi tvarem fázové masky a 3D distribućı intenzity v ohnisku redu-
kuj́ıćıho STED paprsku. Nahoře je spirálńı maska umožňuj́ıćı dosáhnout velkého laterálńıho
rozlǐseńı, avšak bez vertikálńı selekce ve směru osy z. Dole je maska anulárńı, která naopak
umožňuje redukci excitovaných fluorochromů ve vertikálńım směru, ovšem za cenu horš́ıho
laterálńıho rozlǐseńı. Barevná verze obrázku je k dispozici pouze v online verzi tohoto článku.
Upraveno podle [14]. C. Časová posloupnost excitace a detekce při hradlované STED mik-
roskopii. Excitace má podobu pulz̊u o š́ı̌rce výrazně menš́ı, než je středńı doba dohaśınáńı
spontánńı fluorescence, a STED paprsek má konstantńı intenzitu, která se v čase neměńı.
Fluorescence je registrována se zpožděńım Tg za excitačńım pulzem, když intenzita rychleji
dohaśınaj́ıćı fluorescence fluorochromů ozařovaných STED paprskem se již bĺıž́ı k nule (černá
křivka), zat́ımco spontánńı fluorescence z centra excitačńı stopy, kde nedocháźı ke stimulované
emisi, má ještě stále dostatečně vysokou intenzitu (šedá křivka s výplńı).
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Obr. 10. Nanoskopické zobrazeńı proteinových komplex̊u vytvářej́ıćıch póry v jaderné bláně
žab́ıch buněk. Bylo použito dvojbarevné imunofluorescenčńı značeńı protilátkou glykopro-
teinu gp2010 a protilátkami proti komplexu protein̊u uprostřed póru s fluorofory Abberior
STAR635P a Atto594 (chemickou strukturu výrobce nepublikuje), které emituj́ı v červené
a oranžové oblasti spektra s takovým překryvem emisńıch spekter, že bylo možné pro re-
dukci jejich spontánńı fluorescence použ́ıt stejný STED laser. A. Levý obrázek – póry
zobrazené obyčejným konfokálńım mikroskopem; pravý obrázek – STED zobrazeńı pór̊u
s rozlǐseńım ≈ 20 nm (kruhy oktamer̊u glykoproteinu gp210 zvýrazněné červenou barvou)
a centrálńıch komplex̊u protein̊u jaderného póru ≈ 30 nm (zvýrazněno zelenou barvou). Ba-
revná verze obrázku je k dispozici pouze v online verzi tohoto článku. B. Jeden jaderný
pór s oktagonálm komplexem osmi molekul gp201 a centrálńım komplexem daľśıch protein̊u
o celkovém pr̊uměru ≈ 80 nm. Převzato z [10].

fluorochromů. V př́ıpadě diamantu s luminiscenčńımi centry typu duśık–vakance bylo
dosaženo laterálńıho rozlǐseńı ≈ 6 nm, zat́ımco u biologických vzork̊u se syntetickými
organickými barvivy se jedná o ≈ 20 nm nebo o 50 až 70 nm při použit́ı fluorescenčńıch
protein̊u, viz obr. 10 jako př́ıklad. Při základńı STED mikroskopii je fluorescence z pe-
riferie PSF redukována stimulovanou emiśı. Později bylo úspěšně demonstrováno, že
podobné redukce PSF lze dosáhnout i několika daľśımi zp̊usoby, jako je použit́ı fo-
toregulovatelných fluorochromů (metoda RESOLFT) nebo excitace fluorochromů do
metastabilńıch nefluorescenčńıch stav̊u (GSDM) [5], [23].

Prvńı funkčńı STED mikroskopy použ́ıvaly pulzńı lasery jak pro excitaci, tak
pro vyvoláńı stimulované emise. Pulzńı STED lasery se totiž vyznačuj́ı dostatečně
vysokou intenzitou světelných pulz̊u vyvolávaj́ıćıch stimulovanou emisi při relativně
ńızké středńı energii zářeńı dopadaj́ıćıho na vzorek, což je př́ıznivý stav z hlediska
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nežádoućıho fotochemického poškozeńı studovaných objekt̊u. Nutnost časové synchro-
nizace světelných pulz̊u generovaných dvěma lasery (po každém excitačńım pulzu muśı
bezprostředně následovat redukčńı STED pulz, viz obr. 9A) představuje nezanedba-
telný technický problém zvyšuj́ıćı cenu STED systémů. Proto se objevily též systémy
s kontinuálńımi STED lasery (CW-STED), které však maj́ı nižš́ı rozlǐsovaćı schopnost
než pulzńı systémy, nebot’ kv̊uli minimalizaci fotopoškozeńı vzork̊u muśı použ́ıvat nižš́ı
intenzity redukuj́ıćıho zářeńı. Př́ımočarý postup založený na prostém zvyšováni inten-
zity redukčńıho paprsku lze výrazně vylepšit hradlovanou detekćı fluorescence, obr. 9C.
Hradlovaná STED mikroskopie (gated STED, g-STED) využ́ıvá toho, že stimulovaná
emise vede kromě snižováńı intenzity spontánńı fluorescence i ke zkráceńı jej́ı středńı
doby dohaśınáńı. Při vhodně zvoleném zpožděńı intervalu detekce oproti excitačńımu
pulzu lze tud́ıž dosáhnout toho, že detektor bude registrovat pouze fluorescenci z redu-
kované centrálńı zóny i při takových intenzitách kontinuálńıho STED laseru, které by
obyčejné CW-STED metodě nezajistily dostatečně vysoké rozlǐseńı [40]. Oba hlavńı
zp̊usoby dosažeńı vysokého 3D rozlǐseńı — hradlovaná detekce a kombinovaný efekt
dvou fázových masek — byly uplatněny v dosud nejvýkonněǰśım STED mikroskopu
firmy Leica Microsystems, která má patentová práva na STED mikroskopy. Jedná se
o model TCS SP8 STED 3X.

Pro buněčnou biologii je kromě vysoké rozlǐsovaćı schopnosti mikroskopu d̊uležitá
také možnost zkoumat živé buňky. Doba akumulace jednoho superrezolučńıho sńımku
pochopitelně záviśı na rozměrech skenované oblasti. Pokud nás zaj́ımaj́ı dynamické
děje, muśıme se spokojit s pohledem na menš́ı část vzorku a t́ım zkrátit dobu sńımáńı.
Z hlediska zkoumáńı dynamických jev̊u v živých buňkách je STED mikroskopie per-
spektivněǰśı než metody lokalizačńı. V současnosti představuje nejrychleǰśı nanosko-
pickou metodu až s 80 sńımky za minutu při rozlǐseńı 60 až 80 nm [9].

7. Závěr

Proč byl pokrok na poli superrezolučńı mikroskopie oceněn Nobelovou cenou za chemii,
nikoli za fyziku, jak by kv̊uli bĺızkému vztahu s optikou mnoźı očekávali? Abychom to
pochopili, muśıme si uvědomit, jak významnou oblast́ı chemie je dnes biochemie. Su-
perrezolučńı fluorescenčńı mikroskopie kombinovaná se současnými možnostmi speci-
fického značeńı buněčných struktur fluorescenčńımi proteiny i daľśımi fluorescenčńımi
sondami je mocným nástrojem, od kterého se očekává př́ıliv dř́ıve nedostupných po-
znatk̊u o komplexńı souhře buněčných molekul v nanometrovém měř́ıtku. To s vysokou
pravděpodobnost́ı změńı převratným zp̊usobem náš pohled na mnohé biologické pro-
cesy, jimiž jsou předurčovány charakteristické znaky a vlastnosti r̊uzných forem života.

Již dnes lze naj́ıt v literatuře př́ıklady prvńıch zaj́ımavých výsledk̊u źıskaných po-
moćı superrezolučńı mikroskopie, jako je třeba nový model aktin-spektrinového cyto-
skeletu nervových vláken [27]. Nové superrezolučńı metody se v budoucnosti nepo-
chybně uplatńı nejen v buněčné biologii, ale i v jiných vědńıch oborech. Např́ıklad
princip STED mikroskopie byl úspěšně testován jako perspektivńı metoda pro nano-
litografii produkuj́ıćı detaily o rozměrech bĺızkých 50 nm [23].

Podrobněǰśı informace o superrezolučńıch metodách optické mikroskopie lze naj́ıt
v řadě nedávno publikovaných přehledových článk̊u, např́ıklad [17], [19], [24], [25],
[29], [38], [42]. Obsáhlý seznam literatury týkaj́ıćı se těchto metod je také k dis-
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pozici na webu výrobce STED mikroskop̊u: http://www.leica-microsystems.com/
science-lab/, viz Super-Resolution/Papers and Articles on the Nobel Prize in Che-
mistry 2014.

Př́ıloha: Struktura a optické vlastnosti fluorescenčńıch protein̊u

Optická fluorescenčńı mikroskopie je z hlediska buněčné biologie výjimečná t́ım, že
umožňuje pozorovat živé buňky a jejich vnitřńı struktury s obrazovým kontrastem ge-
nerovaným na molekulárńı úrovni na základě specifického připojováńı fluorescenčńıch
sond k vybraným buněčným strukturám, a to bud’ pomoćı imunofluorescenčńıchmetod
nebo pomoćı fluorescenčńıch protein̊u. Uvád́ı se, že zhruba 80% všech zobrazeńı buněk
a jejich struktur publikovaných v biologických časopisech vzniká v současné době právě
pomoćı fluorescenčńı mikroskopie [19]. Fluorescenčńı proteiny jsou pro současnou bio-
logii natolik významné, že za

”
objev a vylepšeńı zeleného fluorescenčńıho proteinu“

byla v roce 2008 udělena O. Shimamurovi, M. Chalfiemu a R. Tsienovi Nobelova cena
za chemii.

Př́ırodńı zelený fluorescenčńı protein (Green Fluorescent Protein — GFP, izolo-
vaný z medúzy Aequorea victoria, kterému se tak ř́ıká, protože při ozářeńı modrým
světlem emituje nazelenalou fluorescenci) je poměrně malá b́ılkovina složená z pouhých
238 aminokyselin. Má zaj́ımavé prostorové uspořádáńı ve tvaru barelu o délce
≈ 4.2 nm a pr̊uměru ≈ 4.2 nm, zformovaného z jedenácti β-vláken, která obklopuj́ı
jednu jednu α-šroubovici nacházej́ıćı se zhruba v ose β-barelu, viz obr. 11. Fluoroforem
tohoto proteinu je heterocyklická sloučenina p-hydroxybenzyliden-imidazilonin, která
vzniká za př́ıtomnosti kysĺıku spontánńı autokatalytickou chemickou reakćı tř́ı sou-
sedńıch aminokyselin — serinu (Ser65), tyrosinu (Tyr66) a glycinu (Gly67), které jsou

Obr. 11. Struktura zeleného fluorescenčńıho proteinu. Fluorochrom p-hydroxybenzyliden-
imidazilonin je zvýrazněn černě. Šedou barvou jsou vyznačeny zbytky molekul serinu a gly-
cinu. Upraveno podle [39].
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při sbalováńı β-barelu natlačeny do prostorového uspořádáńı umožňuj́ıćıho takovou re-
akci. Tento fluorofor má hlavńı absorpčńı maximum při 400 nm a emisńı maximum při
505 nm. Po objevu zeleného fluorescenčńıho proteinu bylo genetickými metodami brzy
vytvořeno velké množstv́ı jeho variant s rozd́ılnou sv́ıtivost́ı, fotostabilitou a barvou
fluorescence [39], jejichž prostorová struktura je však GFP velmi podobná.

M. Chalfiemu se nav́ıc podařilo dokázat, že k syntéze GFP i jeho mutantńıch variant
může docházet také v buňkách jiných organizmů, než jsou medúzy. Následovně vznikly
rutinńı molekulárně-biologické metody umožňuj́ıćı připojovat ke gen̊um nejr̊uzněǰśıch
b́ılkovin DNA, která kóduje fluorescenčńı proteiny. Jejich syntéza pak v buňkách vede
k tvorbě fúzńıch b́ılkovin s geneticky připojenou fluorescenčńı sondou, která odha-
luje jak lokalizaci označených b́ılkovin v buňce, tak jejich lokálńı koncentraci. Je-
likož fluorescenčńı proteiny nejsou pro buňky toxické a funkci označených molekul
zpravidla téměř neovlivňuj́ı a nav́ıc je lze použ́ıvat ve v́ıce spektrálně rozlǐsitelných
formách umožňuj́ıćıch odlǐsné barevné kódováńı r̊uzných buněčných b́ılkovin, jsou
možnosti použit́ı fluorescenčńıch protein̊u skutečně fascinuj́ıćı. Nová kategorie foto-
aktivovatelných protein̊u (viz stručný přehled v práci [26]) vhodných pro superre-
zolučńı mikroskopii pak význam fluorescenčńıch protein̊u pro buněčnou biologii ještě
v́ıc pośılila.

Poděkováńı. Za cenné připomı́nky děkuji prof. RNDr. Petru Malému, DrSc. Tato
publikace vznikla v rámci Programu rozvoje vědńıch oblast́ı na Univerzitě Karlově
č. P45 – Fyzika.
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