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Superrozliseni v optické mikroskopii
Nobelova cena za chemii za rok 2014

Jaromir Plasek, Praha

Bez svételné mikroskopie by nemohla vzniknout bunééna biologie. Vyznamnou
roli hrala tato metoda téz v materidlovém vyzkumu a dalsich védnich oborech, jakoz
i v mnoha praktickych ¢innostech. Od konce 19. stoleti je zdsluhou ERNSTA ABBEHO
znamo, ze rozlisovaci schopnost optickych mikroskopu je rovna zhruba poloviné vlnové
délky pouzitého svétla. V minulych dvou desetiletich v8ak vzniklo nékolik prevratnych
metod zalozenych na spojeni optickych mikroskopu s lasery jako zdroji svételného
zafeni a s pocitaci slouzicimi jak k fizeni experimentu, tak ke zpracovani obrazi.
Dulezitou roli zde sehrél také pokrok ve znaceni bunéénych struktur fluorescenénimi
proteiny i dalsimi fluorescenénimi sondami. Kombinaci zminénych tii faktoru se poda-
tilo zlepsit rozliSovaci schopnost optickych mikroskoptu natolik, ze misto o mikroskopii
muzeme dnes jiz mluvit o nanoskopii. Tento fakt a jeho vyznam pro dalsi pokrok na
poli biochemie a bunééné biologie vedl k tomu, zZe letosni Nobelova cena za chemii
byla udélena STEFANU HELLOVI, ERIKU BETZIGOVI a WILLIAMU W. MOERNEROVI
— tfem védcum, ktefi se rozhodujicim zpusobem zaslouzili o vyvoj novych metod
superrezoluéni optické mikroskopie. Hell byl ocenén za objev principu a prokazani
praktické pouzitelnosti skenovaci fluorescen¢ni mikroskopie, kterd redukuje nezddouci
efekt ohybu svétla pomoci stimulované emise, a Moerner za pfinos k rozvoji mono-
molekulérni fluorescenéni mikroskopie i objev fotoaktivovatelnych fluorescenénich pro-
teint, které pak Betzig jako prvni pouzil pro superrezoluéni lokaliza¢ni mikroskopii [7].
V nésledujicim ¢lanku je podan struény vyklad principu téchto metod.

1. RozliSovaci schopnost optickych mikroskopt: pfipomenuti zakladnich
pojmu

Rozlisovaci schopnost optickych mikroskopu je omezena difrakénimi jevy, které jsou
dtsledkem vlnové povahy svétla. Zafici bod, byt libovolné maly, se proto zobrazi
jako difrakéni obrazec, ktery v pripadé objektiva s kruhovou aperturou mé podobu
Airyho disku obklopeného sadou koncentrickych krouzku, jejichz jas progresivné klesa
s poradovym ¢islem vedlejsiho maxima. Pfipomenme si navic, ze prumér prvniho
difrakéniho minima ohranicujictho Airyho disk se zmenSuje s rostoucim prumérem
apertury a naopak roste se zvétsujici se vilnovou délkou svétla. Obrazu bodového zdroje
svetla fikdme impulzové odezva (anglicky point spread function, PSF).

Standardn{ mikroskopie je jednou z forem celoplodného zobrazovani (v angli¢tiné se
pouzivé termin wide-field microscopy), které se vyznacuje tim, ze viechny body zobra-
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Obr. 1. Vztah mezi objektem a jeho obrazem, ktery je rozostfeny ohybem svétla
prochézejictho aperturou objektivu. Pozorovany obraz (vpravo) je souctem jasu Airyho diska
odpovidajicich individudlnim bodum objektu (vlevo). Uprostied je zobrazen cely difrakéni
obrazec PSF, kde vedle centralnftho Airyho disku jsou vidét i vedlejsi lokalni minima a ma-
xima véetné profilu jejich intenzity. Abychom se vyhnuli pfesvétleni obrazu objektu v mistech,
kde se prekryvaji obrazy vice bodu, musel byt v pravém obrdzku snizen jas PSF natolik, ze
vedlejs{ maxima jiz nejsou patrnd a vidime pouze stfedy Airyho disku, kterym odpovida
¢ernou barvou zvyraznénd ¢ast grafu h(z,0). Tmavé sirokd Sipka v levém obrazku mifi na
dva sousedni body, jejichz vzdalenost je tésné pod hranici teoretické rozliSovaci schopnosti
mikroskopu. Svétld Sipka naopak oznacuje body lezici tésné nad touto hranici.

zovaného objektu pozorujeme soucasné. Vysledny obraz je pak superpozici PSF indi-
viduélnich bodu zobrazovaného objektu. Pokud se navic jednd o zaieni nekoherentni
(jako je tomu v piipadé fluorescenéni mikroskopie, které se tykaji superrezoluéni me-
tody ocenéné Nobelovou cenou za rok 2014), mé takova superpozice podobu prostého
souctu jasu ilustrovaného na obr. 1. Konvenéni rozliSovaci schopnost optického mik-
roskopu pfitom odpovida takové vzdalenosti d dvou bodu, pii které se polohy maxim
jejich Airyho disku nachézeji v misté prvniho minima sousedni impulzové odezvy (tzv.
Rayleighovo kritérium). Plati

d=0.61\/NA, (1)

kde A je vlnova délka svétla ve vakuu a NA numerickd apertura objektivu, defino-
vand zndmym vyrazem NA = nsina (n je index lomu prostfedi mezi objektivem
a krycim sklickem prepardtu, a je polovina maximéalniho vrcholového thlu kuzele
paprsku prichdzejicich do objektivu z pfedmétového bodu leziciho na optické ose mi-
kroskopu). Vedle této hodnoty odvozené Lordem Rayleighem se alternativné uvadi
i hodnota d = 0.5A/NA pochézejici od Ernsta Abbeho. Maly ¢iselny rozdil mezi uve-
denymi hodnotami je v8ak z hlediska praktické mikrokopie nepodstatny a rozdilem
mezi Rayleighovou a Abbeho teorii se zde proto nemusime zabyvat. Naproti tomu
je vsak tfeba zduraznit, ze PSF je ve skuteCnosti objektem tfirozmérnym, pficemz
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Obr. 2. Radidln{ profil impulzové odezvy (PSF), ktery je funkef pyﬂ%\‘ﬁﬂ(rﬁch soufadnic,
a modul jeho Fourierovy transformace (neboli MTF), ktery je funkei prostorovych frekvenci.
Céarkovand tusecka indikuje hodnotu MTF, kterd odpovida prostorové frekvenci rovnajici se
prevracené hodnoté prumeéru Airyho disku.

Airyho disk s prilehlymi krouzky predstavuje pouze fez timto objektem dany rovinou
ostrého obrazu bodového zdroje svétla. Axidlni rozliSovaci schopnost mikroskopu (také
byvé nékdy oznacovand jako longitudindlni nebo vertikéln{) je definovdna obdobnym
zpusobem jako rozliSovaci schopnost lateralni, a to jako axialni vzdédlenost prvniho
lokdlniho minima od centralniho maxima, ktera je rovna

z=2n)\/(NA)?. (2)

Pro libovolny objektiv je tedy axialni rozliSovaci schopnost horsi nez rozliSovaci schop-
nost lateralni.

7Z matematického hlediska ptredstavuje rozlozeni jasu v obraze dvojrozmérného
objektu g(z,y) konvoluci

g(x,y) = f(z,y) * h(z,y), (3)

kde h(x,y) je funkce impulzové odezvy (translacné invariantni v roviné obrazu) a f(x,y)
je jas zveétseného obrazu, ktery bychom ziskali pomoci idealni zobrazovaci soustavy bez
efektu difrakce (x = M2/, y = My’ a M je zvétSeni). Aplikaci Fourierovy transformace
na obé strany této rovnice a pouzitim konvoluéniho teorému dospéjeme k dulezitému
vztahu mezi Fourierovymi spektralnimi reprezentacemi funkei g(z, y), f(z,y) a h(z,y):

G(Vx,l/y) :F(Vza’/y)H(Vx,Vy), (4)

kde v, a v, jsou prostorové frekvence.

Komplexni funkce prostorovych frekvenci H(vg,v,) se v teorii optického zobra-
zovani nazyva optickd pfenosové funkce, neboli OTF (z anglického Optical Transfer
Function). Jeji modul, viz obr. 2, kterému se #{kd funkce pfenosu kontrastu MTF
(Modulation Transfer Function), md vysadni postaveni mezi charakteristikami optic-
kych zobrazovacich soustav, nebot popisuje, s jakym pomérem kontrasti v obrazové
a predmeétové roviné je mozné zobrazit harmonické miizky o ruznych prostorovych
frekvencich. Na obr. 2 také vidime, Ze tento kontrast klesd na desetinu kontrastu
objektu, pokud prostorova perioda harmonické miizky je rovna priuméru Airyho disku
(a prakticky na nulu, pokud tuto periodu zmensime na 80% pruméru Airyho disku).
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puvodni snimek 3D dekonvoluce

Obr. 3. Ukéazka pouziti 3D dekonvoluce k potlaceni neostrych obrazii z mimoohniskovych ro-
vin: délici se zabi butika z tkdiiové kultury XLK2 odvozené od larvélnich ledvin (fluorescenéni
mikroskopie imunofluorescenéné oznacenych mikrotubult mitotického vieténka). K dekonvo-
luci byla pouzita data z celkem 70 obrazku burnky snimanych s vertikdlnim krokem 0.2 pm.
Puvodni snimek vlevo predstavuje ndhodné vybrany opticky fez blizko stfedu burky, vpravo
je obraz jemu odpovidajici zaostfené roviny, ktery byl pomoci 3D dekonvoluce zbaveny pozadi
pochédzejictho od neostrych obrazu sousednich rovin. Velikost bilé dsecky je 2 pum. Bild sipka
se tykd dalsich obrézki z puvodni publikace, zde nevyuzitych. Upraveno podle [41].

Této situaci odpovidd hrani¢ni prostorova frekvence viax rovnajici se 2NA/\, kterd
predstavuje alternativni miru rozliSovaci schopnosti obyc¢ejnych optickych mikroskop.

Pro nizsi prostorové frekvence, pii kterych se hodnota MTF dostatecné lisi od
nuly, 1ze pomoci nejruznéjsich dekonvoluénich metod na zdkladé rovnice (4) a zndmé
PSF (bud zméfené, nebo poéitatové modelované) vylepsovat kontrast mikroskopickych
obrazu a tim i detegovatelnost jejich nejjemnéjsich detaila. Velmi populdrni jsou na-
piiklad algoritmy, které umoznuji potlacit rozostiené obrazy mimohniskovych rovin
3D objektu v sériich snimku ziskanych pii postupném zaostiovani mikroskopu do
ménici se hloubky objektu, viz obr. 3.

Tento obrazek navic ilustruje trivialni skutecnost, ze v dusledku snizeného kon-
trastu zobrazeni zaostiené roviny na pozadi neostrych obrazu mimoohniskovych ro-
vin zpravidla dochézi k podstatnému snizeni redlné lateralni rozlisovaci schopnosti
obycejnych mikroskopu oproti jejich teoretické rozlisovaci schopnosti.

2. Celoplosné zobrazovani versus skenovaci metody

V roce 1957 ziskal MARVIN MINSKY patent na princip skenovactho konfokalntho mik-
roskopu, jehoz prvni prakticky pouzitelna verze vsak vznikla teprve koncem sedesatych
let zdsluhou MoJMiRA PETRANE a MILANA HADRAVSKEHO z Lékaiské fakulty UK
v Plzni. P konfokalni mikroskopii je pozorovany vzorek skenovan postupné bodovym
zdrojem svétla, pricemz zateni vychazejici z osvétleného bodu vzorku se dostava k de-
tektoru az po pruchodu konfokalni dirkovou aperturou. Tato apertura t¢inné potlacuje
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svétlo z nezaostfenych mimoohniskovych rovin, coz umoziuje zobrazovat optické fezy
trojrozmérnymi vzorky, viz napiiklad [31].

V soucasné dobé je vétsina konfokéalnich mikroskopu vyrabéna specidlné pro apli-
kace s excitaci fluorescence fokusovanym laserovym paprskem. Efektivni impulzova
odezva takového mikroskopu, PSF.qu¢, je pak soucinem lateralntho profilu intenzity
fokusovaného laserového paprsku, PSFey., a impulzové odezvy bodu emitujiciho fluo-
rescenci, PSF¢p,. Pokud neni spektralni posuv mezi vlnovou délkou excitace a vlnovou
délkou fluorescence ptilis velky, plati pro laserové paprsky s Gaussovym profilem inten-
zity

PSFeye & PSFem, neboli  PSFeont ~ (PSFem)? . (5)

To znamend, ze prechod od celoplosného zobrazovani ke skenovaci konfokalni mikro-
skopii je doprovazen vyraznym zizenim efektivni impulzové odezvy, a tim i vysledné
lateralni a axidlni teoretické rozlisovaci schopnosti mikroskopu. Jejich hodnoty jsou
v tomto ptipadé rovny

deont ~ 0.40/NA, (6a)
Zeont & 1.4n)\/(NA)?, (6b)

coz oproti mikroskopum s celoplosnym zobrazovanim reprezentuje zlepSeni o faktor
rovnajici se /2. Hlavni piinos konfokélni mikroskopie oviem spocivd v potlaceni
prispévku rozostienych obrazi mimoohniskovych rovin, diky ¢emuz se muzeme i pii
zobrazovani 3D objektu prakticky piiblizit k teoretickym hodnotam rozliSovaci schop-
nosti uvedenym v rovnicich (6a), (6b). Zlepseni rozlisovaci schopnosti o faktor v/2 véak
jesté neradi konfokalni mikroskopii k superrezolu¢nim metodam.

3. T¥i hlavni strategie soucasné superrezoluéni optické mikroskopie

Na obr. 4 jsou predstaveny tii uspésné strategie, které v soucasnosti umoznuji reali-
zovat superrezolu¢ni mikroskopii na dirovni pouzitelné v praxi. Jedna se o mikroskopii
se strukturnim osvétlenim, stochastickou lokaliza¢ni mikroskopii a skenovaci STED
mikroskopii.

Zakladn{ varianta mikroskopie se strukturnim osvétlenim (Structured Illumination
Microscopy — SIM) spocivd v osvétleni vzorku excitaénim svétlem ve formé miizky
s harmonickym profilem jasu (zpravidla se k tomu vyuzivd interference zkiizenych la-
serovych paprsku). Po nasnimdni série takovych snimku se tfemi ruznymi orientacemi
excita¢niho rastru v kombinaci se tfemi az péti jeho linedrnimi posunutimi o tfetinu
resp. pétinu prostorové periody, nasleduje analyza OTF, kterd umozinuje extrapolo-
vat MTF optického zobrazovaciho systému za mezni prostorovou frekvenci standardni
celoplosné mikroskopie, 2NA/\. Pti pouziti harmonického osvétleni lze vsak dospét
pouze k dvojndsobné laterdlni rozliSovaci schopnosti [11]. K dosazeni opravdového su-

SSIM (Saturated SIM) nebo NL-SIM (Non-Linear SIM) [12], [32].

Lokaliza¢ni mikroskopie slouzi k superrezolué¢nimu zobrazovani objektu obarvenych
fluorescenénimi sondami. Vyuzivd toho, ze fluoreskujici molekuly vzdalené od sebe
méné, nez je konvencni rozliSovaci schopnost objektivu, lze za uréitych podminek
zobrazovat individudlné v rdmci nahodilého vybéru zalozeného naptiklad na aktivaci
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Obr. 4. Tt hlavni strategie superrezolu¢ni mikroskopie: A. celoplosny mdéd s periodickym
strukturnim osvétlenim (SIM), B. celoplosny mdd se stochastickym zobrazovanim indi-
vidudlnich zdficich bodu (PALM, FPALM a STORM), C. skenovaci méd s redukef perifern{
z6ny PSF stimulovanou emis{ (STED). Ve tfech obrézcich levého sloupce je schematicky
zndzornéna vnitini struktura hypotetické bunky s mikrotubuldrnimi vldkny a granularnimi
utvary. Vlozené bilé ramecky lokalizuji polohu oblasti zobrazené ve zvétSené podobé v pravém
sloupci. Vzhled zvétsenych obrazku zjednodusené naznacuje rozdilné moznosti jednotlivych
metod. Zatimco obyc¢ejnd SIM metoda nabizi pouze dvojndsobné zlepseni rozlisovaci schop-
nosti, které znamend vyrazné zlepseni oproti standardni celoplosné mikroskopii (viz vlozeny
segment), ale neni jesté dostatetné pro realistické zobrazen{ rozméru jemnych bunéénych
struktur, B i C umoznuji nanoskopické zobrazeni mikrotubuli a dalsich struktur o rozmérech
blizkych k 20 nm. Volné podle [34].

fluorescence, coz po nékolika tisicich az desitkach tisic opakovani umozni postupnou
lokalizaci vSech molekul fluorescen¢ni sondy. Jelikoz presnost této lokalizace muze
byt vyrazné lepsi, nez je samotnd rozliSovaci schopnost mikroskopu, ziskame takto
velmi pfesnou mapu rozlozeni sondy ve vzorku, ktera predstavuje superrezoluéni obraz
fluoreskujicitho objektu. Presnost lokalizace jednotlivych molekul samoziejmé vyrazné
zavisi na velikosti obrazového Sumu, ktery klesa s celkovym poctem detegovanych fo-
tont, z nichz se skldda zméfens PSF. Pro cca 10° fotonti se pfesnost lokalizace blizi
k 1 nm [30].
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STED mikroskopie (STimulated Emission Depletion — redukce fluorescence sti-
mulovanou emisi) je v podstaté variantou skenovaci laserové konfokalni fluorescenéni
mikroskopie s druhym laserovym paprskem fokusovanym kolinearné do stejného mista
jako paprsek excita¢ni. Tento druhy paprsek, kterému budeme iikat redukéni, mé
v ohnisku prstencovy profil intenzity s prakticky nulovou intenzitou uprostied. Exci-
tované molekuly nachézejici se v zéné ozarované svételnym prstencem tak mohou
byt pfinuceny k prechodum do zdkladniho stavu stimulovanou emisi misto vyzaieni
spontanni fluorescence. Jelikoz spontanni fluorescenci lze od stimulované emise spekt-
ralné i prostorove oddélit, dojde timto zpusobem k redukeci efektivni fluorescenéni PSF,
pficemz jeji prumér bude ze ziejmych pfic¢in progresivné klesat s jasem svételného
prstence vyvolavajiciho stimulovanou emisi.

Spole¢nym a soucasné klicovym atributem vSech tii vyse uvedenych superrezoluc-
nich metod je to, Ze se jednd o metody fluorescencni, opirajici se o dumyslné vyuziti
fotochemickych nebo fotofyzikalnich vlastnosti fluorochromi.

4. Celoplosna mikroskopie se strukturnim osvétlenim (SIM)

Na popisné trovni lze princip SIM objasnit analogii se zobrazovanim moaré obrazc,
které vznikaji prekrytim dvou odlisnych rastri, viz obr. 5A. Pfi snizovani rozlisovaci
schopnosti optické soustavy nevyhnutelné nastane situace, kdy samotné rastry se
jiz zobrazit nepodafi, zatimco ptislusny moaré efekt bude stdle dobte viditelny, viz
obr. 5B. Diky moaré tedy zustdvd v obraze zachovana informace o existenci rastru
o prostorovych frekvencich vyssich, nez optickd soustava dokaze pfimo zobrazit.

Abychom z moaré ziskali téz kvantitativni informaci, musime pomoci Fourierovy
transformace prejit k jejich frekvenc¢ni reprezentaci. Pro jednoduchost za¢neme s li-
nedrnim rezimem, ve kterém je jas objektu tmérny intenzité osvétleni o(z,y). Jas
zobrazovaného objektu pak bude roven soucinu

fSIM(-Tay) = f(l’,y)O(l’,y), (7)

kde f(z,y) je jas objektu pfi rovhomérném osvétleni. Obrazem strukturné osvétleného
objektu tedy bude konvoluce

9(z,y) = [f(z,y)o(z,y)] * h(z,y), (3)
pro jejiz Fourierovu transformaci plati
G(va,vy) = [F(va,vy) * O(va, vy H (va, 1y). 9)

V piipadé osvétleni s profilem harmonické miizky o prostorové frekvenci ¢ definované
ve sméru osy x pouzijeme o(x,y) = 1 + cos(2n€z). Fourierova transformace takové
harmonické miizky, O(v,,vy), je soutem tii Diracovych impulzi pfi frekvencich 0
a ££. Ve Fourierové transformaci G(vg,vy) se proto k funkci F(v,,v,) pfictou dva
spektralné posunuté obrazy F (v, — &, vy) a F(vg +&,vy). Aby bylo mozné rozlozit ta-
kovou funkei G(v,, vy) na komponenty F (v, vy), F(vy —&, vy) a F(vz+€, 1), je tieba
ji napfed podélit optickou pfenosovou funkei H (v, v,) a Fourierovu transformaci obra-
zu strukturné osvétleného objektu ziskat pro nékolik translaci rastru osvétleni o de-
finované zlomky jeho prostorové periody (obvykle tii az pét). Tim ziskdme nékolik
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Obr. 5. Princip mikroskopie se strukturnim osvétlenim. A. Ukdazka moaré efektu vznikajictho
prekryvem dvou miizek; B. zobrazeni moaré pomoci optické soustavy s rozliSovaci schop-
nosti mensi, nez vyzaduje prostorova frekvence miizek; C. modelovy piiklad Fourierovy
reprezentace objektu osvétleného harmonickou miizkou o prostorové frekvenci vmax a jeji
rozklad na jednu zékladni a dvé frekvenéné posunuté komponenty (zobrazeny jsou mo-
duly pfislusnych komplexnich funkei); D. extrapolace Fourierovy transformace F(vg,vy) na
rozsifeny spektralni interval (—2umax, 2Vmax); E. Kombinace extrapolovanych Fourierovych
transformaci ziskanych pomoci ti{ orientaci osvétlovaci mifzky. Vytvofeno s pouzitim [8].
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navzajem souvisejicich komplexnich funkci se stejnym modulem, avsak odliSnymi fa-
zovymi spektry, mezi kterymi existuji znamé rozdily dané velikosti laterdlniho po-
suvu rastru. Jak ilustruje obr. 5C, spektrdlné posunuté komponenty F(v, — &, vy)
a F(vy + & vy) obsahuji vysokofrekvenéni kiidla, kterd by v neposunutém spektru
F(vy,vy) uz lezela za hranici vmax. Po srovndni a piekryti navzdjem si odpovidaji-
cich useku ti{ diléich slozek Fourierovy transformace harmonicky osvétleného objek-
tu nakonec ziskdme funkci F'(vg,v,) extrapolovanou na rozsifeny spektralni inter-
val (Umax — &, Vmax + &), obr. 5D. Tato extrapolace se provad{ pro tfi ruzné orientace
linearniho rastru natocené v krocich po 60°, viz obr. 5E. Aplikujeme-li pak na ce-
lou extrapolovanou funkci F(v,,v,) inverzni Fourierovu transformaci, ziskdme dvoj-
rozmérny obraz objektu se zvySenou laterdlni rozliSovaci schopnosti, ktera v meznim
ptripadé modulaé¢ni frekvence & = vyax bude rovna dvojnasobku hodnoty dosazitelné
pfi obyc¢ejném celoplo$ném zobrazeni. VySe popsana zakladni metoda se samoziejmé
tyka pouze idedlnich 2D objektu (napiiklad monovrstev latexovych kuli¢ek nebo obra-
zu bunék snimanych TIRF mikroskopii, viz obr. 6 a jeho popis). Lze ji vSak tispésné
aplikovat také na redlné 3D vzorky, a to cestou snimén{ série obrazu zaostienych do
ruzné hloubky vzorku osvétleného trojrozmérnym rastrem [13], [35].

K dosazeni lepsi nez dvojnasobné laterdlni rozliSovaci schopnosti je tfeba pouzit
osvétlovaci rastry s anharmonickym profilem intenzity, diky kterému se v jejich Fou-
rierovych obrazech vedle frekvence £ spojené se zédkladni prostorovou frekvenci rastru
objevi i jeji vyssi harmonické nasobky mé&. Nelinearniho profilu osvétlovaciho rastru lze
dosdhnout bud’ skrze saturaci fluorescence pii velmi intenzivnim buzeni, kdy intenzita
fluorescence prestavd byt umérna intenzité excitace (metoda S-SIM [1]), nebo Setrnéjsi
NL-SIM metodou vhodnou i pro biologické objekty, ktera vsak je méné univerzalni
kvili znacen{ studovanych objektu fotokonverznimi fluorescenénimi proteiny [32]. Obé
tyto metody umoznily posunout rozliSovaci schopnost SIM metody k hodnoté ~ 50 nm.
V souvislosti s tichvatnou kvalitou NL-SIM obrazu cytoskeletu CHO bunék oproti kla-
sické celoplo$né fluorescenéni mikroskopii se vSak slusi upozornit na to, ze se nejedné
vyhradné o efekt zvysené lateralni rozliSovaci schopnosti. Pfinejmensim v pfipadé
obycejné linearni SIM metody, obr. 6C, ke kvalité zobrazeni vyrazné ptispiva téz mirné
zlepSeni axialni rozliSovaci schopnosti nésledované potla¢enim jasu mimoohniskového
pozadi. Vyznamnou roli nepochybné hraje téz dekonvoluéni zaostieni obrazu v ramci
Fourierovych transformaci, na nichz je zalozena extrapolace F (v, vy).

Mikroskopie se strukturnim osvétlenim dnes jiz patii k prislusenstvi mikroskopu
nabizenych vice vyrobei a muzeme se s ni setkat v fadé tuzemskych laboratofi (napf.
N-SIM Nikon, SR-SIM Zeiss Elyra, DeltaVision OMX od GE Healthcare Life Sci.).

5. Lokaliza¢ni superrezolu¢ni mikroskopie

Vznik lokalizaéni superrezolu¢ni mikroskopie tzce souvisi s pokrokem ve vyvoji cit-
livych detekénich metod, které umoznily provadét fluorescenéni mikroskopii na tirovni
jednotlivych molekul [28]. K dosazeni superrozliseni je v3ak navic tieba zajistit, ze
nedojde k soucasnému zobrazovani dvou blizkych molekul s prekryvajicimi se PSF.
V praxi to zpravidla znamend, ze v daném okamziku smi fluoreskovat pouze jedina
z desitek az stovek molekul nachdzejicich se uvniti okruhu o poloméru odpovidajicim
konven¢ni rozlisSovaci schopnosti mikroskopu. Princip funkéni monomolekularni mik-

Pokroky matematiky, fyziky a astronomie, roénik 60 (2015), ¢. 1 27



E]
o
£
LS
8
]
o
@
o
S
2

-200 -100 0 100 200
position (nm)

Obr. 6. Aktinovy cytoskelet savéi CHO buiiky (jednd se o bunéénou linii odvozenou z kie¢éich
vajecnikil) oznaeny fotokonverznim fluorescenénim proteinem Dronpa a zobrazeny nelinedrn{
NL-SIM metodou s pouzitim TIRF mikroskopu (Total Internal Reflection Fluorescence:
fluorescence vzorku je excitovdna evanescentni vinou v submikronové vrstvé piiléhajici ke
krycimu sklicku). A. Celoplosny NL-SIM obraz vzorku; vlevo je ukézka kvality zobrazeni
pomoci obycejné TIRF mikroskopie. Nésleduji zvétSsené obrazy ctvercové vyseCe pofizené
B. oby¢ejnou celoplosnou TIRF mikroskopii, C. linedrni SIM metodou a D. nelinedarni NL-SIM
metodou. Graf normalizovanych profilu jasu mezi §ipkami obriazku B-D vlozeny do A uka-
zuje, ze dvé vldkna nachdzejici se mezi témito Sipkami jsou zfetelné rozlisena pouze v piipadé
NL-SIM metody (plnd linie), zatimco v pfipadé obycejné TIRF metody (teckovana linie) ani
linedrni SIM metody (¢drkovand linie) je rozlisit nejde. Pievzato z [32].

roskopie, ktery je schematicky znédzornény na obr. TA, byl publikovan v roce 2006
nezavisle tfemi ruznymi laboratoremi pod ndzvy PALM — PhotoActivation Locali-
zation Microscopy [3], FPALM — Fluorescence PhotoActivation Localization Micro-
scopy [18] a STORM — Stochastic Optical Reconstruction Microscopy [33].

PALM a FPALM piedstavuji nanoskopické zobrazovani bunéénych struktur ozna-
cenych fotoaktivovatelnymi fluorescenénimi proteiny, jako je naptiklad Dronpa s fluo-
rochromem, ktery lze ozarovanim intenzivnim modrozelenym svétlem (= 490 nm) opa-
kované pievést do nefluoreskujici trans-konformace a pak ozafenim fialovym svétlem
(= 400 nm) vratit zpét do silné fluoreskujici cis-konformace s maximy excita¢niho
a emisnfho spektra « rovnymi 503 nm a 518 nm [2]; zdkladni informace o fluo-
rescencnich proteinech se nachdazeji v priloze Struktura a vlastnosti fluorescencénich pro-
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Obr. 7. Princip lokaliza¢ni superrezoluéni mikroskopie. A. V objektu obsahujicim fotoakti-
vovatelnou nebo fotoregulovatelnou fluorescenéni sondu je maly pocet nahodile vybranych
a dostatecné navzdjem vzdalenych fluorochromu pfepnut aktivaénim svételnym pulzem do
fluorescenéniho stavu. Z jejich centroidnich soufadnic je pak po nékolika desitkach tisic opa-
kovani takové lokalizace vytvoren superrezoluéni obraz distribuce fluorescenéni sondy ve stu-
dovaném objektu. B. Axialn{ lokalizace fluorochromt pouzitd ve 3D STORM. Zjednodusené
optické schéma ilustruje princip urceni z-soufadnice fluorochromu z astigmatické formy PSF
vznikajici po vlozeni valcové ¢ocky pied projekéni ¢ocku promitajici PSF na citlivou EMCCD
kameru (electronmultiplying charge-coupled device). Vpravo je vertikdln{ kalibrace elipticity
astigmatické PSF. Upraveno podle [22].

teiniu. Aby se nahodile aktivovala jen nepatrna frakce z celkového poétu potencidlnich
zdroju fluorescence, je tieba piepinat fotoaktivovatelné fluorescenéni sondy do fluo-
rescencniho stavu svételnym pulzy o velmi nizké intenzité. Po pfepnuti fluorochromu
do fluorescenéniho stavu jsou pak za konstantniho buzeni snimany v integraénim
rezimu individudlni PSF souboru aktivovanych fluorescenénich proteinu, a to po ce-
lou dobu, dokud jejich fluorescence zcela nezanikne v dusledku fotodegradac¢niho pro-
cesu (photobleaching). Fotodegradované fluorescenéni proteiny se jiz v dalsich foto-
aktivacnich cyklech nemohou samoziejmé uplatnit, coz usnadnuje postupnou lokali-
zaci vsech molekul fluorescenéni sondy a superrezolu¢ni zobrazeni jejich prostorového
rozlozeni.

V prvni varianté STORM byla misto fluorescenénich proteinu pouzita pomaleji
fotodegradovatelnd organickd barviva s fotoregulovatelnou (photoswitchable) fluores-
cenci, kterd lze svételnymi pulzy vhodnych parametru (Casto se jednd o odlisné vino-
vé délky) prepinat z fluorescenéniho (on) do nefluorescenéniho (off) stavu a naopak.
Tyto fluorochromy funguji v parech, kde jeden z nich je zdrojem lokaliza¢niho signélu,
zatimco druhy se pouze podili na aktivaci systému pfepnutého do stavu ,off“ vypi-
nacim svétlenym pulzem aplikovanym na zacatku kazdého nového kroku generovani
frakce lokalizovatelnych molekul. Specifické znaceni konkrétnich bunéénych proteinu
fotoregulovatelnymi sondami se provadi imunofluorescenénim zpusobem, kdy fluo-
rochromy jsou chemicky pfipojeny k protilatkdm proti studovanym bunéénym pro-
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Obr. 8. Dvoubarevng 3D STORM nanoskopie mitochondrif (fialové) a mikrotubulu (zelené)
opicich ledvinovych bunék BSC-1: imunofluorescenéni znac¢eni mitochondrii protilatkou k mi-
tochondridlnimu proteinu Tom20 s a mikrotubula protildtkou k A-tubulinu s fotoregulo-
vatelnymi kyaninovymi fluorochromy Alexa405-Cy5 (mitochondrie) a Alexa488-Cy5 (mik-
rotubuly). Tfi ndhodné vybrand mista s nékolika mitochondriemi a tubulinovymi vldkny
ukazuji rozdil v kvalité zobrazeni pomoci standardni celoplogné mikroskopie, 2D STORM
a 3D STORM. V piipadé 3D STORM odpovidaji axidlni fezy horizontalni pozici vyznacené
bilym ¢arkovanym rameckem. Axidlni pozice vybranych ukézek horizontdlnich ez nejsou vy-
znaceny. Délka méfitka je 500 nm. Barevnd verze obrazku je k dispozici pouze v online verzi
tohoto ¢lanku. Reprinted with permisssion from Macmillan Publishers Ltd: Nature Methods,
copyright 2008, ref. [21].

teinum. Buiiky maji trojrozmérnou stavbu, k jejimuz zobrazovéani je tfeba dosdhnout
superrozliseni ve vSech tfech dimenzich. Potfebujeme proto lokalizovat centroidni po-
lohy individudlnich PSF nejen v horizontalni roviné (z,y), ale téz ve sméru axidlnf
osy z. Na obr. 7B je ukdzka jednoho elegantniho zpusobu vyvinutého pro metodu
STORM. Vyuziva se k tomu astigmatického zobrazeni molekul sondy realizovaného
pomoci valcové cocky pridané pred kameru mikroskopu. PSF bodového zdroje se tim
zmeéni z kruhové symetrické na eliptickou, pticemz jeji elipticita roste se vzdalenosti
molekuly od zaostifené roviny a navic v navzajem kolmych smérech pro molekuly lezici
pod a nad touto rovinou. Ukazka nanoskopického zobrazeni bunéénych struktur me-
todou 3D STORM je na obr. 8. Jednd se o mitochondrie a mikrotubuly savéi buiky
zobrazené s lateralnim rozlisenim 20 az 30 nm a axidlnim rozlisenim 60 az 70 nm.

Béhem osmi let, kterd uplynula od prvnich tspésnych demonstraci praktické pou-
zitelnosti stochastickych superrezoluénich metod, bylo testovano velké mnozstvi fo-
toaktivovatelnych proteini a fotoregulovatelnych fluoroforu [19], [20], [29], pTfitemz
u nékterych z nich se zpusob generovani frakce lokalizovatelnych molekul muze lisit
od dvou vyse popsanych metod [37]. V posledni dobé se proto pro vechny metody
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superrezolucni mikroskopie za¢ind prosazovat zastieSujici ndzev Single-Molecule Lo-
calization Microscopy (SMLM). Mezi nejpodstanéjsi atributy fluorescenénich sond
vhodnych pro SMLM je souc¢in jejich molarniho absorpéniho koeficientu € a kvan-
tového vytézku fluorescence @), od kterého se odviji jejich schopnost emitovat dostatek
fotonu pro bezpetnou centroidni analyzu PSF. Piikladem osvédéenych fluorescenénich
sond jsou syntetickd kyaninovd barviva Alexa 488 a Cyb nebo barvivo ATTO 650
s parametry € ~ 10° a Q > 0.9. Odpovidajici hodnoty fluorescenénich proteinti jsou
nezanedbatelné nizsi (e ~ 15 — 85 - 103 a Q ~ 0.05 — 0.8). Detailn{ analyza pokroku
v této oblasti vsak nemuze byt nédplni naseho kratkého prehledu. Nicméné je tieba
se zminit, ze velké tsili je orientovano na vyvoj metod zkracujicich celkovou dobu
akumulace nanoskopickych snimkt na troven potfebnou pro pozorovani nefixovanych
zivych bunék [4], [6], [19], [36], coz neumoziovaly rané verze SMLM vyzadujici az
nékolik hodin sbéru dat.

6. STED mikroskopie

Princip STED mikroskopie, pfi které je fluorescence z periferie PSF redukovéana sti-
mulovanou emisi vyvolanou laserovym paprskem s prstencovym profilem intenzity, je
schematicky znazornén na obr. 9A. K vytvoteni prstencového profilu intenzity v ohnis-
ku redukéniho STED paprsku slouzi fazovd maska, kterd mezi definované zény lase-
rového paprsku vnasi fazové rozdily rovnajici se w. K dosazeni vyrazného centralniho
minima STED paprsku, které je optimélni pro ziskani vysokého lateralniho rozliseni,
se pouziva spirdlni maska. K vytvoreni obdobného minima ve vertikdlnim sméru je
naopak vhodnéjsi anuldrni maska, viz obr. 9B. Metoda umoziujici dosdhnout vy-
sokého 3D rozligeni souc¢asné v horizontalnim i vertikalnim sméru spoc¢iva v rozdéleni
redukéniho STED paprsku do dvou vétvi opatfenych odlisnymi fazovymi maskami
a nasledujici rekombinaci ruznym zpusobem fazové upravenych paprska [15]. T nej-
lepsi dosazitelné axialni rozliseni ponékud horsi nez nejlepsi rozliseni laterdlni, a to
cca 2.5krat.

Pravdépodobnost zaniku excitovanych stavu stimulovanou emisi roste s intenzitou
redukujictho STED paprsku. S jeho intezitou proto klesd konetny prumeér oblasti,
ve které po aplikaci STED pulzu zustanou excitované molekuly schopné emitovat
spontanni fluorescenci. Tento prumér je zhruba nepiimo tmeérny druhé odmocniné
intenzity redukujiciho zafeni, na které zavisi rozlisovaci schopnost STED mikroskopu,

pro niz plati
Il’l'l X
dsTeED ~ dy/1+ I—at ; (10)

kde d je konvenéni rozlisovaci schopnost daného objektivu, I;,.x je maximalni intenzita
v ohniskovém prstenci redukéniho paprsku (typicky se jednd o 0.1-1 GW/cm?) a I,
je intenzita, pii které stimulovana emise snizi kvantovy vytézek spontdnni fluorescence
na polovinu [16]. Tato relace naznacuje, ze STED mikroskopie v principu nabizi libo-
volné velkou rozlisovaci schopnost za predpokladu, ze bude k vyvolani stimulované
emise pouzito dostateéné intenzivni zafeni. Prakticky dosazitelna rozlisovaci schop-
nost STED mikroskopu pfesto zustava v nanometrové skédle v dusledku vice faktori.
Konkrétné se jednd o aberace objektivil (pfi standardni mikroskopii zcela zanedba-
telné), rozptyl svétla v objemnych 3D vzorcich a v neposledni fadé téz o fotostabilitu
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Obr. 9. Princip STED mikroskopie. A. Pulzni STED mikroskopie pouzivajici dva kolinedarni
laserové paprsky synchronizovanych pulznich laseru (excita¢ni paprsek a redukéni STED
paprsek), které jsou fokusovdny stejnym objektivem na skenovany vzorek. STED pulz vy-
volavajici stimulovanou emisi nésleduje bezprostfedné po pulzu excitaénim a jeho ohniskovy
profil (definovany pruchodem paprsku pies fdzovou masku) mé podobu prstence. Na pane-
lech napravo od objektivu jsou schematicky zndzornény profily intenzit excitaéniho paprsku,
STED paprsku a redukované spontanni fluorescence. V periferni zéné excitované oblasti
vzorku byly fluorochromy deexcitovany stimulovanou emisi vyvolanou prstencovym STED
paprskem. B. Vztah mezi tvarem fazové masky a 3D distribuci intenzity v ohnisku redu-
kujictho STED paprsku. Nahofe je spirdlni maska umoznujici dosdhnout velkého laterdlniho
rozliSeni, avsak bez vertikaln{ selekce ve sméru osy z. Dole je maska anularni, kterd naopak
umozinuje redukci excitovanych fluorochromu ve vertikdlnim sméru, ovsem za cenu horsiho
lateralniho rozliSeni. Barevnd verze obrdzku je k dispozici pouze v online verzi tohoto ¢lanku.
Upraveno podle [14]. C. Casové posloupnost excitace a detekce pfi hradlované STED mik-
roskopii. Excitace ma podobu pulzu o Sifce vyrazné mensi, nez je stfedni doba dohasinani
spontanni fluorescence, a STED paprsek ma konstantni intenzitu, kterd se v ¢ase neméni.
Fluorescence je registrovana se zpozdénim Ty za excitatnim pulzem, kdyz intenzita rychleji
dohasinajici fluorescence fluorochromu ozafovanych STED paprskem se jiz bliz{ k nule (¢ernd
kiivka), zatimco spontdnn{ fluorescence z centra excitaén{ stopy, kde nedochdz{ ke stimulované
emisi, m4 jesté stile dostatetné vysokou intenzitu (Sedd kfivka s vyplni).
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Obr. 10. Nanoskopické zobrazeni proteinovych komplexu vytvarejicich péry v jaderné bléné
zabich bunék. Bylo pouzito dvojbarevné imunofluorescen¢ni znaceni protilatkou glykopro-
teinu gp2010 a protildtkami proti komplexu proteinu uprostied péru s fluorofory Abberior
STARG635P a Atto594 (chemickou strukturu vyrobce nepublikuje), které emituji v éervené
a oranzové oblasti spektra s takovym piekryvem emisnich spekter, ze bylo mozné pro re-
dukci jejich spontanni fluorescence pouzit stejny STED laser. A. Levy obrézek — pdry
zobrazené obycejnym konfokalnim mikroskopem; pravy obrazek — STED zobrazeni péru
s rozliSenim &~ 20 nm (kruhy oktameru glykoproteinu gp210 zvyraznéné Cervenou barvou)
a centrélnich komplexu proteint jaderného péru = 30 nm (zvyraznéno zelenou barvou). Ba-
revnd verze obrazku je k dispozici pouze v online verzi tohoto ¢lanku. B. Jeden jaderny
por s oktagonalm komplexem osmi molekul gp201 a centrdlnim komplexem dalSich proteinu
o celkovém pruméru ~ 80 nm. Pfevzato z [10].

fluorochromu. V piipadé diamantu s luminiscencnimi centry typu dusik—vakance bylo
dosazeno laterdlniho rozliseni ~ 6 nm, zatimco u biologickych vzorku se syntetickymi
organickymi barvivy se jednd o ~ 20 nm nebo o 50 az 70 nm pii pouziti fluorescenénich
proteinu, viz obr. 10 jako piiklad. Pii zakladni STED mikroskopii je fluorescence z pe-
riferie PSF redukovana stimulovanou emisi. Pozdéji bylo ispésné demonstrovéno, ze
podobné redukce PSF lze dosdhnout i nékolika dalsimi zpusoby, jako je pouziti fo-
toregulovatelnych fluorochromu (metoda RESOLFT) nebo excitace fluorochromu do
metastabilnich nefluorescenénich stava (GSDM) [5], [23].

Prvni funkéni STED mikroskopy pouzivaly pulzni lasery jak pro excitaci, tak
pro vyvolani stimulované emise. Pulzni STED lasery se totiz vyznacuji dostatetné
vysokou intenzitou svételnych pulzu vyvolavajicich stimulovanou emisi pii relativné
nizké stfedni energii zafeni dopadajictho na vzorek, coz je priznivy stav z hlediska
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nezadouciho fotochemického poskozeni studovanych objekti. Nutnost ¢asové synchro-
nizace svételnych pulzi generovanych dvéma lasery (po kazdém excita¢nim pulzu musi
bezprostiedné nésledovat redukéni STED pulz, viz obr. 9A) pfedstavuje nezanedba-
telny technicky problém zvysujici cenu STED systému. Proto se objevily téz systémy
s kontinudlnimi STED lasery (CW-STED), které vsak maji nizsi rozlisovaci schopnost
nez pulzni systémy, nebot kviili minimalizaci fotoposkozeni vzorkt musi pouzivat nizs{
intenzity redukujiciho zafeni. Pfimocary postup zalozeny na prostém zvysovani inten-
zity redukéniho paprsku lze vyrazné vylepsit hradlovanou detekei fluorescence, obr. 9C.
Hradlovand STED mikroskopie (gated STED, g-STED) vyuzivé toho, ze stimulovand
emise vede kromé snizovani intenzity spontdnni fluorescence i ke zkréceni jeji stfedni
doby dohasinani. P¥i vhodné zvoleném zpozdéni intervalu detekce oproti excita¢nimu
pulzu 1ze tudiz dosdhnout toho, ze detektor bude registrovat pouze fluorescenci z redu-
kované centralni zony i pfi takovych intenzitdch kontinudlniho STED laseru, které by
obycejné CW-STED metodé nezajistily dostatetné vysoké rozliseni [40]. Oba hlavni
zpusoby dosazeni vysokého 3D rozliseni — hradlovand detekce a kombinovany efekt
dvou fazovych masek — byly uplatnény v dosud nejvykonnéjsim STED mikroskopu
firmy Leica Microsystems, kterda mé patentova prava na STED mikroskopy. Jednd se
o model TCS SP8 STED 3X.

Pro bunéénou biologii je kromé vysoké rozlisovaci schopnosti mikroskopu dulezitd
také moznost zkoumat zivé buiikky. Doba akumulace jednoho superrezolu¢niho snimku
pochopitelné zavisi na rozmérech skenované oblasti. Pokud néas zajimaji dynamické
déje, musime se spokojit s pohledem na mensi ¢ast vzorku a tim zkratit dobu snimani.
Z hlediska zkouméni dynamickych jeva v zivych buiikich je STED mikroskopie per-
spektivnéjsi nez metody lokaliza¢ni. V soucasnosti piedstavuje nejrychlejsi nanosko-
pickou metodu az s 80 snimky za minutu pfi rozliSeni 60 az 80 nm [9].

7. Zaveér

Proc¢ byl pokrok na poli superrezoluéni mikroskopie ocenén Nobelovou cenou za chemii,
nikoli za fyziku, jak by kvili blizkému vztahu s optikou mnozi o¢ekavali? Abychom to
pochopili, musime si uvédomit, jak vyznamnou oblasti chemie je dnes biochemie. Su-
perrezoluéni fluorescenéni mikroskopie kombinovand se souc¢asnymi moznostmi speci-
fického znaceni bunéénych struktur fluorescenénimi proteiny i dalsimi fluorescen¢nimi
sondami je mocnym ndastrojem, od kterého se ocekava priliv diive nedostupnych po-
znatku o komplexni souhfe bunéénych molekul v nanometrovém meéfitku. To s vysokou
pravdépodobnosti zméni pfevratnym zpusobem néds pohled na mnohé biologické pro-
cesy, jimiz jsou predurcovany charakteristické znaky a vlastnosti ruznych forem zivota.

Jiz dnes 1ze najit v literatute ptiklady prvnich zajimavych vysledku ziskanych po-
moci superrezoluéni mikroskopie, jako je tfeba novy model aktin-spektrinového cyto-
skeletu nervovych vldken [27]. Nové superrezoluéni metody se v budoucnosti nepo-
chybné uplatni nejen v bunééné biologii, ale i v jinych védnich oborech. Napiiklad
princip STED mikroskopie byl tspésné testovan jako perspektivni metoda pro nano-
litografii produkujici detaily o rozmeérech blizkych 50 nm [23].

Podrobngjsi informace o superrezoluc¢nich metodach optické mikroskopie 1ze najit
v fadé neddvno publikovanych piehledovych ¢ldnku, napifklad [17], [19], [24], [25],
[29], [38], [42]. Obsahly seznam literatury tykajici se téchto metod je také k dis-
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pozici na webu vyrobce STED mikroskopt: http://www.leica-microsystems.com/
science-lab/, viz Super-Resolution/Papers and Articles on the Nobel Prize in Che-
mistry 2014.

Piiloha: Struktura a optické vlastnosti fluorescenénich proteinu

Opticka fluorescen¢ni mikroskopie je z hlediska bunééné biologie vyjimecéna tim, ze
umozinuje pozorovat zivé buiiky a jejich vnit¥ni struktury s obrazovym kontrastem ge-
nerovanym na molekuldrni irovni na zdkladé specifického ptipojovani fluorescenénich
sond k vybranym bunéénym strukturdm, a to bud pomoc{ imunofluorescenénich metod
nebo pomoci fluorescenénich proteint. Uvadi se, ze zhruba 80% vsech zobrazen{ bunék
a jejich struktur publikovanych v biologickych ¢asopisech vznikd v soucasné dobé prave
pomoci fluorescenéni mikroskopie [19]. Fluorescenéni proteiny jsou pro souc¢asnou bio-
logii natolik vyznamné, ze za ,objev a vylepSeni zeleného fluorescen¢niho proteinu®
byla v roce 2008 udélena O. Shimamurovi, M. Chalfiemu a R. Tsienovi Nobelova cena
za chemii.

Piirodni zeleny fluorescenéni protein (Green Fluorescent Protein — GFP, izolo-
vany z medizy Aequorea victoria, kterému se tak fikd, protoze pii ozaifeni modrym
svétlem emituje nazelenalou fluorescenci) je pomérné mald bilkovina slozend z pouhych
238 aminokyselin. Mé& zajimavé prostorové uspofadani ve tvaru barelu o délce
~ 4.2 nm a pruméru &~ 4.2 nm, zformovaného z jedenacti S-vlaken, kterda obklopuji
jednu jednu a-sroubovici nachazejici se zhruba v ose 5-barelu, viz obr. 11. Fluoroforem
tohoto proteinu je heterocyklicka slou¢enina p-hydroxybenzyliden-imidazilonin, ktera
vznika za pritomnosti kysliku spontanni autokatalytickou chemickou reakei tii sou-
sednich aminokyselin — serinu (Ser65), tyrosinu (Tyr66) a glycinu (Gly67), které jsou

a-8roubovice

-viakno

Gly67 |

fluorochrom

Obr. 11. Struktura zeleného fluorescenéniho proteinu. Fluorochrom p-hydroxybenzyliden-
imidazilonin je zvyraznén Cerné. Sedou barvou jsou vyznaceny zbytky molekul serinu a gly-
cinu. Upraveno podle [39].
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pfi sbalovani S-barelu natlaceny do prostorového usporadani umoznujiciho takovou re-
akci. Tento fluorofor méa hlavni absorpéni maximum pfi 400 nm a emisni maximum pfi
505 nm. Po objevu zeleného fluorescenéniho proteinu bylo genetickymi metodami brzy
vytvoreno velké mnozstvi jeho variant s rozdilnou svitivosti, fotostabilitou a barvou
fluorescence [39], jejichz prostorova struktura je vsak GFP velmi podobna.

M. Chalfiemu se navic podafilo dokazat, ze k syntéze GFP i jeho mutantnich variant
muze dochazet také v buiikdch jinych organizmu, nez jsou medizy. Nasledovné vznikly
rutinni molekuldrné-biologické metody umoznujici pripojovat ke gentim nejruznéjsich
bilkovin DNA, ktera kéduje fluorescenéni proteiny. Jejich syntéza pak v buiikich vede
k tvorbé faznich bilkovin s geneticky pfipojenou fluorescen¢ni sondou, kterd odha-
luje jak lokalizaci oznacenych bilkovin v buiice, tak jejich lokalni koncentraci. Je-
likoz fluorescené¢ni proteiny nejsou pro bunky toxické a funkci oznacenych molekul
zpravidla témér neovliviiuji a navic je lze pouzivat ve vice spektralné rozlisitelnych
forméch umoznujicich odlisné barevné kdédovani ruznych bunécnych bilkovin, jsou
moznosti pouziti fluorescenénich proteinu skutecné fascinujici. Novéd kategorie foto-
aktivovatelnych proteinu (viz struény piehled v praci [26]) vhodnych pro superre-
zoluéni mikroskopii pak vyznam fluorescenénich proteinu pro bunécnou biologii jesté
vic posilila.

Podékovani. Za cenné pripominky dékuji prof. RNDr. Petru Malému, DrSc. Tato
publikace vznikla v ramci Programu rozvoje védnich oblasti na Univerzité Karlovée
¢. P45 — Fyzika.
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