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Opticka mikroskopie od van
Leeuwenhoeka k Nobelove
cene za chemii v roce 2014

Jaromir Plasek
Matematicko-fyzikainf fakulta UK, Ke Karlovu 3, 12116 Praha; plasek@karlov.mff.cuni.cz

Diky optické mikroskopii mohla vzniknout bunécna biologie. Vyznamnou roli hraje tato mikroskopie
téZ v materialovém vyzkumu a dalSich védnich oborech, jakoz i v mnoha praktickych ¢innostech.

Od konce 19. stoleti je zasluhou Lorda Rayleigha a Ernsta Abbeho zndamo, Ze rozliSovaci schopnost
standardnich optickych mikroskopt je rovna zhruba poloviné vinové délky pouZitého svétla.

V uplynulém ctvrtstoleti vSak vzniklo nékolik prevratnych metod, které zlepSily rozliSovaci schopnost
optickych mikroskopu natolik, Ze misto o mikroskopii miZeme dnes jiz mluvit o nanoskopii.

Lidsky zrak, zvétsujici optické

pfistroje a difrakéni hranice

rozliSovaci schopnosti mikroskopt

Az 80% informaci o okolnim svété nam prindsi svét-
lo skrze obrazy vznikajici na o¢ni sitnici, ze které in-
formace proudi dal pres zrakovy nerv do mozku
s rychlosti blizici se 10 Mb/s [1, 2]. Kvtli ohybu svétla
na kruhovém otvoru o¢ni pupily a kone¢né velikosti
fotocitlivych receptorii se vSak rozliSovaci schopnost
lidského oka za optimalnich podminek nanejvyse blizi
jedné uhlové minuté, coz priblizné odpovidd objektu
o velikosti 70 um vzdalenému od oka 250 mm. Mensi
objekty je proto mozné pozorovat pouze pomoci zvét-
$ujicich optickych pristrojii - jednoduché lupy nebo
mikroskopu slozeného z objektivu a okularu.

Bézné pouzivané lupy tvofené jednoduchou spojnou
¢ockou zvétsuji 3x az 10x. Pokud bude lupou miniaturni
sklenénd kuli¢ka o praméru kolem 2 mm, mtize zvétse-
ni dosdhnout az hodnoty 250. Takové kuli¢ky se naucil
brousit a skrz né pozorovat nejriznéjsi objekty holand-
sky samouk Antony van Leeuwenhoek, ktery o svych
pozorovanich publikoval ve druhé poloviné 17. stoleti
celkem 122 sdéleni v Philosophical Transactions of the
Royal Society (viz https://royalsociety.org/collections/).
Ve slozeném mikroskopu, jehoZ princip vynalezli otec
a syn Janssenové v holandském Middleburgu koncem
16. stoleti, se navzajem ndsobi zvét§eni obrazu vytva-
feného objektivem se zvétsenim okuldru, kterym jako
lupou pozorujeme obraz vytvoreny objektivem. Takto
lze dosahnout velkého zvétseni i komfortnéjsich pod-
minek pozorovani mnohem sndze nez s miniaturnimi
sklenénymi kuli¢kami. AvSak uz Robert Hooke (1635-
1703), dalsi z pionyrii mikroskopie a autor proslulého
dila Micrographia [3], si uvédomil, Ze pouZiti vice ¢ocek
vede kromé lepsiho zvétseni také k nezadoucimu zvy-
raznéni vad zobrazeni — konkrétné vady sférické a ze-

tfi orientace periodického rastru
(krok 60°)

Obr. 1 Schematické znazornéni zptsobu osvétleni vzorkd pfi metodé SIM.

jména pak vady barevné, kvili které nelze jednoznacné
zobrazit kontury pozorovanych objektt. Jeho uchvatné
kresby mikroskopickych objektt nejsou proto vérnymi
reprodukcemi toho, co mohl ve svém nedokonalém mi-
kroskopu skute¢né spatfit. Jednd se o kreativni synté-
zu mnoha pozorovani objektt ptijejich rizné orientaci
a osvétleni, viz napf. znamy obraz blechy.

Kvuli zminénym vaddm zobrazeni se sloZzeny mi-
kroskop stal v§eobecné uznavanym a masivné pouzi-
vanym nastrojem védeckého badani az béhem 19. sto-
leti, kdy se podaftilo dostate¢né uspésné korigovat jak
vadu barevnou, tak vadu sférickou. S rostouci kvalitou
korekci se také postupné dafilo zlepSovat rozliSovaci
schopnost slozenych mikroskopt. Jesté pred koncem
19. stoleti v§ak nezavisle na sobé ukazali Lord Rayleigh
aErnst Abbe, Ze maximalni rozliSovaci schopnost téch-
to pristrojii je omezena difrak¢énimi jevy, které jsou dii-
sledkem vlnové povahy svétla. Bodovy objekt se proto
zobrazi jako trojrozmérny difrakéni obrazec, kterému
fikdme impulzova odezva (anglicky point spread func-
tion, PSF). Prufez PSF s rovinou zaostieného obrazu
ma podobu Airyho disku obklopeného sadou koncen-
trickych krouzkd, jejichz jas progresivné klesa s pora-
dovym ¢islem vedlej$iho maxima.
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Standardni mikroskopii lze charakterizovat jako
zptisob celoplosného zobrazovani (v angli¢tiné se po-
uziva termin wide-field microscopy), které se vyznacuje
tim, Ze véechny body zobrazovaného objektu pozoruje-
me soucasné. Konvencni rozliSovaci schopnost optické-
ho mikroskopu definovand Rayleighem pak odpovida
takové vzdalenosti dvou bodu, pti které se polohy ma-
xim jejich Airyho diskt nachazeji v misté prvniho mi-
nima sousedni PSE. Obdobné 1ze definovat také rozliso-
vaci schopnost mikroskopu ve sméru kolmém na rovinu
obrazu (alternativné oznacovanou jako axialni, longi-
tudindlni nebo vertikalni) jako vertikalni vzdalenost
prvniho lokdlniho minima trojrozmérné PSF od jejiho
centralniho maxima. Pro nekoherentni zéfeni plati, ze
laterdlni rozliSovaci schopnost d (v roviné obrazu) a ver-
tikalni rozliSovaci schopnost d, optického mikroskopu
jsou pii celoplosném zobrazovani rovny

d = 0,61A/NA, resp. d, = 2nA/(NA)%,  (la,b)

kde A je vinové délka svétla ve vakuu a NA numericka
apertura objektivu definovand zndmym vyrazem NA =
n sina (1 je index lomu prosttedi mezi objektivem a kry-
cim sklickem preparatu, « je polovina maximalniho vr-
cholového thlu kuzele paprskt prichazejicich do ob-
jektivu z bodu lezicitho na optické ose mikroskopu).
Z téchto vztahti plyne, Ze ani za optimalnich podminek
reprezentovanych pouzitim fialového svétla o vlnové
délce ~400 nm a soucasnych $pickovych imerznich ob-
jektivli o vysoké numerické apertufe nedosahuje lateral-
ni rozli$ovaci schopnost optickych mikroskopt v béz-
ném celoplo§ném médu hodnot lepsich nez ~180 nm.
Alternativou k celoplo$nému zobrazovani je mik-
roskopie skenovaci, pti které zobrazujeme objekt bod
po bodu pomoci fokusovaného svételného paprsku. Nej-
vyznamnéj$i metodou z této skupiny je konfokalni mik-
roskopie, pti které je pozorovany vzorek skenovan bodo-
vym zdrojem svétla a svétlo odrazené nebo fluorescence
se dostavaji k detektoru az po priichodu konfokélni dir-
kovou aperturou. Tato apertura G¢inné potlacuje svétlo

fluorescencni mikroskopie

Obr. 2 Fragmoplast vznikly pfi déleni rostlinné buriky z ko-
fene je¢mene. Modré barva - chromozomy obarvené
fluorescen¢ni znac¢kou DAPI, ¢ervena barva — mikro-
tubuly obarvené rhodaminem. Porovnani standardni
fluorescen¢ni mikroskopie se SIM obrazem vytvore-
nym mikroskopem Zeiss Elyra. Pfevzato z http://www.
ipk-gatersleben.de/en/breeding-research/chromoso-
me-structure-and-function/super-resolution-microsco-
py/ se souhlasem Dr. V. Schuberta, IPK Gatersleben.

pochazejici z nezaosttenych mimoohniskovych rovin,
coz umoznuje zobrazovat optické fezy trojrozmérnymi
vzorky, viz naptiklad [4, 5]. Velka vétSina soucasnych
konfokalnich mikroskopti je optimalizovana pro fluo-
rescen¢ni mikroskopii s excitaci fokusovanym laserovym
paprskem. Efektivni impulzova odezva téchto mikrosko-
pt je soucinem lateralniho profilu intenzity fokusova-
ného laserového paprsku a PSF objektivu. Rozlisova-
ci schopnost konfokalnich mikroskopt je proto mirné
lepsi nez pti celoplo$ném zobrazovani (o faktor rovnaji-
ci se 1/72). To vsak jesté konfokalni mikroskopii nefadi
k superrezoluénim metoddm. Jeji hlavni pfinos spociva
v potlaceni prispévku rozostfenych obrazii mimoohnis-
kovych rovin, diky ¢emuz se miizeme i pfi zobrazovani
3D objekttl prakticky pribliZit k teoretickym hodnotdm
lateralni rozliSovaci schopnosti optickych mikroskopii.

Opticka mikroskopie v biologii

Dale se jiz zaméfime hlavné na aplikace optické mi-
kroskopie v biologii, s nimiz je Gzce svdzana Nobelo-
va cena za chemii udélend v roce 2014 Stefanu Hello-
vi, Eriku Betzigovi a Williamu W. Moernerovi, ktefi
se rozhodujicim zpusobem zaslouzili o vyvoj novych
metod superrezolu¢ni optické mikroskopie [6]. Roz-
liSovaci schopnost sotva dosahujici hodnoty 180 nm
neni samoztejmé dostate¢nd pro studium vnitrobuné¢-
nych struktur a v pfipadé bakterii o rozmérech 1-2 um
vlastné ani pro zobrazovani celych bunék. Ke studiu
jemnéjsich detaild 1ze sice pouzit elektronovou mikro-
skopii, ta v§ak neumoziiuje pozorovani zivych bunék
ani snadnou identifikaci konkrétnich proteind, resp.
jinych typt molekul. Superrezolu¢ni opticka mikro-
skopie, které se budeme vénovat nize, kombinuje pred-
nosti optické fluorescen¢ni mikroskopie s vysokou roz-
lisovaci schopnosti blizici se v fadé pripadi rozliSovaci
schopnosti mikroskopie elektronové.

Ptizobrazovani struktury bunék nebo komplexnich
tkdni je pouziti kvalitniho mikroskopu pouze jednou
z nutnych podminek. Pfinejmensim stejné duleZitou
roli hraji rizné histochemické metody barveni vzorki,
které vedle zvySeni kontrastu zobrazeni jsou ¢asto i na-
strojem mikroanalyzy chemického sloZeni zobrazova-
nych struktur. K nejmocnéjsim histochemickym meto-
dam patfi imunohistochemie, ktera umoznuje prokazat
pritomnost urcitych molekul (antigent) ve zkouma-
nych bunkach pomoci specifickych protilatek. Anti-
geny jsou protilatkami lokalizovény na zakladé vysoce
selektivni interakce antigen-protilatka [7], pficemzk je-
jich vizualizaci slouZi rtiznd barviva navazand v nejjed-
nodus$sim pripadé pfimo na molekuly konkrétni proti-
latky. Velmi efektivni jsou imunofluorescen¢ni metody
vyuzivajici barviva fluorescen¢ni, nebot pomoci fluo-
rescen¢niho mikroskopu pozorujeme fluoreskujici
objekty v kontrastu s relativné temnym pozadim [8].
Ve srovnani s transmisni mikroskopii preparata obar-
venych barvivy zeslabujicimi prochazejici svétlo pro-
to postacuje k vizualizaci fluorescen¢né oznacenych
struktur mnohem mensi mnozstvi molekul navazané-
ho barviva. Diky rozvoji citlivych detekénich metod je
navic jiz dokonce mozné zaznamenat pfi fluorescen¢ni
mikroskopii emisi jednotlivych fluorochromi [9].

Imunofluorescence neni ovSem jedinou biologicky
zaméfenou aplikaci fluorescenéni mikroskopie. Existu-
je naptiklad velké mnozstvi fluorescen¢nich sond pro
monitorovani fyziologickych parametra Zivych bu-
nék a tkdni. K vizualizaci bunéénych struktur se také
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uspés$né pouzivaji fluorescencni znacky, které se nava-
zuji pomoci jinych reakci, nez je reakce antigen-pro-
tilatka [10]. Béhem uplynulych dvaceti let se skupina
fluorescen¢nich znacek rozrostla o fluorescencni pro-
teiny, kdyz se podarilo dokazat, ze syntéza zeleného flu-
orescen¢niho proteinu (GFP) je mozna také v bunikach
jinych organismu, nez je meduza, ze které tento pro-
tein pochdzi. Postupné bylo vytvoreno nékolik mutaci
GFP s fluorescenci odli$nych barev a byly objeveny dal-
$i fluorescenéni proteiny z jinych motskych Zivocichii
[11, 12]. Vznikly také rutinni molekuldrné-biologické
metody umoznujici ptipojovat DNA fluorescen¢nich
proteint ke gentim nejriiznéjsich bilkovin. V takto mo-
difikovanych buiikach se pak tvofi fuzni bilkoviny s ge-
neticky pripojenou fluorescen¢ni sondou. Jelikoz fluo-
rescencni proteiny nejsou pro burky toxické a existuji
ve vice spektralné rozlisitelnych formach umoznujicich
barevné kodovani rtiznych bunéénych bilkovin, jsou
moznosti jejich pouziti skute¢né fascinujici.

Tii hlavni strategie superrezolu¢ni optické
mikroskopie (¢aste¢né prevzato z [13] a [14])

Tt uspésné strategie, které v soucasnosti umozniuji
realizovat superrezolué¢ni mikroskopii na urovni po-
uzitelné v biologickém vyzkumu, jsou mikroskopie
se strukturnim osvétlenim (Structured Illumination
Microscopy — SIM), jednomolekulové lokaliza¢ni mi-
kroskopie (Single-Molecule Localization Microscopy —
SMLM) a skenovaci STED mikroskopie (STimulated
Emission Depletion).

Mikroskopie se strukturnim osvétlenim

Pii celoplo$ném zobrazovani objekttl emitujicich neko-
herentni svétlo je obraz vytvoreny mikroskopem kon-
voluci PSF s idedlnim geometrickym obrazem objektu.
Od této skutecnosti se odvijeji dekonvolu¢ni metody po-
¢itacového zlepSovani kvality digitalizovanych mikro-
skopickych obrazi, které se opiraji o zndmé vlastnosti
Fourierovy transformace konvoluce dvou funkci. Velmi
specidlni dekonvolu¢ni metodu predstavuje mikroskopie
se strukturnim osvétlenim (obr. 1), ktera spociva v osvét-
leni vzorku excita¢nim svétlem ve formé rastru s har-
monickym profilem jasu [15]. Po nasnimani série tako-
vych snimki se tfemi riiznymi orientacemi excita¢niho
rastru, navic v kombinaci se tfemi az péti jeho linedrni-
mi posunutimi o tfetinu, resp. pétinu prostorové perio-
dy, nasleduje pocita¢ové zpracovani obrazi strukturné
osvétlenych objektt smétujici ke spektralni extrapolaci
Fourierovy transformace 2D obrazu objektu. Tato extra-
polace umoziuje zlepsit rozliSovaci schopnost na hod-
notu blizici se 100 nm, viz napf. [14]. Pfestoze se jedna
o pouhé dvojnasobné zlepsSeni oproti rozliSovaci schop-
nosti dosahované pti bézné celoplo$né mikroskopii, kva-
lita obrazti bunék ziskanych pomoci SIM je impozantni,
protoze pouzité matematické zpracovani obrazi je spoje-
no také se zvySenim obrazového kontrastu (obr. 2).

Jednomolekulovd lokalizaéni mikroskopie

Superrezolu¢ni jednomolekulova lokaliza¢ni mikro-
skopie vyuziva toho, ze pokud pozorujeme pouze jed-
notlivé fluoreskujici molekuly, 1ze je lokalizovat s pres-
nosti podstatné vétsi, nez je konven¢ni rozliSovaci
schopnost mikroskopu. Pfesnost lokalizace jednotli-
vych molekul samoziejmé vyrazné zavisi na velikosti
obrazového $umu, ktery klesa s celkovym poctem fo-
tont ve zmétené PSF. Pii detekci cca 10° fotond se pires-
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Obr. 3 Princip lokaliza¢ni superrezolu¢ni mikroskopie. A) V objektu obsahujicim fo-
toaktivovatelnou nebo fotoregulovatelnou fluorescen¢ni sondu je maly pocet
dostatecné navzajem vzdalenych fluorochromd nahodile pfepnut aktivacnim
svételnym pulzem do fluorescenéniho stavu. Z jejich centroidnich soufadnic je
pak po nékolika desitkach tisic opakovani takové lokalizace vytvoren superrezo-
lu¢ni obraz distribuce fluorescencni sondy ve studovaném objektu. B) Vertikalni
lokalizace fluorochrom pouzita ve 3D STORM. Zjednodus$ené optické schéma
ilustruje princip urceni z-souradnice fluorochromu z astigmatické formy PSF
vznikajici po vlozeni valcové cocky pred cocku promitajici PSF na citlivou kameru.
Zcela vpravo je vertikalni kalibrace elipticity astigmatické PSF. Upraveno podle [25].

nost lokalizace blizi k 1 nm [16]. Kvuli lokalizaci PSF je
vSak nutné zajistit, aby v daném okamziku fluoreskova-
la jen jedina z desitek az stovek molekul nachazejicich
se uvniti okruhu o poloméru odpovidajicim konvenéni
rozliSovaci schopnosti mikroskopu. V takovém ptipa-
dé 1ze po nékolika tisicich az desitkdch tisic opakovani
postupné lokalizovat véechny molekuly fluorescen¢ni
sondy s presnosti vyrazné lepsi, nez je bézna rozliso-
vaci schopnost mikroskopu. Timto zptisobem nakonec
vznikne mapa rozlozeni sondy ve vzorku, ktera pred-
stavuje superrezolu¢ni obraz fluoreskujiciho objektu.
Princip SMLM, ktery je schematicky znazornén
na obr. 3, byl publikovan v roce 2006 nezavisle tfemi
rtiznymi laboratofemi pod nazvy PALM - PhotoActi-
vation Localization Microscopy [17], FPALM - Fluo-
rescence PhotoActivation Localization Microscopy [18]
a STORM - Stochastic Optical Reconstruction Microsco-
py [19]. Jednotlivé varianty SMLM se od sebe lisi cha-
rakterem pouzitych fluorochromt a jim odpovidajicimi
mechanismy generovani fidkych soubort fluoreskuji-
cich molekul. Napriklad PALM a FPALM pouzivaji fo-
tochromni nebo fotoaktivovatelné geneticky kédované
fluorescen¢ni proteiny, jako je napfiklad Dronpa s flu-
orochromem, ktery lze ozafovanim intenzivnim mod-
rozelenym svétlem (=488 nm) opakované prevadét
do nefluoreskujici trans-konformace a pak ozafenim
fialovym svétlem (= 405 nm) vratit zpét do silné fluores-
kujici cis-konformace s maximy excita¢niho a emisniho
spektra u 503 nm a 518 nm [20]. Podrobnéjsi prehled
rtiznych variant SMLM lze najit v publikacich [21-24].
Veskeré buiiky maji trojrozmérnou stavbu, k jejimuz
zobrazeni je tfeba dosahnout superrozli$eni ve tfech
dimenzich. Na obr. 3 je ukazka jednoho elegantniho
zpusobu 3D lokalizace axidlni polohy jednomolekulo-
vych PSE, vyvinutého pro metodu STORM. Vyuziva se
k tomu astigmatické zobrazeni molekul sondy pomoci
valcové ¢ocky pridané do optické soustavy mikroskopu.
PSF bodového zdroje se tim zméni z kruhové symetric-
kého obrazce na obrazec elipticky, jehoZ protazeni roste
se vzdalenosti molekuly od zaostfené roviny, a to navic
v navzajem kolmych smérech pro molekuly leZici pod
a nad touto rovinou. Mikrotubuly sav¢ich bunék byly
takto zobrazeny s lateralnim rozliSenim 20 az 30 nm
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Obr. 4 3D STORM nanoskopie mitochondrii (fialové) a mikrotubull (zelené)
opicich ledvinovych bunék BSC-1. K imunofluorescen¢nimu znaceni
mitochondrii protilatkou k mitochondridlnimu proteinu Tom20 s a mik-
rotubuld protilatkou k B-tubulinu byly pouzity fotoregulovatelné pary
kyaninovych fluorochrom Alexa405-Cy5 (mitochondrie) a Alexa488-
-Cy5 (mikrotubuly). Tfi ndahodné vybrana mista s nékolika mitochondrie-
mi a tubulinovymi vlakny ukazuji rozdil v kvalité zobrazeni pomoci celo-
plosné mikroskopie, 2D-STORM a 3D-STORM. Vertikalni fezy odpovidaji
horizontalni pozici vyznacené bilym c¢arkovanym rdmeckem. VertikaIni
pozice vybranych ukazek horizontalnich fezd nejsou specifikovany.
Délka méritka je 500 nm. Reprinted with permisssion from Macmillan

Publishers Ltd: Nature Methods, copyright 2008, ref. [26].

Skenovaci STED mikroskopie

dichroicka zrcadla X-y sken

JN

- 40

a axidlnim rozliSenim 60 az 70 nm [25]. Na obr. 4 pre-
vzatém z préce [26] je ilustrovan rozdil mezi imunofluo-
resce¢nianalyzou provadénou pomociklasické celoplos-
né mikroskopie a superrezolu¢ni 3D-STORM metodou.

STED mikroskopie (stimulated emission depletion, Ces-
ky redukce fluorescence stimulovanou emisi) je v pod-
staté variantou skenovaci laserové konfokalni fluo-
rescen¢ni mikroskopie se dvéma laserovymi paprsky
fokusovanymi kolinedrné do stejného mista vzorku
(obr. 5). Jeden z nich slouzi k excitaci fluorescence po-
dobné jako ptiobycejné konfokalni mikroskopii. Druhy
paprsek, kterému budeme fikat redukéni, ma v ohnis-
ku prstencovy profil intenzity s prakticky nulovou in-
tenzitou uprostred. Excitované molekuly nachdzejici se
na periferii excitované zony ozafované svételnym prs-
tencem redukéniho paprsku tak mohou byt pfinuceny
k ptechodim do zakladniho stavu stimulovanou emi-
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Obr. 5 Princip STED mikroskopie. Vlevo dole je ilustrace spiralni fazové masky vlozené
do dréhy reduk¢niho paprsku. Diky postupné narustajici tloustce ziskaji viny
prochdzejici jejimi protilehlymi segmenty vzajemny fazovy posuv odpovidajici
poloviné vinové délky a po fokusovani objektivem mikroskopu spolu rusivé
interferuji, coz vede ke vzniku prstencového rozlozeni vysledné intenzity svétla.
Na panelech napravo od objektivu jsou schematicky zndzornéna plosna rozlozeni
intenzit excita¢niho paprsku, STED paprsku a redukované stopy spontanni
fluorescence, kterd zbude po stimulované emisi fluorochroma v periferni zéné
excitacni stopy. Stimulovana emise ma stejny smér sifeni (naznaceny Srafovanou

Sipkou vpravo) i vinovou délku jako redukéni STED paprsek.

si misto vyzareni spontanni fluorescence. RozliSovaci
schopnost STED mikroskopu je ur¢ovdna pramérem
oblasti, v niZ zbyly excitované molekuly schopné emi-
tovat spontanni fluorescenci, kteroulze od stimulované
emise snadno oddélit jak spektralné, tak i prostorové.
Pravdépodobnost zaniku excitovanych stavi stimu-
lovanou emisi roste s intenzitou redukujiciho STED pa-
prsku a pro rozli$ovaci schopnost STED mikroskopu

lati
P d

dsrep = ek @
1+ max
\ Isat

kde d je konvencni rozliSovaci schopnost daného objekti-
vu, I,,,,, je maximalni intenzita v ohniskovém prstenci re-
dukéniho paprsku (typicky sejednd 0 0,1-1 GW/cm?) a I,
je intenzita, pii které stimulovand emise snizi kvantovy
vytézek spontanni fluorescence na polovinu [27]. Tato
rovnice naznacuje, ze STED mikroskopie v principu
nabizi libovolné velkou rozliSovaci schopnost za pred-
pokladu, Ze bude k vyvolani stimulované emise pouzi-
to dostatecné intenzivni zafeni. Prakticky dosazitelna
rozli$ovaci schopnost STED mikroskopt presto ztsta-
va v nanometrové $kale v dasledku vice faktort. Kon-
krétné se jedna o zbytkové aberace objektivii (pfi stan-
dardni mikroskopii zcela zanedbatelné), rozptyl svétla
v objemnych 3D vzorcich a v neposledni fadé téz o foto-
stabilitu fluorochromu. V pfipadé diamantu s luminis-
cenc¢nimi centry typu dusik-vakance bylo dosazeno late-
ralntho rozli$eni ~6 nm, zatimco u biologickych vzorka
se syntetickymi organickymi barvivy se jednd 0 ~20 nm
nebo o 50 az 70 nm pti pouziti fluorescenénich proteint
(obr. 6). Pti STED mikroskopii je fluorescence z perife-
rie PSF redukovéna stimulovanou emisi. Pozdéji bylo
uspésné demonstrovano, ze podobné redukce PSF lze
dosahnout i nékolika dal$imi zptsoby, jako je pouziti
fotoregulovatelnych fluorochromii (metoda RESOLFT)
nebo excitace fluorochromu do metastabilnich nefluo-
rescenénich stavia (GSDM) [29, 30].

K vytvoteni prstencového profilu intezity v ohnis-
ku redukéniho paprsku slouzi fizova maska, kterd mezi
definované zény v pricném prifezu laserového paprsku
vnasi fazové rozdily rovnajici se m. K dosazeni ostrého
centrdlnitho minima STED paprsku, které je optimalni
z hlediska lateralniho rozliseni STED mikroskopu, se
pouziva spirdlni maska, viz obr. 5. K vytvoreni central-
niho minima ve vertikdlnim sméru je naopak vhodnéjsi
anularni maska ve tvaru prstence s fizovym rozdilem n
mezi centrdlni a periferni zénou. Jedna z moznosti, jak
dosahnout vysokého 3D rozliSeni souc¢asné v horizon-
talnim i vertikdlnim sméru, spo¢iva v rozdéleni reduke-
niho STED paprsku do dvou vétvi s odlisnymi fazovymi
maskami (anuldrni a spirdlni) a nésledujici rekombina-
ci obou fazové upravenych paprski [31]. Prvni funkéni
STED mikroskopy pouzivaly jak pro excitaci, tak pro
vyvolani stimulované emise pulzni lasery. Tento typ
laserti se vyznacuje dostate¢né vysokou intezitou své-
telnych pulzt pri relativné nizké stfedni energii zafeni
dopadajiciho na vzorek, coz je pfiznivy stav z hlediska
nezadouciho fotochemického poskozeni studovanych
objekttl. Na druhou stranu ¢asovd synchronizace své-
telnych pulzt generovanych dvéma lasery predstavuje
nezanedbatelny technicky problém. Proto se objevily téz
systémy s kontinualnimi STED lasery (CW-STED), kte-
ré vSak maji niz$i rozliovaci schopnost nez pulzni sys-
témy. Zatim nejpokrocilejsi variantou STED mikrosko-
pt jsou mikroskopy s hradlovanou detekei (gated STED,
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g-STED), které dosahuji vysoké rozliSovaci schopnosti
i s kontinudlnimi STED lasery [32]. Oba hlavni zptso-
by dosazeni vysokého 3D rozliseni — hradlovana detekce
a kombinovany efekt dvou faizovych masek - byly uplat-
nény v dosud nejvykonnéjsim STED mikroskopu firmy
Leica Microsystems (model TCS SP8 STED 3X).

Aplikace a perspektivy

superrezolu¢ni mikroskopie

K prekvapeni mnohych byl pokrok na poli superrezo-
lu¢ni mikroskopie ocenén Nobelovou cenou za chemii,
nikoli za fyziku. V této souvislosti je tfeba si uvédomit,
ze k nejvyznamnéj$im oborim chemie patfi bioche-
mie, kterd studuje chemické sloZeni a vzajemné pi-
sobeni chemickych substanci v Zivych organismech.
Od superrezolu¢ni fluorescenéni mikroskopie kombi-
nované se specifickym znacenim buné¢nych struktur
fluorescenénimi proteiny i dalsimi fluorescenénimi
sondami se o¢ekéava priliv dfive nedostupnych poznat-
ki o komplexni souhfe bunéénych molekul v nanome-
trovém métitku. To s vysokou pravdépodobnosti zméni
pfevratnym zptisobem nas pohled na mnohé biologic-
ké procesy, jimiz jsou predurcovany charakteristické
znaky a vlastnosti riznych forem Zzivota.

Jiz dnes lze najit v literatufe priklady prvnich za-
jimavych vysledkii ziskanych pomoci superrezolu¢ni
mikroskopie (napf. novy model aktin-spektrinového
cytoskeletu nervovych vlaken [33]), jejichz podrobny
prehled viak neni mozné prezentovat v tomto kratkém
prispévku. K dispozici je vSak fada neddvno publiko-
vanych prehledovych ¢lankd vénovanych této proble-
matice, napfiklad [34-40], v¢etné tii ¢lanka v ceském
jazyce [13, 14, 41]. Nové superrezolu¢ni metody se v bu-
doucnosti nepochybné uplatni nejen v bunééné biolo-
gii, ale i v jinych védnich oborech. Naptiklad princip
STED mikroskopie byl tspésné testovan jako perspek-
tivni metoda pro nanolitografii produkujici detaily
o rozmérech blizkych 50 nm [30].
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