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Od organel az k molekulam:
super-rezolucni mikroskopie

Ales Benda

Ani sebelepsi optickd ¢ocka neumoziiu-
je pfimo vidét detaily bunék mensi nez pfi-
blizné 200-300 nm. Difrakce svétla rozmy-
je signél z libovolné malého objektu natolik,
ze pokud jsou dva objekty u sebe blize nez
pfiblizné polovina vlnové délky pouzitého
viditelného svétla, jejich difrakéni obrazce
se téméf kompletné prekryvaji a pozorova-
tel neni schopen fici, jestli vidi pouze jeden
objekt, nebo vice. Az na pfelomu tisicileti se
podafilo tuto fyzikélni bariéru obejit cestou
super-rezolu¢ni mikroskopie. Odménou
byla Nobelova cena za chemii v roce 2014.

Super-resolucni obrazek trubic vystielenych sporami.
Obréazek byl ziskan pomoci metody dSTORM ve spolupra-
ci s Markétou Petri, Prirodovédecka fakulta, Univerzita
Karlova.

Souvislost chemie s mikroskopii pocho-
pime z principd fungovéni super-rezoluéni
mikroskopie. Zakladem je fluorescenéni
molekula a nade schopnost ji pfepinat ze
svitivého do nesvitivého stavu a zpét. Dalo
by se fici molekuldrni manipulace, kterd je
umoznéna specidlni chemickou strukturou
a vlastnostmi na miru syntetizovanych
organickych molekul ¢i geneticky uprave-
nych fluorescen¢nich proteinti. Tento
zékladni princip je vyuzivin desitkami riz-
nych super-rezolu¢nich postupt, kdy kazdy
je vhodny pro jiny typ vzorku. Mezi
komer¢ni §iroce vyuzivand fedeni se dostaly
zejména tii mikroskopické metody vyuziva-
jici strukturovaného osvétleni (SIM), sti-
mulované deplece emise (STED) nebo
lokalizace jednotlivych molekul (SMLM).
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Pfi strukturovaném osvétleni (SIM;
Structured Illumination Microscopy) se misto
tradi¢niho homogenniho osvétleni vzorku
vyuzivd nasviceni pravidelnym co nejjem-
néj$im vzorem. Pohybem a rotacemi exci-
taéniho vzoru se stiidavé zobrazuji rizné
Casti vzorku a analyzou takto ziskané sek-
vence obrazu lze ziskat vysledny obraz s az
dvakrit vétsim rozlisenim neZ pfi bézném
zobrazeni na kameru. SIM md vyhodu
ve své rychlosti, pouZzitelnosti pro témér
libovolny typ fluorescenéniho znacent, vice-
barevnosti, stfedni ddvce pouzitého svétla
a tim i rozumné kompatibility s pozorovi-
nim Zivych bunék.

Pottebujeme-li se podivat na bunééné
struktury mensi nez 100 nm, mizeme vyu-
Zit mikroskopie stimulované deplece emise
(STED; Stimulated Emission Depletion).
Tato metoda je zaloZena na klasickém lase-
rovém konfokdlnim skenovacim mikrosko-
pu a vyuziti velmi silného pulsniho laseru
barevné odpovidajiciho ¢ervené ¢ésti emis-
niho spektra pouzité barvy. Tento laser je
schopen stimulovat emisi v excitovanych
molekulich a tim je pfepnout zpét
do zdkladniho stavu, ¢imz zabrini jejich
spontdnni fluorescenci. Vysokého rozliseni
se dosdhne tim, Ze se deple¢ni laser (775
nm) pfekryvd s excitaénimi lasery (napf. 561
nm a 640 nm) s jednim dulezitym rozdilem
— v centru nemd maximum, ale naopak
nulovou intenzitu. K efektivni stimulované
emisi tedy dojde zejména na krajich ptvod-
niho konfokélniho objemu a fluorescenéni
signdl se tak deteguje pouze z vyrazné
zmen$eného objemu. Tim se dosihne rozli-
$enf az 30 nm ve snimané roviné pro 2D
nastaveni, pfipadné izotropickych 120 nm
ve vSech osdch pro 3D nastaveni. Jednd se
o Cisté opticky jev, bez nutnosti matematic-
kych trika s daty, a tim i s minimédlnim rizi-
kem artefaktd. Metoda vyborné funguje pro
dvé barvy, kdy diky sdilené depleci jsou
dvoubarevné obrizky vzdy perfektné pie-
kryty. Silny deple¢ni laser viak zpisobuje
rychlou fotodestrukei, a metoda tak vyzadu-
je velmi stabilni organické barvy. STED

neni pfili§ kompatibilni s fluorescenénimi

proteiny v Zivych bunkéch & s tfi- a viceba-
revnym snimdnim.

Jak ale dosdhnout rozliseni na urovni
desitky nanometrti a lepsi, které potiebuje-
me napfiklad k uréeni uspofadani jednotli-
vych proteind ve velkych proteinovych
komplexech? Pomérné snadno. Pokud vime,
Ze v daném misté a Case snimdme pouze
jednu jedinou molekulu, tak ackoliv kamera
ndm zobrazi rozmyty difrakéni obrazec, flu-
orescenéni molekula se nachdzi pfesné
uprostied. Pfesnost lokalizace molekuly pak
zdvisi na jeji svitivosti a kvalité¢ mikroskopu
— a dostava se az k nanometrim! Metoda
lokalizace jednotlivych molekul (SMLM,
Single Molecule Localization Microscopy)
spoéivd v ndhodném pfepindni molekul ze
svitivého do temného stavu tak, aby
v daném mist¢ a Case svitila statisticky vzdy
maximalné jedna. Tedy kdyz kvili difrakei
nedokdzeme emisi jednotlivych molekul
rozlidit v prostoru, rozli§ime ji v Case.
Komeréni SMLM mikroskopy dokdzi zis-
kat mapu lokalizaci s pfesnosti typicky
kolem 10-20 nm v roviné ostrosti xy a 30-50
nm v ose z. Rozliseni obrizku viak neni vét-
§inou limitovino lokalizaéni pfesnosti, ale
kvalitou pouzitého vzorku, zejména jak
husté a kvalitné se podafilo vzorek oznacit.

Nejste si jisti, kterd super-resolu¢ni
metoda je to pravé pro véa§ vzorek? Nevadi,
v rdamci infrastruktury Czech-Biolmaging

si mizete vyzkouset véechny tfi!

Super-resoluéni obrazek mitochondrii (Cervené) a nuk-
leoidt (ze/ené). Super-resolucni obrazek byl ziskan meto-
dou STED ve spolupraci s Jaromirou Kovéafovou, Biotech-
nologicky tstav Akademie véd CR

Uwedené postupy, techniky a zarizent provozuji tato pracovisté: Fyziologickj sistav AV CR - Bioimaging Facility,
A{Iasarykafva univerzita (CEITEC) - Bunéiné zabmza‘va’m’,, Univerzita Karlova (BIOCE V) - Zobrazovaci metody,
Ustav experimentdlni botaniky AV CR - Imaging Facility, Ustav molekuldrni genetiky AV CR - Svételnd mikroskopie.



