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Nanobiofotonika:

od lasera k zivej bunke
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Nanobiofotonika je jednym z najmladsich interdisciplindrnych vedeckych smerov, ktory vznikol na
pomedzi nanotechnoldgii, fotoniky a biomedicinskych vied s cielom preniest medicinsku diagnostiku

a terapiu na troven proteinov a biologicky aktivnych molekul - zdkladnych jednotiek Zivej bunky.
Klucovd ulohu v jeho rozvoji md predovsetkym vyvoj pulznych laserov s ultrakrdtkymi impulzmi, ktoré
umoznili prepojit spektroskopické, zobrazovacie a casovo rozlisené metddy a poskytuji dnes komplexnu
multimoddlnu informdciu o biologickych Struktirach a javoch na nanometrovej skdle. V nasom prispevku
uvddzame prehlad vybranych vyznamnych momentov mapujucich cestu od objavenia prvého lasera cez
stcasny stav nanobiofotonickych technoldgii k perspektivam tejto novej vednej oblasti na Slovensku.

Uvod

Nanobiofotonika je rychlo sa rozvijajuci vedecky smer,
ktory zahtna Siroké spektrum zaujmov pocinajtc vy-
skumom zakladnych principov interakcie Ziarenia
s biologicky aktivnymi molekulami, cez vyvoj metod
pre charakterizdciu ich optickych vlastnosti, $peciali-
zovaného optického zobrazovania a optickej diagnos-
tiky, az po vyuzitie ziskanych informacii pre praktické
aplikacie, zahfnajuce napr. vyvoj novych typov lieciv
alie¢ebnych postupov, ako je napr. fotodynamicka te-
rapia. Rozvoj tejto oblasti iizko stvisi s rozvojom na-
nomediciny - novym chdpanim mediciny s cielenou
terapiou na urovni jednotlivych molekul, ktora zis-
kava vo svete ¢oraz vicsie uplatnenie a zdujem. Ako
priklady aplikécii vyvinutych v oblasti nanobiofoto-
niky za posledné roky mozu napriklad sluzit techniky
génovej nanochirurgie pomocou femtosekundovych
laserovych impulzov [1], alebo vyvoj novych diagnos-
tickych metdd a senzorov na baze nanotechnoldgii [2].
Medzi kluc¢ové optické technolédgie, ktoré umoznuju
kvantitativne porozumiet bunkovej bioldgii na che-
mickom zdklade, patria fluorescen¢nd a vibra¢na (Ra-
manova) mikroskopia, ¢asovo rozlisend spektroskopia
a metddy zaloZené na nelinedrnych interakciach svetla
s materialom.

Principy a histéria konfokalnej

optickej mikroskopie

Fluorescen¢nd mikroskopia umoznuje zobrazovanie
$pecifickych bunkovych $truktur na (sub)mikromet-
rovej $kale s vysokou mierou $pecifickosti a citlivosti.
Napriek tomu, Ze jej principy su zname uz vyse 100 ro-
kov, zaznamenala vyznamny technologicky rozvoj az
koncom minulého storocia vdaka objavu konfokélneho

principu detekcie a v nemalej miere tiez vdaka objavu
lasera a digitalneho spracovania obrazu.

Princip konfokélneho optického zobrazovania bol
sformulovany este pred objavenim lasera a v roku 1957
bol patentovany M. Minskym z Harvardovej univerzi-
ty [3]. V transmisnom usporiadani pozostaval optic-
ky systém z dvoch $oSoviek so spolo¢nym ohniskom
a sadou §trbin, umiestnenych na spolo¢nej optickej osi
tak, aby svetlo prichadzajtice zo zdroja cez prvu $trbinu
prechadzalo vzorkou a sfokusovalo sa na druhd $trbinu
(z tohto principu pochadza aj pomenovanie konfokdlny,
¢ize so spolo¢nou ohniskovou rovinou). V stucasnosti
Castej$ie pouzivand geometria pre odraz, resp. fluores-
cen¢né zobrazovanie, je zaloZend na tzv. epi-osvetle-
ni, v ktorom m4d excita¢né a emitované svetlo spolo¢-
nu drahu a deli sa pomocou polopriepustného alebo
dichroického zrkadla (obr. 1). Pre dosiahnutie rozlise-
nia obmedzeného iba zakonmi difrakcie je dolezité, aby
na excitaciu vzorky bol pouzity bodovy zdroj svetla. To
je mozné dosiahnut pouzitim klasickych lampovych
zdrojov a excita¢nej konfokalnej $trbiny, alebo opti-
malne pomocou laserového zdroja. Obraz excitova-
nej oblasti vo vzorke sa premieta na druhd konfokal-
nu §trbinu, ktora blokuje va¢sinu rozptyleného svetla
zinych optickych rovin, ¢oho vysledkom je ostry obraz
vzorky vo fokusa¢nej rovine objektivu, nazyvany tiez
optickym rezom. Aby mohol byt pomocou konfokél-
neho osvetlenia vytvoreny obraz, vzorka sa sekven¢ne
rastruje, naj¢astej$ie pomocou dvojice galvanicky vy-
chylovanych zrkadiel. V r. 1968 M. Egger a M. Petran
[4] navrhli usporiadanie skenovania vzorky pomocou
dvojitého rotujiceho disku pokrytého otvormi, vyuzi-
vajuc princip bodového skenovania 2D obrazu navrh-
nutého uz v r. 1884 P. Nipkowom. Napriek relativne
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nizkej svetelnej u¢innosti su takéto konfokalne nelase-
rové mikroskopy fungujice na principe rotujiceho dis-
ku stale pouzivané, najéastejsie v spojeni s digitalnymi
zobrazovacimi systémami na baze CCD kamier.

Po objaveni lasera v r. 1960 [5] sa rychlo prislo na
jeho potencial v medicine, aj ked spoc¢iatku sa o laseri
uvazovalo najmi ako o néstroji pontkajucom koncen-
traciu energie pre vykonové aplikdcie [6]. Ovplyvnenie
biologickych $truktar vysoko vykonnym laserovym
Ziarenim sa doteraz vyuziva vo viacerych experimen-
talnych technikach nanobiofotoniky, akymi st napr.
laserova mikromanipulacia [7], dvojfoténova fotopo-
lymerizacia [8] a pod. Onedlho sa laserové excita¢né
zdroje zacali pouzivat aj v optickej mikroskopii, najmé
vdaka ich schopnosti generdcie monochromatického
a koherentného svetla. V 70. rokoch minulého storocia
Wilson a Sheppard prvykrat demonstrovali konfokal-
ny mikroskop s laserovou excitéciou a fotondsobi¢om
ako detektorom [9]. Ukazali, ze pomocou lasera je moz-
né dosiahnut medzné optické rozlisenie, obmedzené
iba zakonmi vlnovej teérie svetla. Na ich prispevku bol
zalozeny dalsi rozvoj konfokélneho laserového skeno-
vacieho mikroskopu (CLSM), ktory sa v réznych obme-
nach a komer¢nych variantoch vyrobcov mikroskopov
(Zeiss, Leica, Nikon, Olympus a pod.) pouziva v biome-
dicinskom vyskume dodnes.

Laserova mikroskopia v sii¢asnosti

Vyskum vzdjomného pdsobenia laserového ziarenia
s materialmi predznamenal zac¢iatok experimentdlnej
nelinedrnej optiky, ktord revolu¢ne rozvinulo $iroké
uplatnenie tuholatkovych femtosekundovych laserov
[10]. V r. 1990 W. Denk pod vedenim prof. W. W. Web-
ba z Cornellovej univerzity zostrojil prvy laserovy ske-
novaci mikroskop zaloZeny na nelinedrnej optickej
excitacii pomocou simultdnnej absorpcie viacerych
foténov [11]. Na rozdiel od predchadzajuceho klasic-
kého designu nie je v tomto pripade potrebné pouzivat
konfokalnu $trbinu, pretoze k excitécii fluorescencie
dochadza iba vo velmi malom objeme vzorky (radovo
v niekolkych pm?) vdaka nelinearnej interakcii vysoko-
vykonnych ultrakratkych laserovych impulzov. Ukaza-
lo sa, Ze pouzitie dvojfotonovej excitacie v blizkej infra-
cervenej oblasti ma velky vyznam pre biomedicinske
aplikacie, pretoze poskytuje lepsiu penetraciu do tka-
niva a redukuje fotoposkodenie biologickych vzoriek.
Takyto sposob nelinearneho optického zobrazovania
je mimoriadne vhodny pre charakterizaciu vnatrobun-
kovych $truktdr s vysokym priestorovym rozliSenim
a citlivostou. Mikroskopia s multifotonovym budenim
sa v stcasnosti vyuziva najma pri zobrazovani hrubych
preparatov tkaniv s moznostami pouzitia aj v in-vivo
medicinskej diagnostike [12]. Analogickym pristupom
je vyuzitie generacie druhej harmonickej frekvencie
(SHG) [13], ktorej intenzita je zavisla od pritomnosti
chirdlnych molekul a dé sa vyuzit napr. na sledovanie
biologickych membran a cytoskeletu.

Ultrakratke pulzné laserové zdroje poskytuji v kom-
bindcii so skenovacou mikroskopiou celé spektrum dal-
$ich mikroskopickych technik, ako napriklad zvysenie
rozli$enia az za hranicu difrakéného limitu pomocou
priestorovo obmedzenej deexciticie molekul (stimula-
ted emission depletion - STED) [14], alebo priestoro-
vé mapovanie dob Zivota fluorescencie (fluorescence li-
fetime imaging — FLIM) [15]. Techniky prekonavajuce
difrakény limit rozliSenia patria v stuc¢asnosti k $picko-
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Obr.1 Tvorba obrazu v konfokdlnom mikroskope s epi-
fluorescen¢nym osvetlenim. Excitacné a emisné
svetlo prechddza rovnakou drahou medzi objektivom
a vzorkou. V pripade poutzitia lasera nie je potrebna
excitacna strbina. V reflexnom kontraste je namiesto
dichroického zrkadla pouzité polopriepustné zrkadlo.

vym modalitdm biofotonickej diagnostiky a umoznu-
ju sledovanie interakecii biomolekdl a $tudium $truktir
na nanometrovej trovni. STED mikroskopia, vyvinuta
s pionierskym prispevkom prof. S. Hella z institatu M.
Plancka v Gottingene, umoziiuje s vybranymi fluores-
cenénymi molekulami dosiahnut priame zobrazovanie
srozliSenim od desiatok nanometrov; v pripade FLIM je
kIu¢om k nanobiofotonickym aplikicidm moznost pres-
nej kvantifikacie procesu fluorescenéného rezonan¢né-
ho transferu energie (FRET), ktory sa pouziva pri sku-
manti interakcii molekul ako spektroskopické ,,pravitko“
s rozliSenim na urovni jednotiek nanometrov.

Priinterakcii laserového Ziarenia s biologickym ma-
teridlom je velmi dolezita vinova dizka pouzitého Zia-
renia. Z tohto dovodu sa pri vyvoji novych laserovych
zdrojov pre mikroskopické aplikacie kladie velky doraz
na moznost preladenia emisie s cielom vybrat $pecific-
ka vlnovt dizku. Najrozsirenejsimi metédami prela-
denia v oblasti impulznych laserov je selektivny vyber
¢iary emisie pomocou vnutrorezonatorového difrak-
¢ného elementu, alebo parametrické zosilnenie fem-
tosekundovych impulzov. Inou moznostou je pouzitie
mikro$trukturnych vldkien - fotonickych krystalov,
ktoré poskytuju efektivnu frekvenénid konverziu aj bez
zosilnenia pulzov, ale nedosahuji také energie v pulze
ako parametrické zosiliiovace, ¢o je vsak pre aplikdcie
v mikroskopii skor vyhodou kvoli mensej pravdepo-
dobnosti poskodenia vzorky. Posledny vyvoj v oblasti
excita¢nych zdrojov pre nelinedrnu laserovii mikrosko-
piu uprednostniuje design s vyuzitim femtosekundové-
ho superkontinua generovaného fotonickym vlaknom
[16], ktory dovolil roz$irit mikroskopické zobrazovacie
techniky o rozmer selektivnej excitécie vzorky.

V oblasti biomedicinskeho vyskumu pokracuje ne-
ustdla snaha o vytvorenie neinvazivnych mikroskopic-
kych optickych technik pre zobrazovanie zivych buniek.
Vyhodou vibraénych (Ramanovych) zobrazovacich
technik v porovnani s fluorescenénymi je ich schopnost
zobrazit chemické formy v ich prirodzenom prostredi
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Obr. 2 Pracovna stanica pre laserovi mikroskopiu v Medzinarodnom laserovom centre v Bratislave tvorend motorizovanym
invertovanym optickym mikroskopom, konfokalnym skenerom (vlavo), femtosekundovym laserovym systémom
a spektralne rozliSenym c¢asovo korelovanym pocitanim foténov (vpravo).

navodenim ich vlastnej chemickej vibracie, a to bez pot-
reby pridania fluorescen¢nych znaciek. To znamena,
ze tato technika umoziuje vy$etrovanie molekulové-
ho zloZenia a dynamiky vo vnutri buniek za prirodze-
nych podmienok. Na druhej strane je intenzita signalov
v Ramanovej mikroskopii o niekolko radov slabsia ako
vo fluorescen¢nej mikroskopii. S elegantnym rieSenim
tohto problému prisla skupina prof. S. Xie z Harvardo-
vej univerzity, ktord demonstrovala, Ze pomocou neli-
nedrneho zmie$avania viacerych femto- a pikosekun-
dovych laserovych impulzov je mozné zobrazovanie
nefluorescen¢nych $truktur, ako napr. lipidov, v real-
nom ¢ase pomocou generacie koherentného anti-Sto-
kesovho Ramanovho rozptylu (CARS) [17].

Simultanny charakter a vzajomné ovplyviiovanie
bunkovych signalnych javov vyzaduje vyhodnotenie
mnohopocetnych parametrov, ako je napr. funkcia ¢asu
v 3D priestore. Az donedavna, najmi kvoli chybajicim
vhodnym detekénym systémom, mohol byt sti¢asne $tu-
dovany iba maly pocet vybranych bunkovych subsysté-
mov a procesov. PouzZitim spektralne rozlidenej detekcie
fluorescencie v spojeni s rozvojom novych matematic-
kych metdd analyzy signdlov a novych typov fluores-
cen¢nych znacdiek, ako napr. fluorescen¢nych proteinov
alebo kvantovych nanostruktur, sa radovo zvysil pocet
fluoroférov, ktoré je mozné sledovat sti¢asne [18]. Ca-
sovo rozliSena opticka spektroskopia dovoluje odhalit
este dal$iu dimenziu fluorescen¢ného signalu, a to de-
taily kinetiky deexcitacie vzbudeného stavu. Pomocou
¢asovo rozli$enej spektroskopie, ktord ma priamy vztah
k FLIM mikroskopii, bolo riesené rozsiahle mnozZstvo
problémov, ako napr. §tidium dynamiky a pohyblivos-
ti komplexnych molekul v zZivych bunkach, $tidium
protein-proteinovych interakcii a pod. Inym, ¢asto po-
uzivanym pristupom k sledovaniu molekularnych de-
jov je tiez sledovanie korelacii fluorescen¢ného signalu
(Fluorescence Correlation Spectroscopy — FCS), ktoré
umoznuje priame meranie parametrov dynamiky difu-
zie jednotlivych molekdl [19].

Kedze tlohou tohto prispevku nie je podat vycer-
pavajuci obraz o vSetkych aspektoch laserovej mikro-
skopie, v pripade bliz$ieho zdujmu ¢itatelov odporuca-
me nahliadnut do niektorej z prehladovych publikacii
0 CLSM, ako napr. z edicie J. B. Pawleyho [20].

Fotonicka diagnostika a terapia

Sucasnym trendom v oblasti optickej mikroskopie je
budovanie komplexnych experimentdlnych apara-
tar na baze laserovych mikroskopickych pracovnych
stanic, s moznostou uzivatelského vyberu detekénych
technik, snimacich rezimov a kontroly podmienok pre
uchovanie zivych biologickych vzoriek (obr. 2). Takéto
zoskupenie technik optickej diagnostiky spajajucich ¢a-
sovo rozliSenu detekciu, laserovu spektroskopiu a zob-
razovanie [21] umoziuje vedcom pracujicim v biome-
dicinskom vyskume hlbsie nahliadnut do Struktury
a fyziologie Zivych organizmov od molekuldrnej az po
tkanivovu uroven, ¢o prindsa nové perspektivy pre bu-
duci rozvoj bioldgie a mediciny.

V nadvéznosti na fotonicka diagnostiku je fotody-
namickd terapia (PDT) jednou z najperspektivnejsich
novych technoldgii nanobiomediciny. PDT je zaloZe-
na na koncepte, ze k destrukcii tumoru dochadza po
pridani fotosenzitizujticej latky a naslednom oZiareni
vybranej oblasti v ur¢itom ¢asovom intervale. Selektiv-
ne vychytavanie alebo akumulacia fotosenzibilizatorov
v nddorovom tkanive vedie k selektivnej destrukcii na-
doru a sticasnému k usetreniu okolitého tkaniva. Ta-
kato selektivita je hlavnou prednostou liecby zalozene;j
na PDT, pretoze je tak mozné vyhnut sa viacndsobnym
chirurgickym zakrokom zahrnujicim aj odstranenie
organov v pripadoch, kde uz radioterapia ¢i chemote-
rapia zlyhala. Napriek aktivhemu vyskumu v tejto ob-
lasti, je stale velka snaha pochopit mechanizmy ako sa
akumuluju fluorescen¢né sondy a fotosenzibilizatory
v bunkach a mechanizmy molekularneho pozadia ich
diagnostickej funkcie a moznej fototoxicity. Jednou
z dolezitych aplikacii novovyvijanych metodik lasero-
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vej mikroskopie je prave snaha rozsirit poznatky o me-
chanizmoch veducich k rozpoznaniu a selektivnemu vy-
chytavaniu fotosenzibilizatorov v nadorovych bunkach
atieZz mapovanie procesov nasledujucich po excitacii fo-
tosenzibilizatorov [22]. Dal$im $irokym okruhom apli-
kacii, ktorych rozvoj je podmieneny novymi metédami
optického zobrazovania, je vyskum metabolickych a fy-
ziologickych procesov na trovni jednotlivych buniek
pomocou fluorescencie endogénnych a exogénnych
fluoroférov (obr. 3), resp. fluorescenénych proteinov.

Perspektivy laserovej mikroskopie
na Slovensku

Nanobiofotonické technoldgie zalozené na laserovej
mikroskopii su dynamicky sa rozvijajicou oblastou
s exponencialne rasticim poctom aplikdcii a stapa-
jucim vyznamom tak v biologickych, ako aj v medi-
cinskych vedach. Ich potencial sa kazdoro¢ne zvysuje
najmé vdaka podpore vedcov z oblasti $pickovej expe-
rimentalnej fyziky a technickych vied.

Na Slovensku sa pociatky laserovej spektroskopie
a mikroskopie odvijaju od aktivit katedier experimen-
talnej fyziky, jadrovej fyziky a biofyziky Fakulty mate-
matiky, fyziky a informatiky Univerzity Komenského
v Bratislave, kde sa v spolupraci s Moskovskou §tat-
nou univerzitou od 90. rokov minulého storocia roz-
vijali metddy nelinedrnej optickej spektroskopie (ako
napr. CARS), laserovej mikrospektroskopie (FRAP -
fluorescence recovery after photobleaching) a ¢asovo
rozliSenej optickej spektroskopie. Paralelne s tymito
pracoviskami sa rozvijal vyskum v oblasti Ramano-
vej spektroskopie a mikroskopie na katedre biofyziky
Prirodovedeckej fakulty Univerzity P. J. Saférika v Ko-
$iciach. Jednym z vyznamnych vysledkov spoluprace
vedeckych timov v tejto oblasti bol tiez vznik Medzi-
narodného laserového centra (MLC) v Bratislave, kde
v ramci oddelenia biofotoniky vznikla siet laboratorii
orientovanych na laserovi mikroskopiu, spektroskopiu
a spracovanie mnohodimenzionalnych dat. V stcas-
nosti sa okrem uvedenych timov aplikaciami laserovej
mikroskopie v biomedicine zaoberaju aj viaceré kolek-
tivy Slovenskej akadémie vied, ako napr. Virologicky
tustav SAV alebo Ustav molekuldrnej fyzioldgie a gene-
tiky SAV. V priprave st tiez nové instalacie modernych
experimentalnych zariadeni pre nanobiofotonicky vy-
skum na mnohych univerzitdch a Gstavoch, realizované
s prispevkom $trukturalnych fondov EU.

Napriek komerénej dostupnosti st laserové mikros-
kopy stéle vysoko naro¢nou experimentalnou metédou
a Casto vyzaduju Specializovany tim odbornikov a so-
fistikované pristrojové vybavenie. V tejto suvislosti je
velkym prinosom moznost zapojenia sa do sieti me-
dzinarodného vyskumu, akou je napr. Laserlab Europe
(projekt 7. rémcového programu EU), v ktorom je zapo-
jenych 46 eurdpskych laserovych pracovisk z 19 krajin.
V ramci tohto projektu riesi kolektiv MLC tlohy spo-
lo¢nej vyskumnej aktivity OPTBIO - Advanced Opti-
cal Techniques in Bio-imaging and Bio-processing,
ktorého cielom je rozvijat techniky mikroskopie s ne-
linearne optickym budenim a manipulacie biologic-
kych objektov pomocou laserového Ziarenia. Jednym
s cielov projektu je vyvinat mikroskopickd pracovnd
stanicu pre multimodélne fluorescen¢né zobrazovanie
s nelinedrnou laserovou excitaciou. S pouzitim femto-
sekundovych laserovych impulzov s voliteInymi pries-
torovo-¢asovo-spektrdlnymi vlastnostami a pridanim

Obr. 3 Zobrazenie potencidlu mitochondrii v izolovanej srdcovej bunke pomocou
konfokalneho skenovacieho mikroskopu s vyuZitim fluorescenénej sondy JC-1
(Invitrogen).

multispektralnej ¢asovo rozli$enej detekcie luminis-
cencie planujeme ziskanie moznosti chemicky $pecific-
kého trojdimenzionalneho zobrazovania a vizualiza-
cie mikro$truktdr a procesov v biologickych objektoch
v ich prirodzenom prostredi (napr. v zivych bunkach).
Vyvijany prototyp mikroskopu chceme v buducnosti
aplikovat vo vyskume metabolickej aktivity buniek, fo-
todynamickej terapie a charakterizacie nanostruktar
vyuzivanych v oblastiach molekularnej farmakologie
a molekularnej optoelektroniky.
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