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Biologisessa tutkimuksessa havainnoinƟ on aina ollut tärkeässä asemassa ja pienten 
yksityiskohƟen tarkastelu on vaaƟnut uudenlaisia teknologisia ratkaisuja. 
Valomikroskopian diffrakƟorajan ollessa rajoiƩunut 200 nm erotuskykyyn, 
fluoresenssimikroskopia on mahdollistanut korkeammat superresoluuƟomikroskopian 
tekniikat 20 nm erotuskyvyllä ja parhaimmillaan 1 nm resoluuƟoon. Yleisimpien 
superresoluuƟomikroskopian tekniikoiden kuten sƟmuloidun emission 
vaimennusmikroskopia, sekä yksiƩäisen molekyylin lokalisaaƟomikroskopiatekniikat 
kuten, stokasƟnen opƟnen rekonstrukƟomikroskopia ja valoakƟvoitu 
lokalisaaƟomikroskopia hyödyntäminen biologisessa tutkimuksessa on osoiƩautunut 
äärimmäisen arvokkaaksi, superresoluuƟomikroskopian-tekniikoiden mahdollistaman 
suuren erotuskyvyn. KäyƩämällä fluoroforeja kuten orgaanisia leimamolekyylejä, 
fluoresoivia proteiineja, metalli-kelaaƫleimoja sekä kvanƫpisteitä ja niiden 
ominaisuuksia eri käyƩökohteiden mukaisesƟ, voidaan selviƩää solun rakenteiden ja 
proteiinien toimintaa tarkkuudella, joka ei valomikroskopian 200 nm erotuskyvyn myötä 
olisi mahdollista. Erilaisten superresoluuƟomikroskopiantekniikoiden ja älykkään 
fluoroforien valinnan avulla on mahdollista selviƩää, kuinka solun ja eliön 
aineenvaihdunta toimii. Solujen proteiini-interakƟoiden tutkimuksella on selviteƩy 
mahdollisia lääkkeen vaikutuskohƟa monille taudeille kuten Alzheimerin taudilla ja 
syöpäsairauksille. 
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Lyhenteet ja avaintermit 

SRM = SuperresoluuƟomikroskopia 

STED = SƟmuloidun emission vaimennusmikroskopia (engl. SƟmulated Emission 

DepleƟon) 

SMLM = YksiƩäisen molekyylin lokalisaaƟomikroskopia (engl. Single-Molecule 

LocalizaƟon Microscopy) 

valoakƟvoitu lokalisaaƟomikroskopia (engl. PhotoacƟvated LocalizaƟon Microscopy) 

PALM 

STORM = StokasƟnen opƟnen rekonstrukƟomikroskopia (engl. StochasƟc OpƟcal 

ReconstrucƟon Microscopy) 

DiffrakƟo = Valon aaltoluonteen aiheuƩamaa valon leviämistä esteiden ja aukkojen 

ohitse 

Kromaaƫnen aberraaƟo = Valon lyhyet aallonpituudet taiƩuvat enemmän kuin pitkät 

aallonpituudet väliaineessa 

Airy levy (engl. Airy disk) = OpƟikan käsite pyöreän aukon tuoƩamasta 

diffrakƟokuviosta  

FRET = Försterin resonanssienergiansiirto (engl. Förster resonance energy transfer), 

missä 2 lähellä olevaa fluoroforia voi akƟvoida toista, jos emission aallonpituus vastaa 

toisen akƟvaaƟo aallonpituuƩa  

Fluorofori = Fluoresoiva kemiallinen yhdiste, joka viriƩyessään emiƩoi valoa 

Kromofori = Molekyylin väristä vastaava osa, josta värinä aisƟƩava aallonpituus 

heijastuu 

KoeƟn (engl. Probe) = Yhdiste, joka tarƩuu kohteeseen fluoresoivan molekyylin kanssa 

Kvanƫpiste = Puolijohteellisia nanokristalleja, joilla on opƟsia ja elektronisia 

ominaisuuksia 

Numeerinen apertuuri NA = ObjekƟivin kyky vastaanoƩaa valoa. NA = (n) Sin Θ, jossa 

(n) on taitekerroin näyƩeen ja objekƟivin välillä. Θ on maksimaalinen valon tulokulma 

näyƩeestä objekƟiviin.
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1. Johdanto 

Biologian tutkimuksessa havainnoinƟ on tärkeä tapa saada uuƩa Ɵetoa tutkiƩavasta 

kohteesta. HavainnoinƟmme on rajoiƩunut silmiemme erotuskykyyn ja pienempien kuin 

1 mm kohteiden tarkempi tarkastelu vaaƟi visuaalisesƟ suurentavien apuvälineiden, 

kuten mikroskoopin käyƩöä. Valomikroskooppi on laite, millä ohut läpikuultava näyte 

nähdään 10-1000x suurennoksena, riippuen käyteƩyjen objekƟivien ja okulaarien 

suurennoskertoimista. Lasilevyllä olevan näyƩeen alapuolen valonlähde valaisee 

näyƩeen, jolloin valon kulku estyy osiƩain näyƩeen rakenteiden vuoksi. TutkiƩavan 

näyƩeen rakenteet estävät valon vapaan kulkeutumisen ja muodostavat kuvan, mikä 

koostuu tummista ja kirkkaista alueista. Osa valosta absorboituu tutkiƩavaan 

näyƩeeseen ja absorboimaton valo kulkeutuu näyƩeen lävitse omalla aallonpituudella, 

joka nähdään värinä. Mikroskoopin valoa taiƩava osa on objekƟivi, jonka sisäiset kuperat 

ja koverat lasit taiƩavat valoa manipuloiden polƩopisteƩä lähemmäksi, siten leviƩäen 

valon suuremmalle alueelle suurentaen valon muodostaman kuvan. Okulaari eli 

silmäpala on puolestaan osa, joka taiƩaa objekƟivin ohjaaman valon detektorille tai 

silmän muotoon sopivaksi. (kuva 1) 

 

Kuva 1: valomikroskoopin ja fluoresenssimikroskoopin toimintaperiaate. a) Valomikroskopiassa 
valolähteen valo kohdennetaan kondensoriin, joka säätelee valon kohdistumista näyƩeeseen. NäyƩeen 
lävitse ja siitä heijastuva valo kohdentuu objekƟiviin, jossa objekƟivin sisäiset linssit ohjaavat valonsäteet 
polƩopisteƩä muuƩaen suurentaen kuvan kuvatasolle. b) Fluoresenssimikroskopiassa valonlähteenä 
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käytetään näyƩeen fluoroforeja, jotka viriƩyvät laserin vaikutuksesta. NäyƩeen fluoroforien emission 
kulkeutuu objekƟiviin ja sitä kauƩa kuvatasolle.  MuokaƩu kohteesta (Lodish ja muut 2016.) 

 

Fluoresenssimikroskooppi kykenee parempaan resoluuƟoon kuin valomikroskooppi, 

johtuen sen toimintaperiaaƩeesta. Fluoresenssimikroskoopin hyödyntämät 

leimamolekyylit emiƩoivat kapea-alaisesƟ valon aallonpituuksia, mikä vähentää muun 

aallonpituuden aiheuƩamaa häiriötä, saaden näyƩeen leimatut rakenteet näkymään 

paremmin, kun taas valomikroskooppi hyödyntää valkoisen valon aallonpituuksia 400–

700 nm, joista molemmat ääripäät taiƩuvat väliaineessa eri tavalla aiheuƩaen 

kromaaƫsta aberraaƟota ja diffrakƟota. Kromaaƫnen aberraaƟo on valon 

aallonpituuksien erilaista taiƩumista väliaineessa, valon lyhyet aallonpituudet taiƩuvat 

enemmän kuin pitkät aallonpituudet. DiffrakƟo on valon aaltoluonteesta aiheutuvaa 

valon leviämistä esteiden ja aukkojen ohitse.  Fluoresenssimikroskopiassa diffrakƟo 

interferenssikuviosta käytetään nimitystä Airyn levy (engl. Airy disk). Valon 

aaltoluonteen aiheuƩaman diffrakƟon vuoksi on mahdotonta eroƩaa kohteita, jotka 

ovat alle puolet valon aallonpituuden etäisyydellä toisistaan Abben diffrakƟorajan 

määriƩämänä (engl. Abbe’s DiffracƟon Limit) (Abbe 1876.) ResoluuƟo eli erotuskyky on 

siten osiƩain valon aallonpituuden rajoiƩama. Tätä luonnonlakia on kuitenkin 

mahdollista kiertää paremman erotuskyvyn saamiseksi.  

Fluoresenssimikroskopia kiertää diffrakƟorajaa käyƩämällä valoa emiƩoivia 

leimamolekyylejä eli fluoroforeja, joiden sijainƟ on mahdollista määriƩää tarkemmin 

kuin mitä valon aallonpituus sallisi. Fluoroforit ovat fluoresenssiin kykeneviä yhdisteitä. 

Niiden sijainƟ on mahdollista määriƩää tarkasƟ, koska valo emiƩoituu jokaiseen 

suuntaan, osa valosta päätyy objekƟivin kauƩa detektorille ja saadaan kuvaƩua 

valopiste. Valon muodostaman piste himmenee pisteen reunoja kohden diffrakƟon 

vuoksi. Piste, josta valon intensiteeƫ havaitaan vahvimmin, on fluoroforin sijainƟ (kuva 

3a). Fluoroforin ollessa kohteen pinnalla voidaan määriƩää kohteen muoto ja 

vertaamalla fluoroforin sijainƟa sen läheisiin fluoroforeihin, saadaan määriteƩyä 

kohteen pintarakenne. Fluoresenssimikroskopiassa käytetään leimamolekyyleinä 

orgaanisia- ja lantanoidikelaaƫ-leimoja (Cho ja muut 2018.), sekä proteiineja kuten 

vihreää fluoresoiva proteiinia (engl. Green Fluorescent protein, GFP) (PaƩerson ja muut 

1997). Fluoroforit viriƩäytyvät emiƩoimaan Ɵetyn aallonpituuden laserin vaikutuksesta 

yhdisteelle ominaista aallonpituuƩa; emissio- ja akƟvaaƟospektri on kullekin yhdisteelle 
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ominainen. Soluun tai sen soluelimiin liitetyt leimamolekyylit akƟvoidaan leimalle 

ominaisella viritysaallonpituuden laserilla, mikä saa leiman emiƩoimaan valokvanƟn. 

Leiman emission havainnoinƟ tapahtuu mikroskooppiin liitetyn detektorin avulla. 

NäyƩeestä saadusta kuvasta nähdään soluelinten olemassaolo, sijainƟ, rakenne ja liike. 

SuperresoluuƟomikroskopia (engl. SuperresoluƟon microscopy, SRM) käyƩää 

fluoresenssimikroskopialle ominaisia leimaƩuja yhdisteitä älykkääsƟ, jolla saavutetaan 

alle diffrakƟorajan resoluuƟo. YksiƩäisen molekyylin emissio nähdään paremmin 

suurella resoluuƟolla kuin monen samanaikaisen molekyylin emission. Ensimmäinen 

SRM-tekniikka kehiteƫin Max Planckin insƟtuuƟssa Stefan Hell työryhmineen, ja hän sai 

siitä yhdessä Eric Betzigin ja William E. Moernerin kanssa kemian Nobel-palkinnon 

vuonna 2014. (Nobel 2014)  

SRM:n hyödyntäminen biologian tutkimuksessa on kiihtynyt viimeisen 20 vuoden 

aikana. Uusia SRM-tekniikoita kehiƩyy jatkuvasƟ, mikä avaa paremman näköalan 

biologisiin tapahtumiin. Tutkielman tarkoitus on selviƩää toimintaperiaate ja 

käyƩömahdollisuudet SRM-tekniikoille, kuten sƟmuloidun emission 

vaimennusmikroskopia (engl. SƟmulated Emission DepleƟon, STED), yksiƩäisen 

molekyylin lokalisaaƟomikroskopia (engl. Single-Molecule LocalizaƟon Microscopy, 

SMLM), stokasƟnen opƟsen rekonstrukƟomikroskopia (engl. StochasƟc OpƟcal 

ReconstrucƟon Microscopy, STORM), mitä erilaisia leimatekniikoita on, sekä kuinka 

leimateknologia yhdessä SRM:n kanssa on mullistanut biologisen tutkimuksessa ennen 

näkemäƩömässä miƩakaavassa. 

2. Yleiset superresoluuƟomikroskopian tekniikat 

2.1. SƟmuloidun emission vaimennusmikroskopia 

STED on yksi SRM-tekniikka, jolla saadaan mikroskoopilla oteƩujen kuvien resoluuƟo alle 

diffrakƟorajan (kuva 2c, kuva 2d). Se tapahtuu näyƩeen leimojen eri aikaisella 

akƟvoinnilla ja käyƩämällä pisteen leviämisfunkƟota (engl. Point Spread FuncƟon, PSF)  

(Rust ja muut 2006.) Molekyylit voidaan täten eroƩaa suurella spaƟaalisella 

resoluuƟolla, sillä se ei ole resoluuƟorajan määräämä. (Qu ja muut 2004). SpaƟaalinen 

resoluuƟo eli kuvantamismenetelmän pienin mahdollinen etäisyys kahden 

tunnisteƩavissa olevan kohteen välillä. STED perustuu näyƩeen fluoroforien 

samanaikaiseen viriƩämiseen ja sƟmuloituun emission vaimennukseen (kuva 2a). 
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NäyƩeen emiƩoivien fluoroforien viriƩyminen tapahtuu tyypillisesƟ laserilla, jossa STED-

laser samanaikaisesƟ vaimentaa fluoroforeja donitsin muotoisella alueella päästäen 

täten vain donitsin keskeltä tulevan fluoresenssin lävitse. (Klar ja muut 2000). STED-

laserin donitsin muotoisella alueella viriƩäytyneiden leimojen emissio vaimennetaan, 

kun taas donitsin keskelle emissiota vaimentavan laserin vaikutusalue ei ylety diffrakƟon 

valonmäärään eksponenƟaalisen vähenemisen takia (kuva 2b) (Heine ja muut 2017). 

Valikoiva leimojen sammuƩaminen ja kytkeminen päälle mahdollistaa superresoluuƟon 

estämällä lähekkäin olevien leimojen aiheuƩaman valolähteiden yhdistymisen (kuva 2) 

(Herbert ja muut 2012).  

Lähekkäin olevat valonlähteet saavat aikaan valon aaltojen yhdistymisen ja 

käyƩäytymisen yhdessä, mistä seuraa, eƩä valonlähteitä on mahdoton eroƩaa toisistaan 

(kuva 2c, kuva 3b). Valon leviäminen ja muodostuminen kuvatasolla kuten detektorilla 

tunnetaan nimellä pisteen leviämisfunkƟo (engl. Point Spread FuncƟon, PSF) (kuva 2b, 

kuva 3). STED- ja viriƩävä laser kohdentavat samalle akselille kuin mikroskoopin 

objekƟivi. NäyteƩä tutkiessa voidaan siten nähdä kerralla vain STED:n muodostaman 

donitsin keskeltä objekƟiviin pääsevä emissio. NäyƩeen pintaa skannaamalla, selvitetään 

näyƩeen leimojen sijainƟ pienellä alueella tarkasƟ. (kuva 4) Leiman emission 

intensiteeƟstä päätellään leiman todennäköisin sijainƟ, kun pisteiden etäisyys on 

suurempi kuin Abben diffrakƟoraja, eli puolet valon aallonpituudesta. Vertaamalla 

emission detektoinnista saatua dataa voidaan selviƩää proteiinin pinnan muodot (kuva 

2b, kuva 4a, kuva 4b) (Träger ja Hell 2007.) 

STED-tekniikan huonona puolen on pitkä laserin valotusaika, joka vahingoiƩaa 

fluoroforeja voimakkaasƟ. Rakenteen kuvaamiseen kuluu myös paljon aikaa, sillä 

kuvaamistapahtuma ei ole välitön. Kuvausprosessiin kuuluu valotus, joka määriƩää 

kauanko detektorin sensori oƩaa sisäänsä fluoresoivien yhdisteiden valoa. Pitkään 

valotetussa kuvassa sensori oƩaa vastaan valoa pidempään ja siten muodostuneesta 

kuvasta tulee kirkkaampi ja selkeämpi. LyhyesƟ valotetusta kuvasta tulee puolestaan 

tumma eikä siitä erota rakenteita. Kuvan prosessoinnista Ɵetokoneella kuluu myös 

merkiƩävä osa ajasta, sillä Ɵetokoneen tulee yhdistää tuhannet kuvat, joissa 

fluoresoivien yhdisteiden sijainƟƟetoja yhdistetään yhdeksi kuvaksi.  Hyötynä 

yhdistetyssä kuvassa on kuitenkin saavuteƩu superresoluuƟo, joka on kymmenkertainen 

verraƩuna tavanomaisiin mikroskopian menetelmiin. Menetelmä sopii sekä kuolleille 
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eƩä eläville näyƩeille, vaikka pitkät kuvausajat voivat aiheuƩaa oksidaƟivista stressiä 

fluoroforien tuoƩamien happiradikaalien muodossa. STED-tekniikka itsessään aiheuƩaa 

myös huomaƩavasƟ enemmän valovauriota sen vaimentavan laserin vuoksi, minkä 

voimakkuus on yleisesƟ 3–5 kertaa suurempi kuin tavanomainen viriƩävän laser. 

(Wäldchen ja muut 2015.) 

 

 

kuva 2. SƟmuloidun emission vaimennusmikroskopia STED:n toimintaperiaate. a) STED mikroskoopin kuva, 
jossa viriƩävä laser akƟvoi näyƩeen fluoroforit, vaimentava laser sammuƩaa donitsin muotoisella alueella 
näyƩeen fluoroforeja, mistä b) akƟvoituneet fluoroforit emiƩoivat valoa, vaimentavan laserin donitsin 
keskeltä.  c) LaajakenƩäkuva (widefield image) mikrotubuluksista, jossa resoluuƟo on diffrakƟorajoiƩunut. 
d) Sama (c)-kuvan alue STED-tekniikalla kuvaƩuna, mistä erotetaan selkeämmin mikrotubulusten 
muodostamat rakenteet kuin laajakenƩäkuvassa.   MuokaƩu kuvasta (Zeiss 2023). 
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kuva 3. Pisteen leviämisfunkƟon (engl. Point Spread FuncƟon, PSF) aiheuƩama resoluuƟoraja. A) 
YksiƩäisen fluoroforin emiƩoivan Airyn levyn diffrakƟokuvion leviämien X ja Y akseleilla. Alemmassa 
kuvassa, kahden lähekkäin olevan fluoroforin Airyn levy, jossa esiintyy diffrakƟon interferenssikuviota X ja 
Z akseleilla. Abben diffrakƟoraja estää pisteiden sijainƟen määriƩämisen tarkasƟ. B) Näkyvän valon 
aallonpituudella pisteet voivat olla 200–350 nm etäisyydellä toisistaan ja vielä eroteƩavissa. Punainen 
nuoli kuvastaa etäisyyƩä, jossa keskipisteiden eroƩaminen toisistaan on mahdollista. Vihreä katkoviiva 
kuvastaa pisteen valoprofiilia. MuokaƩu kuvasta (Herbert ja muut 2012). 

 

 

kuva 4. SƟmuloidun emission vaimennusmikroskopia STED:ssä käyteƩyjen fluorforien viriƩäytymisen 
vaimentaminen. a) NäyƩeessä olevien leimojen fluoresenssi ilman vaimennusta. b) NäyƩeessä olevien 
leimojen fluoresenssi käyƩämällä STED-laseria. c) Jablonskin diagrammi viritystasojen fluoresoivasta ja ei-
fluoresoivasta muutoksesta. MuokaƩu kuvasta (Jeong ja muut 2021). 
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2.2. YksiƩäisen molekyylin lokalisaaƟomikroskopia  

SMLM on STED:sta kehiteƩy tekniikka, jonka etuna toimii sen kyky tarkastella yksiƩäistä 

emiƩoivaa molekyyliä. SRM-tekniikkojen resoluuƟo on molekyylitasolla 20 nanometrin 

kokoluokkaa ja parhaimmillaan STED/SMLM yhdistelmätekniikoilla jopa 1 nanometrin 

resoluuƟoon. (Balzaroƫ ja muut 2017; Gwosch ja muut 2020).  SMLM-tekniikoista 

yleisimmät ovat valoakƟvoitu lokalisaaƟomikroskopia (engl. PhotoacƟvated LocalizaƟon 

Microscopy, PALM) ja stokasƟsopƟnen lokalisaaƟomikroskopia (engl. StochasƟc OpƟcal 

ReconstrucƟon Microscopy, STORM). (Betzig ja muut 2006; Rust ja muut 2006). 

PALM:ssa näyte on leimaƩu valoakƟvoituvalla yhdisteellä.  PALM:n toiminta perustuu 

satunnaisten kohdeleimojen jatkuvaan, muƩa lyhyeen akƟvaaƟoon. Esimerkiksi 

fluoroforit voidaan akƟvoida aallonpituudella 405 nm, jolloin leimojen fluoroforit 

akƟvoituvat, jonka jälkeen leimat viriƩyvät 561 nm laserilla ja leimat emiƩoivat valoa 

580–590 nm aallonpituudella, jota kuvataan, kunnes fluoroforit ovat himmenneet. 

Kuvauksen jälkeen akƟvaaƟo ja emission kuvaus toistetaan, kunnes koko rakenne on 

kuvaƩu tai leimat ovat palaneet loppuun, eikä niitä enää voi uudelleenakƟvoida. Lopuksi 

saadut kuvat yhdistetään, mistä nähdään kaikki emiƩoivat leimat ja tutkiƩavan kohteen 

pintarakenne 10 nm:n resoluuƟolla. (Betzig ja muut 2006.) 

STORM:ssa vältetään fluoroforien tuhoutuminen toisin kuin PALM:ssa. STORM:ssa kaksi 

erilaista fluoroforia on kiinniteƩynä toisiinsa. RusƟn ja muiden tutkimuksessa käyteƫin 

syaniini-nimistä Cy5-fluoroforia, joka voidaan kytkeä fluoresoivan ja sammuneen 

muodon välillä reversiibelisƟ eri valon aallonpituuksilla. Tutkimuksessa punainen laser 

sai aikaan Cy5-fluoroforin emiƩoimaan valoa ja sammuƫ sen. Vihreä laser puolestaan 

käänsi sammuneen muodon takaisin fluoresoivaksi. Säätelemällä millä etäisyydellä 

toinen Cy3-fluorofori on kiinni Cy5:ssa, vaikutetaan siihen, kuinka nopeasƟ Cy5 palautuu. 

Fluoroforin välitön sammuminen suojaa sitä valkaisuefekƟltä, jossa valo vahingoiƩaa 

fluoroforia. Fluoroforin sammuminen suojaa siten kromoforia, ja fluorofori voidaan 

kytkeä päälle useita satoja kertoja. Kaikkien tähän mennessä mainiƩujen SRM-

tekniikoiden kyky saavuƩaa superresoluuƟo perustuu selekƟiviseen fluoroforien 

sammuƩamiseen ja akƟvoimiseen. Tällä STORM-metodilla Rust ja muut saavuƫvat 20 

nm:n resoluuƟon ja data osoiƩaa mahdollisuuden parantaa resoluuƟota enƟsestään. 

(Rust ja muut 2006.) Modernimmassa suorassa stokasƟsopƟnen lokalisaaƟomikroskopia 

(engl. Direct StochasƟc OpƟcal ReconstrucƟon Microscopy) dSTORM:ssa käytetään 
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vilkkuvia fluoroforeja, yhdessä fluoroforien elinikää ja toimintaa parantavan 

puskuriliuoksen kanssa. Puskuriliuos tasaa kaasu-nestefaasin taitekerrointa ja vähentää 

reagoivan hapen määrää liuoksessa, hapen sitoutuessa glukoosiin. (Goossen-Schmidt ja 

muut 2020; Heilemann ja muut 2008.) 

SMLM-tekniikoiden huonona puolena on niiden vaaƟvuus ja pitkä kuvausaika. PALM ja 

STORM-tekniikat vaaƟvat erikoisleimoja, jotka voidaan sammuƩaa ja pistää päälle. 

Kuvausaika on pitkä, sillä kuvan saamiseen kuluu aikaa 0,5–1 sekunƟa ja kuvia pitää oƩaa 

tuhansia, joƩa koko näyƩeen rakenne on kuvaƩu. Pitkällä kuvausajalla mahdollisuus 

vahingoiƩaa fluoroforia kasvaa, mikä puolestaan alentaa maksimaalista spaƟaalista 

resoluuƟota. PALM-tekniikka soveltuu erityisesƟ eläville soluille proteiinileimoja 

käyƩäessä, kun taas STORM sopii paremmin kuolleiden näyƩeiden kuvaamiseen 

vilkkuvien fluoroforien vuoksi. Vilkkuvien fluoroforien käyƩö vaaƟi erikoisliuoksia, jotka 

suojaavat fluoroforeja vaurioitumiselta sekä ylläpitävät vilkkumista mahdollistavaa 

reakƟota. Lyhyemmät laserpulssit sopivat kuitenkin yleisesƟ paremmin elävien solujen 

tarkasteluun verraƩuna STED-tekniikkaan. (Wäldchen ja muut 2015.) 

3. Leimateknologiat ja fluoroforit 

Fluoroforit ovat kemiallisia yhdisteitä tai proteiineja, jotka kykenevät emiƩoimaan valoa 

viriƩyessään yhdisteelle ominaisen valon aallonpituuden vaikutuksesta. Orgaaniset 

fluoroforit ovat yleensä pieniä, noin 20–80 atomin kokoisia, molekyyleja. Fluoroforeina 

toimivat proteiinit ovat useiden satojen kilodaltonien painoisia molekyylejä, jotka ovat 

suuria verraƩuna pieniin emiƩoiviin yhdisteisiin, kuten pienikokoiseen orgaaniseen 

luminoli yhdisteeseen.  Fluoroforin elektronien viriƩäytyminen saa elektronit 

viriƩymään korkeammalle energiatasolle. Korkean energiatason ollessa epävakaa 

elektroni hyppää takaisin alemmalle energiatasolle vapauƩaen ylimääräisen energian 

valokvanƫna, joka havaitaan valona (kuva 4c). Fluoroforit ovat rakenteeltaan 

aromaaƫsia ja sisältävät useita pii-sidoksia, mikä mahdollistaa elektronien 

delokalisaaƟon. Fluoroforeja on alkujaan löydeƩy luonnosta vihreänä fluoresoivan 

proteiinin GFP:n muodossa, joka eristeƫin Aequorea victoria -meduusasta. GFP:n 

löytymisen jälkeen on löydeƩy ja kehiteƩy useita fluoresoivia proteiineja. Fluoroforit 

yleensä kiinnitetään tutkiƩavaan kohdeproteiiniin eri tavoin (kuva 5). 
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Fluoroforit himmenevät ja vahingoiƩuvat intensiivisessä valossa johtuen 

valkaisuefekƟstä (engl. Photobleaching). Fluoroforin himmeneminen tarkoiƩaa, eƩä 

fluoroforin kyky emiƩoida valoa on heikentynyt. Fluorofori vahingoiƩuu kohdatessaan 

liian energeeƫsiä fotoneita, jolloin viriƩymisen purkautuminen saaƩaa kohdistaa 

energian epäspesifisesƟ yhdisteen omiin sidoksiin, mistä puhutaan fotodissosiaaƟosta. 

Fluoroforin rakennemuutos johtaa emission heikentymiseen ja sen loppumiseen. (Zhang 

ja muut 2020). Fluoroforien vääränlainen virityksen purkautuminen voi johtaa myös 

happiradikaalien muodostumiseen, mitkä vahingoiƩavat fluoroforia ja solua. (Wäldchen 

ja muut 2015). 

Fluoroforeilla on määritelty suureita, joilla niiden ominaisuuksia vertaillaan toisiinsa ja 

eri käyƩökohteita varten (Ruhlandt ja muut 2020). Näitä ominaisuuksia ovat 

kvanƫsaanto, virityskerroin, akƟvaaƟospektri ja emissiospektri. Kvanƫsaanto (engl. 

Quantum yield) on suhdeluku emiƩoituneiden ja absorboituneiden fotonien välillä. 

Kvanƫsaanto 1,0 tarkoiƩaa sitä, eƩä jokaista absorboitua fotonia kohden yksi fotoni 

emiƩoituu. Virityskerroin (engl. ExƟncƟon coefficient) on kerroin, joka kuvastaa 

yhdisteen kykyä absorboida yhdisteelle ominaista valon aallonpituuƩa. Fluoresenssin 

akƟvaaƟospektri on valon aallonpituus, jolla fluorofori viritetään. Fluoroforin 

emissiospektri on valon aallonpituus, jota fluorofori emiƩoi. (BiƩel ja muut 2016.) 

 

3.1. Fluoresoivat proteiinit 

Fluoresoivat proteiinit (engl Fluorescent proteins, FP) ovat laaja luokka proteiiniperäisiä 

fluoroforeja, joista erityisesƟ GFP-johdannaisilla fluoroforeilla on voimakkaasƟ 

konservoitunut β-tynnyrirakenne. (Baumann ja muut 2008). FP:a käytetään muun 

muassa bakteeritransformaaƟon onnistumisen varmistamisessa. (Deutch 2019). 

Biokuvantamisessa fluoresoiva proteiini voidaan tuoƩaa solussa suoraan tutkiƩavaa 

proteiinia koodaavaan geeniin niin sanoƩuna fuusioproteiinina. Fuusioproteiinin 

tuoƩaminen solussa mahdollistaa äärimmäisen tarkan kohdeproteiinin seurannan sillä 

alueella ainoat emiƩoivat yhdisteet ovat tutkiƩavia kohteita. Ongelmana fluoresoivissa 

fuusioproteiineissa on niiden vähäinen kirkkaus ja heikko fotostabiilius, joka haiƩaa 

fuusioproteiinien käyƩöä biologisessa tutkimuksessa erityisesƟ SRM-tekniikoiden 

parissa. (Jeong ja muut 2021.)  
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Yleisin ja tunnetuin FP on GFP. Fluoresoivien proteiinin geneeƫsen sekvenssin 

selviƩäminen on mahdollistanut paranneltujen sekä uusien versioiden kehiƩämisen. 

AiheuƩamalla satunnainen tai kohdenneƩu pistemutaaƟo GFP:tä koodaavaan geeniin, 

on saatu aikaan erilaisia GFP mutanƩeja, joista monet ovat olleet toimimaƩomia ja osalle 

on puolestaan ilmennyt uusia haluƩuja ominaisuuksia. Myös monista muista GFP:n 

kaltaisista FP:sta pyritään kehiƩämään uudenlaisia versioita. FP:a on kehiteƩy monille eri 

aallonpituuksille. ValoakƟvoituvat FP:t voidaan jakaa ryhmiin, irreversiibelisƟ ja 

reversiibelisƟ fotoakƟiviset. IrreversiibelisƟ ja reversiibelisƟ fotoakƟivisen FP:n akƟvoinƟ 

laserilla saaƩaa FP:n pimeään Ɵlaan (engl. dark state), jossa FP ei absorboi valoa eikä 

siten kykene emiƩoimaan valoa. IrreversiibelisƟ fotoakƟiviset FP:t siirtyvät pysyväsƟ 

pimeään Ɵlaan, kun taas reversiibelisƟ fotoakƟiviset voidaan kytkeä päälle ja pois päältä. 

Kolmantena ryhmänä on valomuuntuvat fluoroforit, jotka puolestaan kykenevät 

emiƩoimaan täysin eri aallonpituuƩa akƟvoiduƩuaan. (Zhou ja Lin 2013.) ReversiibelisƟ 

fotoakƟiviset FP:t soveltuvat SMLM-tekniikoihin kuten PALM ja STORM, niiden 

fluoresoivan ja ei-fluoresoivan konformaaƟon vaihto-ominaisuuden vuoksi. (Jeong ja 

muut 2021).  
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Kuva 5. Erilaiset proteiinin leimaustyypit. A) Ryhmän A ja fluoresoivan yhdisteen liiƩäminen tutkiƩavaan 
proteiiniin ryhmään B, komplementaarisen reakƟon avulla. B) Maleidimi-konjugoidun fluoroforin reakƟo 
tutkiƩavan proteiinin kysteiinisivuketjun kanssa. C) Sukkinimidyyliesteri-konjugoidun fluoroforin reakƟo 
tutkiƩavan proteiinin sivuketjun amiinin kanssa. D) PepƟdiligaaƟo Ɵoesterin muodostaman rikkisillan 
kauƩa tutkiƩavaan fluoresoivaan proteiiniin. E) Itsestään sitoutuva tetrakysteiinileima sitoutuu bis-
ARSeeni fluoreseiiniin F) Leimatun O6-bentsyyliguaniinin katkaisu proteiiniin sidotulla SNAP-tag:lla. 
ReakƟo sitoo jäljelle jääneen leimatun O6-bentsyylin proteiiniin konjugoituen sen SNAP-tag:iin 
kovalenƫsesƟ. G) TutkiƩavan proteiinin biotynoinƟ bioƟinia tunnistavan sekvenssin, bioƟinin ja bioƟini-
ligaasi BirA:n reakƟossa.  streptavidiini-fluorofori konjugoituu tutkiƩavaan proteiinin bioƟiniin tai 
kvanƫpisteeseen.  MuokaƩu kuvasta (Toseland 2013).   

 

 

3.2. Orgaaniset fluoresoivat leimat 

Orgaaniset fluoresoivat leimat ovat aromaaƫsia ja usein monimutkaisesƟ 

konjugoituneita yhdisteitä. Orgaanisten fluoresoivien leimojen etu on niiden pieni koko, 

fotostabiilius, kirkkaus ja monimuotoiset molekyylirakenteet. Fluoresoivilla leimoilla on 

paljon käyƩökohteita, muun muassa membraanileimat, DNA-leimat, proteiinileimat 
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(kuva 6) ja sensorileimoja, kuten pH-leimat, ionileimat ja biologisiin tapahtumiin 

reagoivia leimoja. Yhdisteiden pieni kokoluokka mahdollistaa myös solurakenteisiin 

ujuƩautumisen. Solukalvolle kiinniteƩävät leimat muistuƩavat rakenteeltaan 

fosfolipidejä ja hyödyntävät lipidikalvon hydrofobisia voimia sitoutuessaan kalvostolle. 

DNA-leimat kuten DAPI (4഻,6-diamidiino-2-fenyyli-indoli) sitoutuvat pitkiƩäin DNA-

juosteiden adeniini-tymiini emästen moƟivin viereen, DNA:n pienten välien (engl. Minor 

groove) väliin. (Lakowicz 2006.) 

Fluoresoivat sensorileimat ovat erikoisleimoja, joiden fluoresenssiakƟivisuus liiƩyy 

biologiseen tapahtumaan tai muuƩujaan kuten pH, ionipotenƟaalin, kalsiumin 

muutokseen tai proteaasi-akƟivisuuteen. Proteiini-proteiini interakƟoissa, kuten 

entsyymin ja substraaƟn reakƟon tutkimisessa, molemmat entsyymi sekä substraaƫ 

voidaan leimata fluoresoivilla leimoilla. Entsyymin ja substraaƟn leimat tulee olla 

erilaiset siten eƩä, toisen proteiinileiman emissiospektri on toisen proteiinileiman 

akƟvaaƟospektrillä. Kun proteiinit ovat tarpeeksi lähellä toisiaan Försterin 

resonanssienergiansiirto (FRET) siirtää viritetyn fluoroforin energian lähelle olevalle 

toiselle fluoroforille ja emiƩoituu toisen fluoroforin emissioaallonpituudella, jos toinen 

fluorofori on kaukana, energia emiƩoituu normaalisƟ fluoresenssina. FRET mekanismia 

käytetään proteiinikompleksien muodostumisen ja aineenvaihduntareakƟoiden 

tutkimisessa. (Geddes ja Lakowicz 2005.) 

Leimamolekyylejä voidaan konjugoida vasta-aineisiin, jolloin saadaan vasta-

aineleimoiksi kutsuƩuja proteiinileimoja (kuva 5b, 5c, 5d). Vasta-aineleima tarƩuu 

kyseiselle vasta-aineelle spesifiseen proteiiniin, jolloin kyseinen proteiini leimaantuu. 

Vasta-aineleimoilla voidaan leimata solun ulkoisia rakenteita kuten reseptoreja tai 

pintaproteiineja. Vasta-aineleimojen käytössä on ongelmana, kuinka leimamolekyyli 

kiinnitetään vasta-aineen proteiinirakenteeseen ja onko leima kiinniteƩy haluƩuun 

paikaan. Vasta-aineet leimataan käyƩämällä vasta-aineen aminohapposivuketjujen 

funkƟonaalisia ryhmiä linkkinä kiinniteƩävälle leimamolekyylille. Vasta-aineen amino- ja 

karboksyylipää voidaan leimata käyƩämällä kondensaaƟoreakƟota, jossa vesimolekyyli 

lohkeaa irƟ. Aminohappojen sivuketjujen kondensaaƟoreakƟossa fluoresoiva 

leimamolekyyli ja aminohappo muodostaa kovalenƫsen sidoksen. Fluoresoiva leima 

voidaan liiƩää myös lysiinin sivuketjun aminopäähän ja glutamiinihapon tai 

aspartaaƫhapon sivuketjun karboksyylipäähän (kuva 5c). Kysteiiniin rikkivetyyn 
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leimaƩaessa aminohapon rikkisillat hapetetaan leimauksen mahdollistamiseksi, muƩa 

rikkisiltojen pelkistyminen voi muuƩaa proteiinin kuten vasta-aineen terƟääristä 

rakenneƩa (kuva 5b, 5d). Rikkivetyjen välillä tapahtuu hapetusreakƟo, jossa rikkiatomit 

reagoivat keskenään muodostaen kovalenƫsen sidoksen. Vasta-aineen glykosyloitujen 

sivuketjujen karbonyylipäiden ketoni ja aldehydit (-CHO, -C=O) voidaan hapeƩaa ja 

leimata fluoroforilla. (Berg ja Fishman 2020.) 

3.3. Metalli-ligandileimat 

Metalli-ligandit ovat metalleja hyödyntäviä fluoroforeja, jotka kykenevät fluoresenssin 

lisäksi myös fosforenssiin. Fosforenssi on luminesenssin kaltaista pitkäaikaista emissiota, 

joka jatkuu akƟvoivan aallonpituuden lopuƩua jopa päivien ajan, kun taas fluoresenssi 

kestää suunnilleen noin nanosekunƟen ajan. Metalli-ligandien etuna on niiden pitkä 

emissioaika sekä suurempi ero absorpƟon ja emission välillä. Metalli-ligandileimojen 

suuren stokesin siirtymän ja pitkän fosforenssiajan vuoksi leimat on helppo eroƩaa 

taustan emissiosta, mikä parantaa biokuvantamisen resoluuƟota. Stokesin siirtymä on 

fluoroforin emissio- ja viritysaallonpituuksien välinen ero. Lantanoidikelaaƫleimat 

kuuluvat metalli-ligandileimoihin ja käyƩävät metallina lantanoideja, kuten 

dysprosiumia, europiumia, samariumia ja terbiumia. Metalli-ligandileimat käyƩävät 

puolestaan useimmiten sinkkiä tai nikkeliä. (Du ja muut 2017.) LantanoidikelaaƟt 

soveltuvat immunomäärityksiin koska ne emiƩoivat valoa voimakkaasƟ ja pitkään (Kokko 

ja muut 2007). 

3.4. Kvanƫpisteet  

Kvanƫpisteet ovat puolijohteisia nanokristalleja, joiden kokoa muokkaamalla 

vaikutetaan kvanƫpisteen elektronien käyƩäytymiseen (Murray ja muut 1992). 

Kvanƫpisteet löydeƫin alun perin 1981 tutkimuksessa kuparikristallien kasvatuksesta ja 

niiden vaikutuksesta lasin väriin; tämän jälkeen kvanƫpisteitä on tutkiƩu enemmän ja 

niiden löytymisestä myönneƫin Nobelin palkinto 2023 (Ekimov ja Onushchehko 1981, 

Nobel 2023). Muutaman tuhannen atomin koon vuoksi valo käyƩäytyy kvanƫpisteen 

sisällä kvanƫmekaniikan erikoisia sääntöjä noudaƩaen, missä parƟkkelin kokoluokka 

muuƩaa ominaisuuksia. Suuret 8 nanometrin kokoiset kvanƫpisteet emiƩoivat punaista 

valoa, kun taas pienet 1 nanometrin kokoiset kvanƫpisteet sinistä valoa. (Murray ja 

muut 1992.)  
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Kvanƫpisteiden käyƩöä biologisessa tutkimuksessa on hidastanut kvanƫpisteillä 

yleisesƟ käyteƩyjen raskasmetallien myrkyllisyys. (Wang ja muut 2015). 

RaskasmetalliƩomat hiilipohjaiset kvanƫpisteet ovat osoiƩautuneet mahdollisiksi 

korvaajiksi raskasmetallisille kvanƫpisteille niiden erinomaisen bioyhteensopivuuden 

vuoksi. (Tian ja muut 2020). Hiili- ja grafeenipohjaisten kvanƫpisteiden on myös 

osoiteƩu olevan kirkkaampia kuin DAPI-leimamolekyyli sekä kvanƫpisteitä on 

mahdollista muokata emiƩoimaan eri aallonpituuksia, soveltuen siten erityisen hyvin 

fluoresenssimikroskopiaan. (Choppadandi ja muut 2021.) SRM-tekniikoissa vilkkuvien 

kvanƫpisteiden stabiilius, kapea emissiospektri, pitkäikäinen emissio ja erinomainen 

kirkkaus tuo merkiƩävän hyödyn kvanƫpisteen detektoinƟin taustasignaalista jopa 10-

kertaisella erolla. (Urban ja muut 2021). 

4. Biologisten tapahtumien tutkiminen 

4.1. Solutason tapahtumat 

SRM:n tekniikat auƩavat selviƩämään solujen, soluelinten, proteiini- ja lipidirakenteiden 

sijainƟa, toimintaa sekä aineenvaihdunnallisia reakƟoteitä 20–100 nanometrin 

kokoluokassa. (Betzig ja muut 2006; Heine ja muut 2017; Rust ja muut 2006). SRM-

tekniikoita hyödyntämällä on saatu selviteƩyä esimerkiksi soluliikehdintään vaikuƩavia 

tekijöitä, kuten eƩä on mahdollista poiketa tyypillisestä proteiinin kuljetusreiƟstä 

endoplasmakalvostolta mitokondrion ulkokalvostolle. Tutkimalla ihmisen 

sytomegaloviruksen viraalia mitokondriolokalisoituneita apoptoosi-inhibiiƩoreita (engl. 

viral mitochondria-localized inhibitor of apoptosis) on saatu selville, eƩä 

signaaliankkuroidut mitokondriolinkitetyt membraaniproteiinit (engl. mitochondria-

associated membranes, MAM) voivat käyƩää hydrofobisia vuorovaikutuksia 

ohiƩaakseen tyypillisenä pidetyn endoplasmakalvosto-mitokondrioreiƟn 

kulkeutuessaan endoplasmakalvostolta mitokondrion ulkokalvostolle. (Salka ja muut 

2017.)  

STED-tekniikkaa käyƩämällä on saatu selviteƩyä endoplasmakalvoston rakenneƩa 

erotuskyvyllä, joka ei ole ollut mahdollista konfokaalimikroskopian diffrakƟorajan vuoksi. 

(J. Li ja muut 2022) Selviteƫin HeLa-solujen endoplasmakalvoston rakenteita, joiden 

muutokset uskotaan olevan syynä moniin sairauksiin. Tutkimuksen leimamolekyylinä 

käyteƫin hiilipohjaista kvanƫpisteƩä, joka syntesoiƟin fenyylialaniinin ja o-
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fenyyleenidiamiinin reakƟossa. Hiilipisteet osoiƫvat alhaista sytotoksisuuƩa HeLa-

soluissa ja kulkeutuivat solun sisälle endoplasmakalvostolle nopeasƟ. HeLa-solujen DNA 

leimaƫin kaupallisella leimalla, mikä auƩoi näkemään kromosomien kulkeutumisen 

solunjakautumisessa, samalla kun endoplasmakalvoston morfologia muuƩui 

tumakalvon pilkkoutumisen myötä. Konfokaalimikroskopialla nähƟin 

endoplasmakalvoston muodostavan levymäisiä ja putkimaisia rakenteita, kun taas 

STED:llä nähƟin Endoplasmakalvoston muodostavan Ɵheitä putkimaisia rykelmiä ja 

kalvon huokosia. Tutkimuksessa syntesoitujen hiilipisteiden stabiilius ja kirkkaus 

osoiƩautui hyödylliseksi myös endoplasmakalvoston kolmiuloƩeisen rakenteen 

selviƩämisessä, sillä normaalisƟ STED-laser vahingoiƩaa heikommin stabiileja 

fluoroforeja. Hiilipisteiden ollessa eriƩäin stabiileja, STED-tekniikalla voiƟin kuvata 

kerroksiƩain endoplasmakalvoston rakenne, mikä avaa paljon mahdollisuuksia 

endoplasmakalvoston biologisten tapahtumien tutkimisen. (J. Li ja muut 2022.) 

SMLM-tekniikoita PALM ja dSTORM käyƩämällä on saatu selviteƩyä Mycoplasma 

mycoidesi alalaji capri -bakteerin ATPaasin sijainteja solussa. Perinteisellä 

fluoresenssimikroskoopeilla ei ole pystyƩy selviƩämään mykoplasman toimintaa tarkasƟ 

bakteerin pienen koon vuoksi ja fluoresenssimikroskoopin diffrakƟorajan takia. 

Leimaamalla Mykoplasman ATPaasin β-alayksikön ja mEos-fluoroforin fuusioproteiiniksi, 

saadaan fluoresenssisignaalia ATPaasin β-alayksikön sijainneista. DiffrakƟorajoitetulla 

mikroskoopilla bakteereista ei saatu erityistä Ɵetoa, sillä bakteerin koko on itsessään 

samaa kokoluokkaa kuin fluoresenssimikroskoopin maksimaalinen erotuskyky. (Razin 

1996; Abbe 1876; Rideau ja muut 2022.) PALM-tekniikalla ATPaasin sijainnit 

paikallisteƫin sytoplasman ulkoreunamille keskimäärin 41 nm tarkkuudella. dSTORM:lla 

on selviteƩy solun pinnan immunoglobuliini-spesifisten proteaasien sijainteja. PALM 

menetelmällä keräƫin dataa proteiiniekspressiosta, josta nähƟin kuinka solujen kolmen 

eri plasmidin ekspressio vaihteli. Fluoresoivan fuusioproteiinin yliekspressiosta voiƟin 

päätellä solujen koko, joista saaƟin Ɵedot solujen koon normaalijakaumasta 107–1490 

nm välillä, keskiarvon ollessa 754 nm. (Rideau ja muut 2022.) 

SRM tekniikoiden haiƩapuolena on niiden käyƩämän valon aiheuƩama vahinko eli 

fototoksisuus tutkimuskohteessa, erityisesƟ elävien kohteiden seurannassa. Valon 

vahingoiƩavuus kasvaa fotonien energeeƫsyyden kasvaessa ja aallonpituuden 

pienenemisen myötä. (Wäldchen ja muut 2015.) Valon vahingoiƩavat vaikutukset on 
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usein jäteƩy huomioƩa tutkimuksissa, vaikka valon aiheuƩama stressi saaƩaa muuƩaa 

eliön käyƩämiä metaboliareiƩejä ja siten johtaa tutkimusta harhaan. (Zhang ja muut 

2020). Fototoksisuus perustuu happiradikaalien (engl. ReacƟve Oxygen Species) 

tuotantoon, jotka rikkovat solujen hapetus-pelkistysreakƟoƟet, vahingoiƩaa DNA:ta ja 

lipideitä.  

Betzig ja muut (2006) tekemässä tutkimuksessa käyteƫin valoakƟvoituvaa vihreänä 

fluoresoivaa proteiinia, PA-GFP:ta. Tutkimuksessa kuvaƫin transfektoitujen COS-7-

solujen lysosomeja tuoƩamalla soluissa transmembraanisia lysosomisia proteiineja 

CD63, joihin oli kiinniteƩyinä fotoniakƟvoituva kaede-fluorofori.   Lysosomaalisen 

membraanin leimauksen onnistuminen varmisteƫin samankaltaisella 

leimaustekniikalla, jonka Ɵedetään sitoutuvan lysosomiin. Totaalisen sisäisen 

heijastuman fluoresenssimikroskopiaa (engl. Total internal reflecƟon fluorescence 

microscope, TIRF), verraƫin PALM-tekniikkaan. TIRF-tekniikalla havaiƫin vain 

lysosomaalisen membraanin yleinen kalvon rakenne, muƩa PALM-tekniikalla havaiƫin 

pienempiä sivumembraaneja.  Betzig ja muut (2006) oleƫvat pienempien 

sivumembraanien olevan lysosomin kanssakäymisissä olevia toisia lysosomeja tai 

myöhäisiä endosomeja. Tutkimuksessa selviteƫin myös dEosFP-leimaƩuja sytokromi-C 

oksidaaseja, mitkä ovat mitokondrion transmembraanisia elektronisiirtoketjun 

proteiineja. PALM-tekniikalla selvitetyt sytokromin-C oksidaasien sijainnit esiteƫin 

läpäisyelektronimikroskoopilla saadun mitokondriokuvan päälle, mistä nähƟin yli 5500 

molekyylin sijainnit mitokondrion pinnalla. Proteiinien sijainnin selviƩäminen tällä 

tarkkuudella ei olisi ollut mahdollista perinteisellä fluoresenssimikroskopialla (kuva 6). 

(Betzig ja muut 2006.) 
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kuva 6 TIRF:lla ja PALM:lla kuvaƩujen COS-7 solujen lysosomaaliselle kalvolle ekspressoituvat Kaede-

leimatut transmembraaniproteiinit CD63:t. A) TIRF:lla kuvaƩu lysosomi. B) PALM:lla kuvaƩu TIRF:iä 

vastaava alue. C) kuvan B suurempi neliö suurenneƩuna. Kuvasta erotetaan CD63 esiintyvän noin 10 nm 

etäisyydellä toisistaan, mitä TIRF mikroskoopilla ei eroteta. D) Kuvan B pienempi neliö. Kuvasta erotetaan 

selväsƟ CD63 proteiinien sijainnit membraanilla. (Betzig ja muut 2006.) 

4.2. SuperresoluuƟon hyödyntäminen lääkekehityksessä 

Lääkekehityksessä SRM-tekniikoita käytetään esimerkiksi kehiƩämään lääkkeitä 

neurodenegeraƟivisiin sairauksiin, kuten Alzheimerin, Parkinsonin ja HunƟngtonin 

taudin hoitamiseksi. SRM-tekniikoita käytetään myös selviƩämään mahdollisten 

anƟmikrobiaalisten pepƟdien käyƩöä lääkkeinä tuberkuloosia vastaan. SRM:n käyƩö 

lääkkeiden kehityksessä perustuu sairauden toiminnan selviƩämiseen sekä 

lääkeaineiden vaikutusten tarkkailuun.  

DemenƟa on aivoja tuhoava sairaus, mistä Alzheimerin tauƟ on yleisin ikäihmisillä 

esiintyvä demenƟan muoto. Alzheimerin tauƟa aiheuƩaa hermosolujen ulkopuolelle 

kertyvät beeta-amyloidiplakit ja Tau proteiinin hyperfosforyloituneen muodon 

lisääntyminen solun sisällä. Beeta-amyloidiplakit ja Taun hyperfosforyloitunut 
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patogeeninen muoto vaikeuƩaa hermosolun normaalia toimintaa ja ajan kanssa 

vahingoiƩaa solua.  (Dimou ja muut 2023.) Tau-proteiinin tehtävä terveessä fysiologiassa 

on sitoutua tubuliinin heterodimeerien väliseen hydrofobiseen taskuun ja tukea 

mikrotubuluksen suoraa konformaaƟota vaikuƩaen siten solun morfologiaan. (Kadavath 

ja muut 2015). β-amyloidiplakit muodostuvat väärin proteolysoituneesta β-amyloidi 

esiasteesta (engl. Amyloid- β Precursor Protein, APP).  

Tutkimuksessa Johansson ja muut (2023) selviƫvät STED:llä rekombinanƫ ihmisvasta-

aineeseen kiinnitetyllä orgaanisella fluoroforilla, kuinka APP proteolysoituu Aβ:ksi 3×Tg-

AD hiiren aivoissa. Hiirellä oli 3 ihmisen mutanƫgeeniä preseniliini-1 (PS1) M146V 

mutaaƟolla, tau P301L mutaaƟolla ja APP:tä koodaavan geenin KM670/671NL 

kaksoismutaaƟolla. Fluoroforien akƟvoinƟ tapahtui 405, 640 nm lasereilla ja STED 775 

nm pulssilaserilla. Johansson ja muut saavuƫvat parhaimmillaan 29 nanometrin 

erotuskyvyn β-amyloidifibrilleille. Konfokaalimikroskoopilla Johansson ja muut eivät 

eroƩaneet hienorakenteita 60–70 nm:n kokoluokassa. STED-tekniikka mahdollisƟ 

Johansson ja muiden tutkimuksessa jopa päällekkäisten β-amyloidifibrillien eroƩamisen 

toisistaan SRM-tekniikoiden suuren spaƟaalisen resoluuƟon vuoksi, kun taas 

konfokaalimikroskopiassa Johansson ja muut kokivat kuvan sameaksi (kuva 7). 

(Johansson ja muut 2023.) 
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kuva 7 3xTgAD hiiren aivojen β-amyloidiplakin muodostaman kertymän kuvaaminen STED ja 

konfokaalimikroskoopilla. A1) STED-tekniikalla kuvaƩu alue, jossa keltaisilla nuolilla olevaa alueƩa 

tarkastellaan. B1) Konfokaalimikroskoopilla kuvaƩua kuva A1 vastaava alue. A2) STED-kuvasta huomataan 

β-amyloidiplakeista koostuvat kaksi juosteƩa. B2) Konfokaalikuvan β-amyloidiplakin muodostamat 

juosteet eivät erotu toisistaan. A2’) SuurenneƩu kuva A2:sta, mistä nähdään selväsƟ β-amyloidiplakista 

koostuva kaksijuosteinen rakenne. B2’) Konfokaalimikroskoopilla kuvatusta β-amyloidiplakin 

muodostamasta kaksijuosteisesta rakenteesta juosteita ei voida eroƩaa toisistaan, sillä kuva on 

diffrakƟorajoiƩunut. MuokaƩu (Johansson ja muut 2023.) 

SRM-tekniikoilla voidaan selviƩää myös monia muita biologisia tapahtumia kuten 

infekƟosairauksia. Esimerkiksi hepaƟiƫ B viruksen kulkeutumista solussa, jossa 

selviteƫin HepaƟiƫ B:n hyödyntävän takaisinkulkeutuvaa signaloinƟa (Y.-Y. Li ja muut 

2023.), tai syöpäsairauksia kuten ihmisen peräsuolen syöpää. (Ilgen ja muut 2014). 

tutkimuksessa selviteƫin parafiiniin sidotun peräsuolisyövän mitokondrioproteiinien 

levinneisyyƩä kudoksissa diagnosƟsiin sekä terapeuƫsiin tarkoituksiin. 

SuperresoluuƟon hyödynneƫin jopa 17-vuoƩa vanhoihin säilöƩyihin näyƩeisiin ja 

osoiƩautui toimivaksi tavaksi uudistaa kuvamateriaalia korkeammalla erotuskyvyllä. 

Tutkimuksissa HER2 kasvuhormoni leimaƫin erilaisilla leimoilla ja 



 

20 
 

mikroskooppitekniikoita vertailƟin toisiinsa, SRM-tekniikkana käyteƫin STED:ia. Ilgen ja 

muut saivat selville STED:n olevan hyödyllinen proteiinien lokalisoinƟin nanoluokassa. 

Saatujen kuvien laatua rajoiƫ kudosnäyƩeiden kirurgisen leikkausprosessin 

onnistuneisuus ja kudosnäyƩeen eheys, joka ei vastannut tarkasƟ säädeltyä 

laboratoriotasoa. (Ilgen ja muut 2014.) 

Tutkimuksessa Deshpande ja muut (2020) selviƫvät STED-tekniikalla tuberkuloosia 

aiheuƩavan Mycobacterium tuberculosis, (MTB) mykobakteerin kasvua inhiboivaa ja 

anƟmikrobiaalista pepƟdiä LL-37. Tutkimuksessa selviteƫin LL-37 pepƟdin sisäänoƩoa, 

sijainƟa ja toimintaa MTB:ssä sekä makrofageissa. MTB on solunsisäinen bakteeri, joka 

käyƩää isäntänään ihmisen makrofageja. MTB omaa huonosƟ yhdisteitä läpäisevän 

soluseinän, joka suojaa bakteeria anƟmikrobiaalisilta yhdisteiltä. MTB:n solukalvon 

pääkomponenƫ lipoarabinomannaani (engl. Lipoarabinomannan) on kohde 

anƟmikrobiaalisille pepƟdeille kuten LL-37:lle. TAMRA-fluorofori konjugoiƟin kiinni LL-37 

pepƟdiin (kuva 5c). Tutkimuksessa selvisi infektoimaƩomien makrofagien kykenevän 

oƩamaan sisäänsä LL-37-TAMRA varhaisiin endosomeihin, ja niiden lopulta päätyvän 

lysosomeihin sekä endosomeihin.  LL37-TAMRA:n sijainteja selviteƫin sekä 

konfokaalimikroskoopilla eƩä STED-mikroskoopilla, joista ensimmäisellä saaduista 

kuvista ei voitu havaita tarkkoja leimatun proteiinin sijainƟa, kun taas STED-tekniikalla 

saaƟin selviteƩyä pepƟdin sijainƟ noin 35 nanometrin tarkkuudella. MTB:n infektoimissa 

makrofageissa LL-37 esiintyi myös LAMP-1-posiƟivisissa vesikkeleissä, jonka muoto 

tutkijoiden mukaan vastasi mykobakteerille omaista sauvamaista muotoa. LL-37-

TAMRA:n anƟmikrobiaalista kykyä selviteƫin infektoimalla makrofageja MTB:llä 72 

tunnin ajan ja lyysaamalla solut. Infektoituneista makrofageista eristetyt MTB:t lisäƫin 

7H11 agarmaljalle kasvamaan, mistä selviteƫin soluja olevan ƟlastollisesƟ merkitseväsƟ 

vähemmän (p <0,05), kuin soluja, joihin ei ollut lisäƩy anƟmikrobiaalista LL-37-TAMRA. 

Tutkimus osoiƩaa SRM-tekniikoiden hyödyn lääkekehityksessä erityisesƟ 

anƟmikrobiaalisten pepƟdien tarkastelussa, mikä on tärkeää lääkeresistenƫsten 

tuberkuloosikantojen lisääntyessä. (Deshpande ja muut 2020.) 

5. Yhteenveto 

SuperresoluuƟo hyödyt biologisessa tutkimuksessa ovat valtavat, mahdollistaen 

käytännössä rajaƩoman kohteiden erotuskyvyn muihin ei-SRM kuvantamismenetelmiin 
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verraƩuna. SRM-tekniikoiden kehitys on jatkuvaa ja erotuskyky paranee uusien 

tekniikoiden myötä. STED-mikroskopian huonona puolena on sen vaaƟman laserin 

voimakkuus, laserin liiallinen valovoima vahingoiƩaa fluoroforeja sekä itse näyteƩä 

aiheuƩaen rakenteellista vahinkoa yhdisteissä sekä oksidaƟivista stressiä elävissä 

näyƩeissä, muuƩaen eliön aineenvaihduntaa. STORM ja PALM ovat kehiƩyneempiä 

SRM-tekniikoita, jotka hyödyntävät valikoivasƟ sammuteƩavia ja päälle kytkeƩäviä 

fluoroforeja, josta saadut kuvat yhdistetään yhdeksi kuvaksi, jossa erotuskyky on valtava 

verraƩuna perinteisiin kuvantamismenetelmiin. Fluoroforeja on moniin tarkoituksiin 

sekä käyƩökohteisiin. Kvanƫpisteet ovat fluoroforeista teknologisesƟ kehiƩyneimpiä ja 

eksooƫsimpia niiden kvanƫluonteen vuoksi. Kvanƫpisteet mahdollistavat tarkemman 

kuvantamisen kirkkautensa ansiosta, mikä nopeuƩaa solun rakenteiden kuvantamista. 

Fluoresoivien proteiinien käyƩö mahdollistaa puolestaan helpon tavan selviƩää 

tutkiƩavan proteiinin sijainteja solussa fuusioimalla fluoresoiva proteiini tutkiƩavaan 

proteiiniin, mikä puolestaan auƩaa tutkijoita ymmärtämään solun moninaisten 

rakenteiden käyƩäytymistä. Fluoresoivia proteiineja hyödynnetään myös paljon 

rakennebiologiassa, jossa selvitetään solujen tukirangan muuntautumista solun eri 

elämän vaiheissa.  

SRM-tekniikoiden käyƩö lääkekehityksessä on osoiƩautunut valtavan hyödylliseksi, 

niiden kyvyn eroƩaa kymmenenkertaisesƟ paremmin kuin tavanomaiset mikroskopian 

menetelmät, SRM:n 20nm:n resoluuƟoon verraƩuna valomikroskopian 200 nm:n 

resoluuƟoon. SRM-tekniikoiden huomaƩavasƟ parempi erotuskyky tarjoaa 

mahdollisuuden tarkastella tutkiƩavia kohteita äärimmäisen lähellä toisiaan, mikä ei ole 

ollut mahdollista valomikroskopialla. Biologisten komponenƫen tarkastelu 20 nm 

tarkkuudella mahdollistaa muun muassa proteiini-interakƟoiden tutkimisen, kuten 

lääkeyhdisteiden sitoutumisen ja metabolian tarkkailun elävissä soluissa. 

Fluoresenssimikroskopian resoluuƟo ei yllä samaan miƩaluokkaan kuin SRM-tekniikoilla, 

jonka vuoksi fluoresenssimikroskopia ei sovellu yhtä hyvin lääkekehitykseen. Vanhojen 

näyƩeiden tarkastelu biopankeista SRM:n suurella erotuskyvyllä mahdollistaa Ɵedon 

modernisoinnin ja valtavan mahdollisuuden korkealaatuisen Ɵedon keräämisen 

tekoälyjärjestelmille.  
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