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Az optikai mikroszkopok hamar a tudomanyos megis-
merés egyik legfontosabb eszkozévé viltak, hiszen a
korabban szabad szemmel vizsgalt él6 vagy élettelen
mintdk felnagyitott képének tanulmanyozasaval a tu-
dosok kozelebb kertiltek a természeti jelenségek mo-
gott rejls torvényszertiségek megértéséhez. Ez a folya-
matos alkalmazasorientaltsig a mikroszkopok egyik
legfontosabb paramétere, a nagyitis novelésére sar-
kallta a fejlesztSket. Az egyre finomabb struktarak fel-
oldasaval Gjabb és Gjabb mikrovilagok — napjainkban
mar nanovilagok — tarulnak fel az ember szeme eléitt.
Az id6Sk soran a mikroszkopia szamos részterllete ala-
kult ki, amely igen széles tudomanyagga nétte ki ma-
gat. Jelen cikkiinkben egy viszonylag Gj (2006-ban
publikalt), az optikai tartomanyban mikodd fluoresz-
cens mikroszkopiai eljarast mutatunk be, amellyel na-
noszkopikus strukturak feltérképezése vilt lehet&vé.

A térbeli feloldas fogalma

Az optikai mikroszkopidban alapvetS kérdés, hogy a
nagyitast meddig lehet novelni, illetve a térbeli felol-
dasnak van-e elméleti hatara?

A Wikipedia, korunk ,Galaxis utikalauza” Mikro-
szkop cimszava alatt a kovetkezdSket olvashatjuk: ,A
fénymikroszkopok fénytors lencséket alkalmaznak,
melyek gyakran tvegbdl, néha mtanyagbol készul-
nek. Ezek segitségével irdnyit-
jak a fényt a szembe, vagy
mas fényérzékelSbe. A fény-

lépni ezt a nagyitashatart, de a diffrakcié miatt a fel-
bontis nem novelhetd minden hatdron tal.”

Elméleti felbontoképesség alatt altalaban a bevezetd
optika kurzusokon megtanult Rayleigh-féle feloldasi
kiiszobot szokas érteni, ami a fény hullamtermészetét
bizonyitd elhajlasi jelenségen (diffrakcion) alapszik és
a leképezs eszkozok felolddsit csupian egyetlen
szammal jellemzi. Ennek alapjan két pontforrast ak-
kor tekintiink megkiilonboztethetének, ha az egyik
diffrakcios képének kozponti maximuma egybeesik a
masik pontforras diffrakcios képének elsé minimuma-
val. Ha a két pontforras (példaul két fluoreszcens
molekula) ennél kozelebb van, akkor a két objektum
nem kulonboztethetd meg, a leképezd rendszer egy
pontforrasnak tekinti Sket. Ez a lathat6 tartomanyban
muikods hagyomanyos fluoreszcens mikroszképoknal
kortlbelil 200 nm-es hatart jelent. A Rayleigh-féle
feloldasi kiiszob egy konnyen érthetd josagi tényezd,
nem csoda tehat, hogy az optikai leképezé eszkozok
jellemzésére széles korben elterjedt. Alkalmazhat6sa-
ga azonban tobb esetben megkérddjelezhetG. Nem
hasznalhato példaul a fotonszamto6l és a detektor pi-
xelméretétsl fliggd egy-molekula mikroszkopiaban.
Ennek oka, hogy a heurisztikus Rayleigh-kritérium —
ami abban a korban fejlédott ki, amikor az emberi
szem jelentette a legjobb detektort — nem veszi figye-
lembe példaul a detektalt fotonok szamat, vagy a de-
tektor térbeli méreteit, pixelnagysagat.

1. dbra. Rayleigh-féle feloldoképesség szemléltetése két pontforrassal kilonbozé pixelméretek
(feloldasi hatar/10, feloldasi hatar/5 és feloldasi hatar/2,5) esetén.

mikroszkép nagyitasa leg-
tobbszo6r maximum 1500-szo-
ros, elméleti felbontoképessé-
glik 0,2 mikrométer. Specialis
technikakkal (Ggy, mint a
konfokdlis pasztaizd mikro-
szkop) képesek vagyunk at-
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Vizsgidljuk meg, hogyan alkalmazhatd a Rayleigh-
féle feloldas a nagyitas figgvényében, azaz valtoztas-
suk meg a diffrakcids kép és a kamera pixelméreté-
nek aranyat. Az 1. dabra fels6 soraban egyetlen pont-
szerd forras elhajlasi képe lathato kilonbozs pixel-
méretek esetén. A mdisodik sorban két, egymastol
pontosan a Rayleigh-kritérium altal meghatarozott
tavolsagban (0,61 A/NA, ahol A a hullimhossz és NA a
numerikus apertara) levs vilagitd pontforras képe
lathato kilonbozs pixelméretek esetén. Ennél koze-
lebb elhelyezkedS pontforrisokat a leképezs rend-
szer mar nem képes feloldani.

Nagyobb pixelméret mellett az elhajlasi kép egyre
kevésbé rajzolodik ki, a gylrls szerkezet és igy az
elsé minimum helye nem hatarozhat6é meg. Ezért logi-
kus lenne minél kisebb pixelméreteket hasznalni,
azaz csokkenteni a nagyitast. Egy-molekula detektalas
esetén azonban figyelembe kell venni a detektilhato
fotonok szamit is. Kis pixelérték esetén az egyes pi-
xelekre es6 fotonok szama igen alacsony lehet, ami
nagymértékben rontja a detektalds jel/zaj viszonyat.
Meg kell talalni azt a kozéputat, ahol még felismerhe-
t6 az elhajlasi kép és a fotonszdm is elegendd a detek-
talashoz. Igy érthetS, hogy a kritérium nem iiltethetd
at a nagy érzékenységl kamerikon alapulé modern
mikroszkopok jellemzésére. A ,super-resolution” kife-
jezéssel jelolt Gj eljarasok csupan az eddig alkalmazott
heurisztikus definiciok korlataira utalnak, de nem
kérddjelezik meg a fizikai torvények igazsagat. A diff-
rakcid a kiiszob alatti feloldast elérS rendszereknél is
ugyanazon torvényszertségek alapjan szamithato,
csak a feloldas definici6jat valtoztatjuk meg. Egy-egy
molekula képe minden esetben a diffrakci6 dltal leirt
elhajlasi kép lesz, am a Rayleigh-limit alatti térbeli
informacidk egy-egy otletes triikkkel kinyerhetdk.

Nagyfelolddst mikroszkopiai technikik

Az optikai mikroszkopia tertiletén jelenleg hiarom
nagyfeloldast modszer all a fejlesztések homlokteré-
ben. A STED (STimulated Emission Depletion) mikro-
szkopia [1] egy pasztazo eljards. A gerjeszté nyalab
fokuszpontjaban (korong alaku tertlet) a fluoreszcens
festékek gerjesztett allapotba kertilnek. A gerjesztést
kovetGen egy masodik, nagyobb hullimhossza és
gylrd alaka, tgynevezett STED-nyalabbal a gerjesz-
tett korong szélén 1évé molekulakat kényszeritett
emisszioval alapallapotba visszik vissza. Ennek ko-
vetkeztében a molekulak csak a fokuszpont kézepén
1évé (a gylrls nyalab kontrasztjatol figgd) kis tarto-
manyban maradnak aktiv dllapotban. Ezzel a mod-
szerrel a gerjesztett térfogat laterdlis mérete 50 nm ala
csokkenthets. A SIM (Structured [llumination Micro-
scopy) mikroszkopia [2] a Moiré-jelenségen alapszik.
A mintat egy térben szinuszosan modulalt nyaldbban
szekvencidlisan — 4ltaldban hirom orientacidval és
iranyonként harom fazissal — gerjesztik. A detektalt
2D képek Fourier-kiértékelése soran egy, az eredeti
feloldasnal kétszer nagyobb feloldasa képet lehet
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rekonstrualni. Ez a feloldasi kiiszob a modszer nemli-
nedris kiterjesztésével tovabb novelhets [3]. A mod-
szer alkalmas valos idejd, €l6 sejtes mérésekre is. A
harmadik moédszer a lokalizdcios elven miikédo elja-
rasokat [4] foglalja magaba, és a tovabbiakban ezt a
modszert targyaljuk részletesen.

A lokalizacios mikroszkdpia alapjai

A hagyomanyos fluoreszcencias technikdk esetén a
gerjesztett tartomanyban elhelyezkedd molekulak
mindegyike aktiv dllapotban van, azaz gerjeszthetd.
A lokalizacios mikroszkopia soran fotokémiai folya-
matok révén érjik el azt, hogy a képmezSben egy
idében csak kevés szama molekulat aktivalunk, azaz
hagyunk aktiv allapotban, igy az egyes molekulak
diffrakcios foltjainak leképezését idében szétvalaszt-
juk. Itt a kevés azt jelenti, hogy a molekulak diffrak-
cidés mintazatai ne fedjenek at, az aktiv molekulak
képei jol elkilonithetGen detektilhatok legyenek
(aktiv molekulak tavolsiga > 3XxRayleigh-tavolsag).
Ebben az esetben az elhajlasi kép maximuma, vagyis
a molekula helye egyszeru illesztéssel meghatarozha-
t6, a molekula lokalizalhato. A lokalizacié pontos-
saga fuigg a detektilt fotonok szamatol, hiszen na-
gyobb fotonszam pontosabb illesztést biztosit. Rész-
letes szamitisokkal megmutathato, hogy a lokaliza-
ci6 pontossaga

s2+a*/12 . 8msth?
N a® N?

((Ax)*) =

képlettel adhatd meg [5], ahol s az elhajlasi kép stan-
CCD pixelmérete, N a detektdlt fotonszam és b a zaj.
Harom kovetkezményre érdemes kulon felhivni a
figyelmet: (i) a fotonszamfuggésre, (i) az optimalis
pixelméretre és a (iii) zaj szerepére. Zaj nélkil a loka-
lizicio pontossaganak fotonszamfiiggését a 2. dbra
mutatja. A pixelméret 130 nm volt, a standard devia-
ci6 208 nm, a zaj 0,7, a detektalt fotonok szima pedig
20 és 2000 kozott valtozott.
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Latszik, hogy <10 nm lokalizaciés pontossag eléré-
s€hez ~500 db foton detektaldsira van szikség. Nem
meglepd, hogy a lokalizacios pontossig fligg a pixel-
mérettSl. A pontos szamoldsok azt mutatjak, hogy a
lokalizacios pontossag akkor maximalis, ha a diffrak-
pixelméretével. Ez az eredmény meglepd lehet, de az
optimum létezését konnyd belatni, ha meggondoljuk a
két szelsG esetet, mint ahogy az 1. dbra esetén tettik.
Ha konstans fotonszam mellett nagyon megnoveljik a
nagyitast, azaz sok pixelen oszlanak el az emittalt foto-
nok, akkor egy pixelre kevés foton jut. Kovetkezéskép-
pen romlik a jel/zaj viszony és ezzel egytitt a lokaliza-
cids pontossidg. Masrészt extrém kicsi nagyitas mellett
az 0sszes foton egy pixelre fog jutni, ami lehetetlenné
teszi az illesztést. A pixelméret optimalizacidjanak egy
misik kovetkezménye, hogy a lokalizacios mikroszko-
piaban nincs mod az elhajlasi kép alakjanak pontos
vizsgalatara, hiszen az eloszlasfiggvény erGsen alul-
mintavételezett, tipikusan csupan egy 5x5 pixel tertle-
ten oszlik el. A lokalizacidés pontossigot befolyasolo
harmadik tényezé a képet terheld zajszint. Ennek csok-
kentése érdekében altalaban TIRF (teljes visszaversdé-
sen alapuld) gerjesztési modot alkalmaznak, amelynél
a mintat csak egy vékony rétegben gerjesztik, ezzel
csokkentve a fluoreszcens hattérjelet.

Mivel egy kép felvétele csak véges szamu (a lato-
tértol fliggs, de tipikusan <50) molekula lokalizaciojat
teszi lehet6vé, egy Osszetett kép rekonstruilisahoz
tobb ezer, esetleg tobb tizezer kép felvételére van
sziikség, ami az adatgydjtés idejét jelentSsen, gyakran
>10 perc idétartamra noveli. Ezért fontos, hogy a min-
ta ne mozduljon el az adatgy(jtés sordn, illetve, ha
elmozdul, akkor ismerjik az elmozdulds nagysagat. A
gyakorlatban ezt folyamatosan viligitd, tgynevezett
markerek (fluoreszcens gombok, arany nano-gombok
stb.) segitségével kovethetjiik nyomon.

A lokalizacids mikroszkop egy leképezési ciklusat
lathatjuk a 3. abran. Mint mar emlitettiik, egy olyan
képcsomag all rendelkezéslinkre, amelynek egyes ké-
pein csupan néhany, de mindig mds molekula képe-
z6dott le. A képeket kiilon dolgozzuk fel: megkeres-
stik a maximumokat, majd kivalogatjuk azokat, ame-
lyekhez tartoz6 molekulak
képei nem fednek at egymas-
sal. Ezt kovetSen torténik az
illesztés, a maximum helyé-
nek megkeresése, vagyis a lo-
kalizaci6. A pozicidok koordi-
natait taroljuk, majd az 6sszes
kép feldolgozasit kovetSen
egy térképet készitiink, 0ssze-
sitjuk a kapott pozicidkat.
Végeredményiil egy nagy fel-
oldasu képet kapunk a mole-
kulak elhelyezkedésérdl.

A lokalizacios mikroszkopia
kulcsa a festékmolekuldk ids-
beli kapcsolasa. Ennek meg-
valositasi modja szerint beszél-

T

a molekuldknak
csak egy része
aktiv egy képen
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megkeresése a képen,
majd a kiillonallo
molekulak kiszirése

hettink fotoaktivacios lokalizacios (PALM), sztochaszti-
kus optikai rekonstrukcios (STORM), illetve direkt
STORM (dSTORM) modszerekrSl. A PALM eljarasban
fotoaktivalhatd fluoreszcens fehérjéket hasznalunk.
Egyik példa a PaGFP, amely alapallapotban nem fluo-
reszkal, de 400 nm-es megvilagitas hatisara konforma-
ci6-valtozast szenved és aktiv, azaz fluoreszcens alla-
potba kertl. Ezeket az aktiv molekulakat egy 488 nm-
en folytonosan mikods, kiolvaso 1ézerrel ismételten
fluoreszenciara késztetjiik gy, hogy irreverzibilis bom-
lasuk (bleach) elétt a mikroszk6prendszer a lehet6 leg-
tobb fotont gytjtse Ossze. Az aktivalt molekuldk kiolva-
sdsa és bleach-el6dése utdn a 400 nm lézer Gjboli hasz-
nalataval 0j, eddig passziv molekulakat aktivalunk és
lokalizalunk. A folyamat 1épéseit sokszor megismételve
rekonstrudlhatjuk a minta képét. A PALM eljaras elo-
nye, hogy a célfehérjét transzfekcio Gtjan direkt médon
jelolhetjik meg, azaz a jelolés nagyon specifikus. A
modszer alkalmas €16 sejtes leképezésre, illetve mole-
kulak mozgisanak (diffazi6janak stb.) kovetésére. A
fluoreszcens fehérjék azonban gyenge emitterek, kevés
fotont bocsatanak ki, korlatozva ezzel a lokalizacio
pontossagat. A STORM modszerekben szerves festéke-
ket alkalmaznak (Alexa, ATTO stb.), amelyek joval fé-
nyesebbek, azaz idGegység alatt tobb fotont bocsata-
nak ki, és ezaltal novelik a lokalizacios pontossagot. A
festékek alkalmazisa azonban két probléma megolda-
sat is sziikségessé teszi: a célmolekulak specifikus jelo-
lését, vagyis az optimilis festési surlség beallitasat,
valamint a festékek aktivalasinak, azaz a villogas dina-
mikajanak idébeli kontrolljat. Ez utdbbit egy pufferfo-
lyadék segitségével érik el, amelynek szerepe kettGs.
Egyrészt oxigént kot meg — tipikusan enzimatikus Gton
— csokkentve a festék nagy lézerteljesitmény okozta
kifakulasat, masrészt biztositja, hogy a triplet allapot
kitritésén keresztll a festék egy hossza élettartamu,
sotét dllapotba kertiljon [6]. A mérés sordn a mintat tar-
talmazo6 kivettat gyakran légmentesen le is kell zarni.
Eddigiekben a lokalizacios mikroszk6pok kétdimen-
zi6s képalkotasanak elvét ismertettiitk. Felmertl a kér-
dés, hogy a harmadik, axiilis kiterjedésben is elérhe-
t6-e hasonlo diffrakcios kiiszob alatti feloldds. Az
elmult években szimos megoldas sziiletett az axialis

3. dbra. A lokalizacids mikroszkop egy leképezési ciklusanak ismertetése.
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pontossag elérhetd, a rendszer
mélységélessége (DOF = 600
_ nm), mig TIRF gerjesztés ese-
———— tén az evaneszcens tér behato-
lasi mélysége (= 150 nm) limi-
talja. Azaz lokalizacios mikro-
szkopokkal felvett 3D képek
képtere axidlis iranyban jelen-
tésen kisebb, mint lateralis
irdinyban. Valodi 3D felvétel-
hez a minta pasztazasara és az
igy kapott egyes képek pontos
Osszeillesztésére, regisztracio-
jara van szikség.

Alkalmazasi lehetdségek,
kitekintés

A lokalizacios elven mikods
mikroszkopok 2006-0s megje-
lenésiik ota intenziv fejlesztés
alatt allnak. Jelenleg az optikai

-0,5

defokusz (DOF)
4. abra. Az asztigmias haromdimenzios leképezés elve.

feloldas novelésére, amelyek koziil a legelterjedtebb az
ugynevezett asztigmids eljaras. Hasonl6 modszert hasz-
nalnak a CD-lejitszokban a lemez poziciondlasira. En-
nek sorin egy hengerlencse segitségével egy gyenge
asztigmatizmust vezetiink be a detektorkarba, ami a f6-
kuszfoltot elliptikussa teszi (4. dbra). A molekula axia-
lis poziciojatol figgden (defokusz) valtozik az ellipszis
orientacioja, két fétengelyének arinya. Ebben az eset-
ben tehat az illesztéskor a maximum helyének megha-
tarozasa mellett a felértekszélesseégek (w, €s w,a 4. db-
ran) is informaciot hordoznak. A rendszer pontos ka-
libralast igényel, ami utin a molekula axidlis pozicidja
50 nm pontossidggal meghatarozhat6. Fontos megem-
liteni, hogy az axidlis tartomanyt, amelyen belil ez a

5. dbra. Festett amyloid-beta szilak sejten kivil (bal oldali kép) és
sejten beltl (obb oldali kép). A dSTORM képek alatt a hagyoma-
nyos diffrakci6 limitalt fluoreszcens képek latszanak.
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mikroszkopia egyik legdinami-
kusabban fejl6ds iranyat jelen-
tik, de mint altalaban minden
0j modszernek, ennek is bizo-
nyitania kell alkalmazhatosagat és el6nyeit a tobbi
technikahoz képest. A lokalizicids mikroszkopia — a
potencialis 10 nm alatti térbeli feloldassal — a kozeljo-
v8ben a molekularis szintd mechanizmusokat vizsgald
kutatok egyik fontos eszkozévé valhat (5. dbra). A
modszert elsGsorban biologiai kutatasokra fejlesztették
ki részben az — Osszetett mintaelGkészitést igényls —
elektronmikroszkopia kivaltasara. A térbeli feloldas
ugyan nem éri el az elektronmikroszkopokét, de az op-
tikai modszer szamtalan elénye miatt virhatéan széles
korben el fog terjedni. E cél eléréséhez még szamos
problémat kell megoldani, amelyek kozil a legfonto-
sabbak a (i) a mérési id6 csokkentése, (ii) tobbszind és
(iiD) axidlis iranyban is kiterjedtebb képterd 3D leképe-
z¢&s fejlesztése, illetve (iv) €16 sejtes mérések.
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