
OPTIKAI POINTILLIZMUS:

1. ábra. Rayleigh-féle feloldóképesség szemléltetése két pontforrással különbözô pixelméretek
(feloldási határ/10, feloldási határ/5 és feloldási határ/2,5) esetén.
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Az optikai mikroszkópok hamar a tudományos megis-
merés egyik legfontosabb eszközévé váltak, hiszen a
korábban szabad szemmel vizsgált élô vagy élettelen
minták felnagyított képének tanulmányozásával a tu-
dósok közelebb kerültek a természeti jelenségek mö-
gött rejlô törvényszerûségek megértéséhez. Ez a folya-
matos alkalmazásorientáltság a mikroszkópok egyik
legfontosabb paramétere, a nagyítás növelésére sar-
kallta a fejlesztôket. Az egyre finomabb struktúrák fel-
oldásával újabb és újabb mikrovilágok – napjainkban
már nanovilágok – tárulnak fel az ember szeme elôtt.
Az idôk során a mikroszkópia számos részterülete ala-
kult ki, amely igen széles tudományággá nôtte ki ma-
gát. Jelen cikkünkben egy viszonylag új (2006-ban
publikált), az optikai tartományban mûködô fluoresz-
cens mikroszkópiai eljárást mutatunk be, amellyel na-
noszkopikus struktúrák feltérképezése vált lehetôvé.

A térbeli feloldás fogalma

Az optikai mikroszkópiában alapvetô kérdés, hogy a
nagyítást meddig lehet növelni, illetve a térbeli felol-
dásnak van-e elméleti határa?

A Wikipedia, korunk „Galaxis útikalauza” Mikro-
szkóp címszava alatt a következôket olvashatjuk: „A
fénymikroszkópok fénytörô lencséket alkalmaznak,
melyek gyakran üvegbôl, néha mûanyagból készül-
nek. Ezek segítségével irányít-
ják a fényt a szembe, vagy
más fényérzékelôbe. A fény-
mikroszkóp nagyítása leg-
többször maximum 1500-szo-
ros, elméleti felbontóképessé-
gük 0,2 mikrométer. Speciális
technikákkal (úgy, mint a
konfokális pásztázó mikro-
szkóp) képesek vagyunk át-

lépni ezt a nagyításhatárt, de a diffrakció miatt a fel-
bontás nem növelhetô minden határon túl.”

Elméleti felbontóképesség alatt általában a bevezetô
optika kurzusokon megtanult Rayleigh-féle feloldási
küszöböt szokás érteni, ami a fény hullámtermészetét
bizonyító elhajlási jelenségen (diffrakción) alapszik és
a leképezô eszközök feloldását csupán egyetlen
számmal jellemzi. Ennek alapján két pontforrást ak-
kor tekintünk megkülönböztethetônek, ha az egyik
diffrakciós képének központi maximuma egybeesik a
másik pontforrás diffrakciós képének elsô minimumá-
val. Ha a két pontforrás (például két fluoreszcens
molekula) ennél közelebb van, akkor a két objektum
nem különböztethetô meg, a leképezô rendszer egy
pontforrásnak tekinti ôket. Ez a látható tartományban
mûködô hagyományos fluoreszcens mikroszkópoknál
körülbelül 200 nm-es határt jelent. A Rayleigh-féle
feloldási küszöb egy könnyen érthetô jósági tényezô,
nem csoda tehát, hogy az optikai leképezô eszközök
jellemzésére széles körben elterjedt. Alkalmazhatósá-
ga azonban több esetben megkérdôjelezhetô. Nem
használható például a fotonszámtól és a detektor pi-
xelméretétôl függô egy-molekula mikroszkópiában.
Ennek oka, hogy a heurisztikus Rayleigh-kritérium –
ami abban a korban fejlôdött ki, amikor az emberi
szem jelentette a legjobb detektort – nem veszi figye-
lembe például a detektált fotonok számát, vagy a de-
tektor térbeli méreteit, pixelnagyságát.

156 FIZIKAI SZEMLE 2014 / 5



Vizsgáljuk meg, hogyan alkalmazható a Rayleigh-

2. ábra. A lokalizációs pontosság fotonszámfüggése.
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féle feloldás a nagyítás függvényében, azaz változtas-
suk meg a diffrakciós kép és a kamera pixelméreté-
nek arányát. Az 1. ábra felsô sorában egyetlen pont-
szerû forrás elhajlási képe látható különbözô pixel-
méretek esetén. A második sorban két, egymástól
pontosan a Rayleigh-kritérium által meghatározott
távolságban (0,61 λ/NA, ahol λ a hullámhossz és NA a
numerikus apertúra) levô világító pontforrás képe
látható különbözô pixelméretek esetén. Ennél köze-
lebb elhelyezkedô pontforrásokat a leképezô rend-
szer már nem képes feloldani.

Nagyobb pixelméret mellett az elhajlási kép egyre
kevésbé rajzolódik ki, a gyûrûs szerkezet és így az
elsô minimum helye nem határozható meg. Ezért logi-
kus lenne minél kisebb pixelméreteket használni,
azaz csökkenteni a nagyítást. Egy-molekula detektálás
esetén azonban figyelembe kell venni a detektálható
fotonok számát is. Kis pixelérték esetén az egyes pi-
xelekre esô fotonok száma igen alacsony lehet, ami
nagymértékben rontja a detektálás jel/zaj viszonyát.
Meg kell találni azt a középutat, ahol még felismerhe-
tô az elhajlási kép és a fotonszám is elegendô a detek-
táláshoz. Így érthetô, hogy a kritérium nem ültethetô
át a nagy érzékenységû kamerákon alapuló modern
mikroszkópok jellemzésére. A „super-resolution” kife-
jezéssel jelölt új eljárások csupán az eddig alkalmazott
heurisztikus definíciók korlátaira utalnak, de nem
kérdôjelezik meg a fizikai törvények igazságát. A diff-
rakció a küszöb alatti feloldást elérô rendszereknél is
ugyanazon törvényszerûségek alapján számítható,
csak a feloldás definícióját változtatjuk meg. Egy-egy
molekula képe minden esetben a diffrakció által leírt
elhajlási kép lesz, ám a Rayleigh-limit alatti térbeli
információk egy-egy ötletes trükkel kinyerhetôk.

Nagyfeloldású mikroszkópiai technikák

Az optikai mikroszkópia területén jelenleg három
nagyfeloldású módszer áll a fejlesztések homlokteré-
ben. A STED (ST imulated Emission Depletion) mikro-
szkópia [1] egy pásztázó eljárás. A gerjesztô nyaláb
fókuszpontjában (korong alakú terület) a fluoreszcens
festékek gerjesztett állapotba kerülnek. A gerjesztést
követôen egy második, nagyobb hullámhosszú és
gyûrû alakú, úgynevezett STED-nyalábbal a gerjesz-
tett korong szélén lévô molekulákat kényszerített
emisszióval alapállapotba visszük vissza. Ennek kö-
vetkeztében a molekulák csak a fókuszpont közepén
lévô (a gyûrûs nyaláb kontrasztjától függô) kis tarto-
mányban maradnak aktív állapotban. Ezzel a mód-
szerrel a gerjesztett térfogat laterális mérete 50 nm alá
csökkenthetô. A SIM (S tructured I llumination M icro-
scopy) mikroszkópia [2] a Moiré-jelenségen alapszik.
A mintát egy térben szinuszosan modulált nyalábban
szekvenciálisan – általában három orientációval és
irányonként három fázissal – gerjesztik. A detektált
2D képek Fourier-kiértékelése során egy, az eredeti
feloldásnál kétszer nagyobb feloldású képet lehet

rekonstruálni. Ez a feloldási küszöb a módszer nemli-
neáris kiterjesztésével tovább növelhetô [3]. A mód-
szer alkalmas valós idejû, élô sejtes mérésekre is. A
harmadik módszer a lokalizációs elven mûködô eljá-
rásokat [4] foglalja magába, és a továbbiakban ezt a
módszert tárgyaljuk részletesen.

A lokalizációs mikroszkópia alapjai

A hagyományos fluoreszcenciás technikák esetén a
gerjesztett tartományban elhelyezkedô molekulák
mindegyike aktív állapotban van, azaz gerjeszthetô.
A lokalizációs mikroszkópia során fotokémiai folya-
matok révén érjük el azt, hogy a képmezôben egy
idôben csak kevés számú molekulát aktiválunk, azaz
hagyunk aktív állapotban, így az egyes molekulák
diffrakciós foltjainak leképezését idôben szétválaszt-
juk. Itt a kevés azt jelenti, hogy a molekulák diffrak-
ciós mintázatai ne fedjenek át, az aktív molekulák
képei jól elkülöníthetôen detektálhatók legyenek
(aktív molekulák távolsága > 3 × Rayleigh-távolság).
Ebben az esetben az elhajlási kép maximuma, vagyis
a molekula helye egyszerû illesztéssel meghatározha-
tó, a molekula lokalizálható. A lokalizáció pontos-
sága függ a detektált fotonok számától, hiszen na-
gyobb fotonszám pontosabb illesztést biztosít. Rész-
letes számításokkal megmutatható, hogy a lokalizá-
ció pontossága

képlettel adható meg [5], ahol s az elhajlási kép stan-

〈 (Δ x )2 〉 = s 2 a 2/12
N

8 π s 4 b 2

a 2 N 2

dard deviációja (Gauss-eloszlást feltételezve), a a
CCD pixelmérete, N a detektált fotonszám és b a zaj.
Három következményre érdemes külön felhívni a
figyelmet: (i) a fotonszámfüggésre, (ii) az optimális
pixelméretre és a (iii) zaj szerepére. Zaj nélkül a loka-
lizáció pontosságának fotonszámfüggését a 2. ábra
mutatja. A pixelméret 130 nm volt, a standard deviá-
ció 208 nm, a zaj 0,7, a detektált fotonok száma pedig
20 és 2000 között változott.
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Látszik, hogy <10 nm lokalizációs pontosság eléré-

3. ábra. A lokalizációs mikroszkóp egy leképezési ciklusának ismertetése.
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séhez ~500 db foton detektálására van szükség. Nem
meglepô, hogy a lokalizációs pontosság függ a pixel-
mérettôl. A pontos számolások azt mutatják, hogy a
lokalizációs pontosság akkor maximális, ha a diffrak-
ciós korong standard deviációja megegyezik a detektor
pixelméretével. Ez az eredmény meglepô lehet, de az
optimum létezését könnyû belátni, ha meggondoljuk a
két szélsô esetet, mint ahogy az 1. ábra esetén tettük.
Ha konstans fotonszám mellett nagyon megnöveljük a
nagyítást, azaz sok pixelen oszlanak el az emittált foto-
nok, akkor egy pixelre kevés foton jut. Következéskép-
pen romlik a jel/zaj viszony és ezzel együtt a lokalizá-
ciós pontosság. Másrészt extrém kicsi nagyítás mellett
az összes foton egy pixelre fog jutni, ami lehetetlenné
teszi az illesztést. A pixelméret optimalizációjának egy
másik következménye, hogy a lokalizációs mikroszkó-
piában nincs mód az elhajlási kép alakjának pontos
vizsgálatára, hiszen az eloszlásfüggvény erôsen alul-
mintavételezett, tipikusan csupán egy 5×5 pixel terüle-
ten oszlik el. A lokalizációs pontosságot befolyásoló
harmadik tényezô a képet terhelô zajszint. Ennek csök-
kentése érdekében általában TIRF (teljes visszaverôdé-
sen alapuló) gerjesztési módot alkalmaznak, amelynél
a mintát csak egy vékony rétegben gerjesztik, ezzel
csökkentve a fluoreszcens háttérjelet.

Mivel egy kép felvétele csak véges számú (a látó-
tértôl függô, de tipikusan <50) molekula lokalizációját
teszi lehetôvé, egy összetett kép rekonstruálásához
több ezer, esetleg több tízezer kép felvételére van
szükség, ami az adatgyûjtés idejét jelentôsen, gyakran
>10 perc idôtartamra növeli. Ezért fontos, hogy a min-
ta ne mozduljon el az adatgyûjtés során, illetve, ha
elmozdul, akkor ismerjük az elmozdulás nagyságát. A
gyakorlatban ezt folyamatosan világító, úgynevezett
markerek (fluoreszcens gömbök, arany nano-gömbök
stb.) segítségével követhetjük nyomon.

A lokalizációs mikroszkóp egy leképezési ciklusát
láthatjuk a 3. ábrán. Mint már említettük, egy olyan
képcsomag áll rendelkezésünkre, amelynek egyes ké-
pein csupán néhány, de mindig más molekula képe-
zôdött le. A képeket külön dolgozzuk fel: megkeres-
sük a maximumokat, majd kiválogatjuk azokat, ame-
lyekhez tartozó molekulák
képei nem fednek át egymás-
sal. Ezt követôen történik az
illesztés, a maximum helyé-
nek megkeresése, vagyis a lo-
kalizáció. A pozíciók koordi-
nátáit tároljuk, majd az összes
kép feldolgozását követôen
egy térképet készítünk, össze-
sítjük a kapott pozíciókat.
Végeredményül egy nagy fel-
oldású képet kapunk a mole-
kulák elhelyezkedésérôl.

A lokalizációs mikroszkópia
kulcsa a festékmolekulák idô-
beli kapcsolása. Ennek meg-
valósítási módja szerint beszél-

hetünk fotoaktivációs lokalizációs (PALM), sztochaszti-
kus optikai rekonstrukciós (STORM), illetve direkt
STORM (dSTORM) módszerekrôl. A PALM eljárásban
fotoaktiválható fluoreszcens fehérjéket használunk.
Egyik példa a PaGFP, amely alapállapotban nem fluo-
reszkál, de 400 nm-es megvilágítás hatására konformá-
ció-változást szenved és aktív, azaz fluoreszcens álla-
potba kerül. Ezeket az aktív molekulákat egy 488 nm-
en folytonosan mûködô, kiolvasó lézerrel ismételten
fluoreszenciára késztetjük úgy, hogy irreverzibilis bom-
lásuk (bleach) elôtt a mikroszkóprendszer a lehetô leg-
több fotont gyûjtse össze. Az aktivált molekulák kiolva-
sása és bleach-elôdése után a 400 nm lézer újbóli hasz-
nálatával új, eddig passzív molekulákat aktiválunk és
lokalizálunk. A folyamat lépéseit sokszor megismételve
rekonstruálhatjuk a minta képét. A PALM eljárás elô-
nye, hogy a célfehérjét transzfekció útján direkt módon
jelölhetjük meg, azaz a jelölés nagyon specifikus. A
módszer alkalmas élô sejtes leképezésre, illetve mole-
kulák mozgásának (diffúziójának stb.) követésére. A
fluoreszcens fehérjék azonban gyenge emitterek, kevés
fotont bocsátanak ki, korlátozva ezzel a lokalizáció
pontosságát. A STORM módszerekben szerves festéke-
ket alkalmaznak (Alexa, ATTO stb.), amelyek jóval fé-
nyesebbek, azaz idôegység alatt több fotont bocsáta-
nak ki, és ezáltal növelik a lokalizációs pontosságot. A
festékek alkalmazása azonban két probléma megoldá-
sát is szükségessé teszi: a célmolekulák specifikus jelö-
lését, vagyis az optimális festési sûrûség beállítását,
valamint a festékek aktiválásának, azaz a villogás dina-
mikájának idôbeli kontrollját. Ez utóbbit egy pufferfo-
lyadék segítségével érik el, amelynek szerepe kettôs.
Egyrészt oxigént köt meg – tipikusan enzimatikus úton
– csökkentve a festék nagy lézerteljesítmény okozta
kifakulását, másrészt biztosítja, hogy a triplet állapot
kiürítésén keresztül a festék egy hosszú élettartamú,
sötét állapotba kerüljön [6]. A mérés során a mintát tar-
talmazó küvettát gyakran légmentesen le is kell zárni.

Eddigiekben a lokalizációs mikroszkópok kétdimen-
ziós képalkotásának elvét ismertettük. Felmerül a kér-
dés, hogy a harmadik, axiális kiterjedésben is elérhe-
tô-e hasonló diffrakciós küszöb alatti feloldás. Az
elmúlt években számos megoldás született az axiális
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feloldás növelésére, amelyek közül a legelterjedtebb az

4. ábra. Az asztigmiás háromdimenziós leképezés elve.
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5. ábra. Festett amyloid-beta szálak sejten kívül (bal oldali kép) és
sejten belül (jobb oldali kép). A dSTORM képek alatt a hagyomá-
nyos diffrakció limitált fluoreszcens képek látszanak.

úgynevezett asztigmiás eljárás. Hasonló módszert hasz-
nálnak a CD-lejátszókban a lemez pozicionálására. En-
nek során egy hengerlencse segítségével egy gyenge
asztigmatizmust vezetünk be a detektorkarba, ami a fó-
kuszfoltot elliptikussá teszi (4. ábra ). A molekula axiá-
lis pozíciójától függôen (defókusz) változik az ellipszis
orientációja, két fôtengelyének aránya. Ebben az eset-
ben tehát az illesztéskor a maximum helyének megha-
tározása mellett a félértékszélességek (wx és wy a 4. áb-
rán ) is információt hordoznak. A rendszer pontos ka-
librálást igényel, ami után a molekula axiális pozíciója
50 nm pontossággal meghatározható. Fontos megem-
líteni, hogy az axiális tartományt, amelyen belül ez a

pontosság elérhetô, a rendszer
mélységélessége (DOF ≈ 600
nm), míg TIRF gerjesztés ese-
tén az evaneszcens tér behato-
lási mélysége (≈ 150 nm) limi-
tálja. Azaz lokalizációs mikro-
szkópokkal felvett 3D képek
képtere axiális irányban jelen-
tôsen kisebb, mint laterális
irányban. Valódi 3D felvétel-
hez a minta pásztázására és az
így kapott egyes képek pontos
összeillesztésére, regisztráció-
jára van szükség.

Alkalmazási lehetôségek,
kitekintés

A lokalizációs elven mûködô
mikroszkópok 2006-os megje-
lenésük óta intenzív fejlesztés
alatt állnak. Jelenleg az optikai
mikroszkópia egyik legdinami-
kusabban fejlôdô irányát jelen-
tik, de mint általában minden
új módszernek, ennek is bizo-

nyítania kell alkalmazhatóságát és elônyeit a többi
technikához képest. A lokalizációs mikroszkópia – a
potenciális 10 nm alatti térbeli feloldással – a közeljö-
vôben a molekuláris szintû mechanizmusokat vizsgáló
kutatók egyik fontos eszközévé válhat (5. ábra ). A
módszert elsôsorban biológiai kutatásokra fejlesztették
ki részben az – összetett mintaelôkészítést igénylô –
elektronmikroszkópia kiváltására. A térbeli feloldás
ugyan nem éri el az elektronmikroszkópokét, de az op-
tikai módszer számtalan elônye miatt várhatóan széles
körben el fog terjedni. E cél eléréséhez még számos
problémát kell megoldani, amelyek közül a legfonto-
sabbak a (i) a mérési idô csökkentése, (ii) többszínû és
(iii) axiális irányban is kiterjedtebb képterû 3D leképe-
zés fejlesztése, illetve (iv) élô sejtes mérések.
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