Nagyfeloldasu lokalizdacios mikroszkopia,
avagy a ,,sok kicsi sokra megy” igaz torténete

Napjainkban az optikai mikroszkopia egyik fontos kutatasi iranya a molekularis szintii
folyamatok kdvetése bioldgiai rendszerekben, lehetdleg valos idoben. Ehhez elengedhetetlen
a feloldoképesség javitasa és igy minél finomabb struktirdk leképezése, lathatova tétele. A
klasszikus optikai mikroszkopiaban a feloldoképességet a diffrakcid limitalja. A még éppen
feloldhato két pontszer(i objektum tavolsaga a Rayleigh-kritérium alapjan adhaté meg, amely
oldaliranyban tipikusan 200-300 nanométer, tengelyirdnyban pedig 500 nanométer. Ez azt
jelenti, hogy egy ilyen paraméterekkel jellemzett tartomanyon beliil nem oldhat6 fel a minta
struktargja.

Ezt a korlatot az elmult években néhany fluoreszcens mikroszkopiai eljarassal sikertiilt
megkeriilni, tulajdonképpen kijatszani. Ezek a technikak lehetévé tesznek néhanyszor tiz nm-
es térbeli feloldast, versenyre kelve ezzel a pasztizo elektronmikroszkoppal. Ezeket a
technikakat nagyfeloldasu optikai mikroszkopiai technikaknak (superresolution microscopy)
nevezziik. Legnagyobb elényiik, hogy optikai tartomanyban miikodnek, és nem igényelnek
specialis mintaelokészitést, ellentétben az elektronmikroszkoppal — a mintaroncsolast ilyen
modon minimalizalni lehet. Néhany példa, a teljesség igénye nélkiil: strukturalt kivilagitassal
miik6dd mikroszkdp (Structured Illumination Microscopy (SIM)[1, 2]), stimulalt emisszios
kioltast hasznald mikroszkop (Stimulated Emission Deplention Microscopy (STED) [3]), 4PI
mikroszkopia [4], illetve a lokalizacios elven mitkddé mikroszkopok.

A lokalizacios mikroszkopiai technika 2006-ban latott napvildgot, amikor harom
kutatocsoport kozel egy idoben publikalta a modszert. Azota rohamos fejlédésnek indult és
toretlen népszertiségnek oOrvend mindmaig, egyszerlisége ¢€s szuperfeloldasa miatt.
Mindharom kifejlesztett lokalizacios mikroszkép (STORM [5], PALM [6], FPALM [7])
ugyanazt az alapétletet haszndlja: mig a hagyomanyos mikroszkdpiai technikaban sok
festékmolekula egyiitt vilagit, nincsenek szeparalva idében, addig itt fotokémiai folyamatok
révén lehetové valik, hogy csak bizonyos mennyiségii molekula vilagitson, legyen aktiv
allapotban egyszerre (kapcsolhatova valnak a molekulak) (1. bra (b)).

Principle of Single-Molecule Localization Microscopy
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1. dbra: A lokalizacids mikroszkdpia képalkotasanak egy ciklusa [§]



Ezeket az egyes molekuldkat leképezziik és detektaljuk nagy érzékenységli EMCCD
kameraval (1. &bra (c)). A kapott kép olyan, mintha néhany, vilagitdé szentjdnosbogarat
fényképeztiink volna le. Fiiggvényillesztéssel képiik alapjan meghatdrozhatoak az egyes
festékmolekulak pozicidi (1. dbra (d)). Ezt a metddust sokszor (akar tobb ezerszer) ismételve,
mindig mas kiilonallé molekuldkat bekapcsolva és lokalizalva a minta képe rekonstrualhato az
egyes festékmolekuldk pozicioi alapjan. A rekonstrukcid sordn egy térképen megjeldljiik az
Osszes kapott (akar tobb tizezer) poziciot. A mérés soran tulajdonképpen idében szeparaljuk és
vezényeljiik a festékmolekuldk fotonkibocsatasat — igy a feloldott struktura aproélékos
munkaval, fokozatosan alakul ki.

Ez a technika 10-20 nm-es feloldast tesz lehetdvé. A 2. abran lathato egy amiloid fehérjékbdl
allo, megfestett szalakat tartalmazé mintar6l hagyomanyos (a) ¢és lokalizacios (b)
mikroszkoppal késziilt kép. Az abra (c) részén két olyan szal lathatd, amelynek tavolsaga
kisebb, mint a diffrakci6 altal megszabott hatar — a lokalizacidés mikroszkdp mégis fel tudja
oldani.
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2. ébra: Egy hagyomanyos (a) és lokalizacios (b) mikroszkoppal késziilt kép 6sszehasonlitdsa,
két szal tavolsaga (c) [9]

A Nagyfeloldast Optikai Mikroszkdpia kutatocsoportunk (Advanced Optical Imaging Group)
f6 kutatasi teriilete a nagy térbeli feloldast optikai mikroszkopiai technikdk fejlesztése
(algoritmusok fejlesztése, technikdk kombinalasa, 10j technikdk kidolgozasa stb.) ¢és
alkalmazasa, elsdsorban a bioldgiaban és az orvostudomanyban. Célunk tobbek kézott, hogy a
kozeljovében meghonositsuk Szegeden a lokalizdcidos mikroszkopiai technikat és
tovabbfejlessziik azt.
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