EORDOG ADAM
A fénymikroszkodpia torténetérol diohéjban

Konzulens: Dr. Kele Péter

A természettudomédnyoknak mar a kezdetek 6ta jelentds részét alkottdk az élettu-
domanyok, avagy az él6 szervezetek megfigyelése, miitkodésitk magyarazata. Az él6
mintdk megfigyeléséhez legrégebb 6ta hasznilt eszkéz a fénymikroszkép, mely mind
a mai napig a legnépszer(ibb megoldas ezen a teriileten. Latvanyos tehit a fénymik-
roszképia multbeli és jelenkori meghatdrozé szerepe. Az elmult évtizedek eredményei
alapjan pedig varhatd, hogy e terilet a jovében is nagy figyelmet vonz majd. Hogy
ezeknek az eredményeknek a jelentéségét megfelels perspektivabol értékeljik, érde-
mes a teriilet fejlédését id6rendi 4ttekintésben szemlélniink.

A kezdetek

Mikroszképokkal és tavesovekkel is foglalkozé irdsok maradtak rank a kézépkorbdl, a
legrégebbi fennmaradt lencsék pedig még az 6kori Asszir Birodalom idejére datalhatok.
Az els6 mikroszkdp szilletése azonban csak az ujkorra tehetd, eredete vitatott, de elsé
megalkotéjanak legtobben a holland szemiivegkészits Zachariah Janssen-t fogadjak el,
aki apjaval 1590 koriil elkészitette az elsé, legalabb két lencsés nagyitéeszkozt, melyet
azéta mikroszképnak neveziink. Galileo Galilei hasznélt els6ként homoru lencsét, Ro-
bert Hook nevéhez pedig az els6 mikroszkoépids szakkényv publikaldsa fiizédik 1665-
ben, mely egyben a sejtfogalom sziiletését is jelentette. A korai munkak kozt figyelemre
mélték Antonie van Leeuwenhoek eredményei, aki az 1670-es években olyan nagyitast
tudott elérni, amely mikrométer nagysagrendd targyak megfigyelését is lehet6vé tette.
Igy baktériumok elsé megfigyelései fiizé6dnek nevéhez. O egy egyetlen lencsébél allo
elrendezést hasznalt - ezért az 6 eszkoze felépités szempontjabdl inkdbb nagyitd, mint
mikroszkép -, a nagy felbontis titka pedig a pici gomb alaki lencse tokéletes ggmbhoz
kozeli megmunkaldsa. A lencsekészités részleteit nem adta tovabb, igy hasonl6 nagyi-
tast csak joval késébb, a 19. szdzadban sikerilt elérni. Eredményeinek hatésira sokan
attértek az egylencsés rendszerekhez. A mikroszképia korai korszakdban tehat az elért
képmindség leginkabb a lencse gyartasaval hozhaté 6sszefiiggésbe.

A klasszikus fénymikroszkép kialakulasa

A kovetkezé kozel 200 évben a tébblencsés rendszerek ttjan haladt tovébb a tech-
nika fejlédése. A mikroszképok egyre elterjedtebbé valtak, éstobb praktikus jitas is
tortént melyek az eszkéz hasznalhatésigan sokat javitottak. Ilyen az dltaldnos elren-
dezés, vagy a mintalemez megjelenése is. Elérelépés tortént a képalkotds minsségét il-
letSen is, f6leg a kromatikus hibak enyhitését sikeriilt elérni. Ez a kiil6nb6zé térésmu-
tat6ju lencsék hasznalatabdl, valamint tébb, de kisebb gérbiileti lencse hasznalatabol
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adddott. A mikroszképkészités azonban tovébbra is sokszor tapasztalati, mintsem
elméleti alapokon nyugodott. Ezzel ellentétben a tavcséveket Kepler 6ta pontos sza-
mitdsok alapjan készitették. Valtozast az hozott, hogy 1866-ban Carl Zeiss optikus,
mikroszképkészits felkérte Ernst Abbe-t a Goéttingeni Egyetem professzorat mikro-
szkopok tervezésére. Abbe nevéhez szdmos innovéaci6 fiz6dik. 1868-ban feltalélta az
un. apokromatikus lencsetagot melynek segitségével gyakorlatilag kikiiszobolhetsek
voltak a kromatikus hibak - ma is a legtébb mikroszkép objektiv ilyen felépitést.

1. dbra: A, Leeuwenhoek egylencsés eszkoze B, Hook mikroszkdpja
C, Klasszikus fénymikroszkop 19. sz-bol

Ezen gyors fejlédéssel egyidejileg felmeriilt a kérdés: Mi az elérhetd legnagyobb fel-
bontés - avagy - mekkora az a legkisebb tavolsig két pont kézétt, ahol a két pont mik-
roszképpal még elkilénithetd? A kérdésre szintén Abbe adott valaszt, aki kisérleti
uton els6ként bizonyitotta is allitdsit, miszerint a maximalis felbont4s a fény hullam-
hosszatdl fiigg. E meghfigyelés Abbe-féle limit néven valt ismertté. Mivel a jelenség a
fény hullimtermészetébdl adédik, igy a kvantummechanika megjelenésével az 4llitas
tovabbi megalapozast kapott, igy egyre biztosabbnak tiint, hogy az optikai mikro-
szkopok felbontdsat valéban nem lehet e hatar f6lé névelni.

2. dbra: A, Két pontszerii fényforrds képe az elkiilonithetéség hatdrdn B, Az Abbe-limit formula mely
kifejezi, hogy a maximdlis felbontds a fény hulldmhosszdtol limitdlt, valamint fiigg a mikroszképot
jellemzé tin. numerikus aperturdtol. C, Numerikus apertiira NA = nsin « egy mikroszkopra jellemzd
dllando, mely megadja, hogy az objektiv milyen nyildst kiipon beliilrdl képes a fényt fokuszdlni, n az
iiveg a kizegre vonatkoztatott torésmutatdja.
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A formuléba behelyettesitve, az alkalmazott lathaté fény hullimhosszat figyelembe
véve, az elérhet6 legjobb felbontasra 200-250 nm értéket kapunk, melyet a korabeli
mikroszképokkal nagysagrendileg sikeriilt is megkézeliteni. Az igy elért felbontds mar
elegendé eukariéta sejtek, és sok esetben baktériumok vizsgalatara is. A mikroszké-
pok fejlédése gyors iitemben haladt elére, Zeiss cége pedig révid idén belil a teriilet
legjelentésebb képvisel6jévé nétte ki magit, és haldbol Abbe-t is bevette a véllalkozas-
ba. A mikroszképia fejlédésének masodik f6 periédusban az optika fejlédése volt az
elérehaladas kulcsa.

A sokszini fénymikroszképia

A kells felbontas azonban énmagédban kevés amintak vizsgalatdhoz. Egy ilyen minta-
ban ugyanis a sejtek vagy a sejtszervecskék nem mutatnak nagy kontrasztot kérnye-
zetiikkel. Tehat hasonlé mértékben nyeli el a fényt egyik vagy mdsik sejtalkotd, vagy
akar a sejten kiviili métrix is. Ez aldl kivételt képeznek a pigmentek, szintesetek és
taldn valamelyest a sejtmag. Az nyilvanvalé volt, hogy a megfigyelni kivant részleteket
valahogy lathatébba kellett tenni. Igy a mikroszképok optikai fejlédésével egyiitt el-
indult a killénb6z6 sejtfestési eljarasok kialakuldsa is. Az els részleteiben is publikalt
se]tfeste51 moédszer 1858-ban keriilt kozlésre és Joseph von Gerlach nevéhez fiz6dik.
O agyi szévetekben eredményesen festette meg a sejtmagokat pajzstetvekbél kinyert
kérmin oldataval. A fényt erésen elnyeld festék hig oldatabdl szelektiven a sejtmagra
és annak bels6 részére adszorbealédott, ezzel piros szinével jél elkulénithetéen meg-
jelolte azt. Ezzel elindult az intracelluraris tér kémidjanak felderitése: a hisztokémia.
Hamar megkiilonboztetésre keriiltek savas és bazikus karaktert festékek, és ezek vi-
selkedése a sejten beliili térben. Szamos sejtfestési eljaras jelent meg, ezek koziil so-
kat a mai napig haszndlunk. Példdul a baktériumok osztalyozasanak maig az alapjat
képezi az 1884-ben Gram &ltalkszolt festési médszer, mely a baktérium sejtfalarél ad
szdmunkra informaciét.

A kidolgozott festési eljarasok nemcsak biol6giai kutatdsokat szolgéltak, hanem
hamar orvosi alkalmazast is nyertek. A szemészetben példaul maig hasznalt festék
a bengali vords és a lizamin zold a kiilénb6z6 szemsérilések kimutatasara. Az egy-
szer( szinez6anyagok/festékek azonban csak véges kontrasztjavuldst eredményez-
tek, hiszen a koérnyezetiikhoz képest elnyelésiik csak egy adott véges szorzéval lehet
nagyobb, mivel végtelen elnyelést nem lehet elérni. Ezzel szemben a fluoreszcencia
esetén a jelslsk egy adott hullimhossz tartoményban fényt bocsatottak ki, a kérnye-
zetiikben pedig idealis esetben nincsen ilyen tartomanyban emittalé fényforras. Igy
egy idealis kisérleti elrendezés esetén fluoreszcens jelsléssel végtelenszeres kontraszt
érhet6 el ajelslt és nem jelolt részek kozott. A fluoreszcens anyagokkal valé jelolés els-
nyeit a gyakorlatban hamar érzékelték, igy - ha sokkal egyszertibb megfontoldsokbdl
is -, de hamar hasznalni kezdték. Az elsé szintetikus fluoreszcens festék a fluoreszein,
melyet Adolf von Bayer 1871-ben publikalt, mar 1882-ben szemészeti diagnosztikai
alkalmazasra talalt. Erdekes azonban, hogy a fluoreszcens mikroszképia fejlédése csak
késébb tortént, fuggetlentl a fluoreszcens jelol6ktsl, kilén tton elindulva.

A mikroszképok alkalmazasi lehet6ségét tovabb bévitette, hogy a mintadnak nem-
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csak a fényelnyelését, hanem a fénynek a mintan valé szérédasat és egyéb kolcson-
hatédsat is vizsgalni kezdték. Ez kilonb6z6 megvilagitast/kisérleti elrendezéseket
kovetelt. Un. bright-field megvilagitisnak nevezziik, mikor a fényforrasbél a fény a
mintan, majd az objektiven keresztil a megfigyel6hoz jut. A minta tehat s6téten jele-
nik meg a viladgos hattér elétt, tehat ebbe a kategériaba tartoznak a korai mikroszké-
pok is. Az ehhez hasznélt megvildgitdsnak ma is alkalmazott formdja az 1893-ban
publikalt Kéhler-illuminacié. Ez a fényforrast teljesen defékuszélja, igy a minta mo-
gott nem latjuk a fényforrds pl. izz6szal alakjat - valamint lehetéséget ad a megvila-
gitas szabalyzasara is. Dark-field megvildgitasrél beszélunk, ha a fényforrasb6l nem
jut kozvetlentl fény az objektivbe csak a mintaval val6 kélcsonhatas (sz6rédas vagy
fluoreszcencia) soran. Ilyenkor sétét hattér el6tt latjuk a mintdbdl érkezé fényt. Erre
egyik els6 példa Zsigmondy R. 4ltal 1903-ban feltalalt ultramikroszkép, mely a fény
szérodasat vizsgalja 4tlatszatlan részecskékrdl. Az eszkoz igy kolloidok és aeroszolok
vizsgéalatdra volt alkalmas. Kolloidkémiai munkéssagarért és az ultramikroszkép felta-
lalasaért Zsigmondy 1925-ben kémiai Nobel-dijban részesiilt.

A fluoreszcens mikroszképids technikék is kivétel nélkil a Dark-field vilagitast al-
kalmaznak. Megjelenésiik a szintén Zeiss-nak dolgozé Kéhler nevéhez fiizédik. Mivel
az Abbe-féle 6sszefiiggés szerint révidebb hulldmhossza fénnyel nagyobb felbontas
érhet6 el, Kohler 1911-ben UV megvildgitast alkalmazott a mintakon, a képeket pedig
foto-papirra régzitette. Ekozben vette észre, hogy az UV fénnyel megvildgitott min-
ta egyes részei a besugarz6 fény hatdsara fényt bocsitanak ki, azaz fluoreszkalnak.
Ahhoz hogy, ezt a kibocsétott fényt zajmentesen detektélni lehessen, Heimstadt egy
szinszirével kiiszobolte ki, hogy a gerjeszté fényforrasbdl fény jusson a megfigyels-
héz. Igy 1929-ben megsziiletett az els6 tn. epifluoreszcencia mikroszkép, mely a flu-
oreszcens festési lehetdségek &ltal nyujtott jobb kontraszt tulajdonsigokat elséként
kisérelte meg hasznositani. A korai prébalkozasok azonban nem voltak meggyézéek,
problémat jelentett ugyanis a kell6 mennyiség(i gerjeszté fény koncentraldsa a min-
tara, valamint az emisszi6 zajmentes detektaldsa és a szelektiv jel6lés megvaldsitédsa.

A kovetkezd két évtizedben olyan technikak fejlédtek ki, melyek nem igényeltek je-
lolést, és a jol miikodo bright-field megvilagitast alkalmaztik. Ahhoz hogy a vizsgalt
rendszer lathat6va valjon, ezek a médszerek nem pusztan a fény elnyesését vizsgaljak.
Az 1930-as években megjelend faziskontraszt mikroszképidban pl. a mintdn sz6rédé
fényt lehetett felerésiteni a hattérhez képest, ami igy mintegy , auraként” emelte ki a
sejtek hatarfeliileteit. A médszer a sejtosztédas megfigyelésében vélt hasznossa. Fel-
talalojat, Zenrikét 1953-ban Nobel-dijjal jutalmaztak. 1955-ben alakult ki a médszer
tovabbfejlesztett véltozata az un. differencialis faziskontraszt mikroszképia (DIC),
mely a videokamerdk megjelenésével az 1980-as években jutott komoly szerephez.
Tovabbi jelolésmentes médszer a polarizaciés mikroszképia volt. A mintét egy sikban
polarizalt fénnyel bevilagitva az él6 szervezetben taldlhaté az aszimmetria-centrumo-
kat tartalmazé molekuldk ezen polarizacids sikot forgatjak, egy masodik polarsziiré
beépitésével a sikjaban elforgatott fény kisztirhet6 volt. Igy a vizsgalt mintak optikai
anizotrépiajat lehetett kihasznalni a kontraszt javitasara. Ez a médszer a sejtciklus és
a sejt belsé szerkezetének megfigyelésében vélt hasznossa.
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3. dbra: A, Osztédo sejt polarizdcios mikroszkdpids képe
B, Humdn hdmsziveti sejt fdziskontraszt mikroszkdpids képe

A fluoreszcens mikroszkdpia azzal kezdett el6térbe kertlni, hogy megsziiletett az
els8, nagy szelektivitast biztositd, széles kérben alkalmazhaté jelslési médszer: az
immunfluoreszcencia. Ebben elézetesen fluoreszcensen jelélnek immunglobulino-
kat, melyek aztdn specifikusan koétédnek a minta egyes makromolekuldihoz, &lta-
laban mas immunglobulinokhoz, mellyel a mintat elézetesen mar megjelolték. Az
1942-ben el6szor alkalmazott immunfluoreszcencia a mai napig szamos biol6giai
alkalmazasnak 6rvend. A fluoreszcens mikroszkép masik két problémat okozé té-
nyez6jét is sikerult lassan kikiisz6bolni. A kell6en fokuszalt és intenziv megvilagitas
biztositidsa a lézerek megjelenésével, az emisszié szelektiv detektaldsa pedig az un.
dikroikus tikor kifejlesztésével valt lehetévé. Innentdl kezdve a fluoreszcens mik-
roszképia a fénymikroszképia tobbi fajtijaval szemben egyre domindnsabba valt.
A hattérzaj tovabbi jelentds csokkentésére a konfokalis mikroszkép (CFM) adott lehe-
téséget, melynek koncepciéja 1961-ben sziiletett meg. Ennek lényege, hogy a minta
fokuszalt megvilagitasa egy ponton torténik és a kibocsatott fény is csak ugyanezen
pontbdl juthat az objektivbe. Tehat az eddigi ,wide-field” médszerekkel szemben egy
péasztaz6é mddszerrdl van szé, melynek magval6sitisdhoz vagy a fénynyaldb, vagy a
minta gyors és szabalyozott mozgatasa szikséges, igy ennek kivitelezésére csak 1987-
szintén a hattér csokkentését szolgilta. Ebben teljes visszaverddés segitségével 1ét-
rehozott Gn. tiinékeny hullam segitségével vilagitottak meg (TIRF) a mintanak csak
egy vékony, kozvetlenil a targylemez melletti szeletét. A bezsugazé fény igy nem ha-
tolt mélyebbre a mintdban, megakadalyozva ezzel a magas hattér létrejottét. A javuld
jel-zaj viszonyok mellett lehet6ség nyilt a sejtek hatarfelilletének tanulmanyozasara,
mas részek azonban nem voltak vizsgalhatdéak ezzel a médszerrel. Mind a konfokalis,
mind a TIRF technikak tehét csak egy vékony rétegrél adtak megfelels képet, a 3D-s
struktuara osszeillesztése ilyen metszetekbdl - kiilondsen él6 sejtek és gyorsabb folya-
matok esetén - nem volt lehetséges. A probléma megoldasként sziiletett meg a Zsig-
mondy-féle ultramikroszképpal egyezé rétegszeri megvilagitast alkalmazé médszer,
melyet a fénynek sikra meréleges fluoreszcens detektilasamellett 1993-6ta fény-ré-
teg mikroszképidnak neveziink (LSM). Bar ebben az esetben is minden kép csak egy
metszete a mintdnak, a minta forgatdsa kénnyen megoldhatd, igy a felvett metsze-
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tekbél rekonstrudlhaté az eredeti strukttra. A médszer kiterjedtebb mintékon is al-
kalmazhaté igy zigotak és embridk fejlédésében eredményezett (j megfigyeléseket. A
fluoreszcens mikroszkoép tipusokrél a 4. dbra ad 6sszehasonlito attekintést. A 1990-es
években sziiletett tovabbi Gjitds, amely a kiillénbo6zé fluoreszcens mikroszkédp tipusok
barmelyike esetén alkalmazhatd, hogy a gerjesztést nem egy, hanem két fele akkora
energi4ju fotonnal végezziik. Igy nagyobb hullimhosszakon torténhet a gerjesztés,
ami mind a behatolasi mélység, mind a hattér csokkenését eredményezi. A konfokalis
mikroszképia egy tovabbfejlesztett valtozata a 4pi mikroszkép, mely az 1990-es évek
kozepén valdsult meg Stefan Hell munkéassaganak koszonhetéen. Ez a két objektives,
Osszetettebb, interferométerrel kiegészitett elrendezés képes volt mindhirom tengely
mentén nagyon j6 felbontast adni, elérve ezzel a 100 évvel kordbban megfogalmazott
Abbe-limitaltal szabott korlatokat. Az optikai mikroszképia harmadik nagy korsza-
kéban sokszini és diverz mddszerré nétte ki magat. Ennek soranleginkabb a fizikai
felfedezések és a tovabbi segédtudomanyok 4j eredményeinek beépitése volt a hatéko-
nyabb képalkotasi technikak létrehozdsanak kulcsa.

Epifluoreszcencia mikroszkop Konfoklis mikroszkop (CFM)

Fény-réteg mikroszkop (LSFM) Totalreflexios mikroszkop (TIRF)
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4. dbra: A kiilonbozo fluoreszcens mikroszkop tipusok dsszehasonlitdsa 1, dikroikus tiikor 2, objektiv
3, fluoreszcesnsen jelolt minta 4, objektiv fokuszsikja 5, detektor és adatfeldolgozo egység 6, gerjesztd
fényforrds 7, pdsztdzo rés 8, cilinderes lencse 9, gerjesztd tiinékeny hulldm Képek: humdn tidészévet,

nyérc higyhdam sejt(CFM), egér agy in vivo(LSFM), fibroplaszt sejtmembrdnja (TIRF)
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Fénymikroszképia a molekulak szintjén

Bar altaldnosan a fénymikroszképok felbontéképessége az Abbe-féle §sszefuggés sze-
rint limitalt, afluoreszcens mikroszképia alkalmazasai mar a 1970-es években olyan
technikakkal béviiltek, melyek molekuldris folyamatok kévetését is lehet6vé tet-
ték. Ilyen technika volt a fluoreszcens korrelaciés spektroszképia (FCS), mely egyes
biomolekuladk kozti kolesonhatdsokat képes kovetni azaltal, hogy a két molekula kol-
csonhatdsakor mas fluoreszcens tulajdonsdgokkal biré komplexet kapunk. Ezzel a
madszerrel sikertilt kimérni a DNS jelélésére leggyakrabban hasznalt etidium-bromid
kotédésének kinetikajat. Tovabbi hasonlé médszer fluoreszcencia-visszatérés vizsga-
lata foto-elhalvanyodast kévetéen (FRAP). Ekkor a fluoreszcens jelz6molekuldkat a
minta egyik részérdl fénynyalab segitségével ,kiégetik”, és a minta t6bbi részérdl a
jelzémolekuldk transzportjat figyelik a sotét helyre. Igy membranfehérjék diffazios
sebessége és sok mds transzportfolyamat figyelheté meg. Tovabbi lépés volt a mo-
lekularis mérettartomany felé a Forster-tipusu rezonancia energiatranszfer (FRET)
kihasznaldsa. Ez esetben két olyan fluorofért alkalmaznak, melyek kozil az egyik
(donor) &ltal kibocsétott fény hullimhossza egyezik a masik (akceptor) altal elnyelt
fény hullimhosszaval. E feltételek mellett létrejohet az energiatranszfer, melynek
eredménye, hogy csak a masodik fluoreszcens jelz6vegyiilet altal kibocséjtott fényt
latjuk. Az ilyen dtmenetek valdszintisége pedig ismert mértékben fiigg a két fluorofér
tavolsagatol. Igy a két jelzémolekula, mint molekularis vonalzé tudnak informaciéval
szolgélni a képalkotas soran. A jelz6molekuldk mikrokérnyezete igy értékes informa-
ci6t adhat a mintarél. Nemcsak legkozelebbi jelslt biomolekula tavolsaga lehet ilyen
informaci6, hanem tobb a bioldgiailag fontos komponens koncentraciéja is (O,, Hr,
ATP, alkaliion-koncentraciok, Ca** stb.) melyek déntéen meghatarozzak az adott tér
kémiai/biolégiai miliGjét. Ezek méretitknél fogva sokszor azonban nem jelélhetSek.
Ezek kimutatdsdra az un. molekularis szenzorok alkalmasak, melyek elsé képvisel6i
1980-as évek elején a kalciumszenzorok. Ezek olyan fluoreszcens molekuldk, melyek-
nek a kalciummal térténé komplexképzés soran fotofizikai tulajdonsigaik megvaltoz-
nak. Ez ut6bbi indikdtorok az idegrendszer miitkédésének megismerésében jarultak
hozz4 jelent6s sikerekhez.

Ahhoz, hogy a mikroszképia elérjen egyszer a molekuldris mérettartomany vila-
gaba szikséges volt, hogy egyetlen fluoreszcens molekula detektaldsa is megvaldsit-
hat6 legyen. Ez el6szér alacsony hémérsékleten volt megoldhaté Moerner munkaja
soran. 1993-ban Betzig és Chichster szobahémérsékleten is el tudott ilyen eredményt
érni, melyben egy paranyi optikai iivegszallal — prébaval — pasztaztakvégig a mintat
(NSOM). A médszer kivitelezése azonban nehézkes volt, nem taldlt gyakorlati alkal-
mazasra. Az egyetlen molekula detektilasat TIRF mikroszképokban is hamar meg
tudtdk valésitani,igy egy molekula detektildséra ez a médszer valt domindnssa. Az
Abbe-féle limit értelmében a jelsl6k bar kiterjedt jelet adnak, egy Gauss-gorbe illesz-
tésével lehetséges egyetlen molekula pontos helyének meghatarozasa is. Azonban na-
gyobb jelsléstirtiség esetén— melyek biol6giai minték esetén szitkségesek — a jelolék
jelei 6sszeolvadnak, azokat semmilyen gorbeillesztéssel, dekonvolicids eljarassal mar
nem lehetséges elkiiléniteni és homalyos képet kapunk. A korai egy-molekuladetekts-
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lasok csillagkép szer( képeket tudtak csak szolgaltatni a mintardl, igy csak mas képal-
kotasokkal kombinalva (pl. faziskontraszt mikroszkdpia) tudtak értékes informaciét
adni.

A kovetkezd nagy el6relépés 1994-ben tortént, mikor a kordbban meduzibél izo-
lalt zold fluoreszcens fehérjét (GFP) genetikailag kédolni tudtdk és mds sejtekben
tetsz6leges fehérjékhez kapcsolva tudtak kifejezni. Ezzel genetikailag kédolhat6 flu-
oreszcens jelzémolekulat sikertilt létrehozni, ezzel megvalésitva él6 sejtekben is a
molekuldris szintd jelélést. A kordbbi megoldds, az immunfluoreszcencia leginkabb
csak nem él6 sejtek esetén hasznalhat6 jol, ugyanis az immunfehérjék nem képesek
a sejtmembranokon 4tjutni, igy a sejt csak kell6 mintael6készités utan vizsgalhaté. A
fluoreszcens fehérjék fejlesztése robbandasszertien indult meg, hogy kilénb6z6 szint
és minél fényesebb és nagyobb fotostabilitdsa fluoreszcens fehérjék alljanak rendelke-
zésre a minték jelolésére. A fluoreszcens fehérjéket tovabbi molekularis szenzorokkal
kombinaltak, sok esetben a FRET jelenséget kihasznalva a jel6l6 mikrokérnyezetétsl
fuggben szinvaltd jelsloket lehetett létrehozni. A fluoreszcens fehérjék és dsszetet-
tebb rokonaik szdmtalan olyan komplex folyamat lefolyasardl tudtak j6 képet adni,
mint pl.fontos enzimiink, a protein kindz A szabalyzadsa. Nem meglepd, hogy 2008-
ban a fluoreszcens fehérjét dijazva adtédk a kémiai Nobel-dijat.

Az optikai alaptt molekularis mikroszképia korszakat végiil olyan technikai gjitasok
hozték el, melyek a tébb mint 100 éve leirt Abbe-féle limit korlatait megkerilve un.
szuperfelbontdsu képalkoté médszerek megjelenéséhez vezettek. Az elsé ilyen eljaras
a 2000-ben megvalésitott, az aradi sziiletés( S. Hell nevéhez fiz6d6 an.STED mikro-
szképia volt. Ennek lényege, hogy a fluoreszcencia gerjesztés soran hasznalt gerjesztd
nyaldbot - mely az Abbe-limitnek megfelelden szintén ki kell, hogy terjedjen - egy ki-
olté nyaldbba kombinaljuk. A kiolté nyaldb stimuldlt emisszié segitségével megsziin-
teti a gerjesztett allapotot, igy a detektélaskor az erre a térrészre esé fluroférokbol
nem érkezhet fény. A kiolt6 nyaldb segitségével olyan kicsi gerjesztési térfogatot lehet
létrehozni, mely kisebb az Abbe limit altal szabott hatdroknal. E kicsi gerjesztési tér-
fogattal a mintan végigpasztizva csak annyit kell eldéntentink, hogy van-e az adott
térfogatban fluorofér. A detektoron kapott jel, bar az Abbe-limitnek megfelel6en ki-
szélesedik, a felbontas korlatja méir nem a jel kiszélesedése lesz, hanem a pasztazé
gerjesztési térfogat mérete, illetve hatdrainak pontossiga. Ez pedig azzal 4ll §ssze-
fuggésben, hogy a kiolt6 nyaldb mennyire hatékonyan tudja megszintetni a gerjesz-
tett allapotokat, ami az alkalmazott fluoroférra jellemzé. E dolgozat irdsakor ezzel a
modszerrel a vizszintes irdnyu felbontés hatara é16 mintdkon néhany 10 nm, szilard
mintdkon néhany nm.
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A = B

Kiolté nyalib

gerjeszid nyalib

Gerjesz1d nyalib -
gerjesztés helye

minta phsztizisa

abjektiv

5. dbra A, konfokdlis mikroszkdp miikodése B, STED mikroszkdop miikédése

2002-ben megjelentek olyan fluoreszcens fehérjék melyek fluoreszcencidja egy adott
hullamhosszt fénnyel besugirozva ki-, egy masik hullimhosszu fénnyel pedig bekap-
csolhaté volt (PA-GFP). Nem sokkal ezutdn kismolekulas fotokapcsolhaté jelzévegyii-
letek is megjelentek. Ezek a fotokapcsolhatd jelélék az Abbe-limit megkeriilésének egy
Uj médjat teszik lehet6vé. Az aktival6 fénynyaldbbal a mintat kis intenzitassal sugaroz-
zuk be ugy, hogy ez csak kevés szamu fluoroférral lépjen kolcsonhatasba, igy az sszes
jelols csak egy toredékének bekapcesolasat eredményezze. A kevés szamu gerjesztett
fluorofér lehetdvé teszi, hogy a jel forrdsanak helyét Gauss-féle illesztéssel pontosan
meghatédrozzuk. Ezek utan a kikapcsolé hullimhosszon sugarozzuk be a mint4t, majd
a ciklust sokszor ismételjik. A felvételek egymadsra vetitésével nagy felbontasu ké-
pet nyerhetink. Ezek a mddszerek a jelsl6tél fiiggéen STORM, PALM mozaiknevekre
hallgatnak, és a 2000-es évek masodik felében sikerilt ket megvaldsitani. Ilyen ese-
tekben a felbontas elméleti limitje a gérbeillesztés, melynek pontossagat az hatirozza
meg, hogy a jelet milyen jel/zaj viszonyok mellett sikeriilt rogziteni. Ennek javitasara
elsésorban a fénnyel jél kontrolldlhat6, nagy fényességi jelzévegyiiletek adnak lehe-
téséget. Ezekkel a médszerekkel jelenleg a felbontaslimitje fluoreszcens fehérjékkel
néhany 10 nm, szintetikus jel6l6kkel 10 nm.

1.d kioltg pulzus 2, jelolok lokalizilisa
gorbeillesztéssel

Lb gerjeszt5 pulzus

La aktivilo pulzus —‘

abjekiiv

3, Lokalizilt jelolok
egymisra vetitése
minta

1¢ kép felvétele, melyen ‘{i
furofrok jelei egyenként elkilnithetdk ‘ ((_y

6. dbra Az egy-molekula-lokalizdldson alapulé médszerek (PALM, STORM) dltaldnos miikidési elve
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A szuperfelbontdsu technikdk igy két csoportra oszthatéak. A determinisztikus
(STED), melyben a fluorofért adott helyen ,keressuk” és sztochasztikus (PALM,
STORM), melyben véletlenszer( helyen tapasztalunk fluoreszcenciat, majd ezt lo-
kalizaljuk. K6z6s azonban e mdédszerekben, hogy kialakuldsukhoz a fluoreszcencia
~fénnyelkapcsolhatésagira” van sziikség. A mddszerek kiemelked§ jelentéségét mu-
tatja, hogy 2014-ben kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak ezeket. A technika relative gyor-
san elért a felhasznaldi réteghez, a cikk irdsakor mar tébb nagyobb cégnek kereskedel-
mi forgalomban kaphaté szuperfelbontésa mikroszképjai megvasarolhatok.

Mind a korabbi molekuldris kélecsénhatdsokat vizsgalé technikak, mind a kilénbé-
z6 szuperfelbontasu technikak esetén elmondhatd, hogy a fluoreszcens jelzévegyiilet
szerves része a képalkotdsnak, tulajdonképpen a mikroszkép részének tekinthetd.
A fejlédést is mindegyik esetben a fluoreszcens jelzévegytilet valamely 6j, vagy mar
létez6 tulajdonsaganak felismerése és alkalmazasa jelentette. A fluoreszcens jelzéve-
gyiiletek fejlesztése a kémia targyat képezik, igy barmilyen furcsan hangzik az allitas,
napjainkban a vegyészet eredményeihez fliz6dnek leginkdbb az optikai mikroszképia
nagy eredményei. Nem véletlen hit, hogy egyéni kutatémunkam téméjaul is ilyen flu-
oreszcens jelzévegyiiletek fejlesztését vilasztottam.

Az optikai mikroszkoépias technikdkrél igy elmondhaté, hogy szamtalan biol6giai
felfedezéshez jarultak hozza. Ez a napjainkban is dinamikusan fejl6dé tudoményterii-
let pedig egy diverz és egyre javulé eszkoztarat biztosit, hogy a legkiillénbézébb min-
tak vizsgalatidhoz szitkséges igényeket is egyre jobban kielégitse.

I. Kezdelck

1. Klasszikus Enymikrosekopia

. .

IV. Fé ||\n||L|\| /L dpia a me sI ckulik szintjén

Abbe-féle limit (0.2 pm)

hangya hajsril embi scit bakitériom  mitokondrium |
H/ i i "*/\ 11 @ ;:

| mm 100um 10y Ipm § 100 am 10 Inm

i B

7. dbra Optikai mikroszkdpia idében és térben
A, Felfedezések idévonala B, Vizsgdlandé mintdk méret tartomdnya
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