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Eloszo

El6sz06, amit ,,haszndlati utasitds”-nak is nevezhetnénk. A konyvben gyak-
ran szerepelnek zardjeles kifejezések, amelyek célja, hogy konnyitsék az
olvasast. Alkalmazasuk a kovetkezd esetekben fordul el&:

— A (NAGYBETU szAM) formatum az idézett irodalomra vonatkozik.
Ezek egy részét folyodiratokban fellelhetd cikkek teszik ki, ekkor a NAGY-
BETUS sz0 az els6 szerzd nevét, a szam a cikk megjelenésének évét jelenti.
Amikor a NAGYBETUs sz0 intézményekre, cégekre vonatkozik, akkor az
évszam hidnyzik, mert a cégek az esetek tilnyomé tobbségében nem
kozolnek id6pontot. A harmadik lehet6ség az, hogy a NAGYBETUS sz6 a
YouTube-ra vagy a Wikipedidra utal, ekkor az évszam hidnyat az infor-
macionak az internetrdl valo letoltési ideje helyettesiti. A konyv harom
részéhez kiilon irodalomjegyzékek tartoznak.

— A (kisbettis zdrdjeles megjegyzések) a vizsgan nem szamonkérendd
informécidkat tartalmaznak. Példdul egy zardjeles (angol kifejezés)
azt segiti eld, hogy az interneten utdna lehessen keresni a széban forgd
témanak angol nyelven. Masrészt szdmos olyan angol kifejezéssel talal-
kozunk, amelynek eddig nem volt magyar megfeleldje. Ilyenkor az angol
kifejezés kapcsolatot 1étesit az angol és a magyar szakirodalom kozott.

— A (kisbetlis zdrdjeles megjegyzések) masik tipusa kutatok, tudo-
sok nevét vagy numerikus adatokat tartalmaz, vagy olyan informéciot,
amelyek memorizéldsa sziikségtelen. Ezek dtugrasa javithatja az olvasds
élményét.

A konyvben szerepeld roviditések angol és magyar felolddsa a konyv
végén taldlhat6. A szovegben egy 1d0 utdn ezek a betliszok helyettesit-
hetik a tobb sz6bdl 4ll6 megnevezéseket.

J6 szorakozast!
A szerzd

Koészonetnyilvanitas

A szerz6 megkoszoni Kittel Agnesnek és Pécz Bélanak, a Magyar Tudo-
méanyos Akadémia doktorainak a kézirattal kapcsolatos segitségiiket.
Koszonet illeti dr. Karabélyos Csabat a szakmai és Sz€ll Szilviét a nyelvi,
valamint tipografiai lektoralasaért.






1. rész

A FLUORESZCENS MIKROSZKOPIA
HAGYOMANYOS MODSZEREI

1.1. A szuperfelbontas el6zményei didhéjban

A konyv célja a fluoreszcens mikroszkdpia bemutatdsa hirom szinten: az
alapok, a specidlis modszerek és végiil a szuperfelbontds szintjén. A szu-
perfelbontds a 2014-es kémiai Nobel-dij (Eric Betzig, Stefan W. Hell
és William E. Moerner) miatt keriilt nemcsak a szakemberek, hanem
a nagykozonség érdekl6désének kozéppontjdba is. A szuperfelbontds a
klasszikus fénymikroszkopra jellemz6 kb. 200-250 nm-es felbontési
hatdrndl legaldbb kétszer jobb felbontast jelent. A fejl6dés napjainkban
ott tart, hogy nem ritka a tizszer jobb felbontds, azaz 20-25 nm sem.

Mar a 2. részben targyalt specidlis fluoreszcens mikroszkopia is lehe-
toséget ad az €16 sejtek dinamikus véltozdsaiba betekinteni két vagy
harom dimenzidban, akar hosszu 1d6n keresztiil, anélkiil, hogy a vizsgalt
életfolyamatokat befolydsolndnk. A szuperfelbontas pedig tovabb bdviti
a lehet6ségeket a sokkal jobb felbontoképesség révén. Ettdl az varhato,
hogy forradalmasitja a biologiat és az orvostudomanyt.

A fénymikroszkdpia (és a hozzdkapcsolddd tudomanyégak) fejlédésé-
bl csak néhany ddtumot ragadunk ki, amelyek mérfoldkoveket jelentettek:

1590 A holland Hans Jansen és fia, Zacharias Jansen megalkotja az elsd
Osszetett fénymikroszképot.

1609 Galileo Galilei kifejleszti a konvex és konkav lencsébdl 4116 dssze-
tett mikroszkopot, majd 1624-ben bemutatja Federico Cesi herceg-
nek, az Accademia dei Lincei alapitéjanak.

1674 Antonie van Leeuwenhoek egyszerli mikroszkopot fejleszt ki biolo-
giai vizsgélatokra, €s emiatt 6t tekintik a ,,mikrobioldgia atyjanak™.

1873 Ernst Abbe felfedezi a fénymikroszkép felbontésat korlatozo diff-
rakcids hatart.

1913 A Zeiss cég megkezdi a lumineszcens mikroszkop gyartasiat August
Kohler, Henry Siedentopf, Moritz von Rohr és médsok tuttdré mun-
kajat kovetden.

1956 Marvin Minsky megalkotja a konfokdlis mikroszképot.

1960 Theodore H. Maiman megépiti az elsé miikodd 1€zert.

1962 Shimomura Oszamu felfedezi a z6ld fluoreszkdlo fehérjét (GFP).
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1980 -as évek A konfokadlis 1ézer fluoreszcens mikroszkdp standard tech-
nikava valik.

1984 Aaron Lewis és Dieter Pohl csoportja egymastol fiiggetleniil meg-
alkotjdk a kozelteres (lencse nélkiili) pasztdzé fénymikroszkopiat
(angol roviditése NSOM vagy SNOM), amely az Abbe-féle diff-
rakcids hatar els6 attorését jelentette.

1994 Megjelenik Stefan Hell és Jan Wichmann elméleti munkdja, amely
lehetdvé teszi a stimulalt emisszid kiiiritése alapjan torténd (STED)
szuperfelbontasu mikroszkop kifejlesztését.

1999 A STED mikroszkop elsd kisérleti megvaldsitasa (Stefan Hell és
Thomas Klar), a diffrakcids hatdr olyan attorése, amely a bioldgiat
forradalmasithatja.

2008 Martin Chalfie, Shimomura Oszamu és Roger Tsien kémiai
Nobel-dijat kapnak a z6ld fluoreszcens fehérjével (GFP) kapcso-
latos munkédjukért.

2014 Eric Betzig, Stefan Hell és William Moerner kémiai Nobel-dijat
kap a szuper-felbontasu fluoreszcens mikroszkopidért.

A klasszikus €s a fluoreszcens fénymikroszkopia kdzos vondsa, hogy a
vizsgdland6 objektumot fénnyel vildgitja meg. A kiilonbség kozottiik
abban éll, hogy a klasszikus fénymikroszképidban a besugarzo fény meg-
véltozasdt haszndljuk képalkotdsra, a fluoreszcens fénymikroszképidban
pedig a besugarz6 fény altal gerjesztett fluoreszcens fényt.

A fluoreszcens mikroszkdpia tobbek kozott az igen nagy érzékenysé-
gével és kontrasztjdval tlinik ki. Egyik legfontosabb alkalmazasi teriilete
a bioldgia, ezért a vizsgdlodas méretskdldjat biologiai objektumokkal
érzékeltetjiik:

diffrakciés hatar
10 um 1um : 100 nm 10nm 1nm1A

; 8
®

emléssejt bakterialis influenza- 26ld
sejt virus fluoreszcens
fehérje
mitokondrium  riboszéma  kis molekula

1.1.1. dbra. Méretskdla szemléltetése (Huang 2010)

Az 1.1.1. dbran jelzett diffrakciés hatarra a kdvetkez6 alpontban tériink ki.
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1.2. Optikai alapfogalmak

A mikroszkopokat jellemezhetjiik a nagyitdssal vagy a felbontassal.
A nagyitdssal val6 jellemzés pontatlan, mert egy bizonyos nagyitds felett
a nagyitds ,,iiressé valik”, nem latunk Gjabb részleteket. Egy fénymikro-
szkép nagyitdasa kb. 1000-szeres értékig hasznos, ezen feliil iires a nagyitas.

Szerencsésebb a mikroszképot a felbontdssal jellemezni, amely az a
tavolsdg, amelynél két pontot még kiilondllé objektumnak latunk. Ez
a fénymikroszkopndl kb. 200 nm, és fiigg az alkalmazott fény hullam-
hosszatol.

A fénymikroszkopok felbontdsét a diffrakcio jelensége korlatozza. Az
irodalomban gyakran hasznéljik a ,,diffrakci6 altal korlatozott felbontds™
kifejezést (angolul: diffraction limited resolution). A fény elhajlik az
objektivlencse foglalatdn, ennek kovetkeztében egyetlen pont képe elmo-
sédott koncentrikus korokbdl allo diffrakcids képpé, az un. Airy-képpé
valik (angolul: Airy pattern George Airy [1801-1892] brit csillagdsz tiszte-
letére). Az Airy-kép kozépso foltjat Airy-diszknek nevezziik (1.2.1. dbra).

Airy-kép intenzitaseloszlas az Airy-képben

Airy-diszk @

tubuslencse 0 1AU

tavolsag

1 AU tavolsag = 1,22 A/NA

objektiv

: gontforrés

fényforras
1.2.1. dbra. Pontforrads képe, az Airy-kép

Megragadjuk az alkalmat a gyakran haszndlt tdvolsagegység, az Airy-egy-
ség definici6janak megaddsara (Airy Unit, roviditve AU): az intenzitds-
maximumot koriilvevd két intenzitdsminimum kozotti tdvolsag:

1 AU = 1,22 AM/NA (1.2)

ahol A a fény hulldmhossza,
NA a numerikus apertira, NA = nsin0,
n a torésmutato,
0 az objektivlencse nyilasszogének a fele.
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ovjektiv LS

pontforras . 8

— )

1.2.2. dbra. A fél nyildsszog (9) definiciojdhoz

Két egymashoz kozel 4116 pont képében a megfeleld Airy-képek részle-
gesen atlapolodnak (1.2.3. dbra). A két pont akkor tekinthetd felbontott-
nak, ha a hozzdjuk tartoz6 Airy-képek maximumai kozé legaldbb egy
minimum is esik. Ekkor a két Airy-kép maximuma kozott egy 26,3%-os
intenzitas-,,gddor” van.

al b/

100%

1.2.3. dbra. a) Egy pont és b) két kozeli képpont Airy-képe

Az Airy-kép matematikai formdja un. pontkiterjedési fiiggvény (Point
Spread Function, PSF).

A diffrakci6 éltal limitalt felbontéképességre el6szor Ernst Abbe adott
kvantitativ 0sszefiiggést 1873-ban, amelyet Lord Rayleigh pontositott
1896-ban.

Az Abbe dltal adott, diffrakcié altal korlatozott felbontds az optikai
tengelyre meréleges x-y sikban

A
2n sin@ (1.3)

ahol 1 a fény hullamhossza,
n a torésmutato,
0 az objektivlencse nyildsszogének a fele, miként azt az (1.2)
egyenlet kapcsan mar definidltuk.
Az ugyancsak Abbe altal adott felbontds az optikai tengellyel parhu-
zamos z iranyban:

21
(nsind)? (1.4)
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Mig 550 nm-es z6ld fényt és 1,4 numerikus aperttrat feltételezve 196 nm
felbontast kapunk az x-y sikban az (1.3) képlet szerint, addig a z irdnyban
561 nm-t az (1.4) képlet szerint.

Rayleigh az Abbe-képlet 0,5-es szorzo tényezgjét 0,61-re modositotta,
igy a Rayleigh-felbontds az x-y sikra vonatkozdan:

0,614
n sind (1.5)

ami az el6z6 szampéldaban kapott 196 nm helyett 239 nm-t eredményez.
Az livegek torésmutatdjat és a szinuszfiiggvényt figyelembe véve az
1,4-es numerikus apertira nagynak szamit (1.2.4. dbra).

4x-es objektiv
NA = 0,16

100x-0s objektiv
NA =14

1.2.4. dbra. Kis és nagy numerikus apertiira szemléltetése

Az Airy-kép nem teljesen forgasszimmetrikus, hanem elliptikus alaku,
ami abbdl adddik, hogy az objektivet elhagy6 hulldmfront nem szim-
metrikus.

A felbontés javithat6 hullimhossz csokkentésével, a numerikus aper-
tdra novelésével, immerzids olajok alkalmazdsaval. Az elsé siker a diff-
rakcios korlat megkeriilésére a lencse nélkiili kozelteres leképezéssel
sikeriilt 1984-ben. Késdbb a tavolteres szuperfelbontdsu fluoreszcens
technikdk segitségével sikeriilt a fénymikroszképos felbontast 10-20
nm-re javitani. (A tavolteres kifejezés 1ényegében a lencsék segitségével
torténd leképezést jelenti.)

Ez a konyv kizardlag a tavolteres leképezéssel foglalkozik, akkor is,
ha kiilon nem emlitjiik.

A diffrakcids hatar nem olyan éles, mint ahogyan az 1.1.1. dbran jelolve
van. El6ljar6ban annyit, hogy fiigg a fény hulldimhosszatél, és erésen eltér
a képsikban (x-y sik) és az arra merdleges un. axidlis irdnyban (z irdny).
Az x-y sikban kb. 200-250 nm, z irdnyban kb. 500-800 nm.
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Erdemes Gsszevetni a fénymikroszképpal és elektronmikroszképpal
elérhetd felbontdsokat. Az 1.2.5. dbra alapjan a diffrakcio altal korléto-
zott fénymikroszkdpia felbontdsat a szuperfelbontastol egy nagysdgrend
valasztja el, majd djabb egy-egy nagysagrendnyi javulds figyelhetd meg
a pasztazo elektronmikroszkdpia és a transzmisszids elektronmikro-
szkopia irdnyédban.

I<— Fénymikroszkopia (mélységi felbontéas)

|<— Fénymikroszképia (lateralis felbontas)

|<—- Szuperfelbontast mikroszkopia

|<— Pasztazd elektironmikroszkopia

|<— Transzmisszids elektronmikroszkopia

001nm O, inm 1nm 10nm 100nm 1um 10um 100um 1mm

1.2.5. dbra. A fénymikroszkopia és elektronmikroszkopia felbontdsa

Ha azonban figyelembe vessziik, hogy fénymikroszképpal az €16 sejte-
ken beliil lezajlé folyamatok dinamikdja kovethetd, és ez elektronmikro-
szkoppal viszont nem lehetséges, akkor arra a kdvetkeztetésre juthatunk,
hogy a felbontéképesség sokszor sziikséges, de nem elégséges feltétele
egy feladat megoldasanak. A sejtbioldgiai folydiratokat dtlapozva azt
taldljuk, hogy a sejtekrdl késziilt képek tobb, mint 80%-at fluoreszcens
mikroszképpal készitették (Huana 2010).

A fény kettSs természetii, elektromdgneses hulldamként és részecske-
ként (foton) is viselkedik.

Az elektromagneses spektrum lathatd része igen sziik tartomany (400—
700 nm) (1.2.6. dbra). Ha az anyag tulajdonsdganak a megismeréséhez a
teljes elektromégneses spektrumot (lathat6 és lathatatlan részt egyardnt)
hasznositjuk, akkor is csak az anyag kb. 4,9% szazalékat ismerhettiik
meg eddig, mert a sotét anyag és sotét energia teszi ki a hidnyzo 95,1 %-
ot (WIKIPEDIA 3).

A szin igen értékes informécio, az elektronmikroszkdépok nem tudjak
visszaadni. Az emberi szem érzékenységének optimuma kb. az 555 nm-es
hullamhosszra esik, itt a vorosnél kb. 30-szor kisebb intenzitasu zold
fényt képes észlelni. Az 1.2.6. dbra bal szélén lathaté 400 nm is fontos
érték. Az optikai szakiizletekben tgy ellendrzik a napszemiivegiink védé
hatdsat, hogy a 400 nm-nél rovidebb hulldimhosszu ultraibolya sugéarzds
ne menjen 4t rajta.
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1.2.6. dbra. Az elektromdgneses spektrum (fenn) és annak ldthato része (lenn)

Kiilonos, hogy bar a lathat6 tartomény felsé hatarat 750-760 nm-ben
szoktdk megadni, egyes kisérletekben 1060 nm-es hulldmhosszisagu
infravoros sugarzdst is képesek voltak emberi szemmel észlelni (SLINEY
1976).

A fluoreszcens mikroszképidban a fluoreszcens festékeket vagy az
optikai szlir6ket a fény hullamhosszaval (1) szokas jellemezni.

E =hv = hc/x (1.6)

ahol FE a sugdrzds energidja,
v a fény frekvencidja,
h a Planck-allando,
c a fény sebessége vikuumban.

A fluoreszcens mikroszkdpidban nemcsak a lathaté fénytartomanyt hasz-
ndljuk ki. Bar az ultraibolya sugérzds alkalmas fluoreszcens gerjesztésre,
de ekkor 1éphet fel sugarkdrosodds a biol6giai mintdkban a legnagyobb
valoszintiséggel. Az infravorods tartomany is hasznosithat6 gerjesztésre,
ezt a kétfotonos és tobbfotonos mikroszképidnal fogjuk latni. Az infravo-
ros sugarzas kevéssé szorddik, mélyre hatol, és kis sugarkarosoddst okoz

a mintdban (WIKIPEDIA 4), ami €10 sejtek vizsgélatdndl fontos szempont.



