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A fénymikroszkop felbontasi hataranak attorése?

STORM (Stochastic optical reconstruction microscopy)

Mihelyiinkben Az endokannabinoid jelpdalya molekularis szervezodése és szerepe a
szinapszisokban cimmel tartott el6adast dr. Katona Istvan (MTA KOKI, Molekularis Neurobioldgia
Kutatocsoport) . Ez eldadds soran sokat megtudhattunk az endokannabinoid jelatvitelrdl, de az
eléadas nem szoritkozott a kutatasi eredmények targyaldsara, hanem betekintést nyujtott a kutatés
gyakorlataba is. A gyakori kérdések mellett: mi lehet a jelpalya szerepe, mik lehetnek az alkoto
elemei, hol helyezkednek el az alkotdelemek; arra kérdésre is valaszt kaphattunk, hogyan
hatarozhatjuk meg az alkotoelemek pontos elhelyezkedését? Ekkor keriilt emlitésre a STORM
elnevezésre hallgaté mikroszkdpias technika, mely annak ellenére, hogy elektronmikroszkop helyett
fénymikroszkopot hasznal, mégis képes nanométeres felbontast biztositani.

Napjainkra a technologiai fejlddésnek hala mar a fénymikroszképok felbontasanak nem a
lencsék tisztasdga vagy mindsége szab hatart, hanem maga a fizika. Egy fénymikroszkdp
feloldoképességét harom tényezd hatarozza meg: a hasznalt fény hulldmhossza (1), a mikroszkép
objektivje és a minta kozott 1évo kdzeg torésmutatdja (n), valamint az objektivbe jutd fénynyaladb
félnyilasszogének a szinusza (sin(w)). d=A/[n-sin(u)] Ezeket a paramétereket optimalizilva is a
maximalis feloldoképesség csupan 200nm koriili.

A 200nm-nél kisebb molekuldk lathatova tételét ugy lehet konnyen megoldani, ha valamilyen
modon jeldljiik azokat. gy ugyan a felbontas nem valtozik, de mégis tudjuk, hogy a latotéren beliil
hol helyezkednek el a vizsgalni kivant objektumok. Erre a legalkalmasabb a fluoreszcens jelolés.

A fluoreszkalas egy fizikai jelenség, melynek soran egy anyag elnyel (abszorbeal) bizonyos
hullamhosszsagi fénysugarakat (gerjeszté fény) és ennek hatasara fényt bocsajt ki a bejovo
sugarzastol eltérd hulldimhosszon. Ez a jelenség a megfeleld optikai sziirék és dikromatikus tiikor
(egy adott hullimhossznal révidebb hulldmhosszii fénysugarakat tiikorként veri vissza, mig a
nagyobb hulldmhosszii fénysugarakat atengedi) felhasznalasaval lehetdvé teszi, hogy csak a
fluorofodr altal kibocsajtott fény jusson el a detektorba.

A fluoreszcens mikroszkdpia hatalmas eldnye, hogy noninvaziv, igy lehetséges az ¢€losejtek
valosidejli vizsgalata is. Ezért érthetd, hogy miért folynak olyan kutatdsok, melyek a fluoreszcens
mikroszképok felbontasat probaljak javitani. Ilyen kutatdsok vezettek el a STORM

megsziiletéséhez.



A STORM elnevezés az angol stochastic optical reconstruction microscopy névbdl képzett
betlisz6 a moddszer megnevezésére, melyet magyarul nevezhetnénk sztochasztikus optikai
rekonstrukciés mikroszkopnak, vagy, egy kicsivel magyarosabban, valoszinliségszamitasra épiild
helyreallitasos fénymikroszkopnak. Ez a forradalmian 11 eljaras csupan néhany pontban kiilonbozik
az atlag fluoreszcens mikroszkopnal megszokottaktol.

Elészor is a kivant molekula jeloléséhez olyan specialis fluoroférokat illetve fluorofor
komplexeket alkalmaznak, melyek bizonyos fénnyel vald megvilagitas hatdsara atvaltanak
gerjeszthetd allapotbol nem gerjeszthetd allapotba és viszont (photoswitchable fluorophore).
Példaul ilyen tulajdonsagokkal rendelkezik a Cy5 elnevezésii festék. A Cy5 festék vords fénnyel
gerjeszthetd, valamint gerjesztés utan atkapcsol inaktiv (nem gerjeszthetd) allapotba. Ebben az
allapotban a festék nem fluoreszkal, ahhoz, hogy a Cy5 festék ismét miikodoképes fluorofor legyen,
zold fénnyel kell bevilagitani, de még egy Cy3 festékre is sziikség van, mely segiti a Cy5 festék
helyreéllitasat. Ezen festékek tobb szdz ki-bekapcsoldsi ciklust képesek elviselni mieldtt
elveszitenék fluoreszcens tulajdonsagukat.

Misodszor a mintdt nem folyamatosan vilagitjdk meg a gerjeszté fénnyel. Ehelyett eldszor egy
hosszu és intenziv gerjesztd fénnyel vald besugarzassal az osszes festéket inaktiv allapotba alakitjak
at, majd tobb megvilagitasi ciklus kovetkezik, melyek teljesen azonos felépitésiiek. A ciklus egy
rovid aktivalo besugarzasbol és egy hosszabb gerjesztd és egyben inaktivald besugarzasbol tevodik
Ossze. A rovid aktivald besugarzas hatasara a fluoroféroknak csupan egy része keriil gerjeszthetd
allapotba, majd a gerjesztd fény hatdsara fluoreszkalnak és inaktiv allapotba keriilnek. Az koélesonzi
a modszer sztochasztikus jellegét, hogy teljesen a véletlen fliggvénye, hogy mely fluoroférok

valnak gerjeszthet6ve.
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Végiil kovetkezik a szamitogépes képfeldolgozas. Ennek sordn az Osszes gerjesztéses
megvilagitas sordan késziilt képeken, olyan maganyosan elhelyezkedé fluroféorokat keresnek,
melyekrdl kelld mennyiségii foton érkezett a detektorba, majd leolvassék a legintenzivebb pontok x
¢és y koordinatait. Ezt kovetden minden egyes fluorofor esetén elkészitik az eloszlasi fliggvényét,
melyet a legkisebb négyzetek elve szerint illesztenek egy kétdimenzids Gauss-gérbéhez, mely

alapjan mar megadhat6 nagy bizonyossaggal a fluorofor helyzete.
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Ezen valtoztatdsoknak koszonhetéen a mddszer feloldoképesség akar a 20nm-t is elérheti. A
STORM cianin festékkel (Cy3 és Cy5) jol hasznalhaté nagy felbontast képek készitésére
fluoreszcens in situ hibridizaciok valamint immunhisztokémidk esetén. Megfeleld tulajdonsagu

fluoreszcens fehérjék esetén akar €losejtek valdsideji vizsgalatara is felhasznalhato.
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