
Nagyfeloldású lokalizációs mikroszkópia,
avagy a „sok kicsi sokra megy” igaz története

Napjainkban  az  optikai  mikroszkópia  egyik  fontos  kutatási  iránya  a  molekuláris  szintű 
folyamatok követése biológiai rendszerekben, lehetőleg valós időben. Ehhez elengedhetetlen 
a feloldóképesség javítása és így minél finomabb struktúrák leképezése, láthatóvá tétele. A 
klasszikus optikai mikroszkópiában a feloldóképességet a diffrakció limitálja. A még éppen 
feloldható két pontszerű objektum távolsága a Rayleigh-kritérium alapján adható meg, amely 
oldalirányban tipikusan 200-300 nanométer,  tengelyirányban pedig  500 nanométer.  Ez azt 
jelenti, hogy egy ilyen paraméterekkel jellemzett tartományon belül nem oldható fel a minta 
struktúrája. 

Ezt  a  korlátot  az  elmúlt  években  néhány  fluoreszcens  mikroszkópiai eljárással  sikerült 
megkerülni, tulajdonképpen kijátszani. Ezek a technikák lehetővé tesznek néhányszor tíz nm-
es  térbeli  feloldást,  versenyre  kelve  ezzel  a  pásztázó  elektronmikroszkóppal.  Ezeket  a 
technikákat nagyfeloldású optikai mikroszkópiai technikáknak (superresolution microscopy) 
nevezzük. Legnagyobb előnyük, hogy optikai tartományban működnek, és nem igényelnek 
speciális mintaelőkészítést,  ellentétben az elektronmikroszkóppal  –  a mintaroncsolást  ilyen 
módon minimalizálni lehet. Néhány példa, a teljesség igénye nélkül: strukturált kivilágítással 
működő mikroszkóp (Structured Illumination Microscopy (SIM)[1, 2]), stimulált emissziós 
kioltást használó mikroszkóp (Stimulated Emission Deplention Microscopy (STED) [3]), 4PI 
mikroszkópia [4], illetve a lokalizációs elven működő mikroszkópok. 

A  lokalizációs  mikroszkópiai  technika 2006-ban  látott  napvilágot,  amikor  három 
kutatócsoport közel egy időben publikálta a módszert. Azóta rohamos fejlődésnek indult és 
töretlen  népszerűségnek  örvend  mindmáig,  egyszerűsége  és  szuperfeloldása  miatt. 
Mindhárom  kifejlesztett  lokalizációs  mikroszkóp  (STORM  [5],  PALM  [6],  FPALM  [7]) 
ugyanazt  az  alapötletet  használja:  míg  a  hagyományos  mikroszkópiai  technikában  sok 
festékmolekula együtt világít, nincsenek szeparálva időben, addig itt fotokémiai folyamatok 
révén  lehetővé  válik,  hogy  csak  bizonyos  mennyiségű  molekula  világítson,  legyen  aktív 
állapotban egyszerre (kapcsolhatóvá válnak a molekulák) (1. ábra (b)). 

1. ábra: A lokalizációs mikroszkópia képalkotásának egy ciklusa [8] 



Ezeket  az  egyes  molekulákat  leképezzük  és  detektáljuk  nagy  érzékenységű  EMCCD 
kamerával  (1.  ábra  (c)).  A kapott  kép  olyan,  mintha  néhány,  világító  szentjánosbogarat 
fényképeztünk  volna  le.  Függvényillesztéssel  képük  alapján  meghatározhatóak  az  egyes 
festékmolekulák pozíciói (1. ábra (d)). Ezt a metódust sokszor (akár több ezerszer) ismételve, 
mindig más különálló molekulákat bekapcsolva és lokalizálva a minta képe rekonstruálható az 
egyes festékmolekulák pozíciói alapján. A rekonstrukció során egy térképen megjelöljük az 
összes kapott (akár több tízezer) pozíciót. A mérés során tulajdonképpen időben szeparáljuk és 
vezényeljük  a  festékmolekulák  fotonkibocsátását  –  így  a  feloldott  struktúra  aprólékos 
munkával, fokozatosan alakul ki.  

Ez a technika 10-20 nm-es feloldást tesz lehetővé. A 2. ábrán látható egy amiloid fehérjékből 
álló,  megfestett  szálakat tartalmazó  mintáról  hagyományos  (a)  és  lokalizációs  (b) 
mikroszkóppal  készült  kép.  Az ábra (c) részén két olyan szál látható,  amelynek távolsága 
kisebb, mint a diffrakció által megszabott határ  – a lokalizációs mikroszkóp mégis fel tudja 
oldani. 

2. ábra: Egy hagyományos (a) és lokalizációs (b) mikroszkóppal készült kép összehasonlítása, 
két szál távolsága (c) [9]

A Nagyfeloldású Optikai Mikroszkópia kutatócsoportunk (Advanced Optical Imaging Group) 
fő  kutatási  területe  a  nagy  térbeli  feloldású  optikai  mikroszkópiai  technikák  fejlesztése 
(algoritmusok  fejlesztése,  technikák  kombinálása,  új  technikák  kidolgozása  stb.)  és 
alkalmazása, elsősorban a biológiában és az orvostudományban. Célunk többek között, hogy a 
közeljövőben  meghonosítsuk  Szegeden  a  lokalizációs  mikroszkópiai  technikát  és 
továbbfejlesszük azt.
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