Szuperfelbontdsu mikroszképia

Modern mikroszkdpiai technikak
NAGYFELBONTASU MIKROSZKOPIA
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Napjainkban fontos kovetelmény a molekularis szintl folyamatok kovetése biolégiai rendszerekben,
lehet6leg valds id6ben => felolddképesség javitasa sziikségszerl; mivel az Abbe-elv /diffrakcids limit/
behatarolja a felbontoképességet:

200 nm lateralis (x,y)

500 nm axialis (z)

Ez azt jeleneti, hogy az ennél kisebb targy a hagyomanyos fénymikroszképiaban nem felbonthaté
(=homalyos folt 1athaté az okularban)

PSF: point spread function: egy képalkotd rendszer valasza egy pontszer( objektumra; az a kiterjedt
folt a képen, ami a nem felbontott objektumot reprezentdlja

De: a legtobb szubcellularis struktura (pl. aktin filamentum, intermedier filamentumok, mikrotubulus,
riboszoma, transzport vezikulumok) ett6l jéval kisebbek-hogyan lehet Ilathatéva tenni
mikroszkdpiaban?

A felbontéképesség novelésével:

Hogyan lehet ndvelni a felbontéképességet?

1. Rovidebb hulldmhossz alkalmazéasaval.

2. Magasabb index(i immerzids folyadék alkalmazasaval
(leveg6; n =1,0 < viz; n =1,3 < glicerin; n =1,4 < olaj; n=1,5).

3. Egyedi molekuldk/részecskék tanulmanyozasaval.

4. Szuperrezollcidval (optikai nanoszkdpia alkalmazasaval)

Mivel az axialis felbontoképesség sokkal rosszabb, mint a lateralis (2 nagysagrenddel), ezért elsésorban
az axialis irdnyu felbontdsat céloztak meg a fejlesztések.

A szuperrezolucids technikak elényei:

+optikai tartomanyban mdkodnek
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+nem igényelnek specidlis mintael6készitést (<-> elektronmikroszkdp)
+igy minimalizalni lehet a mintaroncsolast

A nagyfelbontdsu technikdkat két csoportra oszthatjuk:
1. Fluorofdrok egyilttesének detektalasa, térben modulalt, fokuszalt fény hasznalataval = PSF
modifikacié (PSF engineering) (STED, GSD, SSIM) (RESOLFT technikak)
2. Egyedi molekula lokalizacidés technikak, fotoaktivalhatd fluoroférok alkalmazasdval (PALM,
STORM, FPALM)

I. RESOLFT TECHNIKAK

REversible Saturable (or Switchable) Optical FLuorescence Transitions

Stefan Hell: 200 nm-nél kisebb molekuldk nem észrevehet6ek > megoldas: tartsunk néhany
molekulat s6tétben

Fluoreszcens probak, reverzibilisen vilagos ,on”, és sotét (off) allapotba kapcsolhatdk (illetve A és B
allapot kozott valtoztathatok, pl. cisz-transz izomerizacid); pl. STED, GSD, SSIM, SPEM. Fotokémiai
folyamatok révén lehet6vé valik, hogy csak bizonyos molekuldk vilagitsanak, legyenek aktiv allapotban
egyszerre. A molekuldk kapcsolhatéva valnak. Amikor egy molekula fotokapcsol A-rél, B-re (pl,
vilagosroél-sotétre) a gerjesztd fény intenzitdsaval exponencidlisan csokken annak valdszin(isége, hogy
az elsé allapotban marad.

Ezen technikdk jellemzGje, hogy deplécids (gyengitd) lézerrel végigpasztdzza a mintat (ezért kell
reverzibilis allapot), a depléciés lézer kdozepén nulla csomdpont (pasztazas soran képes legyen a
molekula egyik allapotbdl a masikba visszatérni), PSF-et (felbontast) nem a hulldmhossz szabja meg,
hanem a deplécids lézer intenzitasa

Fontos: megfeleld fluorofér (bistabil), magas |ézer intenzitds = foto-bleachelés (kifakitas) = kritikus:
mekkora lézerer&sséget képes a fluorofér toleralni

Nagyfelbontas, de nem feltétlenill extrém nagy fényintenzitassal

Felbontoképesség:

A
2nsin av1+1/1s

d=

ahol:

A: gerjeszt6 fény hulldmhossza

nsina: objektiv NA

a: térben modulalt deplécids lézernyaldb alakja (nincs feltlintetve az egyenletben) (egyenes/fank, nulla
kdzéppel)

I: deplécids lézer intenzitasa

ls: a vizsgalt fluorofdr saturdcids intenzitdsa, az a fény intenzitas, ahol a kapcsolasi atmenet
megtorténik, ~ forditottan aranyos a két allapot életidejével. Pl: a molekuldk 50%-a atment s6tétbdl
vildgosba. Ha a gerjeszt6 fény intenzitdsa>szaturacios intenzitasal: megndé a valdszinlisége, hogy
valamelyik bejové foton elinditja az dtkapcsolast.

Ha 1=0: felbontdképesség=Abbe diffrakcids limit

Ha I>>ls: = gyok alatti érték né: PSF nagyon szlik, megvaldsul a nagyfelbontas

ha 1/1s=100 = 10x-es felbontas ndvekedés
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STimulated Emission Depletion (STED) mikroszkopia

Korlatozott szamu molekula kapcsol be, a tobbi kikapcsolt marad.
A deplécids (=gyengitb) |ézerfény intenzitdsanak eloszldsa térben kontrollalt.

Térben modulalt, szaturdlhaté atmenetek két allapot
kozott.
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Az atomokban a mag koril elektronok keringenek
meghatarozott palyakon, melyek kilénb6z6
energiaszintet  reprezentdlnak.  Alapesetben az
elektronok a legkisebb energiaszinteket foglaljak el, de
energia elnyelésével magasabb szintre, energia
leadasdval pedig alacsonyabb szintre kerilhetnek.
Az elektron kilonb6z8, kiilsé forrasbdl vehet fel
energiat, amit abszorpcidnak neveziink. A magasabb
energiaszintre valé ugrashoz pontosan meghatarozott
energiamennyiség kell. A magasabb energiaszintre
ugrott elektront, és az &6t tartalmazé atomot
gerjesztettnek nevezziik. Mivel az atomi szerkezet
mindig a legkisebb energiaju dllapotra torekszik, a
gerjesztett elektron el6bb-utébb visszaugrik az
alacsonyabb energiaszintre, mikdzben a két szint
kozotti energiat példdul foton kibocsatassal leadja =
spontdn emisszi6. Ha egy gerjesztett atombdl
felszabadulé foton kolcsénhatasba lép egy masik,
ugyanolyan, gerjesztett atommal, akkor azt legerjeszti
egy Ujabb foton felszabaduldsa mellett = stimuldlt
emisszid. A stimuldlt emisszid Gtjan felszabaduld foton
energiaja, frekvencidja, fazishelyzete és haladasi iranya
azonos a stimuldlast kivalté fotonéval, az igy
,megszaporodott” fotonok tovabbi kolcsénhatdsok
révén még Ujabb fotonokat szabadithatnak fel.
(wikipaedia) (2. dbra).
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STED miikédése (3. dbra) (forrds: www. zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution):

- A mintat két forrasbdl vilagitjuk meg: gerjeszt6 lézer+ voros eltolddott deplécids lézer (=STED

nyalab)
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- Gerjesztés + deplécid: szinkronizalt Iézer impulzusokkal, amiket az objektiv a minta sikjara
fokuszal
- Fluoroférok: a STED nyaldb nulla pontjaban poziciondlva-fluoreszcens marad, tébbi:
alapallapotba (nem fluoreszcens) keril a stimulalt emisszié miatt.
- PSFalakjanak médositasa: gerjeszt6 és deplécios lézer: impulzusanak, impulzus szélességének,
és intenzitasanak valtoztatasaval
- Deplécids lézer:
o nulla pont a kbzepén (intenzitas=0) (fazis modulatorral érhetd el), intenzitas a periféria
felé exponencialisan né
o fank alak, amely kérbeveszi a gerjeszts |ézer fokuszpontjanak kozepét (PSF-et)
o apiros deplécids lézer ra van téve a z6ld gerjesztési helyre => effektiv PSF méretének
csokkentése
o hullamhosszat és impulzusanak idejét a fluorofédrnak megfeleléen vélasztjuk meg
o ereje: >250MWatt/cm? — brutalis: => fluoroférok azonnal alapallapotba keriilnek
- Fluorofdrok deaktivacidja (hatastalanitasa) a fékuszsikban: a centrum kivételével (< stimulalt
emisszio)
- Fluoreszcencia emisszié detektdlasa: PMT detektorral
- Komplett kép eléréséhez: a STED lézerrel elGallitott kbzéps6 nulla ponttal végigpdsztazni a
mintat (konfokalishoz hasonléan) = STED nyaldb végigléptetése a mintan
- A STED nyalab koordinatai el6re beallitottak: tudjuk, h. melyik régiot vilagitjuk meg, mert Ugy
pozicionaljuk a sugarat
- Tehdat az alapelv: meghatarozni, hol vannak a molekuldk ,,on” és hol ,,off” allapotban
- Hand6adeplécios lézer intenzitasa: csokken az a régid, ahol a fluorofér ,A” allapotban taldlhato
=> |ateralis felbontas né

STED-nél alkalmazott fluoroforok:

Fluorophore Ex A F:ulse Width STED A F:ulse Width Re:nll.!tiun
(nmj} (picoseconds) {nmy) (picoseconds) ({lateral; nmy)
Synthetic Dyes
ATTO 425 440 130 532 1000 T70-80
ATTO 565 532 90 G40 90 30-40
ATTO 663 635 100 750 200 40
Alexa Fluor 594 570 90 700 90 60
DyLight 594 570 90 700 90 60
RH 414 554 0.25 T45 13 30
EGFP 490 100 575 200 T0
Citrine 490 100 598 300 50
EYFP 490 100 598 300 T0
4. 3bra http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/superresolution

A STED elényei/hatranyai:

+felbontdképességet a kisérleti konfiguracio és az alkalmazott |ézer ereje szabja meg
+a kép nem igényel tovabbi feldolgozast
+pasztdzds sebessége kb. megegyezik LSCM-al
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+effektiv felbontds egyenesen aranyos a deplécids lézer erejével
+felbontas: 40 nm
-extrém erGs lézer a préba gyors kifakitasahoz (bleaching) és roncsolasahoz vezet

s www.,rdfwikip_e fiorors 5. abra konfokalis vs. STED

WWW.picoquant.com
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Il. EGYEDI MOLEKULA LOKALIZACIOS MIKROSZKOPIAI TECHNIKAK

PALM (PhotoActivated Localization Microscopy)
FPALM (Fluorescent PhotoActivated Localization Microscopy) 2006.
STORM (Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)

Harom kutatécsoport egymadstél flggetleniil, kozel egyid6ben publikdlta a hdrom moddszert, a
madszerek alapvetéen ugyanazok, csak mas tipusu probakat hasznalnak a minta jel6lésére.

Eredetileg: PALM, FPALM: fotoaktivalhatdé molekuldkat hasznalt
STORM: szintetikus fotokapcsolhatd karbocianin (Cy) festékeket hasznalt

Alapelv: véletlenszerlen aktivalt festékmolekuldk lokalizalasa; egy egyedi molekula pozicidja nm-es
(vagy jobb) pontossaggal lokalizalhatd, ha megfelel6 mennyiségli fotont emittal, és a molekula 200 nm-
es korzetében nincs hasonléan emittdld molekula. A koncepcid a kévetkezG6: kis erejli aktivacids
lézerrel vald gerjesztés = a molekulak kis hanyada véletlenszerlen bekapcsol, ezeket abrazoljuk,
lokalizaljuk, bleacheljuk (kifakitjuk) (6. dbra).

Eddig targyalt mddszerek: molekuldk csoportjat vizsgdlta, egyszerre tobb fluorofért gerjesztettek.
Ezek a technikdk: egyedi molekuldkat vizsgalnak, amelyek k6zott nagyobb a tavolsag, mint az Abbé
limit.

Eddig: sok foton ment be, itt: sok foton jon ki.

Fontos jellemzdék: - megfeleld fotoaktivalhato préba
- detektor karakterisztikaja
- minta autofluoreszcenciajanak minimalizalasa

Felbontdas: 10-20 nm, csak a lokalizacié pontossagatdl fligg
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Principle of Single-Molecule Localization Microscopy
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Eredetileg minden molekula inaktiv (nativ allapot; s6tét karikak).

UV lézerrel (405 nm) aktivaljuk a molekulak egy kis részét (aktivalas=kémiai modifikacio) (az,
hogy kevés molekula legyen aktivalva, gyenge lézerrel érhet6 el és tarthatd fenn) kevés
molekula=molekuldk 1%-a (az abran kerettel jelolt fehér karikdk). A fotoaktivacio
véletlenszerd. Az aktivacid valdszinlisége egyenesen aranyos az aktivalé lézer intenzitasaval.
A kiolvaso lézer (zold, 561 nm) detektdlja és rogziti (=feljegyzi) a fluoreszcens molekulak
pozicidjat a megvilagitott tertleten belil.

A fotoaktivalt molekuldk digitalis képét elemzik, hogy azonositsak és lokalizaljak a molekulakat.
A kép olyan, mintha néhdny vildgité szentjdnosbogarat fényképeztiink volna le.
Flggvényillesztéssel képik alapjan meghatarozhatdk az egyes festékmolekuldk pozicidi (a
fényes pontok centrumat hatarozzdk meg).

A kiolvasas addig torténik, amig a molekuldk fluoreszcens allapotban vannak, a kiolvasas alatt
a fotoaktivalt molekuldk spontan bleach-el6dnek, ezzel csokkentve az aktiv molekulak szamat
a mintaban.

Ujabb adag molekulat aktivalnak, megismétlik az elébbi procedurat. Egészen addig ismétlik,
amig az 6sszes molekula kimeril a mintaban. Ezt a metddust akar tobb 1000-szer ismétlik meg,
mindig kalonalldé molekulakat kapcsolnak be és lokalizdlnak = igy a minta képe
rekonstrudlhaté az egyes festékmolekulak pozicidi alapjan.

A lokalizacio pontossaga fiigg:

jel/zaj viszonytdl: a gydjtott fotonok szamanak maximalizdldsa az egyes fotoaktivalhatd
probakbdl a hattér minimalizdlasa mellett. Hattér lehet: i. természetes/reagens-indukalt
autofluoreszcencia (pl. fixalé dgensektdl, transzfektald vegyszerektdl), ii. kbrnyez6 - sotét
allapotba lépett - probak visszamaradt fluoreszcencidja.
a molekulak altal emittal fotonok totalis szdmatdél — fontos a megfelel6 fluorofér
zavaro tényezék: antitestek (10 nm)

fluoreszcens fehérjék (3 nm)
Tehat a préba limitalja a felbontast. Ott fityegnek a molekuldn, bezavarnak a lokalizacidba
pl. mikrotubulus els6dleges+masodlagos antitesttel jeldlve: ~ 30 nm-el szélesebbnek tlinik az
antitestek miatt
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Fluoreszcens fehérjék kevesebb fotont bocsajtanak ki, mint a szintetikus festékek (Cy3, Cy5-
karbocianinek)
Pl.: 10 000 gyiijtott foton (ha hattér zaj=0) = a molekula kézepe 1-2 nm-es pontossaggal
megadhato

400 foton = 20 nm, vagy rosszabb pontossag

PALM Photoactivated Localization Microscopy Optical Train Configuration
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7. abra

7. abra: a PALM mikroszkép optikai Utvonala: az aktivacios lézert egy dikroikus tikor elvezeti a
mikoszkdphoz — egy vonalba esik a kiolvaso lézerrel. Mindkét nyaldb ugyanazon a fékuszald lencsén
halad keresztiil, és egy masik dikroikus tiikor veri vissza = fokuszpont formalas az objektiven = minta
megvilagitasa. Az emittalt fluoreszcenciat az egyszer( objektiv begydijti, amely a dikroikus tikorre,
majd az emisszids sz(rdre jut. Az emissziot egy masik lencse fokuszélja (tubus lencse) 2 kamerara jut
az egyedi molekula képe. Az aktivacids és kiolvasd lézerek shutterrel kontrollaltak (kiilon-
kilon/szimultan is hasznalhatdk). Kiilonb6z6 tukrok irdnyitjak a fény nyalabokat.

Lokalizacios eljaras:

Az egyedi molekula ,nyers” adatait matematikai m(iveletekkel 2D Gauss-fliggvénnyel abrazoljak, nm
pontossaggal lokalizaljak. A diffrakcio-limitalt hely kdzepe megfelel a molekula feltételezhetd
pozicidjanak, elegendé mennyiségli foton esetén a molekula lokalizacidja az emlitett pontossaggal
meghatarozhato (8. dbra).

Fitting Single-Molecule Pixel Data to a Gaussian Function
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Single-Molecule Localization Procedure
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9. dbra. Konvencionalis vs. STORM kép

STRUKTURALT MEGVILAGITASU MIKROSZKOPIA (SIM)
Felbontoképeeség: 80-90 nm (x, y) (mind az axialis mind a lateralis felbontast megdupldzza)

(Struktaralt megvilagitas: megvilagitas utjaba racsot tesziink. Nem egy pontot vetitlink a vizsgalandé
targyra, hanem 1v. 2 dimenzids alakzatot /pl. egy racsot/. A racs képe megjelenik a mintan /ahol a racs
van, ott nem vilagit a fluorofér, mert nem éri el a fény a mintat/). Miore effektus: 2 csikos mintazat
egymasra rakasakor alakul ki. Ha a fluorofdrok eloszlasat a mintaban ilyen csikos formaban képzelnénk
el, és erre vetitink racsot (amelynek ismerjik a paramétereit, pl. racsallandd): kozel vertikalis
csikozatot [atnank. A racs elforgathatdé a mikroszkdpban: 3x -> 120° v. 5x-> 72°. Az igy keletkez6 Moire
—effektusban a csikok kozotti tavolsag > a felbontasi hatarndl. Ha ezt a strukturat reciprok térben
nézziik (Fourier transzformalt) - egy kort kapunk: a kor kozepén: alacsony felbontdsu informacio, a kor
széle felé: né a felbontas (magas frekvencidju részek). A kor eltoldasa a nagyfelbontasu részek felé,
informdcid ujra lokalizalasa. Utdlagos feldolgozdasra, szdmoldasra van szlikség.
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Resolution Enhancement by Structured lllumination Microscopy

10. abra

Vezikularis transzport B sejteket 6sszekotd
membran nanocsoveken keresztll (SIM, sajat felvétel)

CD86 transzport membran nanocsé belsejében (SIM, sajat felvétel)

EMBERI EROFORRASOK
MINISZTERIUMA

Az Emberi Er6forrasok Minisztériuma UNKP-17-4-1V kédszamu Uj Nemzeti Kivalésag Programjanak
tamogatasaval késziilt.



