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Kémiai Nobel-dij

A Svéd Kirdlyi Akadémia 2014. oktdber 8-dn hirdette ki dontését
a kémiai Nobel-dijrdl. Ennek értelmében 2014-ben a kémiai No-
bel-dijban Eric Betzig, Stefan W. Hell és William E. Moerner ré-
szesiilt a szuperfelbontdsii fluoreszcencia mikroszkdpia kidolgo-
zdsdért. Vajon kik ezek a tuddsok és mi is az a szuperfelbontdsii
fluoreszcencia mikroszkdpia?

Eric Betzig, Stefan W. Hell, William E. Moerner (nobelprize.org)

ric Betzig amerikai dllampolgdr, 1960-ban sziiletett a Michi-
E gan dllambeli Ann Arborban. Doktori fokozatdt 1988-ban
szerezte a Cornell Egyetemen. Mdr ekkor a felolddsi hatdr lekiiz-
dése érdekelte, és a kozeli mez§ fizikdjéval foglalkozott. A New
Jersey dllambeli Murray Hill AT&T Bell Laboratériumban a kéze-
li mez§ pdsztdzé fénymikroszkdp kifejlesztésében ért el jelentds
eredményeket. 1993-ban elsGként alkotott nagy felbontdsu képet
egyedi fluoreszcens molekuldkrdl szobahdmérsékleten. KésGbb,
felismerve a fényaktivélhat6 fluoreszcens fejérjemolekuldkban
rejlg lehetGségeket, jutott el a PALM mikroszkdpia (photoactiva-
tion light microscopy) kifejlesztéséhez. 2005 6ta a Howard Hughes
Medical Institutes Janelia Farm intézményében csoportvezetd.

Stefan W. Hell német dllampolgdr, 1962-ben sziiletett Aradon.
Doktori fokozatdt 1990-ben szerezte a Heidelbergi Egyetemen.
1993 és 1996 kozott a finnorszdgi Turkui Egyetemen dolgozott,
ahol lefektette a STED (stimulated emission depletion) mikrosz-
kdpia elméleti alapjait. 1997-t8] a Max Planck Intézet (Biofizikai
Kémia, Heidelberg) munkatdrsa, majd igazgatdja, ahol a STED
mikroszkdpia megépitését, tovdbbfejlesztését és szdmos alkal-
mazdsdt valdsitotta meg.

William E. Moerner amerikai dllampolgdr, 1953-ban sziiletett a
kaliforniai Pleasantonban. Doktori fokozatdt 1982-ben szerezte a
Cornell Egyetemen. 1989-ben els6ként mérte meg egyetlen, mély-
fagyasztott kondenzdtumban csapddzott molekula abszorpcids
spektrumdt. 1997-ben megfigyelte, hogy a zold fluoreszcens fe-
hérjemolekula (GFP, green fluorescent protein) pislog, azaz vélet-
lenszertien kialszik (s6tét dllapotba keriil), majd visszatér fluo-
reszcencidja. Ugyancsak kimutatta, hogy a GFP-t révid hulldm-
hosszu fénnyel valé megvildgitdssal irdnyitottan is ki lehet hozni
sotét dllapotdbdl. Kés6bb ez a megfigyelés vélt a lokalizdcids mik-
roszkdpidk alapjdvd. Jelenleg a Stanford Egyetem professzora.

A szuperfelbontdsu fluoreszcencia mikroszkdpia jelent§sége
abban rejlik, hogy mintegy megerdszakolja az immadr kozel mds-
tél évszdzados elméleti és gyakorlati optikai felolddsi hatdrt, és
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nanométeres, molekuldris felolddst tesz lehet§vé. A 19. szdzad-
ban Ernst Abbé (1873) és Lord Rayleigh (1896) ismerték fel, hogy
hulldmelhajldsi, azaz diffrakciés okok miatt egy tdrgyrdl hulld-
mok, példdul fény segitségével alkotott kép nem lehet tetszéle-
gesen részletgazdag. Ennek az az oka, hogy egy pontszerd targy
(pl. egy optikai récs pontja vagy egy pontszert fényforrds) képe
kiszélesedett folt, ugynevezett elhajldsi korong (l.a dbra). Ha a
tdrgypontok az elhajldsi korong méreténél kzelebb keriilnek egy-
mdshoz, akkor a képeik alapjan tovdbbd nem kiilonithetdk el (1.b
dbra). A mikroszképos felolddsnak tehdt elméleti és gyakorlati
hatdra van (d,,;,), és ez a felolddsi hatdr az alkalmazott hulldm-
hosszal (A) 6sszemérhetd:
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ahol n az optikai kizeg torésmutatéja, o pedig a leképezd rend-
szer nyildsszoge. A felolddsi hatdr ldthaté fény, azaz fénymikrosz-
képia esetében 0,2 pm-nek adédik. Bdr az elektronmikroszkdp-
ban a rendkiviil kis hulldmhossz miatt jelentGsen jobb feloldds ér-
het§ el, biolégiai minték esetében az elektronmikroszkép alkal-
mazdsdnak rengeteg hdtrdnya van.

a b

Targy

1. abra. A fénymikroszkoépos feloldasi hatar problémaja.
a) Az elhajlasi korong. b) Képpontok atfedése és 6sszemosodasa
a feloldasi hataron beliil elhelyezkedé targypontok esetén

A 20. szdzadban szdmos erdfeszités tortént arra, hogy a felol-
ddsi hatdrt valamilyen médon dttorjiik. Igazdn jelentds dttorést
azonban csak az idei Nobel-dfjasok munkdssédga hozott. A 2014.
évi kémiai Nobel-dij hétterében voltaképpen hédrom fontos felfe-
dezés és fejlesztés huzédik: a) szuperfelbontdsu fluorofér-soka-
sdg mikroszkdpia, b) egyedi molekula fluoreszcencia spektrosz-
kdpia és c) szuperfelbontdst egyedi fluorof6r mikroszképia. A
szuperfelbontdsu fluorofér-sokasdg mikroszképia alapja Stefan
W. Hell azon felismerése, hogy egy diffrakcidlimitélt fékuszpont
dltal gerjesztett molekulasokasdg mérete — amelynek kiterjedé-
sét tehdt az elhajldsi korong hatdrozza meg — cs6kkenthetd gy,
hogy a fékuszpont szélein elhelyezkedd gerjesztett dllapotd mo-
lekuldkat stimuldlt emisszi6 segitségével mintegy kimeritjiik, ki-
oltjuk, vagyis depletédljuk. Mindezt tigy lehet megvaldsitani, hogy
a gerjesztd fénynyaldbra azzal koncentrikus gytird alakd kiolt6
fénynyaldbot vetitiink (2. dbra). Ez tehdt a STED mikroszképia
alapja. A kiolté fény intenzitdsdnak () novelésével elméletileg
korl4tlanul csokkenthetd felolddsi hatdr:
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ahol J; a gerjeszt§ fény intenzitdsa. A gyakorlatban szuperpondlt
gerjeszt( és kiolté 1ézernyaldb pdsztdzza végig a mintdt pontrdl
pontra, és az {gy csokkentett méreti gerjesztési térfogatbdl sz-
szegyjtott fénypontokbdl rekonstrudlédik a nanométeres felol-
ddsu kép.
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2. abra. A STED mikroszkoépia alapja. Betétabra: a kiolt6 (voros)
fény intenzitasanak névelésével csokken a gerjesztési térfogat
(zold) (forras: http://www.nobelprize.org)
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Kémiai tuddsunk nagy része olyan kisérletekbdl szdrmazik,
amelyekben molekulasokasdgot vizsgdlunk, példdul egy kém-
csényi vagy kiivettanyi vegytiletet egy spektroszkdpids mérés so-
rdn. Hatalmas elGrelépést jelentett a W. E. Moerner dltal elindi-
tott egyedi molekula fluoreszcencia spektroszképia, amely ki-
sérletesen is rdmutatott az egyedi molekuldk szintjén megnyil-
vanul6 sztochasztikus, véletlenszert jelenségekre és folyamatok-
ra, amilyen példdul a fluoreszcens festékmolekuldk pislogdsa
(blinking). W. E. Moerner 1997-ben felfedezte, hogy bdr a 488 na-
nométeres fénnyel gerjeszthet§ GFP molekula egy id§ utdn kiég
és sotét dllapotba keriil, 405 nanométeres fénnyel ismét aktivdl-
haté. Ez a jelenség azt a lehetGséget hordozza, hogy egy fluo-
reszcens molekula éllapotdt tetszés szerint tudjuk megvéltoztatni,
vagyis ki- és bekapcsolhatjuk.

Eric Betzig 1995-ben azt az elméleti lehetdséget vetette fel, hogy
ha az egyedi molekuldk kozstti tdvolsdg nagyobb, mint 0,2 pm,
azaz a molekuldk a felolddsi hatdron kiviil helyezkednek el, akkor
poziciéjukat sokkal pontosabban meghatdrozhatjuk, mint a felol-
ddsi hatdr. S6t, ha a molekuldk egymdstdl eltérd tulajdonsdguak,
példdul kiilonboz§ szindek, akkor a pozicidjukat még olyan eset-
ben is pontosan meghatdrozhatjuk, ha egymdshoz kozel helyez-
kednek el. Ekkor arra van sziikség, hogy egymds utdn két kiilon-
boz6 képet alkossunk, amelyek mindegyikén csak az egyik mole-
kula l4tszik. Csak joval késébb, 2005-ben jott rd, hogy az elkiils-
nitendd molekuldknak nem is kell kiilonboz6 szintieknek lenni; az
is elegendd, ha id6ben mdskor fluoreszkdlnak. Mindez megvald-
sithatd ugy, hogy eldszor az egyik molekuldt bekapcsoljuk, majd
kikapcsoldsa utdn a mdsikat kapcsoljuk be. A 1ényeg, hogy egyet-
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len képpont feltétleniil csak egyetlen fluoreszcens molekuldt tar-
talmazzon. A fluoreszcencia-aktivélds alapjén kidolgozott mikrosz-
képia a PALM (3. dbra). A feloldéképesség novekedésének alap-
ja az, hogy a molekula képére kétdimenziés Gauss-gorbe illeszt-
hetd, amelynek kozéppontja a fotonszdm (N) fiiggvényében pon-
tosabban kiszdmithat6, mint az intenzitdsprofil félértékszélessége:
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A gyakorlatban ismétl§dg fotoaktivdcids és fotokifehéritési
ciklusok sordn gydjtjiik a fénypont-adatokat, amely alapjén na-
nométeres felolddsu szuperképet szdmol ki a berendezés (4. dbra).
A PALM-mal rokon médszer a STORM (stochastic optical reconst-
ruction microscopy).
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3. abra. A PALM mikroszképia alapja. a) Egy fluoreszcens

Egyedi
fluoreszcens
fehérje

4. abra. Fluoreszcens fehérjével (kaede) konjugalt lizoszomalis
transzmembran fehérje (CD63) COS7 sejtben - hagyomanyos

(bal oldal) és PALM mikroszkopos felvételen (k6zépsd és jobb

oldal). (Forras: Betzig et al. Science 313, 1642, 2006)

A szuperfelbontdsu mikroszkdpidk torténete alig néhdny évre
tekint vissza, de a kozel mdsfél évszdzada fenndllé mikroszkdpos
felolddsi hatdr 4ttorésével jelentds paradigmavéltdst idéztek eld.
A segitségiikkel titnak indult nanoszkdpia kiilonleges bepillantdst
enged a természet molekuldris dimenzidju felépitésébe és miiko-
désébe. Nem fér hozzd kétség, hogy a nanoszkdpia tovébbi fejls-
désével az €16 sejt miikodésérdl valéban létvanyos felfedezések-
nek lehettink tani.

Orvosi-élettani Nobel-dij

Tavaly oktdber 6-dn a stockholmi Karolinska Intézetben kihir-
dették, hogy a 2014-es orvosi-élettani Nobel-dijat megosztva az
amerikai-brit tudds, John O’Keefe, illetve a norvég May-Britt Mo-
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ser és férje, Edvard Moser kapta meg az agykutatdsban elért ered-
ményeikért. A bizottsdg indokldsa szerint a hdrom tudds felfe-
dezte az agy helymeghatdrozd rendszerét, amelynek segitségével
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