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1. Összefoglalás

1.1. Bevezetés

A fluoreszcencia már több évszázada tárgya és eszköze a tudományos
kutatásoknak. A gerjesztő és az emittált foton energiakülönbsége mi-
att létrejövő Stokes-eltolást, mint egy kontraszt növelő technikát, ki
lehet használni a mikroszkópokban. Ez az energiakülönbség azonban
létrejöhet ellentétes relációval is, és ekkor a folyamatot anti-Stokes flu-
oreszceniának nevezzük. A hiányzó energia a folyamat lejátszódásához
egy második fotonból vagy hőenergiából származhat. Az utóbbi esetet
nevezzük forró-energiasávos abszorpciónak.

Egy optikai mikroszkópban a képalkotás pásztázási-, illetve széles-
látóterű módban történhet konstrukció szerint. Problémát jelent azon-
ban a fény hullámtermészete, ami korlátozza két fluorofór megkülön-
böztethetőségét, a feloldás ugyanis véges. A Rayleigh-féle feloldási kri-
térium megadja ezt a közel 300nm távolságot laterálisan, és ennek
áttörtésére sok trükkre és megvalósított technikára volt szükség.

Az optikai trükköket és a festékek fotofizikai-fotokémiai tulajdon-
ságait is kihasználó feloldásnövelő technikákat szuperrezolúciós tech-
nikáknak nevezzük. Pásztázó képalkotási módban a stimulált emisszi-
ót kihasználó technika, a STED volt az első, míg nagylátótér esetén
2006-ban több hasonló elven működő technika jelent meg. Ezen utób-
biakat közös gyűjtőnévvel egymolekula detektáláson alapuló lokalizáci-
ós mikroszkópiának, vagy SMLM-nek hívjuk. Fluoreszcensen inaktív,
de kapcsolható fehérjékkel működik a PALM technika, a GSDIM
szerves festékek fotofizikáját használja ki, a dSTORM pedig ugyan-
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csak szerves festékek fotokémiáját. Mindhárom esetben a végeredmény
ugyanaz: térben és időben elkülönült kapcsolási események, amelyek-
re már nem vonatkozik a Rayleigh-kritérium. Az így megkülönbözte-
tett fluorofórokra illesztve a pontátviteli függvényt, megkapható annak
maximumhelye a pixelen belül. Ez a mikroszkópos technika azonban
fotonlimitált, a helymeghatározás precizitása nagyban függ a jel-zaj
viszonytól. Az egyes illesztések jósága a Thompson-képletből [1] szá-
molható, míg a mintára vonatkoztatott feloldás kiszámolható a loka-
lizációs precizitások várható értékeiből [2]. A végső kép szoftveresen,
pointillista módon, a rekonstrukció során állítható elő a legnagyobb
lokalizációs precizitással rendelkező maximum helyekből. A kapcsolási
mechanizmus szimulálására, a felvételek elemzésére és a rekonstrukció
elvégzésére csapatunk két szoftvercsomagot, a TestSTORM-ot[B4] és
a rainSTORM-ot[S4] fejlesztette ki.

Lehetőség van az SMLM technikát kibővíteni, és ez által többlet
információt kinyerni a fluorofórok x és y pozícióján felül. A harmadik
koordináta kinyeréséhez a legelterjedtebb modalitás a 3D asztigma-
tizmus. Egy, a detektor karba helyezett hengerlencse segítségével a
rendszer pontátviteli függvénye úgy módosul, hogy a fókuszsík alatt és
felett a molekula képe elliptikus és a fókuszsíkra nézve aszimmetrikus
is lesz. A z koordináta meghatározása visszavezethető az ellipszis két
tengelyének arányosítására. Egy másik módszer a 3D kétsíkú leképezés.
A detektor kart optikai módon ketté bontva egy nyalábosztó kockával
úthossz különbség vezethető be az így létrejövő karok között. Ez két
eltérő fókuszsíkot is eredményez. A harmadik koordináta meghatáro-
zása ebben az esetben a két kép méretének mérésére vezethető vissza.
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Hasonlóan kettébontható a keletkező kép egy polarizációs nyalábosztó
kockával, egy Wollaston-prizmával, vagy egy kettősen törő ékkel [B3].
Ez által meghatározhatóvá tehető a fluorofór dipólusának a gerjesztő
lézer polarizációjára vett szöge és annak bizonytalansága például ani-
zotrópia számoláshoz. Ebben az esetben a fluorofórról keletkező két
kép intenzitásának arányát kell meghatározni. Festékmolekulák spekt-
rálisan történő szétválasztása történhet egy jól megválasztott emissziós
szűrővel. Követve az előző gondolatmenetet, az eltérő Stokes-eltolással
rendelkező, de ugyanazzal a lézerrel gerjeszthető festékek a két csator-
nában mért intenzitásaik összehasonlításával megkülönböztethetőek.
Egy diszperziós elemmel (prizmával vagy ráccsal) a kép spektrálisan
felbontható, lehetővé téve a spektrum direkt meghatározását. A prob-
léma ezekkel a PSF módosításokkal, hogy a többlet információ kinye-
rése, az esetek többségében, az egy pixelre eső fotonszám csökkenésén
vagy a PSF torzulásán keresztül rontja az elérhető lokalizációs preci-
zitást és ez által az elérhető feloldást.

1.2. Célok és kutatási módszerek

Kutatási célom ezért az, hogy olyan új mérési elrendezések tervezése
és mérési modalitások megvalósítása az SMLM technikához, amelyek
megőrzik a laterális precizitást és feloldást. Valamint az, hogy ezek a
mérési módok egyszerűen legyenek alkalmazhatóak egy meglévő opti-
kai mikroszkóp rendszeren. Az elért új tudományos eredményeket há-
rom nemzetközi referált folyóiratban jelentettem meg, amelyeket négy
tézispontban foglalok össze.

A kísérleteim kivitelezéséhez azAdOptIm kutatócsoport dSTORM–
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CLSM–FLIM mikroszkópját használtam, amely megépítésében és
többszöri átépítésében is részt vettem. Méréseimet mindhárom techni-
kával készítettem.

1.3. Új tudományos eredmények

T1 � Az Alexa Fluor 568 forró energiasávos abszorpciójának bizo-
nyításához hullámhossz függést, spektrális tulajdonságot, hőmérséklet
függést és fluoreszcencia élettartamot mértem. Méréseimet összehason-
lító jelleggel a már ismert Rhodamine 101 és az egymolekula detektálá-
son alapuló mikroszkópiában használatos Alexa Fluor 568 szerves fes-
tékre végeztem el. Megmutattam azt a tudományos irodalomban nem
ismert tényt, hogy az Alexa Fluor 568 is forró energiasáv elnyelő. Vé-
gezetül javaslatot tettem a forró energiasávos anti-Stokes fluoreszcen-
cia alkalmazására dSTORM és EPI mérések során (autofluoreszcencia-
csökkentett képalkotás, struktúra jelölő, laterális drift becslés és lokális
hőmérséklet mérés) [A3, S5].

T2 � Egy új, leképzésen alapuló, kétobjektíves, Porro-prizmás mik-
roszkópos elrendezést terveztem és modelleztem nyalábkövető optikai
szimulációs szoftverrel. A javasolt optikai elrendezés összegyűjti a ko-
rábban képalkotásra fel nem használt fotonokat, és azt a mikroszkóp
számára valós tárgyként felhasználhatóvá teszi. oslo optikai szimulá-
ciós programban elkészítettem a két leképző kar modelljét a két kép
létrejöttének szimulálásához, továbbá összevetettem a kapott pontát-
viteli függvényeket a fókuszsíkban és axiális vetületekben. Szimuláci-
ókkal igazoltam azt, hogy a javasolt elrendezés alkalmas egymolekula
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detektáláson alapuló mérésekhez [A1,P3-5].

T3 � Az egymolekula detektáláson alapuló lokalizációs mikroszkóp-
hoz egy saját tervezésű két objektíves, Porro-prizmás elrendezést épí-
tettem meg a mintából származó fotonok hatékony összegyűjtéséhez
és modalitásokkal történő méréshez. A két objektívből álló elrende-
zésre kidolgoztam a párkeresést és megvalósítottam két 3D-, egy dipól
orientáció-, és egy többszínű modalitást. Az egyes modalitásokat alkal-
mazva dSTORM méréseket végeztem ecetmuslica indirekt repülőizom
mintán és fluoreszcens gyöngyökön, tesztelve a rendszer használható-
ságát és igazolva a lokalizációs precizitás megőrzését [A1, C1, P6-7,
S2, S6].

T4 � Ecetmuslica indirekt repülőizom fehérjestruktúrájának megha-
tározásához készítettem dSTORM méréseket. A feldolgozás felgyorsí-
tásához a lokalizációt és a rekonstrukciót automatizáltam. A miofibril-
lumon belül három eloszlás osztályt („kettős vonal”, „szimpla vonal”,
„rés”) különböztettünk meg a 35 vizsgált struktúra csoportosítására.
Ezek kiértékeléséhez egy új osztályozó szoftvert fejlesztettünk, amely
az egyes osztályokra jellemző paramétereket határozta meg [A2, S3-4].
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