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Roviditések jegyzéke

CD — Critical Distance, kritikus tavolsag: a leképezo rendszer altal még éppen feloldhaté pontszerii

objektumok tavolsaga
DOF — Depth Of Field, mélységélesség
EMCCD - Electron Multiplying CCD, elektronsokszorozo funkcioval rendelkezé CCD kamera

EPI — epifluoreszcens kivilagitas: a teljes leképezendd tartomanyt kollimalt nyaldbbal kivilagitd

mikroszkopiai technika
FOV - Field Of View, képtér, latotér: a leképezendd tartomany képe a kamera feliiletén

FPALM — Fluorescence Photoactivation Localization Microscopy, lokalizaciés mikroszkopiai
technika, amely a fluoreszcens festékek (fehérjék) fotoaktivacio segitségével végzett ,.kapcsolasat”

felhasznalva végzi el a minta leképzését

HILO — Highly Inclined and Laminated Optical sheet microscopy, nagyszogben dontott, a

leképezendd tartomanyban keskeny réteget centraltan megvilagitdé mikroszkopiai technika

PALM - Photoactivated Localization Microscopy, lokalizaciés mikroszkopiai technika, amely a
fluoreszcens festékek (fehérjék) fotoaktivacio segitségével végzett ,kapcsolasat” felhasznalva

végzi el a minta leképzését

PSF — Point Spread Function, pontkiszélesedési fiiggvény: egy pontszer(i objektumnak a leképezd

rendszer altal 1étrehozott képe
ROI — Region Of Interest, a leképezendé tartomany a mintaban
SCMOS - scientific CMOS camera

SIM — Structured Illumination Microscopy, strukturalt kivilagitast mikroszkop



STED - Stimulated Emission Depletion, stimulalt emisszidval torténd kioltas

STORM — Stochastic Optical Reconstruction Microscopy: lokalizaciés mikroszkdpiai technika,
amely a fluoreszcens festékeket aktiv és passziv allapotok kozott ,.kapcsolva” éri el, hogy csak

néhany molekula vildgitson egyszerre a leképezendd tartomanyban

TIRF — Total Internal Reflection Fluorescence microscope, a teljes visszaver6dés soran fellépd

evaneszcens hullamot kivilagitasra felhasznaloé mikroszkopiai technika

VAEM - Variable-Angle Epifluorescence Microscopy, vatoztathaté szogih epifluoreszcens

kivilagitas



Bevezetés

Az optikai mikroszkopok szinte mar a felfedezésiiktdl fogva a tudoméanyos megismerés egyik
hasznos eszkozei voltak. A korabban a szem altal nem lathaté organizmusok, folyamatok lathatéva
tételével nagyban hozzajarultak a biologiai és orvosi kutatasokhoz. A fejlesztés egyik huzodaga
mindig is a feloldas javitasa (nagyitas novelése) volt. Ahogy egyre finomabb struktirakat oldottak
fel a mikroszkop segitségével ujabb és Ujabb mikrovilagok - manapsag pedig mar nanovilagok -
tarulnak fel. Napjainkban az tjszerti optikai mikroszkopiai technikdk mar par tiz nanométeres
feloldast igérnek. A mikroszkopok fejlodését mindig jellemezte az erds alkalmazasorientaltsag. A
legtobb Ujonnan kifejlesztett technika egybdl talal alkalmazasi lehetéséget és csak azok
maradhatnak hosszabb tavon a tudomanyos hasznalatban, amelyek az applikacioknal egyediséget
tudnak felmutatni és hatassal tudnak lenni a felhasznald tudomanyteriiletre. Mivel igen
szerteagazoak a felhasznalasi teriiletek, abszolut, mindenre megoldast kinal6, minden koriilmény
kozott kivald képet igéré mikroszkopiai technika nem létezik. Eppen ezért a mikroszkopiai
technikak fejlesztésének mindig van létjogosultsaga, amennyiben a felhasznalasi teriiletek ezt
megkivanjak. Sokszor pedig a mar 1étez6 mikroszkopiai technikdk kombinalasaval, egyiittes
hasznalataval lehet a jelenségeket mélyebben értelmezni és igy uj felfedezésre jutni. A 1étezd
technikakat kombinalé mikroszkopiat, korrelativ mikroszkdpianak nevezziik. Gyakran hasznaljak
korrelaltan az atomierd mikroszkopot és a fluoreszcens mikroszkopot vagy a fluoreszcens
mikroszkopot és az elektronmikroszkopot. Mindegyik egy-egy részt ad hozza a tudomanyos

megismeréshez.

Az utobbi évek egyik nagy mikroszkopiai technikai fejlesztése a szuperrezolicios (nagyfeloldast)
fluoreszcens optikai mikroszkopiai technikak megjelenése volt. 2014-ben a kémiai Nobel-dijat e
technikak kifejlesztéséért osztottak ki. Ezek a mikroszkopok lathatod tartomanyban iizemelnek és
akar par tiz nanométeres lateralis feloldast is képesek elérni. Nagy el6nyiik, hogy a hagyomanyos
fluoreszcens mikroszkopiai technikdkhoz képest nem igényelnek bonyolultabb minta elokészitést
vagy komplexebb optikai rendszereket. Doktori disszertaciom témaja egy szuperrezolicios
technika, a lokalizacion alapuldé mikroszkopiai technika mélyebb vizsgalata. Amikor egy-egy uj
mikroszkopiai modszer megjelenik, rogton elindul a részletes, mélyrehatd vizsgalata, hatarainak
megkeresése (a lehetséges alkalmazasi teriiletek kutatasa mellett). Dolgozatom ebbe a sorba illik
bele: leképezési hibak hatasait vizsgalom a lokalizacidos mikroszkopiai képkészités soran, illetve
keresem, hogy milyen paraméterek mellett optimalis a képkészités, hogyan kiiszobdlhetdek ki az

elkésziilt képen a képkészités miivi melléktermékei, az artifaktumok.

Doktori tanulmanyaim soran lehetéségem volt rovid idére a cambridge-i egyetemen, Professzor
Clemens Kaminski Aaltal vezetett Laser Analytics kutatocsoportjadhoz csatlakozni, illetve

egyiittmiikodni a londoni National Physical Laboratory, Biophysics and Diagnostics



kutatocsoportjaval, melynek vezetdje Dr. Alex E. Knight. A disszertacidmban szereplé méréseket
ezek a kutatocsoportok készitették. 2014 szeptemberétdl a Szegedi Tudomanyegyetem AdOptlm
kutatocsoportja (melynek jelenleg magam is tagja vagyok) részére is rendelkezésre fog allni egy
lokalizacios mikroszkop és igy Szegeden is megkezdddhet a kisérletes munka és a tovabbi

fejlesztés, megtartva az egyiittmiikodést a cambridge-i és a londoni kutatocsoporttal.

Disszertaciomban elséként egy elméleti attekintést adok, hangstlyt fektetve a nagyfeloldasu, azon
belill is a lokalizacios mikroszkopiai technikara, a leképezés tudomanyos hatterére és szimulacios
eszkozeire. A célkitizések megfogalmazasat kdvetden az elért, (j tudomanyos eredményeimet
kozlom. A konkluziok levonasa soran megfogalmazom tézispontjaimat a célkitlizések tiikrében €s

megprobalok rovid kitekintést adni az egyes tézispontokhoz, tovabblépési lehetdségeket felvazolni.



Tudomanyos elozmények

1. Optikai mikroszkopok térbeli feloldasa

A mikroszkdpiaban a fejlédés egyik hajtdmotorja mindig a feloldas javitdsa, nagyobb nagyitasu
mikroszkopok épitése volt, vagyis, hogy minél finomabb strukturdkat lehessen mikroszképok
segitségével feloldani és tanulmanyozni. A feloldas javitisaban a legfobb nehézséget a fizikai
optika altal leirt diffrakcio (elhajlas) okozza [1-3]. Egy idealis, pontszeri forrasbol kiinduld
fénysugarak a leképezés utan nem egy pontban fokuszalodnak, hanem egy kiterjedt korongot
(Airy- korong) alkotnak [4] (1. abra). Ennek kovetkeztében egy struktura képe a leképezés utan
elmosodik, részletek veszhetnek el. Egy pontszerii targy képét pontatviteli fiiggvénynek (PSF,
Point Spread Function) hivjuk [5]. Ez a fiiggvény jol jellemzi a leképezd rendszert. A PSF
alakjanak megallapitasara tobb megkozelités is létezik (Gauss optika [3], skalardiffrakcios
modellek [1-3], vektordiffrakciés modellek [6-9]). Az Airy korong intenzitaseloszlasat a diffrakcio
elmélet alapjan a kovetkezo fiiggvény adja:

. (J1(kRsin6)\?
1(9) - IO( kR sin 6 ) (1)

ahol I, a maximalis intenzitas, J; az elsérendli Bessel fiiggvény, k a hullimszam, R a belépd
apertara sugara és 6 a megfigyelés szoge. sinf = q/f, ahol q az optikai tengelyt6] mért tavolsag a

megfigyelés sikjaban, f pedig a lencse fokusztavolsaga.

Megfigyelés sikja
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1. abra: A leképezo rendszer és az elhajlasi kép

Egy mikroszkop feloldasanak definialasara és a feloldas hataranak megallapitasara az idok soran
tobb definicio is sziiletett, ezek koziil a Rayleigh és a Sparrow kritériumot targyalom részletesen.
Mindkét esetben egy kritikus tavolsag (CD, Critical Distance) keriil meghatarozasra, amelynél
kisebb tavolsagra elhelyezkedd pontszerli objektumok mar nem tekintheték feloldhatonak képeik
alapjan. A kiilonbozo feloldési hatarokat a 2. dbra szemlélteti. Az abran lathat6 a két pontszeri
objektum képének keresztmetszete kiilon (zold és kék gorbe), az 6sszegkép keresztmetszete (piros)

¢s a kialakul6 intenzitaseloszlas a megfigyelés sikjaban.
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2. abra: Rayleigh féle és Sparrow féle feloldasi hatarok szemléltetése két pontforras segitségével

A Rayleigh hatar esetén a kritikus tavolsdg az a tavolsag, amilyen tavolsagra elhelyezkedd két
pontszerli objektum PSF-jei (Airy fliggvény) koziil az egyiknek a maximuma egybeesik a masik

els6 minimumaval. Ez a kritérium talan a leginkabb elterjedtebb a mikroszkdpiaban. Kiszamitasa:
2
CD =0,61= )
NA

ahol A a hullamhossz illetve NA a leképez6 objektiv numerikus aperturaja.

A Sparrow kritérium gy hatarozza meg a kritikus tavolsagot, hogy ekkora tavolsagra elhelyezkedd
két pontszerii forras képén, a koztiik levo lokalis minimum eltiinik, tehat az atfedésnél mar nem

jelentkezik bemélyedés, megsziinik a nyereg. Kiszamitasa:



CD =047 3)
NA
ahol 4 a hullamhossz illetve NA a leképez6 objektiv numerikus aperturaja.

Ezeknek a feloldasi hataroknak a kiszamitasai modjait ((2) és (3)) figyelembe véve a lateralis
iranyu feloldas javitasara a kovetkezd, klasszikusnak tekinthetd modszerek allnak rendelkezésre. A
hullamhossz csokkentésével a kritikus tavolsag is csokken. Azonban a kisebb hulldmhosszak felé
valé elmozdulés technikai nehézségekbe iitkdzhet, ugyanis ultraibolya (UV) tartomanyban miik6d6
optikai eszkozok gyartdsa és hasznalata nehézkes, tovabbd a biologiai alkalmazhatdsag is
kérdojelessé valik a fototoxicitds illetve a bioldgiai minta, UV tartomanyban jelentkezd, nagy
autofluoreszcenciaja miatt. Masik lehet6éség a numerikus apertira ndvelése, aminek szintén
technikai akadalyai vannak. A kereskedelmi forgalomban kaphato, legnagyobb numerikus

aperturaju, olaj immerzids objektiv numerikus apertaraja: ~1,4-1,49.

Eddig a laterdlis irdnyt felolddsrol volt szd. Axidlis iranyban a felolddst a rendszer
mélységeélessége (DOF, Depth of Field) hatarozza meg. Nagysaga, hasonléan a lateralis irdnya
feloldashoz, fiigg a numerikus apertratol (NA) és a hullamhossztol (4).

_ o A
DOF = 2" 4)

A bevezetett mennyiségek (2)-(4) kifejezéseit figyelembe véve megallapithato, hogy a lathato
hullamhossz tartomanyban a kereskedelmi forgalomban elérhetd legnagyobb numerikus apertarat
tekintve, a feloldasnal lateralis iranyban ~ 200-250 nm-nél, axialis iranyban pedig ~500 nm-nél egy

hatar huzodik, amelyet hagyomanyos modszerekkel mar nem lehet tovabb javitani.

A fentebb definialt feloldasi hatarok azonban nem megkeriilhetetlen természeti torvények, csupan
definiciok, amelyek segitségével az idOk soran jellemezni lehetett egy-egy mikroszkop
képalkotasat. Abban az idokben keletkeztek és szolgaltak megfeleld josagi tényezOként, amikor a
szem volt a mikroszkopban a detektor, ezért nem vesznek figyelembe olyan, manapsag mar fontos
effektusokat, mint példaul a detektor pixelméretének vagy a beérkezé fotonok szamanak hatasa a
képre. Definicio mivoltuk kovetkeztében, ezek a hatarok adott hullamhossz és numerikus aperttra
mellett megkeriilhetéek, minden esetben valamilyen triikkkot alkalmazva a képalkotasi technikaban.
Tehat elérhetéek a kritériumok altal meghatarozott feloldasok alatti feloldasértékek. A diffrakcio
természetesen tovabbra is fellép és meghatarozo szerepet jatszik a képalkotasban. A hagyomanyos
feloldasi hatarokat atlépd, azoknal jobb feloldast igéré technikakat, szuperfeloldasu mikroszkopiai

technikaknak hivjuk.



2. Szuperfeloldasu mikroszképiai technikak

A hagyomanyos mikroszkopiai technikdk ko6zott két fobb tipus van: a pasztazason alapulod
(scanning) és a leképezésen alapuld (widefield) technikdk. Ezek alapjan csoportositottam a
szuperfeloldast technikakat. El6szor a két csoport alapelrendezéseit és tulajdonsagait mutatom be.
Azt a térbeli tartomanyt a mintdban, amelyr6l képet szeretnénk késziteni, leképezendd
tartomanynak (ROI, Region Of Interest) fogom hivni. Ennek a tartomanynak a képe a kamera
sikjaban a képtér vagy képmezé (FOV, Field Of View). A kovetkezdkben a fluoreszcens
detektalasi modban mitkodé mikroszkopokkal fogok foglalkozni. A fluoreszcens pasztazo

mikroszkop egy tipikus, vazlatos felépitése a 3. abran lathato.

Minta
Fed6lemez
0oBJ
D Dichroikus
tukor
u /
Tubus
Lencse
Gerjeszt6 nyalab

3. abra: Fluoreszcens pasztaz6é mikroszkép felépitése (OBJ: objektiv, DET: detektor)

A beérkezd kollimalt gerjesztd nyalab athalad a dichroikus tiikron és az objektiv a mintdba
fokuszalja. A fokuszban elhelyezkedd fluoreszcens molekulak gerjesztodnek. A teljes térszogben
kibocsjtott fluoreszcens fotonok egy részét az objektiv 6sszegyijti. A dichroikus tiikor a detektor
karba iranyitja a fluoreszcens nyalabot, majd a tubuslencse segitségével egy pontdetektor feliiletére
fokuszalodik (altalaban félvezetd detektor vagy fotoelektron sokszorozd). A pasztazas
megvaldsulhat a minta mozgatasaval vagy a fokuszpont pozicionalasaval, melyet a gerjeszt6 nyalab
megfeleld iranyitasaval lehet elérni (példaul galvo tiikrokkel). A galvotiikrokkel torténd pasztazas
gyorsabb, mint a minta mozgatasaval torténd pasztazas. A fokuszon kiviilrél érkezd, zavarod
fluoreszcens fotonok szamanak csokkentése konfokalis detektalassal lehetséges [10-12]. Ekkor a
tubuslencse fokuszaba (ami az objektiv fokuszsikjanak konfokalis sikja) egy tiilyukat helyezziink
el. Ennek segitségével kizarhatoak azok a fotonok, amelyek az objektiv fokuszan kiviilrél indultak
el, ezzel novelhetd a kép kontrasztja. Tovabbi kontrasztjavitast igéré technika a tobbfotonos
gerjesztés [13]. Lehet6ség van nem csak a ponttal, hanem vonallal torténé pasztazasra is. Ekkor
egy hengerlencse segitségével a mintaba egy vonalat fokuszalnak, a detektor pedig egy

vonaldetektor. Ezzel a képkészités gyorsithatd fel, mivel csak egy iranyban kell a pasztazast
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elvégezni. Szintén a pasztazas gyorsitasara talaltak fel a tobbfokusza detektalast [14]. Ekkor tobb
pont képezhetd le egyszerre egy lencserendszer segitségével ¢és konfokalis detektalas is

megvalosithatd egy megfeleld tiilyuk-rendszerrel rendelkez6 lemezzel (Nipkow lemez [15]).

A leképezésen alapuld mikroszkopok esetén a teljes ROI-t kivilagitjuk a gerjeszt6 nyalabbal, majd
egy kamera segitségével képet készitiink rola. Egy tipikus felépités a 4. abran lathato.

Minta
Fed6lemez

OBlJ

Tubus
Lencse

A Dichroikus
tikor

—

Fokuszalé
A lencse

Gerjeszté nyaldb

4. abra: Fluoreszcens, leképezésen alapulé mikroszkop felépitése

A gerjesztd nyalabot egy fokuszalo lencse segitségével az objektiv hatso fokuszsikjaba fokuszaljuk.
Eredményképpen a mintaban a teljes ROI, idealis esetben egy kollimalt nyalab segitségével,
kivilagitasra keriil. A tartomanyon beliil elhelyezkedd fluoreszcens molekulak fluoreszkalni fognak
és a kibocsajtott fotonok egy részét a mikroszkop objektiv Osszegylijti. Az egyszerre vilagitd
molekulakbol allo képet egy tubuslencsén keresztiil egy nagy érzékenységli kamera segitségével
figyelhetjitk meg. A fokuszsikon kiviilrdl érkezé zavard jel csokkentését megcélzo, kiilonbozo
kivilagitasi lehetdségekkel kiilon fejezetben foglalkozok, amely kiillondsen kritikus a dolgozatom

témajaul valasztott lokalizacios mikroszkopban (4. fejezet).

Osszehasonlitasképpen, a pasztazo technika lassabb, mint a leképezésen alapuld technika, de a
konfokalis detektalas révén kisebb a fokuszsikon kiviilr6l érkez6 zavard hattér mértéke; jobb az
optikai szeletel6 tulajdonsag, akar a mintdban egészen mélyen torténé leképezés esetén is.
Természetesen mindkét technika napjainkban is folyamatosan fejlodik és a gyenge pontok az ijabb
és Gjabb modszerek révén kikiiszobolésre vagy enyhitésre keriilnek. Altaldban a biologiai
alkalmazasi teriilet hatarozza meg a kiilonb6z6 szempontokat mérlegelve (kivant feloldas,

gyorsasag, kontraszt...), hogy melyik technika alkalmazasa elonydsebb.

Mindkét megkozelités esetén a fejlesztések egyik iranya a feloldas javitdsa. A kovetkez6kben
bemutatom az elmult években megjelent, a hagyomanyos feloldasi hatar alatti feloldast igérd

modszereket.
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A nagyfeloldasu pasztazo technikak egyik fajtdja soran valamilyen fokuszfolt intenzitas eloszlasat
manipulaldé modszert hasznalnak. Erre példa a bevonatot tartalmazé objektivek [16] vagy a
konfokalis mikroszkopokban hasznalhat6 fazis és amplitidé manipulaciot végzé lemezek [17-20],
amelyek a kivilagitoé nyalab utjaba helyezve megfeleléen modositjak a PSF alakjat. A polarizacios
viszonyokat valtoztatva is moédosithatd a pontatviteli fliiggvény [21]. Ezekkel elérhet, hogy
effektive kisebb térfogati térrész legyen a mintdban gerjesztve, ezaltal a feloldas javul. Axialis
iranyban jelentds feloldasjavulas érhetd el két szembe (4Pi) [22] vagy szoget (Theta) [23] bezaro
objektiv segitségével. A 4Pi rendszerben a szembeforditott két objektivnek a fokusza kozos igy a
gerjeszté nyalabok kozott interferencia 1ép fel (5. abra, Type A), melynek kovetkeztében a
mintdban a fokusz kornyezetében, a hagyomanyos konfokalis mikroszképokhoz képest, effektive
kisebb térrész lesz gerjesztve. A detektalas soran mindkét objektivbol szarmazd informaciokat
felhasznalva az axialis feloldas tovabb javithato (5. abra, Type C). Ezzel a technikaval ~100 nm-es
axialis feloldas érhet6 el [24].

OTF
4Pi type A

confocal

té

O 2 1

0 ]

5. abra: 4Pi fluoreszcens és konfokalis mikroszkopok miikodési elvének, PSF-jének és Optikai Transzfer
Fiiggvényének (OTF) dsszevetése [25]

A technika egyik hatranya, hogy interferometrikus pontossagot kell elérni és tartani a rendszer
felépitése és hasznalata soran. Tovabba, mivel mind a gerjesztd, mind a fluoreszcens nyalab athalad
teljesen a mintan, a mintanak kellden vékonynak és homogénnek kell lennie. Ez tobbek kozott azért
fontos, mert a minta a nyalabok fazisviszonyait megvaltoztathatja és az interferenciakép nem lesz

tokéletes. Figyelembe kell venni tovabba, hogy a nagy numerikus aperturaju objektivek
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munkatavolsaga igen kicsi, tipikusan a szaz mikrométeres nagysagrendbe esik, ami igen

megneheziti a 4Pi rendszer épitését és limitalja alkalmazhatosagat.

Lateralis és axidlis irdnyl nagymértéki feloldasjavulast igér egy pasztazdé mikroszkopban a
kényszeritett emissziot kioltasra hasznaléd technika a STED (Stimulated Emission Depletion) [26-
28]. Elve és egy ilyen mikroszkop felépitése a 6. abran lathatd. Egy gerjeszt6 nyalab (Excitation) az
objektiv fokuszaban a mintaban elhelyezkedd fluoreszcens festékmolekulakat gerjeszti. Egy masik,
nagyobb hullamhosszl, fazismanipulalt nyalab (STED nyalab) gytirti formaja fokuszt hoz létre.
Hullamhossza olyan, hogy a kivilagitott tartomanyban stimulalt emissziora 0sztonzi a gerjesztett
allapotban levé molekulakat. Eredményképpen a gylir(i kozepén elhelyezkedd molekulak maradnak
csupan gerjesztett allapotban. Az altaluk teljes térszogben kibocsajtott fluoreszcens fotonok egy

részét gyljti be az objektiv és jut el a detektorba. Az effektiv PSF atméré 200 nm alatti, ~50 nm

lesz.
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6. abra (a): STED mikroszkép felépitése, (b) a fluoreszcencia fiiggése a STED nyalabteljesitménytél és (c) az
effektiv fokuszatméré fiiggése a STED nyalabteljesitménytdl [29]

Novelve a STED nyalab intenzitasat a gerjesztett allapotban levé molekulak szdma rohamosan
csokken (az abra (b) része), ezzel egyiitt az effektiv fokuszatméro pedig csokken, vagyis a feloldas
javul. Ha nem csak lateralis (x-y), hanem axialis (z) iranyban is szeretnénk feloldasjavulast elérni
egy masik STED nyalabot is alkalmazni kell (7. abra, STED, nyalab hasznalata mellett). A STED,

a lateralis intenzitaseloszlasért felel.
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7. abra (a): STED mikroszkép alapjai, (b) x-y iranyi leképezéshez és (C) X-z iranyu leképezéshez sziikséges
nyalabok [30]

A STED, nyalab intenzitasa olyan mddon van manipulalva, hogy a fokuszsik alatt és felett
elhelyezkedd gerjesztett molekuldkat kényszeritse kényszeritett emissziora, ezaltal javitva az
axialis iranyu felbontast, mintegy 100 nm-re. A két STED nyalab polarizacios nyalabosztokocka

segitségével, minimalis veszteséggel, egyesithetd [31].

Problémat jelenthet, hogy a teljes mérés alatt a gerjeszté és a STED nyalabot folyamatosan, nagy
pontossaggal fedésben kell tartani illetve, hogy id6igényes a pasztazas. Ez utdbbi tobbfokusza
STED hasznalataval orvosolhat6 [32, 33]. Biologiai mintdk esetén gondot okozhat még, hogy a

STED nyalab esetén nagy teljesitménysiiriiséget kell alkalmazni, ami roncsolhatja a mintat.

A leképezésen alapuld technikak kozott kétszeres feloldasjavulast kindl a strukturdlt kivilagitasu
mikroszkop (SIM, Structured Illumination Microscopy) [34], amelynek alapja a Moiré effektus (8.

abra (a) része).
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8. abra (a): SIM mikroszkép alapjaul szolgalé Moiré effektus, (b) SIM mikroszkép sematikus felépitése és (c) a

mintaban, mélységben 1étrejové mintazat [35]

A feloldandé mintazatot az optikai rendszer altal megengedett legnagyobb frekvenciaju, ismert
mintazattal vilagitjuk ki, akkor eredményképpen egy Moiré mintazatot kapunk, amely a mintdra
jellemzd. Mivel ismert a kivilagité nyalab mintazata az eredeti minta struktiraja rekonstrualhat6 a
feloldasi hatar alatt. A SIM képkészitése soran az ismert szinuszos mintaval kiilonb6z6 iranyokbol,
kiilonb6zo fazisértékeknél vilagitjdk meg a mintat. ~100 nm-es lateralis iranyu feloldas érhetd el
ezzel a technikdval. A mintdban a mintdzatot egy raccsal hozzak létre (abra (b) része), amelyen
atvilagitva, a -1,0,+1 diffrakcios rendek az abra (c) részén lathaté mintazatot hozzak létre a mintan
beliil mélységben. A hagyomanyos, leképezésen alapuldé (widefield) mikroszkopokhoz képest
kétszeres feloldasjavulas érhetd el, amelyet a 9. abra demonstral. Az abra (a) részén 170 nm
atmérdjl fluoreszcens golyokrol késziilt képek lathatéak. A SIM technika segitségével a golydk
feloldhatoak. Az abra (b) részén pedig fluoreszcens modon festett actin filamentumokrol widefield

és SIM technikaval késziilt képek szerepelnek.
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a.) Widefield

b.) Widefield SIM » Widefield SIM

9. abra (a): 170 nm atmérdjii fluoreszcens golyokrél widefield és SIM mikroszkoppal késziilt képek, (b)
fluoreszcensen festett actin filamentumokrol widefield és SIM mikroszképpal késziilt képek [36]

A technika nagy el6nye, hogy gyors (~33 kép/sec) képkészitést tesz lehetdvé és ezaltal dinamikai
mérésekre iS alkalmas, viszont igen érzékeny a kivilagitdo struktGra mindségére, amely
interferometrikus pontossagli beallitast igényel. Az ujabb SIM modszerekkel [37] a kétszeres

feloldasjavulas tovabb javithato.

2006-ban kozel egy idoben harom kutatocsoport kozel azonos miikddési elvii, nagyfeloldasu,
leképezésen alapuld mikroszkopiai eljarast publikalt, amelyeket Osszefoglald néven lokalizacios
mikroszkopiai technikaknak neveziink. A harom bemutatott modszer: (i) PALM, PhotoActivated
Localization Microscopy [38], (ii) STORM, Stochastic Optical Reconstruction Microscopy [39] és
(iii) FPALM, Fluorescence Photoactivation Localization Microscopy [40]. Kés6bb Gjabb technikak
jelentek meg: dSTORM, (directSTORM [41]), GSDIM, (ground state depletion microscopy
followed by individual molecule return [42]). Ezek a technikak par tiz nanométeres laterélis
feloldast tesznek lehetévé. Egyszerli hasznalatuk, egyszerli minta elokészitésiik (hagyomanyos
fluoreszcens festés) és mas elonyds tulajdonsagaik (példaul in vivo mérés lehetdsége [43, 44])
miatt sok esetben kivalthatjadk az elektronmikroszkopos méréseket. Disszertaciom témaja ez a

mikroszkopiai technika, igy részletesen a kdvetkezo fejezetben targyalom.
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3. A lokalizacion alapuld, szuperfeloldasu optikai mikroszképia

3.1. A lokalizacios mikroszképiai alapjai

A hagyomanyos fluoreszcencias technikdk esetén a gerjesztett tartomanyban elhelyezkedd
molekuldk mindegyike aktiv allapotban van, azaz gerjeszthet6. A lokalizacids mikroszkopia soran
fotokémiai folyamatok révén érjiik el azt, hogy egy id6ben a ROI-ban csak kevés szamti molekula
legyen aktiv allapotban, igy az egyes molekulak diffrakcios foltjainak leképezését iddben

szétvalasztjuk (10. abra (a) része).

a.) b.)

v

dSTORR

TIRF

10. abra (a): dSTORM mikroszkép alapelve és (b) a hagyomanyos technikahoz (TIRF) képest tapasztalt
feloldasjavulas COS-7 sejtben levo B-tubulin leképezése esetén (skala: 1pm) [45]

Tulajdonképpen egy videdt (képcsomagot) készitiink a mintardl, amelynek egyes képkockain az
adott idépontban aktiv molekulak képei lathatdak, tehat a video a fluoreszcens molekulak
villédzasabdl all. Az egyes képkockakat kiilon-kiilon kielemezve, a molekulak képeire fliggvényt
illesztve a molekuldk pontos pozicidéi meghatarozhatdéak. A képcsomag Gsszes képére elvégezve az
elemzést, fel lehet térképezni azt, hogy hol talalhatdéak fluoreszcens molekuldk a mintaban. A
hagyomanyos technikdhoz (TIRF) képest tapasztalt feloldasjavulas a 10. abra (b) részén lathato
COS-7 sejtben levo AlexaFluor 647 festékkel festett B-tubulin leképezése esetén.

A korabban emlitett lokalizacids technikak kozott a f6 kiilonbség a festékmolekulak kapcsolasi
mechanizmusanak kivitelezése és vezérlése. A kovetkezOkben a dSTORM mikddési elvét
mutatom be részletesen, mivel az egylittmiikodé kutatocsoportoknal ilyen mikroszkopokat
hasznalnak. Azonban a disszertacioban a kés6bbiekben bemutatott modszerek a tobbi
szuperfeloldasu, leképezésen alapuld mikroszkdpiai technikaban is alkalmazhatéak, a bemutatott

jelenségek ugyanugy fellépnek.
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A dSTORM technika tehat egy leképezésen alapuld, mikroszkopiai technika, amelynek egy tipikus
elrendezése a korabban bemutatott 4. abran lathato. Nagy eldnye, hogy leképezésen alapulod
mikroszkop rendszerbe implementalhatd, nem igényel komplexebb optikai elrendezést. Mivel a
detektalas molekula szintli, alacsony a mérend6 fotonok szama. Az elmult tiz év soran a
fejlesztéseknek koszonhetéen olyan kamerak allnak rendelkezésre, amelyek képesek alacsony
fotonszamot is detektalni. Ilyen kamerak a sCMOS (Scientific CMOS) ¢és az EMCCD (Electron
Multiplying CCD) kamerak [46-49]. A disszertacid6 mérései EMCCD kameraval késziiltek. Az
EMCCD kamerak ugy miikodnek, mint egy CCD kamera, csak egy elektronsokszorozo 1épés be

van épitve az adatkonverzi6 elétt (11. abra).

[ Image
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11. abra: EMCCD vazlatos felépitése [46]

A beérkez6 fotonok a kamera aktiv feliiletén elektronokat keltenek. A gyljtési idészak (expozicios
id6) utan egy tarold szekcioba (store section) keriilnek, ahonnan megkezdddik a kiolvasas a
kiolvaso regisztereken (readout register) keresztiil. A fesziiltségértékké vald konverzié (on-chip
charge to voltage conversion) elétt egy elektronsokszorozasi folyamat van (multiplication register).
Hasonldan a lavina diédakhoz az elektronok az elektromos tér hatasara gyorsulnak és ionizacid
1évén Gjabb szabad elektronokat keltenek, igy erésitheté fel a jel. Tehat az EMCCD kamerara agy
lehet tekinteni, mintha minden egyes pixele egy lavinadidoda lenne. A kamerak tipikus pixelmérete
~16-24 pm, maximalis képteriik (FOV) valtozhat 128 x 128 pixeles, 512 x 512 pixeles és 1024 x
1024 pixeles tartomany kozott [50]. Természetesen minél nagyobb a FOV, annal tobb id6
sziikséges a kiolvasashoz, igy a képkészitési frekvencia csokken. A lokalizacids technikakban ugy
van a mikroszkép nagyitasa meghatarozva, hogy egy molekula képe koriil-beliil egy 7 x 7 pixeles
tartomanyra jusson, hogy a lokalizacio fiiggvényillesztéssel lehetové valjon (részletesen a 3.2

részben).

A lokalizacios technikdkban, igy a dSTORM esetén is, sziikséges a molekuldk kapcsolasa
fluoreszcens és nem fluoreszcens allapot kozott. Ezt fotokémiai folyamatok segitségével lehet
elérni. dSTORM esetén egy ugynevezett puffer oldat segitségével, a festékmolekulak

mikrokdrnyezetének megvaltoztatasaval érjiik el. A molekuldknak a lokalizacids technika
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szempontjabol nézve harom allapota lehet: aktiv (fluoreszcenciara képes), passziv (fluoreszcenciara
nem képes) és bleachelt (a festék molekula szétesett). Az egyes allapotok kozott atmenetek

lehetségesek (12. abra).
a b...
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12. abra (a): dSTORM esetén a puffer oldat jelenlétében a molekulak energiasémaja és (b) a gerjeszté és

reaktivalo hullamhosszon az abszorbancia [45]

A molekula aktiv allapotaban a 'Fy szinglett nivorol, a gerjeszté fény hatasara, abszorpcio révén a
gerjesztett 'F; nivora keriil. Fluoreszcens foton emisszidja révén vagy Gjra az alapnivoéra jut vagy
pedig nem fluoreszkal6 allapotba keriil azaltal, hogy a molekulaszerkezettdl fiiggd valdszintiséggel
a metastabil °F nivéra jut. Ennek a nivonak az élettartama lényegesen (~ezerszer) hosszabb, mint a
'F, nivoé. Innen a mintaban jelenlevé molekularis oxigén hatasara alapnivéra és igy ujra aktiv
allapotba keriilhet. Masik lehetdség, hogy a puffer oldatban levé anyagoknak kdszonhetden,
azokkal tjabb és ijabb komplexeket alkotva, ujabb és ujabb metastabil nivokra jut (F* és FH), igy
megndvelve a passziv allapot élettartamat. A szabad oxigéngyokok mindig az alapnivora valo
visszajutast segitik, de szerepet jatszanak a minta kiégési (bleach) folyamataban is. Ezért altalaban
a puffer oldat olyan anyagokat is tartalmaz, amely megkoti a szabad oxigén gyokoket és a
reaktivalas, vagyis a komplexekben kialakult kotések felszakitasat inkabb egy 405 nm-es fény
segitségével végzik, amely hulldmhosszon j6 az elnyeld képessége a komplexeknek (kotések
felszakadhatnak €s a molekula alapnivora keriilhet), de a festékek nem gerjesztddnek tulsagosan.
Az abra (b) része egy Alexa 488 festék és a mintaban jelenlevé puffer oldat esetén mutatja be a
teljes ciklus abszorbancia-valtozasait. A kezdetben aktiv allapotban levé molekulak 488 nm-es
besugarzas utan passziv allapotba keriilnek. A minta abszorbancidja 488 nm-en lecsokken
(vilagoskék nyil) és a komplexek megjelenésével egy abszorpcids cstics jelenik meg ~400 nm
koriil. Innen akar spontan modon vagy 405 nm-es reaktivalo fény segitségével tjra aktiv allapotba
keriilhetnek (sotétkék nyil) és a ciklus kezdédik elolrdl. A teljes kapcsolasi mechanizmus
részletesebben megtalalhato dASTORM esetén a [45], a tobbi technika esetén pedig a [51] szamu

referenciakban. Ezekben szintén megtalalhatoak a hasznalhat6 festékek listaja és tulajdonsagaik.
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Tehat a dASTORM képkészités soran a minta egy puffer oldatban helyezkedik el, amely biztositja a
fluoreszcens molekulak kapcsolasat aktiv és passziv allapotok kozott. A villogé molekulakrol egy
EMCCD detektorral felszerelt, leképezésen alapuld mikroszkdp segitségével egy képcsomagot
(videot) készitlink. A képcsomag képeit egyenként elemezve egy molekulatérkép kaphato a

mintarol, amely par tiz nanométeres feloldassal rendelkezik.

3.2 A lokalizacids algoritmus

A lokalizécios algoritmus a képkészités egyik fontos része a lokalizacion alapuld mikroszkopiaban.
Az utdbbi idében szamos szoftver jelent meg a molekuldk lokalizalasara, legtobbjiik ingyenesen
elérhet6. A teljesség igénye nélkill néhany példa: rapidSTORM [52], DAOSTORM [53],
compressed sensing [54], 3B algoritmus [55], deconSTORM [56], PALMER [57] és rainSTORM
[58, 59]. Néhany alapveté lokalizacios elv, amelyet az algoritmusok felhasznalnak a kiilonallo

molekulak lokalizalasara.

e Sulyozott kézép: A molekulakép pixeleinek értékei alapjan a molekula koordinatainak
meghatarozasanal sulyozott kdzepet szdmolunk.

e Fiiggvényillesztés legkisebb négyzetes eltérés modszerével: Egy valasztott PSF fliggvényt
(altalaban Gauss) illesztiink a molekula képére, a négyzetes eltérést a mért és az illesztett
kép koOzott minimalizalva [60]. Az illesztés soran illesztendé paraméterek az x, y
koordinatik. Altaldban az iterativ Levenberg—Marquardt algoritmust [61] hasznéljak,
amely matrixos formaba Onti az illesztés folyamatat, amely kénnyebben programozhato.

o Filiggvényillesztés Maximum Likelihood modszerrel: Egy valasztott PSF fiiggvényt
(altaldban Gauss) illesztiink a molekula képére a likelihood fiiggvény maximalizalasaval

[62].

Ezeken kiviil egyes algoritmusok képesek atfedd, tobbszords molekulaképek illesztésére [63] vagy
a nagymennyiségli szamolds (akar tobb tizezer illesztés) felgyorsitasara az illesztések GPU-n,

parhuzamosan torténo futtatasaval.

A kovetkezOkben a cambridge-i kutatocsoport altal kifejlesztett rainSTROM lokalizacios
algoritmus miikodését mutatom be részletesen, amelyet a mérések soran is hasznaltam [58, 59]. Az
algoritmus folyamatabraja a 13. abran lathatd. A beérkezé képcsomagot képrol képre elemzi. Az
egyes képeken megkeresi a lokalis maximumokat, amelyek a lehetséges molekulak képeinek
maximumai. Ezutan egy dontési folyamat kovetkezik a megtalalt maximumok sorba allitasaval: a
felhasznalo altal meghatarozott intenzitdshatarok kozé es6 maximumokkal 1ép tovabb az
algoritmus. A maximumok kortili 7 x 7 pixeles szegmensekre torténik az illesztés. A rainSTORM
Gauss fiiggvényt illeszt iterativ médon a legkisebb négyzetes eltérés modszerével, a Levenberg—

Marquardt algoritmust hasznalva. Illesztenddé paraméterek: a kodzéppont X, y koordinatai,
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maximuma ¢€s az X és y iranyu szoras. Lehet0ség van a maximalis iteraciok szdmanak beallitasara.
Az illesztés folyamataban, minden iteracié végén egy dontési folyamat van: az algoritmus
megvizsgalja, hogy a kapott paraméterek a felhasznalo altal megadott paraméter tartomanyban
vannak-e. Ha nem, akkor az iteracié megszakad (sikertelen). Az illesztés végén egy szlirés van,
hogy az illesztett molekulakép és az eredeti molekulakép kozotti eltérés (reziduum) a felhasznalo
altal megadott hataron belill van-e. Ezen a sz{irésen atmend, sikeres illesztések, tarolasra kertilnek.
Miutan a képcsomag Osszes képe elemzésre kertilt, egy lista all rendelkezésre az illesztések soran
kapott paraméterekkel. Ezutan kovetkezik az abrézolas. A kapott koordinata lista alapjan egy
kétdimenzios hisztogram késziil, amelynek pixelhaloja tizszerese az eredeti kép pixelhaldjanak.
(Tehat ha a mért kép pixelmérete, a fokuszsikban mérve, 160 nm, akkor a szuperfeloldast kép

pixelmérete 16 nm.) Ezzel elkésziilt a rekonstrualt, szuperfeloldasu kép.

. p E
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csak egy Maximumok Fliggvényillesztés pozicidk
része aktiv megkeresése a képen, tarolasa
egy képen majd a kilonallo

molekulak kisz(rése

Osszegzés

Végiil: nagyfeloldast kép a
molekuldk pozicidialapjan

13. abra: A rainSTORM miikodési elve [64]

Felmeriilhet kérdésként, hogy mennyire helytallo, hogy a PSF illesztésére Gauss modellt
hasznalunk. Konkrét méréseket megvizsgalva (14. abra) megallapithatd, hogy ez a modell kozelebb
van a mért PSF-hez, mint példaul az Airy modell. Erdemes még figyelembe venni, hogy a PSF
alakjat befolyasoljak a leképez6 optika aberracioi és a festékmolekula dipélmomentumanak iranya
is. Ez utobbi azonban nem szamottevd abban az esetben, ha molekulak szabadon és gyorsan
elmozdulhatnak (foroghatnak), amelynek kovetkeztében a dipélmomentum iranyanak hatasa
kiatlagolodik. A PSF alakjarol és azt befolyasold tényezokrdl részletes elemzés a [65] szamu

referencidban talalhato.

A Gauss fliggvénnyel valo illesztés elénye, hogy gyors és egyszer(i, a két iranyra szeparalhato.

Mivel a PSF alakja nem figyelheté meg tokéletesen a pixelméret miatt (7 mérési pontunk van
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csupan, részletesen a 3.2 részben), igy komplexebb modellek hasznalata nem feltétlentil kifizetddo

futtatasi id6 szempontjabol.

exact PSF
Gauss fit
— Airy

=l =]
@ o

Normalized Intensity
=3
a

0.2

0
Position [A/NA]

14. abra: A mért (exact, kék), az Airy modellb6l szamolt (Airy, lila) és a Gauss modellb6l szamolt (Gauss fit, piros)

PSF osszevetése [65]

Léteznek olyan algoritmusok is, amelyek mért PSF-ek alapjan készitenek el egy empirikus PSF
modellt, amelyet a lokalizacids algoritmus az illesztések soran hasznal fel [66]. Az algoritmusokrol

részletes leiras [67] referenciaban talalhato.

3.3 A lokalizacios mikroszkop feloldasa

Mint ahogy azt korabban emlitettem, a hagyomanyos feloldas definiciok szamos paramétert nem
vesznek figyelembe, ilyen példaul a pixelméret, a beérkez6 fluoreszcens fotonszam vagy a hattérzaj
PSF-re tett hatdsa, amelyek jelentésen befolyasoljak egy mikroszkoppal késziilt kép mindségét.
Ezeket mind figyelembe kell venni, amikor egy lokalizacios mikroszkop egyik legfontosabb
tulajdonsagarol, a feloldasardl beszéliink. Els6ként tekintsiik a pixelméret hatasat a PSF-re (15.

abra felsé sora).

CD/10 CD/5 CD/2,5

15. abra: A pixelméret hatasa a PSF-re és két kritikus tavolsagra elhelyezked6 pontszeri forras képére

(pixelméretek oszloponként: kritikus tavolsag/10, kritikus tavolsag /5 és kritikus tavolsag /2,5) [64]
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A pixelméreteket a kovetkezOképpen valasztottam meg: oszloponként balrdl jobbra haladva vettem
a Rayleigh-kritérium altal meghatarozott kritikus tavolsagot és osztottam 10-zel, 5-tel és 2,5-tel.
Nagyobb pixelméretek esetén a PSF-ek egyre kevésbé rajzolonak ki (az abra felsd sora), a gylirlis
szerkezetiik és els6 minimumhelyiik nem hatarozhaté meg pontosan. Az abra masodik soraban két,
a Rayleigh-kritérium altal meghatarozott kritikus tavolsagban elhelyezked$ pontszer(i forras képe
lathat6. Nagyobb pixelméretek fel¢ haladva az elhajlasi képek egyre kevésbé rajzolodnak ki, nem
hatarozhat6 meg pontosan az a tivolsag, amelyre elhelyezkedd két pontszerii objektum még

megkiilonboztethetd.

Masik fontos tényez6 a beérkezo fluoreszcens fotonszam hatasa a képre, amely egymolekula szinta

detektalas esetén mar jelentds befolyasold tényezo a pixelméret mellett (16. abra).

1000 foton

500 foton

200 foton

CD/10 CD/5 CD/2,5

16. abra: A beérkezd fluoreszcens fotonszam és a pixelméret hatisa egyetlen PSF-re (pixelméretek oszloponként:

kritikus tavolsag/10, kritikus tavolsag /5 és kritikus tavolsag /2,5, a képek normalva vannak)

Feltételeztem, hogy 200, 500 és 1000 foton érkezik egy pontszer(i forrasbol, amelyek a detektor
feliiletére érve, a PSF altal meghatarozott eloszlas szerint oszlanak el a pixeleken véletlenszeri
modon. A valdsziniiségi eloszlas az Airy kép alapjan meghatarozott fiiggvény volt (1). Az éabra
képei az intenzitascsicshoz normalva vannak, hogy a képek strukttraja jobban latszoédjon. Ahogy
az varhato, kisebb fotonszam mellett a gytiriis struktira nem rajzolodik ki, nagyobb pixelméretek
esetén pedig ezen feliil a maximum helye sem lesz mérvado a fotonok véletlenszerii beérkezése
miatt (pontatlan lesz az illesztés is). Nagyobb fotonszam felé haladva a struktira jobban

kirajzolodik és kell6 szami foton mellett a maximum helye is pontosabb lesz.
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A lokalizacios mikroszkopiaban a feloldast leginkabb a lokalizacid (vagyis az illesztés) pontossaga
hatarozza meg. Ezt elsdsorban, a fentiekbdl kovetkezden, a pixelméret, a beérkezd fluoreszcens
fotonszam illetve a hattérzaj (jel/zaj viszony) befolyasolja. A feloldas meghatarozasara a leginkabb
elterjedt, a fenti paraméterecket egybeolvaszto Thompson-féle formula szolgal. Részletes

szamolassal [68] megmutathat6, hogy a lokalizacié pontossaga:

s?+a?/12  8ms*b?

(Ax)?)y = TXe2 e (5)

.....

detektalt fotonszam és b a zaj. Erdemes megfigyelni a fotonszamfiiggést, ami a mérések soran a
festékek tulajdonsagai miatt kiilondsen kritikus. A lokalizacid pontossaganak fotonszamfiiggését a
17. abra mutatja. A pixelméret 130 nm volt, a standard deviaci6 208 nm, a zaj 0,7 a detektalt
fotonok szama pedig 20 és 2000 kozott valtozott. Latszik, hogy 10 nm-es pontossag eléréséhez

~500 detektalt fotonra van sziikség.

aga(nm)

toss

acio pon

Lokaliz

1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Detektalt fotonok szama

17. abra: A lokalizacios pontossag fotonszam fiiggése és a normalt PSF-ek [64]

Ezt figyelembe véve, tovabb elemezve az (5) formulat, ha konstans fotonszam mellett nagyon
megnoveljiik a nagyitast, azaz sok pixelen oszlanak el az emittalt fotonok (azért hogy minél tobb
pontra tudjunk illeszteni), akkor egy pixelre kevés foton jut. Kovetkezésképpen romlik a jel/zaj
viszony és ezzel egyiitt a lokalizacids pontossag. Masrészt, kicsi nagyitas mellett az 0sszes foton
csak kevés pixelen fog eloszlani, eredményképpen ugyan nagy a jel/zaj viszony, de kevés az
illesztendd mérési pont, ami pontatlanna teszi az illesztést. Létezik tehat egy optimum. A
szamolasok [68] azt mutatjak, hogy a lokalizacios pontossag akkor maximalis, ha a diffrakcios kép
metrikak és modszerek a lokalizacios mikroszkop feloldasanak és képmindségének leirasara [69,
70].
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3.4 Haromdimenzios lokalizaciés mikroszkopiai technikak

Eddig kétdimenzios lokalizacids mikroszkopiardl volt szo6. Haromdimenzios lokalizacios
mikroszkop esetén a lateralis lokalizacié mellett az axialis poziciot is meg kell hatarozni ahhoz,
hogy ebben az iranyban is szuperfeloldast érjiink el. Erre akkor van lehetségiink, ha a harmadik

térbeli poziciot valamilyen mdédon a PSF alakjaba ,.kdédoljuk”. Az 1. tdblazatban 6sszegyljtottem

négy haromdimenzios technikat. Tovabbi technikdk a [71] referencidban talalhatoak.

1. tablazat: Haromdimenzids lokalizacios technikak

Technika neve (elérheté z
iranyu feloldas)

Rovid leiras

Elénye

Hatranya

Asztigmias rendszer [72]
(~55nm)

A detektorkarba gyenge
asztigmiatvezetnek be. A z
irdnyu koordinata a PSF
ellipticitdsaba van kdédolva

Egyszer(ien kivitelezhet6,
nem igényel komplexebb
algoritmust, minta 2D

A lokalizaciés pontossag
az ellipszis miatt
kiilonbozik x és y

iranyban (mds a standard

deviacid)

Leképezés két sikban
(biplane) [73]
(~75nm)

Adetektor karban nyalabosztas
torténik és két kiilonb6z6
sikban készililnek képek a

molekuldkral, 3D PSF modellt
illesztve a két sikraa z
koordinata meghatarozhaté

Egyszer(i kivitelezés, nem
igényel komplexebb
algoritmust, minta 2D

Nyalabosztas torténik,
igy kevesebb fotonra
torténik az illesztés

Interferometrikus
technika
[74]
(<20 nm)

Két szembeforditott objektivvel
torténik a detektdlas. A
nyalabok interferenciajat
figyelik kiilonb6z6 faziskésések
mellett. A z iranyd koordinata
az interferenciaképek
intenzitasaranyaibdl adodik

Nagy feloldas

Komplex optikai rendszer,
megkovetelt
interferometrikus
pontossag, vékony minta

Dupla hélix rendszer
[75]
(~20nm)

A detektorkarban egy
fazismaszk segitségével a PSF-
et egy ziranyban forgd, dupla

hélixé alakitjak. A z iranyu
koordinata az elfordulas
sz0gébdl adodik

Nagy feloldas,
egyszer(bb kivitelezés

Fényveszteség lép fel a
fazismaszkon

Az egyik legegyszeriibben kivitelezheté és emiatt leginkabb elterjedt technika az asztigmiat
felhasznalo technika. A detektorkarban egy hengerlencse segitségével gyenge asztigmiat vezetiink
be [72]. Ekkor a PSF enyhén elliptikussa valik és a molekula axialis iranyu pozicidjat (defokusz) a
PSF x és y iranyu illesztett standard deviacié aranyabol (Wy, Wy) lehet megallapitani (18. dbra). Az

abran W a szimmetrikus, asztigmia nélkiili standard deviaciot jeloli.
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18. abra: Asztigmias haromdimenzios leképezés elve [64]

Az asztigmias rendszer pontos kalibralast igényel, ami utan a molekula axialis pozicidja 50 nm
pontossaggal meghatarozhat6. Fontos megemliteni, hogy az axialis tartomanyt, amelyen beliil ez a
pontossag elérhetd, a rendszer mélységélessége hatarozza meg, amely ~500 nm. Azaz lokalizacios
mikroszkopokkal felvett 3D képek képtere axialis iranyban jelentdsen kisebb, mint lateralis

iranyban. Valodi 3D felvételhez a minta pasztazasara és az igy kapott egyes képek pontos

crer

4. Kivilagitasi technikak a leképezésen alapulé mikroszkopiai technikaban

A mikroszkopidban a kép mindségét jelentdsen befolyasolja a fokuszsikon kiviilrdl érkezd hattér
zavard hatasa. Jelenlétében a kép elmosodotta valik, és a kontraszt lecsokken. A pasztazod
mikroszkopiai technikdban a konfokalis detektalas segitségével ez a zavard jel jelentdsen
csokkenthetd. Leképezésen alapuld technikakban felmeriild lehetdségeket ebben a fejezetben
targyalom. A lokalizacion alapuld mikroszkopiaban a fokuszon kiviilrdl érkezo hattér csokkentése
rendkiviili fontossagt, mivel, ahogy lattuk, a lokalizacié pontossagat nagymértékben befolyasolja a

hattérzaj mértéke ((5) dsszefiiggésben a b zaj paraméter).

A megfeleld kivilagitas elérésére egy lehetdség a szelektiv siku kivilagitas (SPIM, selective plane
illumination microscopy), amely esetén a kivilagitd optikai Gt és a detektorkar egymasra
merblegesen helyezkedik el [76, 77]. A mintaban Ilétrehoznak, altalaban egy hengerlencse
segitségével, egy kivilagitott réteget és erre merdlegesen torténik a leképezés és detektalas (19.

abra), igy csak a leképezend6 térrész van kivilagitva a mintaban.
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19. abra: SPIM Kkivilagitas és detektalas [78]

A modszernek technikai hatranyai vannak. A nagy numerikus apertiraji objektivek
munkatavolsaga kicsi (100-200 pm), igy nehezen lehet az objektiv frontlencséje kozelében

1étrehozni a kivilagitast, illetve specialis mintatarto kiivettat igényel a technika.

Masik lehetdség a ferdeszogli kivilagitasi technikak alkalmazasa, amelyek nem igényelnek kiilon
kivilagitd nyaladbutat. A kivilagitds és a detektalas is ugyanazon objektiven keresztiil torténik. Az
objektivet tekintsiik egy idealis f fokusztavolsagu lencsének, a fokuszsikban az egész képteret
pedig vilagitsuk ki kollimalt nyaldbbal. Ehhez a beérkezd nyaldbot az objektiv hatso fokuszsikjdba
kell fokuszalni (20. abra).

Optikaitengely

'
s
1

H4ts6 fokuszsik Fokuszsik

20. abra: Ferdeszogii kivilagitas idealis esetben

Ha ferdeszdgii kivilagitast szeretnénk 1étrehozni, akkor a beérkezé nyalabot egy tengelyen kiviili
pontba kell fokuszalni a hatsé fokuszsikban (el kell tolni a fokuszpontot a tengelyhez képest).
Idealis esetben ekkor a nyalab forgaspontja a fokuszsik és a tengely metszéspontjaban van. A
manipulaciot 4f rendszerben lehet elvégezni (Appendix 1): a transzlaciot a beérkezd nyalab és a
hatso fokuszsikba fokuszald lencse transzverzalis elmozditasaval (21. abra (a) része) vagy pedig a

fokuszsik konjugalt sikjaban elhelyezett tiikor elforgatasaval lehet elérni (21. abra (b) része).
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21. abra: Ferdeszogii kivilagitas megvaldsitasa (a) transzlaciéval és (b) tiikkorforgatassal

A valosagban azonban, az objektiv leképezési hibai miatt, a forgdspont nem tokéletesen a
fokuszsikban helyezkedik el. Ennek kdvetkeztében a ROI kivilagitasa a fokuszsikban decentralta
valhat kiilonosen nagy szogek esetén (22. abra, szaggatott vonalli nyalabmenet). Ennek
korrigdlasara (transzlacié a fokuszsikban) egy forgatast kell bevezetni a hatso oldali fokuszsikban,

a fokuszalt nyalabban (22. abra, folytonos vonalil nyaldbmenet).

Optikaitengely

Hatsoé fokuszsik \ 4 Fokuszsik

22. abra: A decentralt kivilagitas esetén sziikséges korrekcio

crer

vagy egy ujabb 4f rendszerben a hats6 fokuszsik konjugalt sikjaban elhelyezett tiikor elforgatasaval

lehet megvalositani (a masodik lehetdségrél részletesebben az Eredmények rész elsé fejezetében).

crer

tiikkorforgatassal bevezetett forgatasokkal, illetve ezek kombinacidjaval.
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A mintaba kiilonb6z6 mélységekben elhelyezkedd leképezendo sikok esetén, kiilonbozo ferdeszogii

kivilagitasi technikakat alkalmazhatunk a fokuszsikon kiviilr6l érkez6 jel csdkkentésére (23. abra).

a b
) Fed6lemez kozelileképezés ) Mélyebb régié leképezése
| P VAEM EPl | _HILO
Fokuszsik M2 g&@ﬂ“ﬂ ____________ Fokuszsik _
[ ] P
Olaj | ]\ FedGlemez 0@,% T Fed8lemez
TIRF |

Hass | PSOZN /4SSN F s VANN 7 . .
fokuszsik Y fokuszsik

Mikroszkép Mikroszkép
objektiv objektiv

23. abra: A mintaban a (a) fedélemezhez kozel vagy (b) mélyebb rétegekben elhelyezkedd leképezendd régio

A hagyomanyosnak tekinthetd kivilagitasi technika az epifluoreszcens kivilagitas (EPI). Ekkor a
teljes képteret kivilagitjuk egy kollimalt nyalabbal ugy, hogy a beérkez6 nyalabot az objektiv hatso
fokuszsikjaba fokuszaljuk. Ekkor azonban a ROI alatti és feletti teriilet is ki van vilagitva, igy a

fokuszsikon kiviilrdl érkezo jel rontja a kép mindségét.

Ha a fed6lemezhez kozeli régiot szeretnénk leképezni (23. abra (a) része), akkor a fokuszsikon
kiviilrdl érkez6 jel csokkentésére a kovetkezd lehetdségeink vannak. Ha a ROI a feddlemeztél ~50-
150 nm-es tavolsagra van (példaul sejtmembran leképezése esetén), akkor hasznalhatunk teljes
visszaverddést hasznalo kivilagitast (TIRF, Total Internal Reflection Fluorescence microscopy
[79]). Ekkor a beérkez6 nyalabot a hatso fokuszsikban, egy optikai tengelyen kiviili pontba
fokuszaljuk ugy, hogy a fedolemez-minta hatarfeliiletén teljes visszaverddés j6jjon 1étre. Ekkor egy
exponencialisan, rovid tavon (50-150 nm) lecsengd evaneszcens hullim hatol be a mintaba, amely
egy gerjesztett, kivilagitott réteget hoz létre a fedélemez kozvetlen kozelében. Ha kicsit mélyebb,
de még a fed6lemezhez kozel helyezkedik el a ROI (példaul a sejtmembranon beliili, ahhoz kdzeli
régio), akkor hasznalhato a valtoztathat6 szogi epifluoreszcens kivilagitas (VAEM, Variable Angle
Epifluorescence Microscopy [80]). Ekkor a kritikus szoghdz kozel esnek be a sugarak a fed6lemez-
minta hatarfeliiletére, de nem szenvednek teljes visszaverddést. Eredményképpen egy hegyes
szogben teljesen kivilagitott ROI-t kapunk. Mélyebben elhelyezkedd ROI esetén (példaul
vastagabb agyi metszet, sejten beliili régid leképezése) a ferdeszogl, rétegszerti kivilagitas (HILO,

Highly Inclined and Laminated Optical sheet microscopy [81]) hasznalhat6 a fokuszsikon kiviilrél
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érkez6 jel csokkentésére (23. abra (b) része). Ekkor mar sziikséges az el6bb targyalt korrekcios
forgatas a hatsé fokuszsikban, mivel a nagy szdgek és az objektiv leképezési hibai miatt a ROI
kivilagitasa decentralta, tokéletlenné valna korrekcid nélkiil. A f6 kiilonbség tehat a VAEM ¢és a
HILO kivilagitas kozott a korrekcio, amely a HILO esetében nagyobb szdgeket és keskenyebb

réteg kivilagitasat teszi lehetove, akar mélyebben elhelyezkedd ROI-k esetén is.
5. Taobbszini, leképezésen alapulé mikroszkopiai technikak

A fluoreszcens jelolés soran hasznalt specifikus kotéseknek koszonhetben lehet6ség van a
kiilonb6z6 bioldgiai objektumok, kiillonbozé festékekkel torténd jelolésére, ami lehetové teszi,
hogy kiilonb6z6 szinekben képezziik le azokat. Most roviden attekintem, hogyan lehet a t6bbszinii
leképezést megvalositani a leképezésen alapuld, fluoreszcens mikroszkopiai technikakban, mint

amilyen a lokalizacios mikroszkop is.

Két megkozelités 1étezik: a (i) szimultan (tobbesatornas) és a (ii) szekvencialis (egycsatornas)

képkészités (24. abra).

Minta L
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M tukor M I /‘ tikor
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t[]ké')r “«—> . . .
Gerjeszt6 nyaldbok

Gerjeszt6 nyaldbok

24. abra (a): szimultan (tobbcsatornas) és (b) szekvencialis (egycsatornas) leképezésen alapulé tobbszini

mikroszképiai technika

A szimultan, tobbcsatornas modszer esetén, tobb hullamhosszon egyszerre torténik a gerjesztés és a
detektor karban egy dichroikus tiikor segitségével valaszthatoak szét a kiilonbozé szind
fluoreszcens képek, amelyeket kiilonallé kamerakkal rogzitenek, vagy pedig a képeket egyetlen
kamera, kiilonb6z6 teriileteire iranyitjdk (a FOV mérete emiatt kisebb lehet). Ez a moédszer
felgyorsitja a mérést, azonban a plusz optikai elemeken fényveszteség vagy aberracio léphet fel

(amely befolyasolja a lokalizacié pontossagat), tovabba a spektralis csatornadk kozott athallas
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jelentkezhet. A szekvencialis, egycsatornas rendszerben mindig egy hullamhosszon torténik a
gerjesztés. A kiillonbozo szinli képeket egymas utan veszik fel. Ekkor a CCD kamera teljes aktiv
feliiletét ki lehet hasznalni (nagy FOV). A csatornak kozotti athallast ugyan minimalizalni lehet, de
a mérési id6 azonban megndvekszik. Ez problémat jelenthet a lokalizacids mikroszkopiaban, ahol a
véletlenszeri mechanikai elmozdulasok (drift) 6sszemérhetéek a feloldassal, igy hosszabb ideji

meérés esetén driftkorrekciot kell alkalmazni.

Mindkét esetben rendkiviil fontos a kiilonb6z6 szini képek pontos illesztése, regisztracidja,
ugyanis a kiilonb6z6 szinli képek nem fednek at tokéletesen a fellépd aberracidk miatt, melyek
koziil a kromatikus hiba dontd szerepet jatszik. Az elvart pontossdg a lokalizacids, tobbszinii
mikroszkopidban még nagyobb, a hagyomanyoshoz képest, a par tiz nanométeres feloldas miatt. A
képek illesztésére szokasos modszer markereket (példaul arany nanorészecskéket) hasznalni a
mintaban referenciapontként [82-84]. Ezek a markerek minden hullamhossz csatorna esetén
vilagitanak és poziciojukat a kiilonb6zd képeken referenciaként haszndlva, a képek
regisztralhatoak. Par nanométeres regisztracios pontossag érhetd el ezzel a modszerrel [85].
Azonban hasznalatuk nem mindig praktikus, példaul €l6sejtes mérések esetén toxikussaguk miatt,
tovabba, ha tul fényes a marker, akkor vagy a fluoreszcens jel veszik el mellette, vagy pedig a
kamera pixelei éghetnek ki a tl nagy intenzitds miatt. Egy masik modszer a regisztraciora
kozvetleniil a minta struktarajat hasznalja, megkeresve azt a képpoziciot, ahol legjobb a korrelacio
[86]. Ezt azonban nem mindig lehet hasznalni, mivel a korrelacidhoz megfelelden strukturalt minta

sziikséges.
6. Leképezési hibak

Az optikai elemeken fellépé leképezési hibak, aberraciok (amelyek fellépnek egy optimalizalt
optikai elem esetén is) jelentés mértékben befolyasoljak a képkészitést. Kiillondsen érzékenyek erre
a nagyfeloldasi mikroszkopiai technikak, mivel a nagy feloldas legalabb ugyanolyan mértékii
precizitast kivan (beallitasi pontossag, megmunkalasi pontossag, stabilitas...). A leképezési hibak
szerepet jatszanak a ferdeszogl kivilagitasok esetén, vagy a PSF alakjaban, amely a lokalizacio

folyamata soran hangsulyos, illetve a tobbszinii leképezéseknél is a képek illeszthetdségénél.

Az 6t Seidel (harmadrendit) aberracio [87] a szférikus hiba, az asztigmia, a koma, a Petzval hiba és
a torzulas. Tobb hullamhossz esetén fellép a kromatikus aberracio is. Az egyes hibakat a 25. abra
foglalja 0ssze. Szférikus aberracioval terhelt a leképezés, ha az optikai tengellyel parhuzamosan
beérkez6 sugarak a leképezés utan az optikai tengely kiilonb6zd pontjaiban alkotnak képet, attol
fiiggden, hogy az optikai tengelyhez képest milyen tavol haladtak. Az asztigmatizmus ferdén beeso
nyalab esetén mutatkozik. Ekkor nem pontszert a leképezés, a merididn sikban halad6 nyalabok
mashol metszik egymast (T1), mint a szagittalis sikban halad6 nyalabok (S1), tehat a két sikban

kiilonb6z6 a lencse tordereje. A keletkezd két fokuszvonal tavolsdga az asztigmids tavolsag.
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Fokuszalt nyalabba hengerlencsét helyezve szintén asztigmia mutatkozik. A koma hiba akkor 1ép
fel, ha a fotengelytdl tavoli, erdsen ferde, nagy nyilasszogili nyalab éri el a lencsét. Ekkor pontszerii
kép helyett egy iistokos formaja, elnyult kép keletkezik. A Petzval hiba vagy mas néven képsik
gorbiilet nagy sik targy leképezése esetén 1ép fel. Kiterjedtebb targy esetén a kép nem egy sikban
keletkezik, hanem egy gombfeliillet mentén, mivel a targy szélérél indulod, erésen ferde sugarak
fokuszpontja nem ugyanott lesz, mint ahol a tengellyel parhuzamos sugarak fokuszpontja. A
torzitas, ellentétben az eddigi hibakkal, nem a kép élességén okoz romlést, hanem a kép targyhoz
valo geometriai viszonyara vonatkozo hiba, amely akkor jon létre, ha a nagyitas nem egyezik meg
a kép minden részén. Beszélhetiink parna vagy hordo alaka hibarol. A kromatikus aberracio abbol
szarmazik, hogy az optikai elemek torésmutatdja fiigg a hullamhossztol. Ennek kdvetkeztében
példaul a lencse a kiilonb6z6 hulldmhosszi nyalabokat kiilonb6z6 helyekre fokuszalja (axidlis
kromatikus hiba). A kromatikus hiba nem csak a fokusztavolsagot, hanem a nagyitast is
befolyasolja az egyes hullamhosszak esetén (lateralis kromatikus hiba). T6bb hullamhossza

leképezésnél az egyes hullamhosszakndl a fellépd aberraciok mértéke is mas lehet.

a) b)

25. abra: Fébb leképezési hibak: (a) szférikus aberracio, (b) asztigmia, (c) kéma, (d) Petzval hiba, (e) torzulas, (f)

axialis és (g) lateralis kromatikus aberracioé [88, 89]
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7. Optikai rendszer szimulaci6ja

nyalabkoveté modszer, amelyet kereskedelmi forgalomban is elérhetd szoftverek is alkalmaznak,
mint példaul a Zemax [90] vagy az OSLO [91]. A disszertaciomban a szamolasok soran az OSLO

szimulacios szoftvert hasznaltam.

A nyaldbkovetd mddszer 1ényege, hogy az algoritmus sugarkoteget indit az elére definialt targy
pontjaibol (lehet pontszert is a targy illetve végtelen tavoli, ekkor parhuzamos nyalabok érik el a
rendszert). Ezek a sugarak az optikai rendszer minden egyes feliiletén megtdrnek, mignem elérik a
képsikot. Tehat az algoritmus ugy miikddik, hogy a nyalab elér egy feliiletet, ebben a pontban
megallapitja a feliilet normalisat és a Snellius-Descartes torvényt hasznalva kiszamolja a torési
szoget, majd ennek a szognek az ismeretében kiszamolja, hogy a kdvetkezo feliiletet hol €s milyen
szogben éri el, ahol Gjfent torést szenved a sugar (26. abra). Mindezek soran a program figyelembe
veszi a kitakard apertirakat, a rendszer geometriai hatérait, a definialt visszaverddo feliileteket és

az esetleges teljes visszaverddést.

surface z = f(x,y)

point of incidence refracted ray e’

incident ray e

i. felUlet i+1. felllet

26. abra: A nyalabkéveté algoritmus miikodése [92]

Tehat egy optikai rendszer modelljéhez meg kell adni az optikai elemek anyagat (tdrésmutatdjanak
megallapitasahoz), a feliiletek tavolsagat (sugarak szabad terjedéséhez), a feliiletek apertiirajanak
sugarat illetve a gorbiileti sugarukat (a feliileti normalisok kiszamitisara). Az elemek anyagat
katalogusbol is Ki lehet valasztani. Ekkor az Abbé-szam és a diszperzios modell alapjan az OSLO
automatikusan szamolja a torésmutatét a kiilonb6z6 hullamhosszakra. Lehet definidlni egyedi

anyagokat is a tOrésmutatd és az Abbé-szam megadasaval. Lehetdség van nem csupan
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gombfeliiletek, hanem cilindrikus, konikus vagy aszférikus feliiletek definialasara is a megfeleld,
feliiletet leird polinomok egyiitthatdéinak megadasaval. A 27. abran egy 1,41 numerikus apertraju,

olajimmerzios Olympus objektiv modellje 1athato OSLO-ban.
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27. abra: 1,41 numerikus apertiraju, olajimmerziés Olympus objektiv modellje lathaté OSLO-ban

A feliiletek pozicionaldsara is lehet6ség van. Kétfajta koordinata rendszert lehet hasznalni: egy
lokalist, amely az adott feliilet sikjaban érvényes, origdja egy eldre meghatarozott referenciapont,
illetve a globalist, amelyben az Osszes feliilet szamara egy referenciapont van meghatarozva. A

kovetkezd pozicionalasi iranyok vannak: decentralas 3 dimenzioban, forgatas 3 dimenzidban.

Az OSLO tartalmaz beépitett rutinokat, amelyek megkonnyitik a hasznalatat és egyszerti modon,
grafikus ablakon kaphatunk informaciét a modellezett rendszerrdl. Ilyen beépitett rutin példaul a
fokusztavolsag meghatarozasa, a PSF szamolds vagy az aberraci6 analizis, amelyeket a

disszertacidmban is hasznaltam.

Nem csak grafikus feliilettel rendelkezik az OSLO, hanem van egy karakteres feliilete is, ahol egy
specialis, C programnyelvhez kozel all6 programnyelven (ccl) lehet programozni, sajat rutinokat
irni, a kiszamolt adatokat elmenteni mas programokkal val6 tovabbelemzéshez vagy abrazolashoz
(pl. MATLAB). Egy adott feliileten a sugarak metszéspontjait kiszamolo és elment6 algoritmus az

Appendix 2 részben talalhato.
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Célkitizések

Dolgozatomban a lokalizacios elven miikddé mikroszkopiaban leképezési és képfeldolgozasi hibak
altal okozott effektusok mélyebb vizsgalatat tizom ki célul, hogy a technika mélyebb megértéséhez
hozzajaruljak. Kiilonbozé effektusokat fogok vizsgalni a lokalizaciés mikroszkop teljes
képalkotdsa soran: a mikroszkop kivilagitasaban, tobbszinli leképezésében és a képrekonstrukcio

soran. Korrekcios metodusokat is kidolgozok.

1. A mikroszkop kivildgitasandl hagyomanyosnak tekinthetd az epifluoreszcens technika.
Ekkor a teljes ROI ki van vilagitva és a fokuszsikon kiviilrél érkez6 fluoreszcens jel
jelentds. A kutatok olyan ferdeszogi kivilagitasi metodusokat fejlesztettek ki, amelyek ezt
a fajta hatteret hatékonyan csokkentik. Ezek a kivilagitasok egyre nagyobb népszeriiségnek
orvendenek, de mélyrehato, a lokalizaciés mikroszkdpidhoz sziikséges precizitas szintjén
torténd elemzésiik ez idaig nem tortént meg. Az optikai rendszerekben elkeriilhetetlen
leképezési hibak jelentdsen befolyasoljak a kiillonboz6 kivilagitasok megvalositasat. Egy
olyan elemzés, amely konkrét, modellezett optikai rendszerben elvégzett szdmolasokon
alapul, a kivilagitasi technikak megvalositasa, a mikroszkdprendszer ¢Epitése soran
segitségiil szolgal. A megallapitott trendek segitik a leképezés soran a kivilagitas
szerepének megértését. Ezek alapjan elsoként egy ilyen, a Kiilonb6zo Kkivilagitasi
technikak mélyrehato, nyalabkovetésen alapulo elemzését tiizom ki célul. [93]

2. Nem csak a kivilagitas soran, hanem a mikroszkop detektald nyalabutjaban elhelyezkedd
optikai elemek is jelent6s aberraciot vezethetnek be, melyek rontjak az elkésziilt kép
mindségét. A lokalizacios mikroszkopidban a tobbszinli detektalds hatékony modszer
kiilonb6z6 bioldgiai objektumok feltérképezésére a specifikus fluoreszcens jelolésnek
koszonhetéen. A tobbszinli detektalas esetén kulcskérdés a kiilonbozé hullamhosszakhoz
tartozd rekonstrualt képek Osszeillesztése, regisztralasa. Az optikai elemek diszperzidja
miatt azonban kromatikus hiba 1ép fel a leképezés soran. A gyartok megprobaljak ezt
korrigalni, kikiiszoboIni. fgy a hagyoméanyos fluoreszcens mikroszkopok esetében a
kromatikus hiba hatasa nem jelent6s. Azonban a lokalizacios mikroszkdpiaban a feloldas a
par tiz nanométeres tartomanyba esik és a gyartok altal optimalizalt optikai elemek
(els6sorban mikroszkop objektivek, sziir6k) esetén a hiba érezteti hatasat a feloldashoz
képest. Ezért sziikséges a hiba eredetét felderiteni, mértékét megallapitani és egy
kalibracios metodust kidolgozni a korrigalashoz. Ezért masodik célkitiizésként a
kromatikus hiba részletes analizisének elvégzését és egy Kkorrekciés modszer

kidolgozasat tiizom Ki. [94]
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3. Az elkésziilt kép mindségét nem csak az optikai elemek altal bevezetett aberraciok, hanem
a lokalizaciés mikroszkopiaban kulcsszerepet jatszo lokalizaciot végzé rekonstrukcios
algoritmusok is befolyasoljak. A képkészités paraméterei, mint példaul a pixelméret vagy a
képkészitési frekvencia szintén kritikus paraméterek, amelyek optimalizalasra szorulnak.
Ehhez sziikség van egy olyan szimulacios szoftvercsomagra, amely modellezi a teljes
képkészitést a lokalizacidos mikroszkopiaban. Legeneralja a minta geometriaja alapjan a
fluoreszcens festékmolekulak koordinatait és modellezi idébeli viselkedésiiket. A leképezo
rendszer paramétereit figyelembe véve elkésziti a szimulalt képcsomagot, amely barmilyen
elérheté lokalizacios rekonstrukcidos algoritmus bemeneteként szolgal. Harmadik
pontként egy ilyen tesztminta generald, szimulacids szoftver elkészitését tiizom ki
célul. [95]

4. A rekonstrudlt képen a lokalizaciés, rekonstrukcios algoritmus tokéletlensége okan
képrekonstrukcios hibak, artifaktumok jelennek meg. Ezek az artifaktumok nagyban
leképezd rendszer paramétereitdl. Megjelenésiik legfobb oka, hogy az atfedd
molekulaképek esetén a lokalizacid pontatlan és hamis molekulapoziciokat allapit meg a
lokalizaciés algoritmus. Az optimalizalasi folyamat célja, hogy olyan paramétercket
allapitson meg, amelyek mellett a molekulaképek atfedési valoszinlisége alacsony.
Negyedik célkitiizésem, hogy a TestSTORM program segitségével Kkiilonbozé

geometriaju mintak esetén lehetséges artifaktumok elemzését elvégzem. [95]

Az egyes pontokban tett célkitlizéseimhez tartozo eredmények ismertetése utan a konklizidokban
fogom megfogalmazni tézispontjaimat. A tézispontok ismertetése utan mindegyikhez tovabblépési

iranyokat, tovabbfejlesztési lehetdségeket vazolok fel roviden.
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Eredmények

1. Kivilagitasi technikak vizsgalata nyalabkoveto algoritmussal

Az optikai leképezésen alapuld mikroszkopiai technikdk esetén a ferdeszogii kivilagitas egy
hatékony kivilagitasi modszer a fokuszsikon kiviili gerjesztésbol eredd hattér csokkentésére és ezen
keresztiil a jel/zaj viszony javitasara. Hagyomanyos nyalabkdvetéses modszerrel vizsgaltam a
kivilagitds kiilonbozd paramétereit és megvaldsitasat OSLO optikai szimuldciés program
segitségével. Kiilon figyelmet forditottam a lokalizdcids mikroszkopidban fellépd problémak
tanulmanyozasara. Az adatok feldolgozasdit MALAB kornyezetben végeztem. A szamolasok soran
4f rendszereket tartalmazo elrendezést modelleztem, amelyben a konjugalt sikokba tiikroket
helyeztem el azért, hogy a megfelelé forgatasokat és eltolasokat a fokuszsikban el tudjam érni.
Ahhoz, hogy egy objektivet tartalmazé rendszert nyalabkovetd algoritmussal vizsgalni tudjunk,
sziikséges ismerni az objektiv lencserendszerének pontos adatait: az egyes lencsék anyagat
(torésmutatojat), a lencsék gorbiileti sugarait, a feliiletek tavolsagat. Ezek az informaciok altalaban
bizalmasak és a gyartok nem bocsajtjak rendelkezésre a konkrét objektiv adatait. Ha az objektiv
szabadalmaztatva van, akkor a szabadalmaban ezek az adatok elérhetdek, igy a szamolasok soran
egy, az Olympus altal gyartott, nagy numerikus aperturaja (1,41), szazszoros nagyitasu olaj
immerzids objektiv szabadalmabdl szarmazo6 adatait hasznaltam [96]. A megallapitott trendek az
egyes objektivek kozott szignifikansan nem valtoznak, azonban a pontos szamértékekben kis
eltérés mutatkozhat. A mintat vizes kdzegnek feltételeztem, melynek torésmutatdja jo kozelitéssel
megegyezik a viz torésmutatojaval (1,33) [97]. A fedblemezt BK7 iivegnek feltételeztem,

amelynek torésmutatoja 1,51).

A szimulaciok soran minden esetben 647 nm-es gerjeszto fényt feltételeztem. Ez a hullamhossz

a biologiai alkalmazasoknal gyakran hasznalt Alexa Fluor 647 festék gerjeszt6 hullamhossza [98].

A szimuldciokban a ROI méretei a kovetkezéek voltak: 20,48 um x 20,48 pm x 0,67 pm.
Lateralis méreteit a kdvetkezOképen kaptam: Feltételeztem, hogy a FOV egy 16 um pixelmérettel
rendelkez6 kameran egy 128 pixel x 128 pixel nagysagu teriilet. Ezek az értékek tipikusak a
lokalizaciés mikroszkopiai technikaban. Figyelembe véve a nagyitast (100x), megkaphaté a ROI
lateralis mérete:

128 pixelx16 pm __
BTV 20,48 ym (6)
Az axialis iranyban a ROI méreteit a DOF hatarozza meg, esetiinkben:

24
NAZ

0,67um @)
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aminek megallapitasa soran a hullamhosszat ~668 nm-nek feltételeztem, amely az igen elterjedt

Alexa Fluor 647 festék emisszios spektrumanak csucsa.

A Tudomanyos elézmények 4. fejezetben bemutatott kivilagitasok (TIRF, VAEM, HILO)
egzakt jellemzésére két mennyiséget vezettem be: ILLro, és ILLoyt. AZ ILLRo, jellemzi, hogy a ROI

mekkora része van kivilagitva a belépd nyalab altal (8):

kivilagitott térrész a ROI—n beliil
ILLpo; = g (8)

ROI mérete

Az ILLoyt mennyiség megmutatja, hogy mekkora térfogatrész van kivilagitva a ROI-n kiviil, a ROI

méretéhez képest (9):

__ ROI-n kiviili kivildgitott térrész

ILLOUT - ROI mérete (9)
A két mennyiség jelentését a 28. abra szemlélteti.
ROI-n kivali
S~ Kivildef -
Kivilagitott térrész ivilagitott térrész
a ROI-n belil ROI i
B e E— [ Fkusz

stk

N .
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28. abra: ILLRq, és ILLoyT mennyiség szemléltetése ferdeszogii kivilagitas esetén

Idealis esetben az ILLgrg értéke 1 és az ILLoyr mennyiség pedig 0. Tehat csak a ROI térrészt
tartalmazo réteg van kivilagitva. Ilyen megviladgitas TIRF modban érheté el. Ekkor az

exponencialisan lecsengé gerjeszt6 hullamnak koszonhetéen mélységben nincs ROI-n kiviili jel.

A modellezett rendszer sematikus abraja a konjugalt sikokban elhelyezett tiikrokkel a 29. abran
lathato. Két, egymasba épitett 4f rendszert tartalmaz, a megfeleld sikokban elhelyezett forgathato
titkkrokkel. Az egyik 4f rendszer a fokuszsikhoz tartozik (kék felirat), a masik a hatso fokuszsikhoz

(narancssarga felirat).
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29. abra: Modellezett rendszer a konjugalt sikokban elhelyezett tiikrokkel

A szamolasokhoz tokéletes lencséket hasznaltam, amelyeknek fokusztavolsaga 180 mm volt (mivel
minden végtelenre korrigalt Olympus objektivhez tartozé tubuslencse fokusztavolsaga 180 mm kell
legyen ahhoz, hogy a nagyitas az objektivhez megadott érték legyen). Az egymasba épitett 4f
rendszerek nagyitasa 1x, igy az egész rendszer nagyitdsa (kicsinyitése) -100%. A konjugalt
sikokban elhelyezett tiikrok tokéletesek, forgatasuk idealis. Forgaspontjuk a feliiletiik centrumaban
van (29. abran O ponttal jelolve). Megjegyzendd, hogy nem minden forgalomban kaphato,
donthetd tiikortartd képes ilyen forgatast bevezetni, csak a Gimbal tipustak [99]. Az objektiv
fokuszsikjanak konjugdlt sikjaban elhelyezett tiikorre a kovetkezokben INCL tiikorként fogok
hivatkozni és a kezdeti (45°-0s) allashoz képest vett elforgatast INCL szognek fogom hivni. Ez a
tilkor vezeti be az objektiv fokuszsikjaban a kivilagitdé nyaldb dontését. A masik tiikrot CORR
tilkdrnek fogom nevezni, amely az objektiv hatso fokuszanak konjugalt sikjaban helyezkedik el és
forgatasa (amelynek szoge a CORR szog) a fokuszsikban a kivilagité nyalab eltolasat eredményezi.
Az elnevezések ¢s a késObbiekben hasznalt koordinata rendszer tengelyeinek iranyai

megtalalhatoak a 29. abran.

A szimulacidk sordn feltételeztem, hogy a kivilagitds homogén, tehat a kezdeti EPI kivilagitas a
ROI-t homogén moddon vilagitja meg. A valdsigban a beérkezd nyaladb intenzitds eloszlasa
altalaban nem homogén, hanem Gauss-os (a TEM(0,0) médus hasznalatinak kovetkeztében).
Homogén kivilagitast példaul a beérkezé nyalab intenzitdsat manipulald maszkok segitségével
lehet elérni, vagy a ROI lateralis méreteihez képest 1ényegesen nagyobb atmérdji kivilagitd nyalab
hasznalataval. Ekkor a Gauss eloszlas kdzépso, relative homogén tartomanya lesz hasznalva a ROI
kivilagitasara. Ez nem minden esetben kivitelezhetd, példaul olyan fényforras hasznalata esetén,

aminek teljesitménye kicsi. Ekkor a nyaldbot kitagitva a bejové intenzitas jo része nem a ROI-ba
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esik és el6fordulhat, hogy a gerjesztés intenzitasa a ROI-ban pedig nem elég nagy. Nem homogén
kivilagitas esetén a kép torzulhat, minésége romolhat: ha nem egyenletesen van gerjesztve a minta,
akkor a magasabb gerjesztési intenzitasi részek (képtér kozepe) hamarabb kiéghetnek, mig az
alacsonyabb gerjesztési intenzitasi részekbol (képtér széle) nem érkezik kelld nagysaga jel.
Lokalizacios mikroszkop esetén a festékmolekulak dinamikai paraméterei (allapotok élettartama)
intenzitasfiiggéek, tehat nem homogén gerjesztés esetén a minta egyes részei nem optimalis

paraméterek mellett vannak leképezve, ami rontja a végsd rekonstrudlt kép képmindségét.

rrrrr

Minta mozgatasaval megvalositott kiilonbozé mélységii kivilagitasok esetén az optikai rendszer
statikus, a tiikrok forgatasan kiviil az optikai elemek nem mozdulnak el. A leképezendd fokuszsikot
a mintdban a minta €s igy a fed6lemez mozgatasaval lehet beallitani. Ez tulajdonképpen azt jelenti,
hogy az olajréteg vastagsaga valtozik, mikozben a feddlemez €s a minta kozelebb vagy tavolabb
keriil az objektivtol. Ez az eset azt a mintapoziciondladst modellezi, amikor a mikroszképban

srer

példaul egy nagy precizitasu z iranyu piezo6 eltolo.

Eldszor azt az esetet tekintettem, amikor a leképezendd sik a mintaban 50 nm-re helyezkedik el a
feddlemezt6l. Ilyen tavolsag esetén a TIRF kivildgitas a tipikus valasztas a fokuszsikon kiviili jel
csokkentésére a hagyomanyos EPI kivilagitas helyett. [lyen mélységbe eljut az evaneszcens hullam
és a minta egy vékony rétegét gerjeszti. Megvizsgaltam az EPI-TIRF kivilagitdsok kozotti
atmenetet. Ezt az INCL tiikoér mozgatdsaval és igy a hats6 fokuszsikban bevezetett transzlacioval

lehet elérni. Az INCL szoget 0° (EPI) és 0,3868° (TIRF) kozott valtoztattam (30. abra a-d).
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30. 4bra (a)-(d): EPI-TIRF Kivilagitas kozotti Atmenet INCL tiikor forgatasaval megvalositva, (¢) CORR tiikor
forgatasaval centralizalt TIRF kivilagitas

Ahogy az abrén is lathat6 az atmenet soran az INCL tiikor forgatasaval a kezdetben tokéletesen
kollimalt nyalab enyhén divergensé valik. Ennek az az oka, hogy a sugarak az objektiv
lencserendszerében az optikai tengelyt6l meglehetésen tavol esé, azzal nagy szoget bezard optikai
utakat tesznek meg és a valosagban nem tokéletes lencseként viselkedd objektiv leképezési hibai
szignifikansan megjelennek. Az enyhe divergenciat jelzi az is, hogy az atmenet teljes reflexioba
nem pillanatszeriien kovetkezik be, hanem fokozatos. Idealis esetben a tokéletesen kollimalt nyalab
minden sugara egyszerre érné el a kritikus szoget a fed6lemez és a minta hataran. Valdjaban
azonban ez az atmenet ~0,3862° INCL szognél kezdbédik és 0,3868°-ig tart. Az egyes sugarak
beesési szoge a fedblemez-minta hatarfelilleten nem azonos a divergenssé valo nyalabban.
Geometriai optikai megfontolasok alapjan meghatarozhat6 a kritikus szoghdz tartozo INCL szog. A
Snellius-Descartes torvény alapjan szamolt kritikus beesési szog 6. = 61,73°. A nagyitast
figyelembe véve, ami esetliinkben 100x, illetve a tiikorforgatasnal az eltéritésnél fellépd 2x faktort,
akkor az elméleti kritikus sz6ghoz tartozé INCL szdg:

fc__ = 0,3087° (10)

2XNagyitas
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Ez az érték eltér a szimuldcido sorozatban megallapitott 0,3868°-t6l. Ennek az oka szintén az
objektiv tokéletlensége, vagyis, hogy a forgatas ilyen nagy nagyitas esetén nem tokéletes. A 31.
abra mutatja az osszefiiggést az INCL sz6g és a fedélemez-minta hataron a beesési szog kozott.
Mar kis szdgértékek esetén sem kdveti az idealis esetet, amelyet a nagyitast és a tiikorforgatas

miatti 2x faktort figyelembe véve allapitottam meg.
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31. abra: A fedélemez-minta hataron a beesési szog értékének fiiggése az INCL szogtol

Az INCL szdgtartomany, amely alatt az egész nyaldb eléri a teljes visszaverédést 6x10™ °. Egy
kereskedelmi forgalomban kaphatd donthetd tiikortartd tipikus érzékenysége ~6-10x10™ © [99],
tehat a TIRF kivilagitas elérése kozben elképzelhetd, hogy az atmeneti tartomanyba lesz allitva az
INCL tiikor és nem lesz tokéletes a TIRF kivilagitas, hanem maradnak olyan sugarak, amelyek

bejutnak a minta mélyebb rétegeibe, amelyek ndvelhetik a hattérjelet.

A nem tokéletes nyalabforgatas kovetkezménye az is, hogy a kivilagitott régido a fokuszsikban
lateralis iranyban decentralt lesz. Ez azt eredményezi, hogy a ROI nem lesz tokéletesen kivilagitva,
mint ahogy az lathato a 30. dbra (d) részén. A ROI laterdlis méreteihez képest nagy atmérdju
nyalab esetén ez nem tul kritikus, de ahogy azt mar korabban emlitettem, ilyen nyalab hasznalata
nem minden esetben kivitelezhetd. A lateralis iranyban elmozdult, kivilagitott régiot a CORR tiikor
forgatasaval lehet jra centralni. A CORR tiikor forgatasa a hatsé fokuszsik konjugalt sikjaban, a
fokuszsikban transzlaciot idéz eld. A 30. abra (e) részén lathatd, hogy 0,05° CORR szdg esetén a

ROI gjra centraltan van kivilagitva.

A kovetkez6 esetben, a mintdban egy 1 um mélyen levo réteg lehetséges kivilagitasi modjait

vizsgaltam meg. Ebben az esetben a TIRF kivilagitds mar nem hasznalhato, mivel az evaneszcens
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hullim mar nem éri el ezt a tartomanyt. Természetesen ilyen mélységben is hasznalhato a
hagyomanyos EPI kivilagitas. A fokuszon kiviili jel csokkentésére javasolt a VAEM vagy a HILO
kivilagitas. A VAEM kivilagitasnal az INCL tiikor forgatasaval hozzuk létre a ROI ferde
kivilagitasat. A cél, hogy minél élesebb szogbdl legyen megvilagitva a minta és igy minél
keskenyebb réteg legyen kivilagitva. A modellezett rendszerben megvaldsitott VAEM kivilagitas

lathato a 32. abran.

Fokusz sik: 1 um, INCL sz6g: 0.32205°
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A maximalisan megengedheté INCL szog 0,32205°. Ekkor a ROI még teljes mértékben ki van
vilagitva és a hattér a lehetd legkisebb. A korabban bevezetett mennyiségek ebben az esetben:

ILLgoy értéke 1 és az ILLoyr pedig 14,384. Ezen szog felett a ROI mar nem lesz teljesen kivilagitva.

Nagyobb fokuszon kiviili jelcsokkentést kinal a HILO kivilagitas, ugyanis a CORR tiikor
forgatasaval megvalositott korrekcido nagyobb INCL szogeket és igy élesebb szogbdl torténd
kivilagitast is megenged, mint a VAEM kivilagitds. A CORR tiikkor forgatasaval tarthatdo a ROI
centralt, tokéletes kivilagitasa. Az adott INCL szoghoz (a kovetkezOkben vizsgalt esetben: 0,3862°)
tartozd CORR szdg megallapitasahoz egy kalibracids folyamatot végeztem el: az ILLgo, és ILLoyr
értékeket figyelembe véve valtoztattam adott INCL szog mellett a CORR szoget (33. abra (a)
része). Spline gorbe illesztés utan azt a CORR szogértéket fogadtam el optimalisnak, ahol az ILLgg,
értéke maximalis (=1) és az ILLoyt értéke pedig a lehetd legkisebb. A megallapitott optimalis
CORR sz6g 0,2727° ebben az esetben.
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33. abra (a): Kalibraciés gorbék az optimalis CORR szog megallapitasahoz, (b): optimalis CORR szog esetén
megvalésitott HILO kivilagitas
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Az optimalis CORR szdgnél megvalositott kivilagitas a 33. abra (b) részén lathato.

Nagyobb INCL szdget valasztva, az elobbiekben emlitett TIRF dtmenet mar elkezdddik, azonban a
CORR tiikor forgatasaval a korrekcid mellett a teljes visszaverddést szenvedett sugarak ujra torést
fognak elszenvedni, mint ahogy ez lathatd a 34. abran. Ez annak a kovetkezménye, hogy a CORR
tiikor valojaban nem csak tisztan transzlaciot vezet be a fokuszsikban, hanem némi elfordulast is.
Ennek koszonhetoen kis mértékben valtozik a beérkezd sugarak beesési szoge és igy eldfordulhat,
hogy a kezdetben kritikus szog felett beérkezd nyalabok tijra a kritikus szog ala keriilnek és torést

fognak elszenvedni a fedélemez-minta hataran.
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34. 4bra (a): Kalibraciés gorbék az optimalis CORR szog megallapitasahoz 0,3864° INCL szog mellett, (b)-(d):
kiilonb6z6 CORR szogértékek esetén megvalésitott HILO kivilagitas

A 34. abra (a) részén lathaté a 0,3864° INCL szog mellett elvégzett kalibracios folyamat
eredménye, amit az elébbi esetben is elvégeztem az optimalis CORR szog megtalalasara. Az abra
(b)-(d) részben a kiillonbozé CORR szogértékek mellett megvaldsitott HILO kivilagitasok
lathatoak. Lathato a folyamat, amely soran a sugarak visszatérnek a teljes visszaverddésbol és az

optimalis CORR szogértéknél (0,2929°) mar minden sugar torést szenved és a mintaba jut.

Utoljara egy, a mintadban 5 um mélyen elhelyezkedd réteg lehetséges kivilagitasat vizsgaltam.
Ebben az esetben a VAEM kivilagitas csak kis mértékben csokkenti a fokuszsikon kiviili jel
er6sségét a hagyomanyos EPI kivilagitaishoz képest. Ennek az az oka, hogy a tokéletlen
nyalabforgatas miatt a decentralizacido az INCL szdg ndvelésével hamar szignifikanssa valik és a
ROI kivilagitasa nem lesz tokéletes. Feltétleniil sziikséges a HILO kivilagitas altal kinalt korrekcio.
0,385° INCL szog mellett végeztem el a kalibracidos metddust az optimalis CORR szog értékére,

amelynek eredménye a 35. abran lathato.
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35. 4bra (a): Kalibraciés gorbék az optimalis CORR szog megallapitasahoz 0,385° INCL szog mellett, (b)-(d):

DY PRIV

A CORR tiikkor forgatasanak hatdsa lathaté a 35. abra (b)-(d) részén. Az optimalis eset 0,515°
CORR szogértéknél talalhatd. A fokuszsikon kiviili jel értéke tovabb csokkentheté nagyobb INCL
szogértékek esetén. Ekkor a sziikséges CORR szogérték is ndvekszik. A fentebb leirt kalibracios
folyamatot kiilonb6z6 INCL szogértékekre elvégezve spline gorbe illesztéssel egy olyan
kalibracios gorbe kaphato, amely adott INCL szdgh6z hozzarendeli a megfeleld optimalis esethez
tartozd CORR szoget. A 36. abran lathato ez a kalibracios gorbe, szinkdddal abrazolva az egyes

esetekhez tartozd ILLoyr értékeket. Az ILLgo mindvégig maximalis (=1) volt.
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36. abra: Kalibracios gorbe az optimalis CORR szég megallapitasiahoz kiilonb6z6 INCL szog mellett figyelembe
véve az ILL oyt értékeket

Lathato, hogy nagyobb INCL szdgek esetén egyre nagyobb CORR szogeket kell alkalmazni, az
ILLout értéke egy darabig csokken, majd stagnald jelleget mutat. 0,386° INCL szog felett a CORR
tilkor forgatasanak hatasara sem térnek vissza a nyalabok a teljes visszaverddésbdl és a ROl nem

lesz teljes mértékben kivilagitva.
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Ebben a fejezetben azt az esetet modelleztem, amikor a minta pozicidja allando, a fokuszsik
pozicionalasa az objektiv mozgatasaval valosithaté meg. Ez a valosagban akkor fordul eld, amikor
nem all rendelkezésre olyan mintatarto eszkoz, amelyben talalhato z-iranyu pozicionalasi lehetdség.
Ekkor a mikroszkop testében elhelyezkedd objektiv mozgatasaval végezhetd el a fokuszsik z irdnyt
fokuszsikjaba fokuszalo lencse fokuszsikja és az objektiv hatsd fokuszsikja mar nem fog egy sikba
esni és igy a 4f rendszer szétesik. Ha a kezdeti mélységhez képest mas mélységekben is szeretnénk

képet késziteni, akkor a fokuszsikok szétvalasa miatt korrekciokat kell bevezetni.

Vizsgaltam azt az esetet, amikor a kezdeti fokuszsik 5 pm mélyen helyezkedik el a mintdban. Az
alkalmazott INCL szdg 0,385°. Az el6zdekben ehhez a szoghdz megallapitott, optimalis esethez
tartozd CORR szog: 0,515°. Az objektivet gy mozditottam ki kezdeti helyérdl, hogy a fokuszsikja
3 majd 7 um mélyre keriiljon a mintaban. Ennek kovetkeztében a kezdetben optimalis kivilagitas
mar nem vilagitja ki tokéletesen a ROI-t (37. abra els6 oszlopa). Korrekciora van sziikség, amelyet
a CORR tiikor jabb, tovabbi forgatasaval lehet elvégezni, amely tjra centralja a ROI kivilagitasat
azaltal, hogy a fokuszsikban transzlacidt vezet be. A megfeleld korrekcids szog meghatarozasahoz
a korabbiakhoz hasonlatos kalibraciot végeztem. 3 és 7 um mélyen elhelyezked6 ROI-hoz -0,1212°
és +0,1213°-0s tovabbi CORR tiikorforgatas sziikséges. A korrigalt kivilagitas a 37. abra masodik

oszlopaban lathato.
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37. abra: 3 és 7 pnm mélyen elhelyezkedé ROI HILO kivilagitasa és a sziikséges korrekcié hatasa

Kiilonbozé mélységii sikokra elvégezve a kalibraciot, kaphatd egy olyan kalibracids gorbe, amely
megmutatja, hogy mekkora tovabbi CORR tiikorforgatas sziikséges az optimalis kivilagitas ajboli

eléréséhez. Ennek a szamolasnak az eredménye lathaté a 38. abran.
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38. abra: Kiilonb6zoé mélységekben elhelyezked6 fokuszsikok esetén sziikséges korrekcio nagysaga a CORR
szogben

Ebben a fejezetben bemutatott eredmények fontos szerepet jatszanak egy mikroszkoprendszer
kivilagitasi modjainak tervezésében és épitésében (példaul a megfeleld érzékenységli donthetd
tiikkortartd kivalasztasaban vagy a sziikséges kalibraciok nagysagrendjének megéllapitasaban)
illetve a fellépd jelenségek értelmezésében (példaul a képmindség csokkentésének értelmezésében

és okainak megkeresésében).

2. A kromatikus hiba és korrekcioja tobbszini lokalizacios elven miikodé

mikroszkop képkészitése soran

A tobbszini mikroszkopia lehet6vé teszi, hogy ugyanazon mintdban, a minta kiilonb6z6
Osszetevoirdl (pl. kiilonbozd fehérjék, sejtalkotdk) a specifikus jelolésnek kdszonhetden kiilon
képeket készitsiink tobbszini gerjesztés révén. Kritikus kérdés azonban, hogy a kiilénb6z6 szinben
felvett képek Osszeegyeztethetoek legyenek, azaz a képek regisztralva legyenek. A leképezd
rendszer hullamhossz fiiggé hibai miatt azonban az elkésziilt képek egymashoz képest torzultak,
igy nem Osszeegyeztethetoek. Egy olyan modszert dolgoztam ki egycsatornas, tobbszinii
lokalizaciés mikroszképhoz, amely lehetdvé teszi egy eldzetes kalibracid utan a kiillonbozo szin
alapjan a rendszerrel késziilt 0sszes tobbszinii kép regisztralhat6. Szimulacidoval megvizsgaltam a
hullamhosszfiiggd hiba forrasat, majd gyakorlatban, tobbszinii méréseknél alkalmaztam a

kidolgozott modszert.

1.1 Aleképezo rendszerben fellép6 kromatikus hiba vizsgilata szimulaciéval
OSLO optikai szimulacios szoftverrel vizsgaltam egy nagy numerikus apertiraji objektivet

tartalmazo leképez6 rendszer képalkotasat kiilonbdz6 hullamhosszak esetén.

A modellezett optikai rendszer a kovetkezé elemekbdl épiilt fel. A korabbiakban emlitett 1,41
numerikus aperturaju, 100x nagyitasi mikroszkép objektiv szabadalmat [96] felhasznalva

elkészitettem az objektiv modelljét. A tubuslencse egy 180 mm fokusztavolsagh tokéletes lencse
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volt. A mikroszkopban hasznalatos dichroikus tiikrot és emisszios filtert is modelleztem és
vizsgaltam a hatasaikat a leképezésre. A dichroikus tiikor modellje egy 1,1 mm vastag, 45°-ban
dontott tiveg, az emisszios szlir6é pedig egy 3,5 mm vastag iiveg volt, melynek térésmutatoja
1,4548 illetve Abbé-szama 67,82 [100]. Feltételeztem, hogy a pontszerli fluoreszcens objektum a
fed6lemez feliiletén helyezkedik el. Mivel a fluoreszcens fény nem monokromatikus az OSLO
beépitett polikromatikus PSF szamolo algoritmusat hasznaltam. Vettem a kiillonbozo lateralis
poziciokban elhelyezett, adott hullamhossztartomanyban emittaldo, pontszerti objektumokhoz
tartozo PSF-ek maximumanak helyeit. Ezeket az adatokat az OSLO beépitett rutinja szolgaltatja. A
kiértékelést tobb hullamhossztartomanyban is elvégeztem. Idedlis, aberraciotél mentes leképezés
esetében, ha egy pontszerli emittadld objektumot elhelyeziink a fokuszsikban az optikai tengelytol
adott tavolsagban, akkor a leképezés utan (a kamera chip sikjaban) a kapott kép kozéppontjanak
optikai tengelytdl mért tavolsaga a rendszer nagyitasaval skalazodik, fiiggetleniil az alkalmazott
hullamhossztol. Tehat példaul egy 100 nagyitast rendszert feltételezve, a fokuszsikban az optikai
tengelyt6l 5 um tavolsagban elhelyezett emittaldo objektum képének kozéppontja a leképezés utan
0,5 mm tavolsagban van. A valdsagban azonban egyszinii leképezés esetén is a kép torzulast
szenved, de ezt nem tudjuk kozvetleniil mérni, mivel a mintaban elhelyezkedd festékmolekulak
pontos pozicioit nem ismerjiik. Csak a kiilonb6z6 hullamhossztartomanyok kozotti relativ eltérést
tudjuk detektalni tobbszinii leképezés esetében. A 39. abran lathato egy, a fokuszsikban X,y pontban
elhelyezett emittald objektum két hullamhossztartomanyban felvett képe. A képek nem
egybevagoak a fellépd kromatikus hiba miatt. Tovabba mindkét kép pozicidja eltér az ideélis,

aberraciotol mentes leképezéshez képest.
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39. abra: Leképezés két hullamhossztartomanyban és a fellépoé kromatikus hiba
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Azt a tavolsagot, amely egyenld a fokuszsikban X,y pontban emittald objektum két kiilonbozd
hullamhossztartomanyban felvett képének kozéppontjanak relativ tavolsagaval kromatikus
offsetnek nevezziik (11).

Argfrset (X, Y, M 2) = T(X Y, A1) — T(X Y, 22) (11)

A szimuldciok sordn a tobbszinli PSF szamolashoz sziikséges hulldmhossztartomanyok
beallitdsahoz egy, a tobbszini mikroszképiaban gyakran hasznalt dichroikus tiikor €s emisszids
sziird ateresztési ablakainak adatait hasznaltam [100]. Minden tartomanyt harom hulldmhosszal
adtam meg: a kozponti hullamhossz és a két hatar hullamhossz. Az alkalmazott tartomanyok a 2.
tablazatban lathatoak. A gerjesztd hulliamhosszak a mérések soran gerjesztésre hasznalt 1ézerek
hullamhosszai. Ezek nem minden esetben esnek tokéletesen egybe a festék abszorpcids cstcsaval,
mivel vagy a technologia nem teszi lehetévé ilyen lézerek gyartasat vagy pedig koltségesek. A
rendszert a 676 nm-es kézponti emisszids hullamhossznal optimalizaltam (az objektivet elhagyo
nyalab itt kollimalt).

2. tablazat: A szimulaciék soran az OSLO-ban alkalmazott hullimhossztartomanyok

Emisszids sz(rd OSLO-ban alkalmazott hulldamhosszak
Gerjeszt6 .
hulldmhossz transzmisszios
ablaka (T,,,>90%)
491 nm 502 nm—-544 nm 523 nm 502 nm 544 nm
561 nm 582 nm—-617 nm 600 nm 582 nm 617 nm
640 nm 663 Nnm—-—690 nm 676 nm 663 nm 690 nm

Az optikai offset értékeinek megallapitasdhoz a polikromatikus PSF szamolo rutint hasznaltam. Az
elemzést Direct Integration Method médban végeztem (a PSF-et meghatarozé diffrakcios integralt
numerikus modszerrel szamolja), 0,78 pm térbeli feloldassal. Az ablak nagysaga, ahol az OSLO
elkésziti a PSF-et 0,2 mm X 0,2 mm volt. A PSF maximumanak helyét az elemzd ablak
viszonyitva) az 6sszege adja. A két adatot az OSLO automatikusan szamolja a polikromatikus PSF
szamolas soran. A 40. dbran lathato egy PSF analizis eredménye. A pontszerii emittalé objektum a
fokuszsikban y iranyban 5 um-re volt elhelyezve az optikai tengelyhez képest. A
hullamhossztartomany kozponti hullamhossza 676 nm volt. A leképezd optikai rendszer a

modellezett objektivbdl és a tokéletes lencsébdl allt.
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Alkalmazott hulldmhossz tartomany A PSF csucs relativ koordinatai Szamolasi mddszer

Feck — ©.B354 (Om.-5. 15e-05mn) Chromotic_offset_systemyd 41NA | FEVH
Centroid (-1.753e—18mm, -0, &S00 1382mm) FEE 1

Palychr. W1 0.676 Wi2: 0.863 w3 o.es | Dlrect Integration—-based P3F | rooso

Az elemzb ablak mérete
. 8354

40. abra: Polikromatikus PSF elemzés eredménye OSLO-ban

IMeGE PATCH SIZE
C.2mm = 0.2mm

CEMTER
[Cwm, 0. 4805mm)

Az elemz6 ablak
kbzéppontjanak pOZICIOJa

Az elébb leirt médszerrel a polikromatikus PSF kozéppontjanak helye: 0,4905 mm — 5,15x10™° mm
= 0,4904485 mm = 490,4485 um. Az idealis, aberraciotol mentes esetben az érték 100x nagyitast
feltételezve 500 pm lenne. Ugyanez az elemzés az 523 nm koézponti hullamhossza tartoméanyon

elvégezve a 41. abran lathato.

50



Alkalmazott hulldmhossz tartomany A PSF csucs relativ koordinatai

Peak — 0.B763 (Crm,§. 265a-05mm) Chromatic_offset_system_1,41NA | FECO
Centroid {—7.283s—20mm,-7 . 505-07m)

Palychr. W/1; 0,523 wiz; 0.502 w3 0504 | Direct Integration-based PSP | rooso

FEX O

ThtGE PRTCH SIZE
C.2Zm = 0.2mm

CENTER
(G, 0. 4945mm)

Az elemz8 ablak
kézéppontjanak pOZICIOJa

0.8783

41. abra: 523 nm kozponti hullimhosszu tartomanyon elvégzett polikromatikus PSF elemzés eredménye OSLO-

ban

Erre az esetre a polikromatikus PSF kozéppontjanak helye: 0,4945 mm + 6,285x10° mm =

0,4945563 mm = 494,5563 pum. A két hullamhossztartomanyra nézve, ebben az esetben a

kromatikus offset mértéke a két kapott érték kiillonbsége: 4,1078 pum.

Elvégezve ezeket az elemzések a fokuszsikban (targytérben), az y iranyban 5 pm-enként

elhelyezett pontszerii emittald objektumra, a kiilonb6z6 hullamhossztartomanyokra vonatkoztatva a

kromatikus offset (kamera sikjaban) az y iranyra a 42. abran lathaté6 modon alakul.

18
16
14
12

Kromatikus Offset [um]
o

oONP~O

|—e— 640nm/491nm ad

- 561nm/491nm

7—m— 640nm/561nm i
e

"//—I'

.Y T T T 1

0 5 10 15 20
Pontszerii emittalé objektum poziciéja [um]

42. abra: Az objektiv altal bevezetett kromatikus offset nagysaganak fiiggése a pontszerii emittal6é objektum

Lathato, hogy a hiba mértéke

poziciojatol

elérheti a kamera pixelnagysagat (~16 um) is. Ekkora hiba a

hagyomanyos, tobbszinti leképezésen alapuld fluoreszcens mikroszkopidban tipikusan nem okoz
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szamottevo hibat a feloldasi kritérium miatt. Azonban a lokalizaciés mikroszkopiaban, ahol az igért

feloldas lényegesen jobb, ez szignifikans érték.

Az ¢ldbb bemutatott eredmény csupan az objektiv altal bevezetett kromatikus offset-et mutatja.
Megvizsgaltam, hogy tovabbi optikai elemek, illetve azok hibai milyen hatdssal vannak a
kromatikus hibara. A modellezett rendszerbe helyeztem egy 45°-ban kidontott tiveglemezt, ami a
dichroikus tiikrot hivatott modellezni. Kidontott optikai elemek aszimmetrikus hibakat okozhatnak,
mint példaul koma vagy asztigmia. A polichromatikus PSF analiziseket ujra elvégeztem a
kiilonb6z6 hullimhossz tartomanyokra és tekintettem csupan az 0j optikai elem altal okozott hibat

(43. abra).

—— 640nm/491nm
1 - 561nm/491nm

T 0000000
—m— 640nm/561nm

= 08 - 74’

] =

Ko} 0,6

[ =

O o4 /

=

= 0,2 =

B = ré.

€ 0 7+

g \

b4 -0,2 T T T T 1

0 5 10 15 20
Pontszerii emittal6 objektum poziciéja [um]

43. abra: A dichroikus tiikor altal bevezetett kromatikus offset nagysaganak fiiggése a pontszerii emittalo
objektum poziciojatol
A dichroikus tiikor altal okozott hiba Iényegesen kisebb, mint az el6z6 esetben. Az adatok

szorasanak oka numerikus eredetii.

Az emissziés sziir6 hatasat is modelleztem. Az emisszios sziiré modelljét merdlegesen helyeztem
el a rendszerbe és feltételeztem, hogy kissé €k alaka. A gyartd altal megadott adatok alapjan a
maximalis megengedett ¢kesség 0,08° [100]. A szimulaciok eredményei a kiillonb6z6 hullamhossz

tartomanyokra a 44, abran lathatoak.
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44, abra: Ek alaku emissziés sziiré altal bevezetett kromatikus offset nagysaganak fiiggése a pontszerii emittalé
objektum poziciojatol
A bevezetett hiba nagysaga szintén koriilbeliil egy nagysagrenddel kisebb, mint az objektiv altal
bevezetett. Mas szavakkal megfogalmazva: a kromatikus hiba fellépésének legfobb forrasa az

objektiv, illetve, hogy az objektiv leképezése nem tokéletes az 6sszes hullamhosszra.

Az OSLO-ban lehetéség van az optikai rendszerben fellépd aberraciokat illetve Osszetevoit
vizsgalni. A beépitett rutin eredményiil kiadja a harmadrendii (Seidel) aberracids koefficienseket,
amelyek megmutatjak, hogy milyen aberraciok milyen mértékben vannak jelen a rendszerben (3.
tablazat).

3. tablazat: Harmadrendii (Seidel) aberraciés koefficiensek a targyalt, csak az objektivet tartalmazé leképezo
optikai rendszerben

K6zponti emisszids hullamhossz: 523 nm

SA3 CMA3 AST3 PTZ3 DIS3

0,073504 9,3320 x 1024 | 1.1848 x 10 | -3.4075x 102 | 1.5368x 1077

Kézponti emisszids hulldmhossz: 600 nm

SA3 CMA3 AST3 PTZ3 DIS3

0,028920 -9,1391 x 1023 | 2,8881 x 104 | 7,4741x 102 | -9.1263x 104

Kozponti emissziés hullamhossz: 676 nm

SA3 CMA3 AST3 PTZ3 DIS3

0,004028 2,4810x 10?7 | 4,1768 x 10°2 | 7,5473x 102 | 2,3383x 1077

Az objektiv altal okozott kromatikus offset legfobb oka, a Seidel aberracios koefficiensek alapjan a
kromatikus aberracié mellett, a fellép6 szférikus hiba (SA3), amely egyre inkabb novekszik, ahogy
tavolodunk a 676 nm-es kdzponti hulldmhosszu tartomanytol, amelyre a rendszer optimalizalva
van. A tobbi Seidel aberracio (koma, CMA3, asztigmia, AST3, Petzval hiba, PTZ3 és torzitas,
DIS3) nagysaga elhanyagolhat6 ehhez képest.
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1.2 A kromatikus offset kimérése és korrekcioja leképezo rendszerekben

A kromatikus offset mérése leképez6 rendszer feloldasanal kisebb atmérdji, tobbszint fluoreszcens
golyok segitségével lehetséges. Ezek a mesterséges golyok tobb fajta festéket is tartalmaznak, igy
tobb szinben gerjeszthetdek és tobb szinben emittdlnak, atmérdjiik ugyanakkor kicsi, igy a
leképezés szempontjabdl pontszeriieknek tekinthetéek. A mérés menete a kovetkezd: tobbszinii
fluoreszcens golyokat oszlatunk el egy fed6lemez felszinén. Feliileti stiriségiiknek megfelelének
kell lennie ahhoz, hogy lokalizdlhatéak legyenek a képiik alapjan. Egymas utan kiilénb6zd
szinekben gerjesztve és leképezve Oket, a képiik alapjan a golyok helyzete lokalizalhato a
kiilonb6z6 hullamhossz tartomanyokban. A lokalizalt pozicidk koordinatait 6sszevetve a kiilonbdz6
szinek esetén a kromatikus offset térbeli eloszlasa kimérhetd. Ezeket az adatokat felhasznalva
kalibraci6 készithetd, ami tulajdonképpen egy koordinata transzformaciod, ami a késobbi bioldgiai
mintaval késziilt képek esetén alkalmazhato. Fontos megjegyezni, hogy a lokalizaciok valtozasat
mechanikai elmozdulasok (driftek) is okozhatjak. A bemutatott modszer eldnye, hogy a kalibracio
gyors folyamat, ezért ezek az elmozdulasok elhanyagolhatéak, mint ahogy ez a mérésekbol

latszodni fog.

A méréseket témavezetdm a londoni National Physical Laboratory Biophysics and Diagnostics
laborjaban illetve a cambridge-i egyetem (University of Cambridge) Laser Analytics kutatocsoport
laborjaban végezte, elemzésiiket én készitettem el. A 45. abran lathatdé a mikroszkdp sematikus
rajza. Egy invertalt mikroszkopvazhoz (Nikon TE300 frame) épitett dSTORM elven miikddo

lokalizacids mikroszkopban torténtek a mérések.

Iyl_i nta

Lézerek (405,491, .

F>
561,640 nm)

TL

p

Ls Ly Mikroszkép
vaz

45. abra: A Kkisérleti elrendezés sematikus rajza

Négy hullamhosszon van lehetéség a minta gerjesztésére: 405 nm (Mitsubishi Electric Corp.
ML320G2-11), 491 nm (Cobolt Calypso), 561 nm (Oxxius SLIM-561) és 640 nm (Toptica, iBeam
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smart). A kollimalt 1ézernyalabok egy tengelyre vannak felfiizve dichroikus tiikrok segitségével (az
abran nem szerepel). Egy teleszkop (L; és L, achromat lencsék; Thorlabs, AC254-150-A)
segitségével a nyalab ki van szélesitve azért, hogy az objektiv fokuszsikjaban megfelelden széles
teriilet legyen kivilagitva (ROI). Két periszkop tikor (M; és My) segitségével a nyalab a
mikroszkopvazba van vezetve, ahol egy achromat lencse (Ls; Thorlabs, AC508-250-A) az objektiv
(O) hatso fokuszsikjaba fokuszalja. Az objektiv egy 1,49 numerikus apertiraja, 100x nagyitasu,
Nikon TIRF objektiv volt. Az M, tiikor a hats6 fokuszsik konjuglt sikjaban helyezkedik el, igy
forgatasaval a kiilonbozd kivildgitasi modok kozott valtani lehet (EPI, VAEM és TIRF). Egy
tobbsavos szlird és dichroikus tiikoér csomag (F;, Fp, D) biztositja a hullimhosszak szétvalasztasat
és kisziirését (BrightLine LF405/488/561/635-A-000, Semrock). A tubuslencse (TL) utan egy 1x
teleszkop (L4 és Ls; Thorlabs, AC254-100-A) segitségével jut el a detektaland6 fluoreszcens nyalab
a detektor feliiletére. A detektor egy nagy érzékenységli EMCCD (EMCCD DU-897E, Andor)
kamera volt, amelynek CCD pixelmérete 16 um. A rendszer 100x nagyitasat figyelembe véve, ez
160 nm-es pixelméretet jelent az objektiv fokuszsikjaban tekintve. A rendszerben tipikusan ~10-
szeres feloldasjavulast lehet elérni a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdpiai technikdhoz képest

dSTORM lokalizacios technikaval. A szuperfeloldasu képek 16 nm-es pixelmérettel késziiltek.

Kalibracios mintaként egy fedélemez feliiletére (Thermo Fisher Scientific, Lab-Tek chamber,
155411) felvitt 100 nm atmérdjii, tobbszinii fluoreszcens golyok (multicolored fluorescence bead,
Invitrogen Molecular Probes, T7279) szolgaltak. A feliileti stiriisége a golyoknak olyan nagysagu
volt, hogy képeik ne fedjenek at, de a képteret kitdltsék, és pontos lokalizaciot lehessen végezni a

kiilénallé golyok képein.

A kiilonb6z6 szini mérések soran 200-200 keépbdl allo képkoteg késziilt a fluoreszcens golyodkat
tartalmazd mintar6l. Az alkalmazott gerjesztés hullimhosszai egymas utan, sorrendben a
kovetkezok voltak: 640, 561, 491 és fjra 640 nm. Az els6 és utolsé hullamhosszhoz tartozo
mérések 0sszevetésébol meg lehet allapitani, hogy mechanikai okokbdl tortént-e elmozduléas. Ha a
két mérés jo kozelitéssel egybevagd, akkor a kiilonb6z6 hullamhosszakon tortént mérésekbol
tisztdn a kromatikus offset térbeli eloszlasa megéllapithatd. Osszesen 800 kép késziilt a mintarol,
100 ms-os expozicios idével. A teljes mérési id6 igy 80 s. Ennyi id6 alatt a mechanikai okokbol
torténd elmozdulds mértéke meglehetdsen kicsi, mint ahogy azt a mérések is igazoljak. A 46. dbra
(a) részén lathaté ugyanazon fluoreszcens golyd lokalizalt helyzete kiillonbozo gerjesztési
hullimhosszakon. Thompson-altal meghatarozott formula (5) alapjan a lokalizacids pontossag
(hiba) meghatarozhat6 az egyes hullamhosszakra. Ez 640 nm-es esetben <3 nm, 491 és 561 nm-es
esetre pedig <4 nm volt. A kivald lokalizacidos pontossag elsésorban a fényes fluoreszcens
golyoknak (magas fotonszam) koszonhet6, ami lehetévé teszi a kalibraciot a 10-30 nm-es
pontossaggal mikodd tobbszinli lokalizacids mikroszkop szamara ugy, hogy lényeges

feloldasromlast nem okoz. Az abran pont jelzi a lokalizalt poziciét 640 nm (piros), 561 nm (zo61d)
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¢és 491 nm (kék) hullamhossz esetén; a koriilotte levo korok pedig a pontossagot (hibat). Lathato,
hogy az elsé €s utols6 mérés (a két piros pont) kdzel helyezkedik el egymashoz, tehat mechanikai

elmozdulas miatt bevezetett hiba mértéke minimalis.

a.) b.) c.)

5 5

46. abra (a): Ugyanazon fluoreszcens golyo lokalizalt pozicidja kiilonb6z6 gerjesztési hullamhosszak mellett, (b)
kozos képen abrazolva a kromatikus hiba 640 nm (piros)/ 561 nm (zold) hullamhosszpar esetén, (c¢) kozos képen

abrazolva a kromatikus hiba 640 nm (piros)/ 491 nm (kék) hullamhosszpar esetén, pixelméret: 16 nm x 16 nm

Az abra (b) és (c) részén kozos képen tiintettem fel a fluoreszcens golyd képeit egy-egy
hullamhosszpar esetén. Idedlis esetben ezek tokéletesen atfednének, azonban a kromatikus hiba
miatt a képek elkiiloniilnek a kiilonb6z6 hullamhosszakon. Az optikai offset mértéke ebben az
esetben (11) szerint kiszamolhato a hullamhosszparokra: Argssel(Aea0561)~2 €S AFoiser(Aea0491)~3
pixel, ami 30-45 nm-nek felel meg. Ez kritikus lehet bizonyos bioldgiai mintakban, ahol a minta
alkotéelemeinek dimenzi6i ebbe a tartomanyba esnek (pl. vezikulumok esetén az atmérd ilyen

nagysagrendi is lehet).

Altalanos, térbeli eloszlast leird kalibraciés fliggvényhez nagy mennyiségii fluoreszcens golyd
képeinek ilyen jellegli elemzésével lehet eljutni egy viszonylag nagy FOV-ot (41 um x 41 um)
hasznalva. A hullamhosszparok esetében a teljes FOV-ban az Gsszetartozd poziciok a 47. abra (a)
(640/561 nm) és (d) (640/491 nm) részein lathatoak. Az 6sszes algoritmus MATLAB kornyezetben
késziilt. A lokalizacio utan, a kiilonb6z6 szinli képeken a legkdzelebb elhelyezkedd pozicioparokat
kapcsoltam Ossze és feltételeztem, hogy ugyanahhoz a fluoreszcens golyohoz tartoznak. Azért,
hogy a trendek jobban lathatéak legyenek a FOV-ot 5 x 5 régiora bontottam fel és az offset
értékeket a régiokra kiatlagoltam. Ez lathaté az abra (b) és (e) részén. Ahogy az elméleti
megfontolasokbol kovetkezik, a kromatikus hiba hengerszimmetrikus. A kozpontja a képeken bal
also iranyba csuszott, valdszinileg azért, mert a FOV és a rendszer optikai tengelye (és igy a hiba
szimmetriatengelye) nem voltak tokéletesen centralva. Az offset adatokra masodrendi polinomot
illesztve (MATLAB cp2tform rutinjat hasznalva) egy olyan kalibracio kaphato, amely megmondja

a FOV minden egyes pontjaban a fellépd kromatikus offset mértékét és ez felhasznalhatd valos,

crer
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a kromatikus offset nagysaga ¢és iranya az abra (c) és (f) részén lathatd a kiillonb6zo
hullamhosszparok esetén. A nyilak nagysaganak skalaja minden kép jobb alsé sarkaban lathato
CCD pixel méretben (16 um). A FOV széle felé haladva az offset mértéke elérheti az 1 pixeles

nagysagot (16 pm), ami jo egyezésben van a szimulaciok soran kapott eredményekkel.
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47. abra: Kisérleti meghatirozasa a kromatikus hiba térbeli eloszlasanak, (a, d): dsszetartozo poziciok 640/561 nm

és 640/491 nm hullimhosszparok esetén, (b, €): a FOV 5 x 5 régidjaban kiatlagolt eltérés a két hullimhosszpar

e rer

pixelméret (px) 16 pm

A Kalibracios eljarast elvégezve, a kalibracios gorbét felhasznalva a lokalizalt poziciok
korrigalhatoak. Ezt hivatott bemutatni a 48. abra. A FOV-on beliil egy-egy régioban kivalasztottam
kozos képen abrazoltam. A kép szuperfeloldast, pixelmérete 16 nm. A fehér skalak hossza: 50 nm.
Ezekb6l a régiokbol felépitve a FOV-ot (48. abra (a) része) a kromatikus hiba térbeli eloszlasa
egyértelmiien kirajzolodik. A pozicidk koordinatainak korrekcidja utani allapotot mutatja a 48. dbra
(b) része. Latszik, hogy az 0sszetartozo lokalizalt pozicidok nagy része fedésbe vagy lényegesen

kozelebb keriilt a szuperfeloldast pixelhalon abrazolva.
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a.) b.)

48. abra (a): Fluoreszcens golyok lokalizalt pozicioi a FOV egyes régioiban kiilonb6z6 gerjesztési hullamhosszokon

és (b): a korrekcio hatasa a lokalizalt poziciokra

A Kkifejlesztett kalibraciés metodus egy reprezentativ biologiai mérésnél alkalmazasra keriilt HeLa
sejt felilletén levd fehérjék klaszterizacidjanak vizsgalatdnal, amelyek részt vesznek az
endocitozisban. A transferrin fehérje klaszterizaciojat és az azt kdvetd vezikulum-formalodast
kovették figyelemmel az NPL laboratoriumaban. Alexa Fluor 568 és Alexa Fluor 647 festékkel
megfestett transferrin fehérjét oszlattak el egy Hela sejtet tartalmazé kultaraban 37 °C-on 10
percig. A fehérje a sejt membranjan talalhat6 megfeleld receptorhoz kotodott és a klaszterizacio
soran vezikulumma fejlédott és eljutott az endoszomaba az endocitozis soran. fgy a mintaban a két
festékkel azonos aranyban festett vezikulumok voltak talalhatéak. A 45. abran bemutatott rendszert
hasznalva diffrakcio-limitalt TIRF és szuperfeloldasi dSTORM képek késziiltek. A dSTORM
képek esetén elészor pirosban, 640 nm-en az Alexa 647, majd zoldben 561 nm-en, az Alexa 568
festék gerjesztése tortént egymast kovetéen. 20 ms-os expozicids idével mindkét esetben 10 000
képet tartalmazo képkoteg késziilt. A két szinben felvett diffrakcio-limitalt TIRF képek lathatdak a
49. abra (a) és (b) részén.
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49. abra (a),(b): 561 és 640 nm-es gerjesztési hullimhosszon felvett diffrakcio-limitalt TIRF képek, (c), (d): 561 és
640 nm-es gerjesztési hullimhosszon felvett ASTORM képek a fehér négyzettel jelolt régiokrol, (e): dsszesitett
képen megjelenitett ASTORM képek, korrekcio elotti alrégiok (el-e4) és korrekcié utani alrégiok (f1-f4) és
keresztmetszetek

A két kiillonbozé festékkel jelolt transferrin megfestette a membrant. A két festékre a festési
stirliség kozel azonos. A diffrakcio-limitalt képek nem tudjak megmutatni a klaszterizaciot és a
vezikulum képzodés eredményét a feloldasi limit miatt, szemben a dSTORM képekkel (49. abra (¢)
és (d) része). A két dASTORM kép kozott kis eltérés lathatd, ennek oka, hogy a két kiilonbozo festék
két kiillonboz6 dinamikaval rendelkezik. A mérés az Alexa 647 festékre volt optimalizalva
(fokuszalas, pixelméret, puffer oldat, stb.), ezért a lokalizacios képkészités az Alexa 568 festékkel
nem a legoptimalisabb ebben az esetben. Az abra (e) részén lathato az egyesitett ASTORM kép két
szinben. A kromatikus hiba jelenléte lathaté a nagyobb klasztereknél, mint ahogy ez a kiemelt
régiokon (el-e4) lathato is. Az atfedés nem tokéletes, habar ugyanarrol az objektumrol van szo.
Korrekciot elvégezve, az egyes régiokban a klaszterek mar atfednek (f1-f4). A korrekcio hatasat

még jobban kiemelve az e4 és f4 région keresztmetszeteket készitettem és fliggvényillesztéssel
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meghataroztam a félértekszélességet (FWHM), ami a kalibracionak kdszonhetden lecsokken, tehat

a klaszterek jobban fedésbe keriilnek.

Tehat egy olyan kalibracios-korrekcios modszert sikeriilt kifejleszteni, amely kompenzalja a
tobbszinll lokalizaciés mikroszkopiaban fellépd kromatikus hibat. Ehhez minddssze egy adott
rendszer esetén, az alkalmazandé hullamhosszakra, egyetlen kalibracios mérést kell elvégezni egy
olyan mintan, amely fényes, az alkalmazandé hullamhosszakhoz megfeleld festékeket tartalmazo
fluoreszcens golyokat tartalmaz, egyenletesen szétoszlatva a FOV-on. A kalibracios képek
elemzésébdl kapott korrekcios transzformaciod segitségével a rendszerrel késziilt kés6bbi, tobbszinii
felvételek mar korrigalhatéak. Ez a korrekciés metodus beépiilt a rainSTORM lokalizacios

szoftverbe is.

3. Tesztminta generalé szimulicios program lokalizaciés mikroszkopiai

vizsgalatokhoz

A lokalizacion alapulé mikroszkopiai technikdban nagy hangstly van a megfelel6 minta-
elokészitésen (festési slirliség megvalasztasa, festékdinamikai paraméterek figyelembevétele...) és
képkészitési paraméterek beallitdsan (képkészitési frekvencia, pixelméret...), kiilonben a
képfeldolgozas soran artifaktumok Iéphetnek fel, amelyek a mérések hibas értelmezéséhez
vezethetnek. Egy olyan szimulacios program, amely modellezi a teljes képkészitési procedurat és
ahol a kritikus paraméterek bemeneti valtozok, segitség lehet a fent emlitett problémak kezelésében
(paraméter optimalizacié és artifaktum vizsgalat). Ebben a fejezetben egy ilyen szimulacios
programot (TestSTORM) mutatok be, amely kiilonbozé mintastruktirak esetén modellezi a
lokalizaciés mikroszkopiai képalkotast. A program felhasznalasi lehetdségeit a kovetkezo

fejezetben ismertetem.

A TestSTORM szimulacids program harom f6 részbdl épiil fel: (i) Egy részalgoritmus legeneralja a
szimulalt mintaban elhelyezkedé molekuldk pozicioit a beallitott mintastruktira alapjan, (ii) A
molekuldk iddébeli viselkedését, dinamikajat leir6 haromallapoti modell alapjan minden
molekulahoz egy véletlenszerii, id6beli trajektoria kapcsolodik és (iii) a beallitott, modellezett
rendszerparaméterek alapjan (képkészitési frekvencia, pixelméret, stb.) elkésziil a szimulalt
képkoteg, figyelembe véve az eldébbi két részalgoritmus altal generadlt adatokat. Az elkésziilt
képkotegek egy lokalizacios szoftver (rainSTORM, rapidSTORM, quickPALM...) segitségével

rekonstrualhatoak, a kapott eredmények tovabb analizalhatoak.

3.1 A modellezett minta struktiraja

A TestSTORM négy, eldre definialt, haromdimenzids mintastruktarat tartalmaz: ,,csillag” (,,star”),
»racs” (array”), ,vezikulumok” (,vesicles”) és ,fonalak” (,lines”). Az els6 két geometria

mesterséges mintastruktirak, a mikroszkop egyes paramétereit lehet veliik tesztelni, mig az utolso
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ketté biologiai objektumok modelljei. Az 0sszes mintastruktiraban kozos a fluoreszcens festés
modellje. A feltételezett pontszerti festékmolekulak egy ugynevezett linker segitségével kotédnek a
mintdhoz. A modellben a linkerek pozicidi véletlenszeri médon valtoznak az egyes molekulak
esetén, a szimulalt mérés soran azonban fixek maradnak. A linkerhossz egy bemeneti paramétere a
programnak. Egy valds, immunhisztokémiai fluoreszcens jeldlést tekintve, a linker tulajdonképpen
az antitestet vagy antitestek lancolatat (tObbszords festés esetén) hivatott modellezni. Ha a
fluoreszcens molekula méretét is figyelembe akarjuk venni, akkor linkerhosszként az adott festési
eljarasban a minta és a festékmolekula kozotti kapacsold elem és a molekula karakterisztikus

sugaranak 0sszegét kell megadni.

A ,csillag” minta egy 16 agbol felépiild, csillag alakii minta, amelynek kozéppontja a kép
kozéppontjaval egybeesik (50. abra).

Festék .
molekula Kép

Kar hossza

50. abra: A ,,csillag” minta strukturaja

A linkerek bekotési pontjai a csillag karjainak feliiletén helyezkednek el véletlenszerii modon,
egyenletes valdszintiségi eloszlas szerint. A zold gomb jeloli a linker véletlenszerii
elhelyezkedésébdl kovetkezd lehetséges molekula poziciokat. A csillag karjainak hossza illetve a
karokon elhelyezkedé molekulak szama valtoztathatdé paraméter. A minta z irany( pozicidja a
fokuszsikhoz képest (defokusz) szintén a felhasznalo altal megvalaszthatd. Ez a mintastruktira egy
klasszikus minta a mikroszkopiaban a mikroszkop feloldasanak meghatarozasahoz. A geometriabol
adoan a csillag kdzepéhez viszonyitva koncentrikus koroket véve, a korvonalak mentén a
kozéppont felé haladva a modulacio valtozik, periddusanak hossza csokken, vagyis egyre
finomodik a feloldandé struktira. Adott feloldoképességii rendszer esetén a csillagot leképezve

1étezik egy sugar, amelyen beliil a struktira mar nem feloldhato, a modulacio elttinik.

A ,racs” minta szintén egy mesterséges minta modellje, amelynek struktiraja az 51. abran lathato.

61



Festék molekula Kép

O’ﬂO LN X ]

f00000Ggo00000Q
9000004000004
0000004000000

Kozépvonal

51. abra: A ,,racs” minta felépitése

A mintdban a linkerek bekdtési pontjai egy racs pontjai. A pontokhoz bekotd linkerek és igy a
molekulak szamat a felhasznald allithatja be. A z6ld gombok jelzik egy-egy ponthoz tartozo
lehetséges molekula poziciokat. A racsot jellemzé paraméterek, a racspontok tavolsaga és a racs
mérete szintén valtoztathatd. A minta térbeli elhelyezkedése a kovetkezd: meg kell adni a minta

“y ey

szog is. Ezzel a mintaval szintén vizsgalhaté a mikroszkop feloldasa.

A ,vezikulumok” minta a sejtbiologiaban el6forduld, fluoreszcensen jelolt vezikulumok
lokalizacios mikroszkoppal torténé leképezését hivatott modellezni. A festett vezikulumok
modellje egy gomb, amelynek feliiletéhez kapcsolodnak a linkerek és igy a molekulak (52. abra). A

kapcsolodasi pontok valdszinliségi eloszlasa egyenletes a gomb feliiletén.

Festék
molekula Kep

Aktiv
s ° . terilet
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52. abra: A ,,vezikulumok” minta felépitése

Ebben az esetben a linkerek lehetséges pozicidi és igy a molekulak lehetséges helyei egy félgombot
alkotnak (zold félgomb a mintan). A vezikulumok pozicioit kétféleképpen lehet megadni: a
felhasznalo altal definialt modon és véletlenszerli modon. A felhasznalo altal definialt esetben a
megadandd paraméterek: az egyes vezikulumok kézéppontjanak X, y és z koordinatai, sugara és az
egyes vezikulumokhoz kotott molekulak szama. A véletlenszerii esetben definialni kell egy
ugynevezett aktiv, négyzet alaku teriiletet, amelyen belil a vezikulumok elhelyezkedhetnek.

Megadandé a vezikulumok szama, atlagos sugara, sugaruknak szorasa (normal eloszlast kovet), az
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atlagos molekulaszam és a molekulaszam szorasa (szintén normal eloszlast kovet). A vezikulumok

térbeli elhelyezkedése is véletlenszer(i, csak a fokuszsiktol valé maximalis eltérést kell definialni.

aktinszalak leképezésének vizsgalatara késziilt. Vonalakhoz csatlakoznak a festékmolekulak,
melyek lehetséges pozicioi koriilolelik azt (53. abra). A vonalak keresztmetszete pontszert, a
linkerek csatlakozasi pontjai a vonal mentén véletlenszerti médon helyezkednek el, valdsziniiségi

eloszlasuk egyenletes.
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53. abra: A ,,fonalak” minta struktiraja

Az egyes vonalakhoz meg kell adni az egy mikrométerre esé csatlakoz6 molekuldk szamat
(vonalstrisége a molekuldknak), a kezdd pontjuknak z iranya koordinatéit illetve a vonalak
emelkedési szogét (vonal és a fokuszsik altal bezart sz6g). A kezdépontok az abran fekete ,,x”-szel
vannak jeldlve. Az egész minta mérete szintén valtoztathatd paraméter. A 4. és 5. vonal kozotti
tavolsagot a felhasznald allithatja be. Két kozel esé vonal szétvalaszthatosagat lehet ennek a
paraméternek a valtoztatasaval vizsgalni a mikroszkopban. A fonalak hossza az abra bal oldali

része alapjan a minta méretébdl (a) szamolhato.

3.2 A modellezett fluoreszcens festék idébeli dinamikaja

A mintaban elhelyezkedd molekuldk iddbeli viselkedését, dinamikajat a haromallapota modell irja
le (54. abra (a) része). Fix térbeli poziciojukban a kovetkezé allapotokban lehetnek a molekulak:
aktiv (A), passziv (P) és bleachelt (B). Aktiv allapotban fluoreszcenciara képesek, passzivban
viszont egy olyan meta-stabil allapotba keriilnek, amiben nem bocsajtanak ki fluoreszcens fényt.
Bleachelt allapotban a festék szétesik. Az allapotok kozott lehetséges atmenet: az aktiv és a passziv
allapot kozott oda-vissza torténd allapotvaltas. A passziv allapotbdl bleachelt allapotba keriilt
molekuldk viszont mar nem térnek vissza. Tekintsiik most csupan az aktivbdl passziv allapotba
torténd atmenetet és feltételezziik, hogy minden molekula aktiv allapotban van. Az aktiv allapotban
levé molekulak szamanak id6ébeli valtozasa (csokkenése) aranyos azzal, hogy hany darab molekula

van az aktiv allapotban (most nem tekintjiik a passziv allapotbdl visszatéré molekulakat) (12). Az
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aranyossagi tényez0 az atmenet hataskeresztmetszete (k;), mértékegysége 1/s. Ez az atmenet

,»sebességét” irja le.

dng
4= —kin, (12)

A hataskeresztmetszet reciproka az atmenet karakterisztikus ideje (t; = 1/kq). A (12) egyenlet
megoldasa egy csokkend exponencialis fliggvény, ahol 7, id6tartam alatt a kezdeti molekulaszam
e-ad részére csokken. Ezt az aktiv allapot élettartamanak nevezziik. Egy molekulat tekintve az
atmenet sztochasztikus folyamat. Egy molekula altal, az aktiv allapotban elt6ltott id6 valoszintiségi
eloszlasa exponencialis, melynek varhato értéke az aktiv allapot élettartama. A passziv allapotbol a
molekulédk bleachelt vagy aktiv allapotba juthatnak. Hogy melyik atmenet valosul meg, azt az
atmenetekhez tartozo hataskeresztmetszetek hatarozzak meg. Annak az esélye, hogy a molekula

bleachelt allapotba jut ks/(k, + k3), hogy aktiv allapotba jut pedig k,/(k, + k3). Az egyes

atmenetekhez lehet karakterisztikus idoket definidlni (7, = ki és T3 = ki). Az effektiv
2 3

hatéskeresztmetszet k; + k3, aminek a reciproka a passziv éllapot élettartama (Tpqgsziv =

1

m). Mivel a bleachelt allapotba val6 atmenet valoszinlisége jelentdsen kisebb, mint az aktiv
2 3

allapotba valo atmenet, ez€rt T, 45571 =~ 7.
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54. abra (a): A haromallapoti modell és az allapotok kozti lehetséges atmenetek, (b) egy molekulahoz tartozo

véletlenszerii idobeli trajektoria

A szimulalt mérés soran minden egyes molekuldhoz egy véletlenszerii idobeli trajektéria adodik a
haromallapoti rendszer alapjan. A karakterisztikus idébeli konstansok bemeneti paraméterek.
Annak meghatarozasa, hogy egy molekula egy adott allapotban milyen hossz ideig marad,

véletlenszerti modon torténik, az id6tartam valdszinliségi eloszlasa exponencialis.

cre

szimulalt mérés alatt nem bomlott el, mindvégig az aktiv és passziv allapotok kozott mozgott. A
masik (kék trajektoria) molekula a szimulalt mérés soran két aktiv fazis utan bleachelt allapotba
kertilt, igy tobbé nem volt fluoreszcencidra képes. A fluoreszcens festéket jellemzo, a programban
bemeneti paraméter a fotonfluxus, vagyis, hogy egy molekula hany darab fluoreszcens fotont képes

kibocséjtani masodpercenként aktiv allapotban (foton/s). A fluxus és az aktudlis aktiv allapot
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id6tartamabol lehet meghatarozni az aktualis emittalt fotonszamot, ami a leképezés soran jatszik

szerepet. Az emisszi6 hullamhosszat szintén a felhasznald hatarozza meg.

3.3 A képkészités modellezése

A képkészités modellezése soran figyelembe kell venni a leképezd rendszer jellemzdit, a detektor
(kamera) sajatossagait illetve a mérést terheld zajt. A program a képcsomag generaldsa soran egy
pontszerli molekula képét (PSF) helyezi el a pozicio és az idobeli trajektoria alapjan a megfeleld
sorszamu kép megfeleld helyére. A program haromdimenzidos Gauss-modellt hasznal a PSF

“ g ey

figyelembe.

A rendszert jellemz6 bemeneti paraméterek a PSF félértékszélessége (FWHM, Full Width at Half
Maximum) nanométerben az objektiv fokuszsikjaban mérve és a minta torésmutatdja, amely a
haromdimenziés Gauss-modell szamolasaban jatszik szerepet (altalaban a viz térésmutatdjahoz
kozeli ~1,33). Az optikai fotongy(ijtési hatékonysag megadja, hogy a leképez6 rendszer az emittalt
fotonok mekkora részét képes begyiijteni és a kamera feliiletére juttatni. Ennek meghatarozasaban
szerepet jatszik a mikroszkop objektiv numerikus aperturdja és a rendszer teljes transzmisszioja.
Nagy numerikus aperturaju, olajimmerzios objektivet tartalmaz6 rendszer esetén tipikus értéke
~0,3-0,4. Az alacsony érték legfobb oka, hogy a festékmolekuldk a tér minden irdnyaban
bocsajthatnak ki fotont, ebb6l egy mikroszkop objektiv maximum csak a felét tudja begytijteni.

A kamerat és képkészitését jellemzd paraméterek: a képkészitési frekvencia, a képcsomagban
szerepld képek szama és a képméret CCD pixelszamban megadva. A szimulalt mérés id6tartama a
képszambol és a képkészitési frekvencidbol meghatarozhatd. Az expozicios id6 szintén bemeneti
paraméter. Egy kép elkésziiltéhez sziikséges id6t a képkészitési frekvencia reciproka adja. A két
1d6 kozotti kiilonbség oka, hogy sziikséges egy rovid id6tartam az informaciok kiolvasasara a
pixelekbol, ami alatt nincs mérés. Ezt az id6tartamot kiolvasasi idonek nevezziik. Hatasat és a
képkészités mintavételezését az 55. dbra szemlélteti az elobbi véletlenszerti idobeli trajektoriak

esetén.

Kiolvasasiid6
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55. abra: A kiolvasasi id6 és a mintavételezés az el6z6 id6beli trajektoriak esetén
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A kiolvasasi id0 miatt nem keriil felhasznalasra az Osszes begyiijtott foton. A pixelméretet a
felhasznald hatarozza meg, nanométerben megadva, az objektiv fokuszsikjara visszavetitve. Ez
kiszamolhatoé a CCD pixel nagysagabdl és a leképezd rendszer nagyitasabol: pixelméret = CCD
pixelméret/nagyitas. A begyiijtott fotonokat az EMCCD kamera elobb elektronokka konvertalja,
majd az elektronokat sokszorozza és végiil egy szamértéket ad meg. A kamerak hasznalati
utmutatoiban [50] és kalibracids adataiban megtalalhatéak a modellezéshez sziikséges adatok: az
elderdsités mértéke, az elektronszam/szamérték konverzioja, az elektronsokszorositds mértéke és a
kvantumhatasfok. A beérkez6 foton/szamérték konverzidja a kovetkezoképpen szamolhatod: a
beérkezo fotonszam, a kvantumhatasfok, az elOerdsités mértékének és az elektronsokszorositas
mértékének a szorzata adja az elektronok végsé szamat, amit elosztva az elektron/szamérték

konverzids értékével a beiitésszam megkaphato.

A program Poisson zajmodellt hasznal, amelyhez sziikséges az atlagos hattérzaj mértéke, mint

bemeneti paraméter.
A képkészités tehat egy haromdimenzios mintardl késziil egy két dimenzidba valo leképezéssel.

3.4 A TestSTORM hasznalata

A TestSTORM rendelkezik egy grafikus feliilettel (Graphical User Interface, GUI) az egyszerii
kezelhetdség érdekében. A program és a hasznalati itmutatd ingyenesen letolthetd a kutatocsoport
honlapjarol [101], és MATLAB 2011a vagy ijabb verzio6 alatt futtathato. EXE fajlként is let6lthetd
és futtathat6. A grafikus feliilete az 56. abran lathato.

TestSTORM (ver 1.0): test sample generator program for localization microscopy

— Pattern Selection Star pattern parameters. - — Dye parameters——— — Acquisition parameters.
Frame zize (px): [:%
N of malecules in Length of linker (nm): 7 MNumber of frames: 3000
. 200 )
@) Star pattern &ach arm: Char. r. time_on (s}: 008 Frame rate (1/s): 20
Z plane (nm): 0 Exp. time: (s) 0.05
) Array pattern Char. r. time_off (s): 50 Pixel size (nm): 160

Length of arms. Av. background level:| 200

) Vesicles pattern {nm): 3200 Char. r. time_bleach (s):| 50000
nm: Refractive index: | 1.33
F) Lines pattern Em. wavelength (nm): 660 PSF size (nm): 230
Emitted photonisec: 100000 Electrons/count: 215
Pre-amplification: 25
Actual EM gain: S0
Quantum eff.: 0.8

— SaVe As

Opt. col. eff.: 0.4
Search
Progress report: Generate

AdOptim Group, University of Szeged, Hungary, 2013

56. abra: A TestSTORM grafikus feliilete

Kiilon paneleken jelennek meg a paramétercsoportok, amelyeket az el6z6ekben targyaltam. A

minta kivalasztasdval (Pattern Selection panel), a mintatipushoz tartozé dinamikus panelek
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jelennek meg (57. abra). A ,,vezikulumok™ minta esetén tovabbi valaszthato lehetdség a felhasznalod

altal definialt (fixed) vagy véletlenszerti minta.

Pattern Selection
. @ Star pattern

Array pattern Y
— Star pattern parameters - /// Lines pattern pﬁrﬁ_mﬂer?
N of molecules/um in the lines (S):

Vesicles pattern

- 2000 2000 2000 2000 2000
of molecules in .
o 200 Lines pattern | Z posttion (5) (nm) :
00000
Z plane (nm) 0 Angle of ines (5) (deg):
00000
h of
Lengi{n:‘] arms 3200 Distance of 4. & 5. 160
Enes (nm)

Size of pattern (nm): | 2000

— Array pattern parameters
N of molecules in

each point:
Angle of elevation
(deg): 0 1
Size of the pattern — Vesicles pattern parameters—— 1 — Vesicles pattern parameters——
(nmi: &000 1 = [ T
random @) ficed ©) random foced
Distance between 1
the points (nm): 320 Parameters of single vesicles. I (|size of active area (nm):| 8000 |
{%,y,z and R in nm) 1 )
I N of vesicles: 15 |
x (5000 5200 5000 5200 | I Maximum dz (nm): 300 |
Y 5000 5000 5300 5500 [ Av.rad. of vesicles ., ¢ |
{nm): :
Z [0-200150 360 | : Sigma of radius (nm): 51 |
Rad|30 30 30 30 | Av.Nof molecules: | 50 |
N (200 200 200 200 ] Sigma of N of 2 |
I molecules:
1 :

57. abra: A TestSTORM grafikus feliiletén a kiillonb6z6 mintakhoz tartozé minta specifikus paraméterek

A generalt képcsomagot TIF vagy RAW formatumban lehet elmenteni és kés6bb ez a mentett f4jl
szolgal bemeneti fajlként a lokalizaciot végzdé szoftvernek. A kutatocsoport altal hasznalt és

ajanlott lokalizacios szoftver a rainSTORM [59].

A TestSTORM moduléris szerkezetii, tehat kdnnyen bovithetd 0j mintastrukturakkal vagy 4j PSF
modellekkel, példaul asztigmatikus vagy mas 3D STORM mikroszkop leképezésének modelljével.

A TestSTORM tehat egy olyan felhaszndlobardt szimuladcids szoftver, amely modellezi a
képkészitést egy lokalizacidos elven mulkods, fluoreszcens mikroszkopban, kiilonb6zo
mintastrukturak esetén. Négy fajta beépitett minta geometriat tartalmaz: kettdé mesterséges (csillag
és racs) és kettd biologiabol vett (vezikulumok és fonalak) modellt. A program altal generalt
szimulalt képcsomagok elmenthetéek és egy lokalizacios szoftver segitségével rekonstrualhatdak

és tovabb elemezhetdek (58. abra).
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Legeneralt Lokalizacidk

képkote N
. 8 Képfeldolgozas

TestSTORM —_— (rainSTORM, rapidSTORM, —Pp Tovabbianalizis ‘
quickPALM, etc.)

| = o

Bemeneti paraméterekkel: LokalizAci6 és Artifaktum
festék paraméterek, elemzés,

. rekonstrukcio ——
kamera paraméterek... statisztikak...

58. abra: Folyamatabra a TestSTORM alkalmazasarol

4. Paraméterek optimalizacidja és artifaktumok elemzése a lokalizacios

mikroszkoépiaban

Az eldz6 fejezetben bemutatott TestSTORM szimulacios program lehetdséget nyujt arra, hogy a
képkeészitést vagy a mintat jellemzd paramétereket optimalizaljuk. Segitségével feltérképezheto a
paramétertér, az egyes valtozok hatasai a végsd, rekonstrualt képre. Elemezhetd, hogy adott
beallitasnal milyen artifaktumok léphetnek fel. Illetve megforditva a gondolatmenetet, ha mar
rendelkeziink egy rekonstrualt képpel, amin szerepel olyan struktira, ami akar artifaktum is lehet, a
minta struktirajanak ismeretében ellendrizheté az objektum artifaktum mivolta. Mind a négy fajta

beépitett mintatipus esetén bemutatok egy-egy optimalizaciot vagy artifaktum vizsgalatot.

A szimulaciok soran hasznalt, k6zos paramétereket a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: Az artifaktum vizsgalat és az optimalizacié sorian hasznalt kozos paraméterek

Festék paraméterek Képkészitési parraméterek
Karak',cerlsztlku§|do 0,05 Képszam 3000 EIek'Eroln/be- 215
(aktiv—>passziv) Utés
Karaktetlsztlku§|do 50s . leta . 1,33 ElGerdsités 2,5
(passziv—>aktiv) torésmutatdja
i Elektron
Karak'ferlsztlku5|do 50000s | Pixelméret 160 nm sokszorozasi 90
(passziv=>bleachelt) . B
tényez6
Emisszios 668nm | PSFméret | 260nm Kvantum- 0,9
hullamhossz hatasfok ’
Optikai
Emittalt foton/s 100000 | Atlagos hattér | 200 beiités | fotongydijtési 0,4
hatékonysag
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A szimulaciok kiilonbozo képkészitési frekvenciak mellett késziiltek, amikbdl az expozicids idot
mindig 5 ms-os kiolvasasi idot feltételezve szamitottam. A linker hossza szintén valtozott a
szimulaciok soran. A tablazatban jeldlt paraméterek gy lettek megvalasztva, hogy valdos mérési
szituaciokat kovessenek. A festék paraméterei a lokalizacids mikroszkopiaban széleskoriien
alkalmazott Alexa Fluor 647 festék paraméterei, aminek emisszids csticsa ~668 nm. A kamera
paraméterei pedig egy Andor iXon DV887 EMCCD kamera adataival egyeznek meg [50]. A
mikroszkop nagyitasa 100x volt. A feltételezett leképez6 rendszer a cambridge-i egyetem Laser
Analytics Group dSTORM mikroszkop rendszerét modellezi. A rekonstrukciéhoz minden esetben

a rainSTORM lokalizacios szoftvert hasznaltam alapértelmezett beallitasokkal.

Elsoként a ,.csillag” minta segitségével végeztem szimulaciokat. A defokusz hatasat vizsgaltam a
100 nm-enként 400 nm-ig készitettem szimulalt képcsomagokat, amiket rainSTORM segitségével
rekonstrualtam (59. abra). A teljes DOF a 660 nm-es emissziés hullamhosszon 549 nm, tehat a
fokuszsiktol mérve +/- 274,5 nm-es tartomany. A szimuldcidoban minden egyes karban 500
molekula helyezkedett el, amelyek egy 7 nm hosszisagu linker segitségével voltak a feliilethez

kotve. A karok hossza 3200 nm volt. A képeket 20 kép/s képkészitési frekvenciaval készitettem.

0nm 100 nm 200 nm 300 nm 400nm *

59. abra: A kiilonb6z6 z iranyu sikokban rekonstrualt csillag minta, a skdlahossz 1 pm, a szin skidldja azonos

minden képen

A fokuszsikban a csillag karjai tokéletesen kirajzolddnak a kontraszt magas, mig tavolodva a
fokuszsiktol a csillag kozepe és élei egyre inkabb elmosddnak és a kontraszt értéke is esik. Ennek
harom f6 oka van. Egyrészrél a fokuszsikon kiviili leképezés esetén a lokalizacids pontossag
rosszabb, mivel a fotonszam alacsonyabb az egyes pixeleken (nagyobb teriileten oszlik el kozel
annyi foton, mint fokuszsikbeli leképezésnél, a zaj mértéke pedig nem valtozik). Masrészrdl a
lokalizacios programba épitett szlir6 a til pontatlan lokalizaciokat kisziirheti. Harmadrészt pedig a
részben atfedé molekulaképek miatt a lokalizacid nem lesz helyes. Az atfedés valdszinlisége a
defokusz mértékével egyre novekszik, hiszen a PSF is egyre szélesedik. Két atfedo molekulat
tekintve a lokalizal6 algoritmus konnyen a kettd kozé teszi a lokalizalt poziciét. Ennek
koszonhetden a csillag kdzepe felé az élek elmosodnak és hamis lokalizaciok jelennek meg. Ez a

jelenség mar a DOF tartomanyan beliil is feltlinik. Csokkenteni lehet a szlirési feltételek
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szigoritasaval (példaul elfogadott PSF szélességi tartomanyanak csdkkentésével), de ezzel konnyen

el6fordulhat, hogy olyan lokalizaciok vesznek el, amelyek helyesek és igy a kontraszt értéke is

leesik.

A ,;racs” minta segitségével a fluoreszcens festési metodus altal bevezetett artifaktumot vizsgaltam

annak a szempontjabol, hogy hogyan befolyasolja a minta struktirajanak leképezését. A

rekonstrualt minta struktaraja valtozik a harom dimenziobol két dimenzidba valod leképezés miatt

is. A racs pontjaihoz kiilonb6z6 szamii molekulat ktdttem 75 nm-es linkerhossz mellett (60. abra).

A pontok kozotti tavolsag 400 nm volt. A képek 20 kép/s képkészitési frekvenciaval késziiltek. A

képek minden esetben automatikus szinskalaval vannak abrazolva.
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60. abra: Rekonstrualt ,,racs” mintak Kiilonb6z6 szamu csatolt molekulaszam esetén és egy-egy keresztmetszetiik,
gy-egy

skala hossza: 500 nm, szinskalazas automatikus

Alacsony molekulaszam esetén a periodikus racs struktira még nem igazan rajzoldodik ki, novelve a

molekulaszamot a racs eldtlinik, a pontjaiban pedig egyre tisztaban kivehetoek a gytiri formak. A

gyurti oka a projekcio. A molekulak egy gomb feliiletén helyezkedhetnek el a modellben. Ha ezt a

gombot egy kétdimenzios sikra vetitjiik, akkor a molekulasiiriiség nem lesz egyenletes egy

korongon belill, hanem a korong peremén a siiriség nagyobb lesz. Ha 75 nm-es gdmbot

feltételeziink, melynek feliilete egyenletesen van festve €s egy 16 nm szuperfeloldast pixelhalora

vetitjiik (61. abra), akkor meg lehet mutatni, hogy a molekulak ~35%-a a legsz€ls6 pixelre fog esni.

A szamolas soran a pixel altal kihasitott gomb felszint kell meghatarozni.

Projekcié

I Vezikulum

Pixelsor

T 1 1 1t 1711

lpixel=16 nm

61. abra: Vezikulum projekci6ja pixelhaléra
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A gytrt struktira nem élesedik tovabb ~20 csatolt molekula felett, hanem kezd elmosddni illetve
kis mértékben a hattér is megnd. Ezeknél a szimulacioknal még nem jelentés azon hamis
lokalizaciok szama, amelyek egy racsponthoz tartozo, de egyszerre felvillané molekulak atfedo
képeinek lokalizaciojabol szarmaznak. Viszont a szomszédos racspontokban, egyszerre felvillano
molekulak hatasa megjelenik. Az atfedé PSF-ek miatt hamis lokalizaciok jelennek meg, a gyiri
kozepe elkezd feltoltddni és a gylirik kozotti térrészben is jelennek meg hamis lokalizaciok. A
keresztmetszeteken latszodik, hogy megnovekszik a lokalizdciok szama a molekulaszdm
novelésével és ezzel egyiitt a hattér mértéke illetve a gyliriik elkezdenek feltdltddni. Szintén latszik
a keresztmetszeteken, hogy alacsony molekulaszdm és igy lokalizacié miatt a minta struktaraja

nem Kivehet6, az 5 csomdpont nem jelenik meg egyértelmien.

A lokalizacios mikroszkopia egyik biologiai felhasznalasi teriilete az idegtudomany, ahol tobbek
kozott fluoreszcensen festett aktinszalak leképezésénél hasznaljak. A festés soran festett phalloidin
toxin kot az aktinszalakhoz [102]. Ilyen mintageometria esetén vonaliranyban igen magas festési
stiriség érhetd el, aminek kovetkeztében a rekonstrukcidé soran artifaktum jelentkezik, a
filamentumok végei felé intenzivebb foltok jelennek meg. Ezt vizsgaltam meg a TestSTORM
,fonalak” mintamodelljével (62. abra). A fonal hossza a szimulacioban 2200 nm volt, a linkerhossz
pedig 7 nm. A képek 20 kép/s képkészitési frekvenciaval késziiltek. A szamolasok soran a vonal
festési stirliségét valtoztattam 225 és 1800 molekula/um kozott. Ez a gyakorlatban ugy valdsithato
meg, hogy a fluoreszcens festési folyamat sordn a festett és nem festett phalloidinek aranyat
valtoztatjuk. A minta a fokuszsikban helyezkedett el. A képek minden esetben automatikus

szinskalaval vannak abrazolva.

225 450 900

1350 1800

v

Vonal festési slirliség (molekulaszam/um)

62. abra: Rekonstrualt ,,fonal” mintak kiilonb6z6 vonal festési siiriiség mellett, skalahossz: 1 pm, szinskalazas

automatikus

Alacsonyabb festési siirliség mellett, mint ahogy az varhato, a lokalizaciok egyenletesen oszlanak
el a vonal mentén. Egy hatér felett (450 molekula/um) azonban a vonal két végénél intenzivebb
foltok kezdenek el kialakulni. Ennek oka, hogy annak az esélye, hogy két molekula képe atfedjen
¢és emiatt a lokalizacios szoftver elvesse a lokalizaciot, nagyobb a vonal belsejében elhelyezkedd
molekulak esetében (63. abra). Emiatt a lokalizaciok szama csékken a vonal belsejében (63. abra

masodik oszlop). Ha a vonal két szélén helyezkedik el az egy idében felvilland két molekula, akkor
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PSF-jiikk mar nem fed at, megfeleléen szeparaltak €s lokalizalhatoak (63. abra elsé oszlop). Ha két
felvillan6 molekula elég kozel van egymashoz, akkor a lokalizacios szoftver nem sziiri ki €és egy
olyan hamis lokalizacioval tér vissza, amely a két molekula kozott helyezkedik el (63. abra
harmadik oszlop). Ha ez a két molekula a vonal végei felé helyezkedik el, akkor a lokalizacid
mindig a vonal kozepe felé csuszik el. Ez magyarazza azt, hogy a fényesebb folt nem a vonal két
végén helyezkedik el, hanem csak a kozelében. Az ilyen jellegli eltolt hamis lokalizaciok, nagy

festési stiriségek esetén akar a vonal hosszanak rovidiilését is okozhatjak.

Molekula
poziciok

Molekuldk
képeinek
kérvonala
b‘i

Q

Q

Q
Q
Q
Q

Q

Q
!l.

g

Lokalizaciok

64. abra: Vonal mentén elhelyezkedé molekulak lokalizaldsa (oszloponként: valés, elutasitott, hamis)

Vezikulumokat tartalmazé mintak esetén fellépd lehetséges artifaktumot vizsgaltam a TestSTOM
,vezikulumok” mintdja segitségével. A londoni National Physical Laboratory (NPL)
kutatéintézetben felvett valos, kisérleti mintak rekonstrualasa és kiértékelése utan, az egyes
vezikulumok ko6z6tt hid formaciok jelentek meg (65. abra). AlexaFluor 647 fluoreszcens festékkel
jelolt epidermalis novekedési faktort (Epidermal Growth Factor, EGF) juttattak el é16 HeLa sejtbe.
A fluoreszcens EGF bekdotott a sejten elhelyezkedd EGF receptorokhoz. Ezutan elkezdédott a
klaszterizacio és a vezikulum képz6dés, majd a vezikulumok eljutottak a sejt belsejébe a klatrin
fliggd endocitdzis soran. A sejt fixalasa utin dSTORM rendszerrel késziiltek felvételek. A

rekonstrukciod és az abrazolas rainSTORM lokalizacios szoftverrel késziilt.
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65. abra: Rekonstrualt, szuperfeloldasi kép fluoreszcensen festett vezikulumokrdl és a kozottiik elotiiné hidakrol,

skdlahossz: 5 pm

Lényeges kérdés, hogy a megjelend hidak vajon valos kapcsolatot jelentenek-e a vezikulumok
kozott, amelyek példaul az endocitdzis sordn alakulnak ki, vagy csupan a lokalizacids szoftver

tokéletlenségébol fakadd artifaktumok. A TestSTROM ,vezikulum” mintamodell segitségével

srer

cre

poziciodi a kdvetkezék voltak: (0,0), (200,200), (200,400) és (400,600). A vezikulumok sugara 30
nm, a linkerhossz 7 nm volt. A fluoreszcens molekulak szamat 25 és 250 kozott valtoztattam. A
masik valtozo paraméter a képkészitési frekvencia volt. A szimulalt képcsomagok rekonstrukcioja
utan a méréshez hasonldan, bizonyos esetekben megjelentek a hidak a vezikulumok kozott (66.
abra). A képek kék pontokkal abrazoljak a lokalizalt pozicidkat, a hozzajuk tartozd betétabrak

pedig a szuperfeloldasu, rekonstrualt képek (kétdimenzids hisztografikus abrazolas).
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66. abra: Kiilonb6z6 molekulaszamu vezikulumokrol kiilonb6zé képkészitési frekvenciaval késziilt szimulaciok, 1

pixel 160 nm, a betétabrakon 16 nm

A szimuléciok kiértékelésébdl egyértelmtien latszik, hogy a hidak megjelenése nem bioldgiai
eredetli, hanem egy artifaktum. Oka az atfedé PSF-ek esetén fellépé lokalizacios hiba. Ha két
szomszédos vezikulumhoz tartozd molekula egyszerre lesz aktiv, akkor, ha a tavolsaguk
elegendden kicsi, a képeik at fognak fedni és a lokalizaci6 utan a talalt pozicié a két molekula és
igy a két vezikulum kozott fog elhelyezkedni. Ez okozza a hid formaciok megjelenését kozelebb
esO vezikulumok esetén. Nagyobb festési siirliség esetén a PSF-ek atfedési valdszinlisége megnd.
Kisebb képkészitési frekvenciak esetén az expoziciés id6 nagyobb és ezalatt tobb molekula is

aktivalodhat, amelyek PSF-e szintén at fog fedni.

Két mértéket vezettem be az artifaktum elemzésére: a lokalizacios hatékonysag (1) és a hidak
kontrasztértéke (C). A lokalizacios hatékonysag a valos (helyes) és az 0sszes lokalizacié arany, mig
a hidak kontrasztértéke pedig a kdzépso két vezikulum esetén a hidakat alkotd lokalizaciok és a

vezikulumokat alkotd lokalizaciok szamat alapul véve (13) szerint adodik:

C = (Myez — Mpig) /Mye, (13)
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ahol My, az atlagos lokalizaciészam a vezikulumokon beliil, My, pedig a hamis lokalizacioszam a

hidban. Novekvé molekulaszam mellett a két mérték értéke csokken, ami az atfedd
molekulaképekre torténd illesztés hibajanak kovetkezménye. A végsé kép minbségének
megallapitasanal tovabbi szempontok is szerepet jatszanak. Tekintve az alacsony molekulaszamu
eseteket, habar a kontraszt és a hatékonysag értéke magas, az alacsony lokalizacidészam miatt a
minta strukturaja elveszhet. Magasabb molekulaszamnal 45 kép/s-os képkészitési frekvencianal

egy optimum mutatkozik, ami szubjektiv modon, vizualisan is latszik.

Az eddig emlitett és még tovabbi artifaktumokat Gsszegyiijtéttem egy tablazatba (5. tablazat). A
kiilonb6z6 paraméterek hatasait rendszereztem aszerint, hogy az egyes mintastruktirak esetében
milyen hatassal vannak a képkészitésre. Egy kiilon oszlop foglalkozik a lehetséges megoldasi

javaslatokkal.

5. tablazat: Lehetséges artifaktumok kiilonb6z6 mintastruktirak esetében kiilonb6z6 paramétertartomanyok

mellett
. . . Megoldasi
Csillag Racs Vezikulumok Fonalak . &
javaslatok
*Koncentracio
csokkentése
. *Alacsony kontraszti | *Nem jel6lt tovabbi
*Magasszamd Hid formaciok a keresztezések antitestek
Magas festési elutasitott Hamis struktdra - ) . .
1 NP . ) vezikulumok *Nagy intenzitasu hasznalata
siiriség lokalizacio kialakulasa . . s
. . kozott végek *Egyszeres jelolés
*Csomosodds ) LAty ot
*Hamis vonalak *Képkészitési
frekvencia
novelése
a5 .. Alulmintavételezés Nem egyenletes az *Koncentracio
Alacsony festési Alacsony Hidnyos ) . . G . .
P Kontrasztd ké struktdra miatthamis intenzitaseloszlasa novelése
Susee P méretbecslés vonalakmentén *Tobb kép készitése
Alacsony Autofdkusz
a ) . Alacsony , . .
Defdkusz Elmosddott élek " . kontrasztu Elmosddott kép rendszer
lateralisfeloldas ! , .,
elmosddottkép haszndélata
Hamisva Hamis *Nanobody
Nagy linkerhossz | Nincsenek éles élek . & . , Kettésvonalak haszndlata
eltlint strukturak méretbecslés . s
Direkt jel6lés

TestSTORM szimulacios program segitségével lehetdség van kiilonbdz6 mintastruktarak esetén
fellépd lehetséges artifaktumok egyszerti vizsgalatara. Feltérképezhetd az a paramétertartomany,
ahol még elhanyagolhatd vagy nem lép fél ilyen jellegli hiba és ez az elemzés segitségiil szolgal

késbbbi, lokalizacios mikroszkdopiai mérések tervezésénél.
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Konkluziok
A célkitiizésekben kitlizott célok alapjan, az 0j tudomanyos eredmények tiikkrében, ebben a
fejezetben megfogalmazom tézispontjaimat, roviden levonom a konklizidkat és bemutatom a

tovabblépési lehetségeket.

Az elért eredmények alapjan a kovetkezd tézispontokat fogalmazom meg:

rrrrrr

optikai szimulacios szoftverrel, modellezett mikroszkoprendszerben.
OSLO optikai szimulacios programban elkészitettem egy ferdeszogii kivilagitasokat
létrehozd mikroszkoprendszer modelljét és vizsgaltam a mintdban elhelyezkedd
leképezendé  tartomany (ROI) megvilagitasat. Megvizsgaltam  kiilonb6z6
mélységekben elhelyezkedd tartomdnyok lehetséges kivilagitdsat. A mindsitéshez
mérdszamokat vezetettem be.

2. A kromatikus hiba hatisat vizsgaltam tobbszini lokalizaciés elven miikédo
mikroszkopban és korrekcidjara modszert dolgoztam Kki.
OSLO optikai szimuldciés programban egy modellezett mikroszkdprendszerben
vizsgaltam kiilonb6z6 hullamhossztartomanyokban a rendszer pontatviteli fiiggvényét,
vagyis egy pontszerli emittdlo objektum képét. A hullamhossztartomanyokat a mérések
soran hasznalatos fluoreszcens festékek és sziirok paraméterei alapjan valasztottam ki.
A kiilénb6z6 szinekben szamolt PSF-ek pozicioi alapjan a kromatikus hiba térbeli
fliggése megallapithatd. Optikai elemek modelljei alapjan vizsgaltam, hogy az egyes
elemek milyen mértékben jarulnak hozza a hibdhoz. Egy kalibracios mintat hasznalo
mérés alapjan kalibraciot készitettem és a tovabbi mérések soran a korrekciot ezen
adatok alapjan végeztem el.

3. Tesztminta generald szimulacios szoftvert készitettem lokalizaciés mikroszkopiai
elven miikodé mikroszkop képalkotasanak modellezésére.
A szimulacios program (TestSTORM) eldre definialt mintastruktirakat tartalmaz,
amelyek kozott van mesterséges tesztminta és biologiai objektum modellje is. A
modellezett fluoreszcensen festett mintdban minden egyes molekulahoz tartozik egy
véletlenszerli mdédon, a haromallapott modell alapjan generalt id6beli viselkedés
(trajektoria). Ezeket az adatokat és a leképezd rendszer adatait (kamera paraméterek,
PSF méret...) figyelembe véve az algoritmus elkésziti a szimulalt képcsomagot, amit

TIF vagy RAW formatumba lehet elmenteni.
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4. Artifaktumok elemzését és paraméterek optimalizilasat végeztem el TestSTORM
szimulacios programmal, kiillonb6z6 mintastruktiarak esetén.
A TestSTORM-ba beépitett négyfajta mintageometria esetén egy-egy lehetséges
artifaktum részletes elemzését mutattam be. Feltérképeztem, hogy az egyes

artifaktumok megjelenését hogyan befolyasoljak a minta vagy a rendszer paraméterek.

Az egyes tézispontokhoz tartozd konkluziokat és a tovabblépési lehetOségeket targyalom a

tovabbiakban.

1. Kivilagitasi technikdkat vizsgadltam OSLO nyaldbkovetd, optikai modellez6 szoftver
segitségével. A minta mozgatasaval torténd pozicionalds utan, a kiilonb6zd mélységben
elhelyezkedd fokuszsik leképezéséhez kiilonbozo kivilagitasi technikak az optimalisak. Egyik
legfontosabb cél a fokuszsikon kiviilrél érkezé jel csokkentése. Erre kinalnak megoldast a
ferdeszogli kivilagitasi technikdk (VAEM, HILO, TIRF). Egy lehetséges optikai elrendezés
modelljén mutattam be ezen kivilagitasok megvaldsitasat és az optikai elemek nem idealis volta
miatt fellépé jelenségeket. Els6sorban a lokalizacidos mikroszkopidban fellépd potencialis
problémakra helyeztem a hangsulyt. A rendszer kivilagitasi optikai utjaban megfeleld helyeken,
tiikkrokkel forgatasokat bevezetve, a ferdeszogii kivilagitasok megvalosithatoak. Megmutattam,
hogy a hagyomanyosnak tekintheté EPI kivilagitasbol TIRF kivilagitasba vald atmenetkor, az
atmenet teljes reflexioba folyamatos, nem egyszerre kovetkezik be a nyalabot alkotd Gsszes sugar
esetében. Tovabba kis ROI-t hasznalva a kivilagitds decentralttd valhat, ami egy plusz
tiilkorforgatassal korrigalhatd. A mintaban mélyebben elhelyezkedo fokuszsik esetében
megvizsgaltam a VAEM ¢és a HILO kivilagitasokat. A HILO kivilagitashoz kalibraciés metodust
alkottam, amely késobb egy lokalizaciés mikroszkdop megépitésénél szolgalhat segitségiil.
Bemutattam, hogy a korrekcido soran a mar teljes visszaverddést szenvedett sugarak Gjra torést
szenvedhetnek és visszatérhetnek a mintaba. A poziciondlast objektiv mozgatasaval elvégezve, a
kivilagitas elmozdul a ROI kdzepéhez képest €s igy az nem lesz tokéletesen kivilagitva. A tovabbi
korrekciohoz kalibracids eljarast mutattam be. Az elvégzett szimulaciok a majdan Szegeden
megépiilé lokalizacios mikroszkop kivilagitasi nyalabutjanak tervezésekor segitségiil szolgalnak a
megfeleld optikai elemek kivalasztasanal, a beallitasi pontossaggal szembeni elvarasoknal. Iranyt
mutathatnak a mérések soran a hibas kivilagitasbol fakadd problémak okainak felderitésében és
megoldasaban. Tervek kozott szerepel egy olyan valdés minta elkészitése, amely rétegelt
struktaraju. Bizonyos tavolsdgokban fluoreszcensen festett, DOF vastagsagu rétegek talalhatéak
benne. A ferdeszogl kivilagitasok egy ilyen minta segitségével kalibralhatéak minden egyes
rendszerben. Masik fontos fejlesztési terillet a tobbszinli mikroszkopidban a kiillonbozo
hullamhosszu kivilagitasok esetén fellépé jelenségek vizsgalata. Ez kiilonosen kritikus ferdeszogii
megvilagitasok esetén. Mivel a rendszer egy hullamhosszra van optimalizalva (kollimalva,

kalibralva) mas hullamhosszak esetén kromatikus hiba 1ép fel és a nyalabot nagyon divergensé

77



teszi, a ROI kivilagitasat pedig lerontja. A probléma kezelésé¢hez tovabbi korrekcidk sziikségesek,
amelyek vizsgalhatdak nyalabkovetd szoftverrel. A ferdeszogli kivilagitasok mas optikai
elrendezésben is megvalosithatoak, példaul lencsék tranzverzalis iranyl mozgatasaval. Egy ilyen
elrendezés vizsgalata szintén fontos eredményekkel szolgalhat, tekintve a valds lencsék leképezési
hibait. A leképezd lencsékkel kapcsolatban a szamolasok alapjan elvarasokat lehetne

megfogalmazni.

2. Tobbszinli lokalizacios mikroszkopiaban gyakran hasznalt elrendezés az egycsatornas leképezés.
Ebben az esetben a kiilonb6zé hullamhosszii képcsomagokat egymas utan veszik fel. Az optikai
elemek kromatikus hibdja miatt a kiilonbdz6 szinekben késziilt képek nem 0Osszeilleszthetdek.
Tekintve két ugyanazon a helyen -elhelyezkedd, két kiilonb6z6 hullamhosszon emittald
fluoreszcens pontszerii forrast, képiik nem ugyanazon a helyen helyezkedik el a két hullamhossz
esetén (tavolsaguk a kromatikus offset). Megallapitottam az OSLO-ban elvégzett szimulaciok
alapjan, hogy a hiba f6 oka a kromatikus aberracio, amelyet elsésorban az objektiv vezet be. A
szimulaciokbol kapott mértéke a kisérletekben mért értékekkel (~1-2 CCD pixel) jo kozelitéssel
megegyezik. Ahhoz, hogy a kiilonboz6 szinben késziilt képek Osszeegyeztethetdek legyenek egy
kalibraciés modszert dolgoztam ki. A kalibraciés minta feddlemezre felvitt pontszeriinek
tekinthetd, fluoreszcens golyokbol allt, amelyek tobb hulldmhosszban emittalé fluoreszcens
festéket tartalmaztak. A kiillonb6z6é szinli képeket elemezve megéllapithatd egy koordinata
transzformaci6, amely kapcsolatot teremt a kiilonb6z6 szini képek kozott. Ezutan az adott
rendszerrel végzett barmilyen mérés kromatikus hibaja korrigalhat6. Valods, mért adatokon is
kiprobaltam a modszert: HeLa sejtben két tipust festékkel jelolt, transferrint kotd receptorokrol
késziilt tobbszinii AISTORM képeken végeztem el a korrekciot. A korrekcio utan a képek jo atfedést
mutattak. Tovabblépési lehet6ség annak a vizsgalata, hogy a haromdimenzids, tébbszinii
lokalizacios technikdban a fellépd kromatikus hiba milyen deformitasokat vezet be és van-e
lehetdség ezeket korrigalni. Gyakran a tobbszinii mikroszkdpiaban a festékek megvalasztasakor az
infravoros tartomany felé mozdulnak el, mert ebben az esetben, a kisebb hullamhosszakkal
szemben, a minta autofluoreszcenciaja kisebb. Mar 1éteznek olyan festékek, amelyek ebben a
kozeli infravords tartomanyban miikodnek. Erdemes tehét ezekre a hullimhosszakra is elvégezni a

vizsgalatokat.

3. Deformitasokat a rekonstrualt képen nem csak az optikai rendszer hibai vezethetnek be, hanem a
rekonstrukcios algoritmus tokéletlensége is. A képkészités és a minta paramétereinek optimalis
megvalasztasaval ezek az artifaktumok kikiiszobolhetéek vagy intenzitasuk elfogadhatd szintre
mérsékelhetd. Egy olyan szimulacios programot (TestSTORM) készitettem el, amely modellezi a
lokalizaciés mikroszkopidban a nagyfeloldasu rekonstrudlt képhez sziikséges képcsomag
elkészitését. A képcsomag egy lokalizacios szoftverrel rekonstrualhato és a lokalizacios algoritmus

altal bevezetett artifaktumok a végsé kép és a TestSTORM adatai alapjan megfigyelhetoek és
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elemezhetéek. Az elkésziilt szoftver négy elére definialt mintastruktirat tartalmaz: ,,csillag”,
Hracs”, vezikulumok” és ,fonalak”. Az elsé ketté mesterséges minta, az utolsé ketté pedig
fluoreszcensen festett biologiai objektumokat modellez. A molekuldk idobeli viselkedését egy
haromallapoti modell irja le. Minden egyes molekulahoz kiilon idébeli trajektéria tartozik. A
szoftver figyelembe veszi a detektor (EMCCD) sajatossagait is. A képcsomagot TIF vagy RAW
formatumban lehet elmenteni. A program grafikus felilettel is rendelkezik, hogy minél
egyszerlibben lehessen hasznalni. A szoftver potencidlis felhasznélési teriiletei az artifaktum
elemzések, a festési és optikai rendszer paraméterek optimalizalasa, lokalizacids algoritmusok
hatékonysaganak Osszehasonlitasa. Erdekes kérdés, hogy meglévé mérések alapjan lehet-e
kovetkeztetni a festék paramétereire (aktiv, passziv allapot idOtartama) a molekuldk iddbeli
viselkedése alapjan egy adott mintdban. A modszert lehet tesztelni a TestSTORM segitségével:
ismert paraméterekkel legeneralt képekbdl kovetkeztetiink a festékparaméterekre és dsszevetjiik a

bemeneti értékekkel.

4. Kiilon fejezetben bemutattam minden mintatipus esetén egy-egy alkalmazast: artifaktum
elemzést vagy optimalizalast. A disszertdcidban a program elsd verzidja lett bemutatva, amely
letolthetd a kutatocsoport honlapjarol. A kovetkezé verziokban tovabbi funkcidkkal fog a
TestSTORM boviilni. Tervben van egy olyan kiegészitd program elkészitése, amely statisztikai
kiértékelésekkel segiti a munkat. Minden mintageometria esetén, mas és mas fiiggvénnyel lehet
leirni a rekonstrualt kép mindségét. Minden esetben a lokalizacidkat veszi figyelembe és veti Gssze
az eredeti molekula koordinatakkal. Masik tovabblépési lehet6ség egy, a valosaghoz kozelebb alld
PSF modell hasznalata. Ezért tervezem a TestSTORM és az OSLO kombinaciojat. A TestSTORM-
ban torténne a haromdimenzios minta strukturajanak megalkotasa (molekulak koordinatai) és az
idébeli viselkedés modellezése. Ezutan az adatok alapjan az OSLO elkészitené a molekulak képeit
egy modellezett rendszerben adott hullamhossztartomanyon. Ezzel lehetévé valna kiilonb6z6
optikai rendszerekben a lokalizacios mikroszkopiai képalkotas vizsgalata. Az OSLO-ban
egyszeriien lehet az optikai elemeket modellezni és valtoztatni. Osszevethetéek lennének a
kiilonb6z6 haromdimenzios lokalizacids eljarasok modelljei (asztigmatikus rendszer, tobbsika
leképezés). Tovabbi mikroszkopiai technikak fejlesztésében is szerepet jatszana az 0j verzidju
TestSTORM program. Az OSLO-ban lehetdség van polarizacié érzékeny nyalabkovetésre. Ennek
segitségével modellezhetd egy olyan mikroszkop, amely egymolekula szinten képes anizotropiat
vizsgalni (lokalizacios elven miikddd, polarizacid érzékeny detektalassal rendelkezé mikroszkop).
A lokalizaciés mikroszkopidhoz tartoz6, rohamosan fejlédéd teriilet az egymolekula kovetésen
alapulo diffiziomérés. Lényege, hogy az egymast kdvetd képeken ugyanaz a molekula vilagithat.
A két kép elkészitéséhez sziikséges id0 alatt a molekulak elegendden nagy diffuzio esetén
elmozdulhatnak (térbeli trajektoriat irnak le). Az egymast kovetd képek elemzésével az egyes

molekuldk elmozdulasait figyelve (térbeli trajektoriak elemzése) diffuzids térkép készitheto.
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A Cambridge-ben dolgoz6 kutatocsoport egyik kutatasi teriilete ez. Az egyiittmiikodés soran egy
kezdeti verzidja elkésziilt a TestSTORM tovabbfejlesztésének, amely tartalmazza a diffizio
modelljét. A kép teriilete csillag alakban van felosztva és az egyes karokban allithaté a diffuzios
koefficiens mértéke (67. abra (a) része). Valaszthatdo, hogy haromdimenzidés vagy laminaris
(kétdimenzids) legyen a diffiizid. Az abra (b) és (c) része egy eldzetes szimulaciot mutat be. A (b)
részen a beallitott diffuzids koefficiens struktara lathatd, mig a (c) részen a rainSTORM altal
megtalalt térbeli trajektoriak. A kék trajektoriak a kisebb diffuziot jelzik, mig a pirosak a
nagyobbat. A diffazios térkép megjelenitését végzd és kiértékel6 program elkészitése még
folyamatban van a cambridge-i kutatocsoportnal. A szimulaciok alapjan vizsgalni lehet a kovetkezo
jellemzdket: Milyen hatékonysdggal képes az elemzd szoftver a térbeli trajektéridkat megtalélni.
Milyen a felolddssal mérhetd a lokalis diffuzi6? Mekkora az a legkisebb valtozéas a diffuzioban,
amely még detektalhatdé molekulak elmozduldsanak kovetésével? Melyek a diffuzios koefficiens

hatarai, ahol a metodus még miikodik? Milyen paraméterek mellett optimalis a térbeli trajektoria

. r
illesztés?
a) Pattern Selection Single molecules diffusion — Dye parameters. Acquisition parameters
l® 20 N.ofmol: (1000 Frame size (px): 64
Star pattern 20 z max (nm). 300 Length of linker (nm): 7 Number of frames: | 3000
= F 1/s):
ot et Size of area: (8000 | | | Char. time_on (s) X rame rate (1/s) 40
Diffusion coefficients (nm"2/s) Fill factor: 1
h f 5
Vesicles pattern Char. time_off (s) 0 Pixel size (nm) 160
Char. time_bleach (s): | 50000 Av. background level| 200
Lines pattern Refractive index 1.33
Em. wavelength (nm): | 660 PSF size (nm): 230
Diffusion Emitted photon/sec: 40000 Electrons/count: 215
@ Single mol. diff. Pre-amplification 25
Actual EM gain: 90
Quantum eff.: 0.9
Save As -
E:\kutatas\STORM\test_sample_gen_2013\m_gen_testpattern_ver2_1\imagesite [
st_image_2 tif | Search
AdOptim Group, University of Szeged, Hungary, 2013
b) | C) . Fluorophore Trajectories
|
|
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67. abra (a): diffiizio modelljét is tartalmazo TestSTORM verzi6 grafikus feliilete, (b) Egy szimulacié beallitott
diffuzios koefficiensei, (¢) a rainSTORM altal megtalalt térbeli trajektériak

A TestSTORM program nagy eldnye, hogy az emlitett fejlesztések konnyen beleépithetdek, mivel

felépitése modularis szerkezetli, konnyen lehet tovabb boviteni.
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Appendix 1

Tekintsiik a kovetkezo optikai rendszert, amelyet 4f rendszernek vagy relay rendszernek hivunk.

| f |
; ; Optikaitengely

==y . 0 — . — P"
f, f, f, f, :
Fokuszsik v ’ v Fokuszsik
konjugaltsikja f, f,

68. abra: 4f rendszer sematikus abraja

Matrixoptikai szamolasok alapjan [3] a rendszer atmeneti matrixa az (a) bazisban:

_E
o L
f2

El6all egy f1 rétegben szabad terjedés, egy f1 fokusztdvolsagu lencse, egy f1+f2 rétegben szabad
terjedés, egy f2 fokusztdvolsagl lencse és egy f2 rétegben szabad terjedés atviteli matrixanak

szorzataként.

Az atviteli matrix alapjan lathato, hogy a konjugalt sikban bevezetett transzlacio a fokuszsikban is
transzlaciot idéz elo, mig a forgatas a fokuszsikban is forgatidst eredményez. Mindkettd a

fokusztavolsagok aranyaban (nagyitas és szognagyitas) torténik.

Ilyen rendszerek segitségével lehet az objektiv fokuszsikjaban vagy hatso fokuszsikjaban sziikséges
valtoztatasokat bevezetni. A 4f rendszerrel tulajdonképpen ,.transzportalni” lehet a fokuszsikot és a

bevezetett manipulaciot.
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Appendix 2

Az OSLO-ban lehet6ség van karakteres feliileten ccl programozasi nyelven rutinokat késziteni és
azokat futtatni. fgy lehet egyedi szimulacidkat végezni, adatokat kimenteni. Egy ilyen rutin lathato

a 69. abran.

cmd ray_tr_hilo_xz{char fn[])

{

F7 ez\kutatds\STORM\hilo_oslo_2813\

// get the coordinates of intersection points of rays in the ims surface
ff the initial points of rays are distributed equally along x

A/ input: file name

int out;

double idxray=8;
double xin;
double yin;

textwin_reset; //reset text window
stp outp off; //turn off text output
out=fopen({fn,"w"}); ffopen file

for (idxray=-1; idxray<=1; idxray=idxray+8.85)
xin=idxray;
yin=8;
sbr; f/buffer reset
tra std glo srf usr xin yin ims ims n 1;
fprintf{out,"%Fyt", al); fistore in the file inter x coord

fprintf{out,"%F\t", b1); /fstore in the file inter y coord
fprintf{out,"%F\t", c1); //store in the file inter z coord

fprintf{out,"\n"};

H
stp outp on; Z/7turn on text output
printf{"Saved?\n"}); F/print "Saved!" on text output
fclose{out); /fclose file

H
69. abra : Nyaldbkovetés eredményét fajlba kiir6 ccl program

A program az OSLO beépitett nyalabkovetd tra rutinjat hasznalja, amely al, bl és cl valtozokban
adja vissza a megadott kezd6koordinataju belépd sugar, megadott sikban vett metszési pontjait. A
kezd6koordinatakat a belépd apertiran, relativ egységekben kell megadni. Az altalam irt program a
belépd apertura X tengelye mentén, egyenletes tavolsagban elinditott sugarak metszéspontjait adja
meg globalis koordinatakban, a képsikban, ami az utolsé feliilet (img) a modellben. Az adatokat
egy megadott fajlba menti el.
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A disszertacio osszefoglaloja

Az optikai mikroszkopok szinte mar a felfedezésiiktdl fogva a tudoméanyos megismerés egyik
hasznos eszkozei voltak. A kordbban a szem altal nem lathaté organizmusok, folyamatok lathatéva
tételével nagyban hozzéjarultak a bioldgiai és orvosi kutatdsokhoz. A fejlesztés egyik huzdaga
mindig is a feloldés javitasa (nagyitas novelése) volt. Ahogy egyre finomabb strukturakat oldottak
fel optikai mikroszkép segitségével ujabb és Gjabb mikrovilagok - manapsag pedig mar
nanovilagok - tarulnak fel. Az utobbi évek egyik nagy mikroszkopiai technikai fejlesztése a
szuperrezolucios (szuperfeloldasa) fluoreszcens optikai mikroszkopiai technikak megjelenése volt.
2014-ben a kémiai Nobel-dijat e technikak felfedezéséért osztottak ki. Ezek a mikroszkdpok lathato
tartomanyban {lizemelnek és akar par tiz nanométeres feloldast is képesek elérni. Nagy elonyiik,
hogy a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopiai technikdkhoz képest nem igényelnek
bonyolultabb minta el6készitést vagy komplexebb optikai rendszereket. Doktori disszertacidom
témaja is egy szuperrezollicios technika, a lokalizacion alapuld mikroszkdpiai technika mélyebb
vizsgalata. Amikor egy-egy uj mikroszkopiai modszer megjelenik, rogton elindul a részletes,
mélyrehatd vizsgalata, hatdrainak megkeresése (a lehetséges alkalmazasi teriiletek kutatasa
mellett). Dolgozatom ebbe a sorba illik bele: leképezési hibak hatdsait vizsgalom a lokalizacids
mikroszkopiai képkészités soran, illetve keresem, hogy milyen paraméterek mellett optimalis a
képkeészités, hogyan kiiszobolhetdek ki az elkésziilt képen a képkészités miivi melléktermékei, az

artifaktumok.

Egy mikroszkop egyik legfontosabb értékmérdje a feloldas. A feloldasnak definidlasara és a
feloldas hataranak megallapitasara az idék soran tobb definicio is sziiletett, ezek koziil a Rayleigh
és a Sparrow kritérium a legelterjedtebb. Mindkét esetben egy kritikus tavolsag (CD, Critical
Distance) keriil meghatarozasra, amelynél kisebb tavolsagra elhelyezked6 pontszeri objektumok
mar nem tekinthetok feloldhatonak képeik alapjan. A lathaté hullimhossz tartomanyban, a
kereskedelmi forgalomban elérhetd legnagyobb numerikus apertarat tekintve, a feloldasnal lateralis
iranyban ~ 200-250 nm-nél, axialis iranyban pedig ~500 nm-nél egy hatar huzodik, melyet a
diffrakci6 limital. Ez a hatar megkeriilhetd, minden esetben valamilyen triikkkdt alkalmazva a
képalkotési technika soran. Tehat elérhetdek a kritériumok altal meghatarozott feloldasok alatti
feloldasértékek. A diffrakcid természetesen tovabbra is fellép és meghatarozd szerepet jatszik a
képalkotasban. A hagyomanyos feloldasi hatarokat atlépd, azoknal jobb feloldast igérd technikakat,
szuperfeloldasut mikroszkopiai technikdknak hivjuk. Egy ilyen technika a lokalizacios

mikroszkopia.

A hagyomanyos fluoreszcencids technikdk esetén a gerjesztett tartomanyban elhelyezkedd

molekuldk mindegyike aktiv allapotban van, azaz gerjeszthetd. A lokalizacids mikroszkopia soran
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fotokémiai folyamatok révén érjiik el azt, hogy egy idében a leképezendd tartomanyban csak kevés
szamu molekula legyen aktiv allapotban, igy az egyes molekulék diffrakcios foltjainak leképezését
idében szétvalasztjuk. Tulajdonképpen egy videot (képcsomagot) készitiink a mintarol, amelynek
egyes képkockain az adott idopontban aktiv molekulak képei lathatoak, tehat a video a fluoreszcens
molekuldk villodzasabdl all. Az egyes képkockakat kiilon-kiilon kielemezve, a molekuldk képeire
fliggvényt illesztve, a molekulak pontos pozicioi meghatarozhatdoak. A képcsomag Gsszes képére
elvégezve az elemzést, fel lehet térképezni azt, hogy hol taldlhatoak fluoreszcens molekuldk a
mintaban. Kiilonb6zé technikdk Iéteznek a festékmolekulak kapcsoldsi mechanizmusanak
Kivitelezésére és vezérlésére; PALM, PhotoActivated Localization Microscopy, STORM,
Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, FPALM, Fluorescence Photoactivation
Localization Microscopy, dSTORM, (directSTORM), GSDIM, (ground state depletion microscopy

followed by individual molecule return). Disszertaciomban a ASTORM technikat tanulmanyoztam.

A tobbszinii mikroszkopia lehetdvé teszi, hogy kiilonbozd bioldgiai objektumokat szeparaltan
figyelhesstink meg. Mindez a fluoreszcens festési modszer soran kialakuld specifikus jelolésnek
koszonhets. Két megkozelités létezik: A szimultan, tobbcesatornds moddszer esetén, tobb
hullamhosszon egyszerre torténik a gerjesztés és a detektor karban egy dichroikus tiikor
segitségével valaszthatdak szét a kiillonbozé szinli fluoreszcens képek, amelyeket kiilonalld
kamerakkal rogzitenek, vagy pedig a képeket egyetlen kamera, kiilonb6zo teriileteire iranyitjak. A
szekvencialis, egycsatornas rendszerben mindig egy hullaimhosszon torténik a gerjesztés. A
kiilonboz6 szinii képeket egymas utan veszik fel. Lokalizacios elven miikodé mikroszkoppal is

lehetséges tobbszinii leképezést késziteni.

A lokalizaciés mikroszkdpiaban, hasonldan a tobbi optikai mikroszkophoz, fellépnek a leképezési
hibak. Ezek hatasa a nagy feloldas miatt még inkabb szignifikans. Mindezek mellett a
képfeldolgozas soran felléphetnek képrekonstrukcios hibak is, amelyek a végsé képen miivi
melléktermékek (artifaktumok) megjelenését okozhatjak. Dolgozatomban a lokalizaciés elven
miikodé mikroszkopidban leképezési és képfeldolgozasi hibak altal okozott effektusok mélyebb
vizsgalatat végeztem el, hogy a technika mélyebb megértéséhez hozzijaruljak. Kiilonbozo
effektusokat fogok vizsgalni a lokalizaciés mikroszkop teljes képalkotasa folyaman: a mikroszkop
kivilagitasaban, tobbszinii leképezésében és a képrekonstrukcié soran. Korrekciés metodusokat is

kidolgozok.

Célkitizéseim a kovetkezdk voltak:

1. A mikroszkop kivilagitdsanal hagyomanyosnak tekintheté az epifluoreszcens technika.
Ekkor a teljes ROI ki van vilagitva és a fokuszsikon kiviilrdl érkez6é fluoreszcens jel

jelentds. A kutatok olyan ferdeszogii kivilagitasi metodusokat fejlesztettek ki, amelyek ezt
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a fajta hatteret hatékonyan csokkentik. Ezek a kivilagitasok egyre nagyobb népszeriiségnek
orvendenek, de mélyrehato, a lokalizacids mikroszkopidhoz sziikséges precizitas szintjén
torténd elemzésiikk ez idaig nem tortént meg. Az optikai rendszerekben elkeriilhetetlen
leképezési hibak jelentdsen befolyasoljak a kiilonbozo kivilagitasok megvaldsitasat. Egy
olyan elemzés, amely konkrét, modellezett optikai rendszerben elvégzett szamolasokon
alapul, a kivilagitasi technikdk megvaldsitdsa, a mikroszkoprendszer épitése soran
segitségiil szolgadl. A megallapitott trendek segitik a leképezés soran a kivildgitas
szerepének megértését. Ezek alapjan els6ként egy ilyen, a Kkiillonboz6 Kkivilagitasi
technikak mélyrehato, nyalabkovetésen alapulé elemzését tiizom ki. [93]

Nem csak a kivildgitas sordn, hanem a mikroszkép detektald nyalabutjaban elhelyezkedd
optikai elemek is jelents aberracidt vezethetnek be, melyek rontjdk az elkésziilt kép
mindségét. A lokalizacios mikroszkopidban a tobbszinli detektilds hatékony moddszer
kiilonb6zd bioldgiai objektumok feltérképezésére a specifikus fluoreszcens jel6lésnek
koszonhetéen. A tobbszinii detektalas esetén kulcskérdés a kiilonbozé hullamhosszakhoz
tartozd rekonstrualt képek Osszeillesztése, regisztralasa. Az optikai elemek diszperzidja
miatt azonban kromatikus hiba 1ép fel a leképezés soran. A gyartok megprobaljak ezt
korrigalni, kikiiszobolni. igy a hagyoméanyos fluoreszcens mikroszképok esetében a
kromatikus hiba hatasa nem jelent6s. Azonban a lokalizaciés mikroszkopiaban a feloldas a
par tiz nanométeres tartomanyba esik és a gyartok altal optimalizalt optikai elemek
(els6sorban mikroszkop objektivek, szilir6k) esetén a hiba érezteti hatasat a feloldashoz
képest. Ezért sziikséges a hiba eredetét felderiteni, mértékét megallapitani és egy
kalibracios metodust kidolgozni a korrigalashoz. Ezért masodik célkitiizésként a
kromatikus hiba részletes analizisének elvégzését és egy korrekcios maddszer
kidolgozasat tiizom Ki. [94]

Az elkésziilt kép mindségét nem csak az optikai elemek altal bevezetett aberraciok, hanem
a lokalizaciés mikroszkopiaban kulcsszerepet jatszo lokalizaciot végzd rekonstrukcios
algoritmusok is befolyasoljak. A képkészités paraméterei, mint példaul a pixelméret vagy a
képkeészitési frekvencia szintén kritikus paraméterek, amelyek optimalizalasra szorulnak.
Ehhez sziikség van egy olyan szimulacids szoftvercsomagra, amely modellezi a teljes
képkeészitést a lokalizacidos mikroszkdpiaban. Legeneralja a minta geometriaja alapjan a
fluoreszcens festékmolekuldk koordinatait és modellezi iddbeli viselkedésiiket. A leképezd
rendszer paramétereit figyelembe véve elkésziti a szimulalt képcsomagot, amely barmilyen
elérheté lokalizacidés rekonstrukcids algoritmus bemeneteként szolgal. Harmadik
pontként egy ilyen tesztminta generald, szimulaciés szoftver elkészitését tiizom ki
célul. [95]

A rekonstruadlt képen a lokalizacids, rekonstrukcios algoritmus tokéletlensége okan

képrekonstrukcios hibak, artifaktumok jelennek meg. Ezek az artifaktumok nagyban
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crer

leképezé rendszer paramétereitdl. Megjelenésiik legfobb oka, hogy az atfedd
molekulaképek esetén a lokalizacié pontatlan és hamis molekulapoziciokat allapit meg a
lokalizaciés algoritmus. Az optimalizalasi folyamat célja, hogy olyan paramétereket
allapitson meg, amelyek mellett a molekulaképek atfedési valoszinlisége alacsony.
Negyedik célkitiizésem, hogy a TestSTORM program segitségével Kkiilonb6zo

geometridjui mintak esetén lehetséges artifaktumok elemzését elvégzem. [95]

Az egyes pontokban a kovetkez0 eredményeket értem el:

Kivilagitasi technikakat vizsgaltam OSLO nyalabkovetd, optikai modellezd szoftver segitségével.
A minta mozgatasaval torténd pozicionalas utan, a kiilonb6z6 mélységben elhelyezkedd fokuszsik
leképezéséhez kiilonbozé kivilagitasi technikak az optimalisak. Egyik legfontosabb cél a
fokuszsikon kiviilrél érkezé jel csokkentése. Erre kindlnak megoldast a ferdeszogli kivilagitasi
technikdk (VAEM, Variable Angle Epifluorescence Microscopy, HILO, Highly Inclined and
Laminated Optical sheet microscopy, TIRF, Total Internal Reflection Fluorescence microscopy).
Egy lehetséges optikai elrendezés modelljén mutattam be ezen kivilagitdsok megvaldsitasat és az
optikai elemek nem idedlis volta miatt fellépd jelenségeket. FEls6sorban a lokalizacios
mikroszkopidban fellépd potencialis problémakra helyeztem a hangsulyt. A rendszer kivilagitasi
optikai utjaban megfeleld helyeken, tiikrokkel forgatdsokat bevezetve, a ferdeszogu kivilagitasok
megvaldsithatoak. Megmutattam, hogy a hagyoményosnak tekinthetd EPI kivilagitasbol TIRF
kivilagitasba vald adtmenetkor, az atmenet teljes reflexioba folyamatos, nem egyszerre kovetkezik
be a nyalabot alkotd Gsszes sugar esetében. Tovabba kis ROI-t hasznalva a kivilagitas decentraltta
valhat, ami egy plusz tiikorforgatassal korrigalhatd. A mintaban mélyebben elhelyezkedd fokuszsik
esetében megvizsgaltam a VAEM és a HILO kivilagitasokat. A HILO kivilagitashoz kalibracios
metodust alkottam, amely késébb egy lokalizaciés mikroszkop megépitésénél szolgal segitségiil.
Bemutattam, hogy a korrekcidé soran a mar teljes visszaverddést szenvedett sugarak ujra torést
szenvedhetnek és visszatérhetnek a mintaba. A pozicionalast objektiv mozgatasaval elvégezve, a
kivilagitas elmozdul a ROI kozepéhez képest és igy az nem lesz tokéletesen kivilagitva. A tovabbi

korrekciohoz kalibracids eljarast mutattam be.

Tobbszinil lokalizaciés mikroszkopiaban gyakran hasznalt elrendezés az egycsatornas leképezés.
Ebben az esetben a kiilonb6zé hullamhosszii képcsomagokat egymas utan veszik fel. Az optikai
elemek kromatikus hibdja miatt a kiilonbdzé szinekben késziilt képek nem Osszeilleszthet6ek.
Tekintve két ugyanazon a helyen elhelyezkedd, két kiilonb6z6 hullamhosszon emittald
fluoreszcens pontszerii forrast, képiik nem ugyanazon a helyen helyezkedik el a két hullamhossz
esetén (tavolsaguk a kromatikus offset). Megallapitottam az OSLO-ban elvégzett szimulacidok

alapjan, hogy a hiba f6 oka a kromatikus aberracié mellett a szférikus aberracid, amelyet

86



els6sorban az objektiv vezet be. A szimulaciokbol kapott mértéke a kisérletekben mért értékekkel
(~1-2 CCD pixel) jo kozelitéssel megegyezik. Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 szinben késziilt képek
Osszeegyeztethetoek legyenek egy kalibracios modszert dolgoztam ki. A kalibraciés minta
fedélemezre felvitt pontszerlinek tekinthetd, fluoreszcens golyokbol allt, amelyek tobb
hullamhosszban emittalo fluoreszcens festéket tartalmaztak. A kiilonb6z6 szinii képeket elemezve
megallapithato egy koordinata transzformacio, amely kapcsolatot teremt a kiillonbozo szinli képek
kozott. Ezutan az adott rendszerrel végzett barmilyen mérés kromatikus hibaja korrigalhat. Valos,
mért adatokon is kiprobaltam a modszert: HeLa sejtben két tipust festékkel jeldlt, transferrint kotd
receptorokrol késziilt tobbszinli ASTORM képeken végeztem el a korrekciot. A korrekcid utdn a

képek jo atfedést mutattak.

Deformitasokat a rekonstrualt képen nem csak az optikai rendszer hibai vezethetnek be, hanem a
rekonstrukcids algoritmus tokéletlensége is. A képkészités és a minta paramétereinek optimalis
megvalasztasaval ezek az artifaktumok kikiiszobolhetéek vagy intenzitasuk elfogadhaté szintre
mérsékelhetd. Egy olyan szimulacios programot (TestSTORM) készitettem el, amely modellezi a
lokalizaciés mikroszkopidban a nagyfelolddsu rekonstrualt képhez sziikséges képcsomag
elkészitését. A képcsomag egy lokalizacios szoftverrel rekonstrualhat6 és a lokalizacids algoritmus
altal bevezetett artifaktumok a végsé kép és a TestSTORM adatai alapjan megfigyelhetoek és
elemezhetdek. Az elkésziilt szoftver négy eldre definidlt mintastrukturat tartalmaz: ,,csillag”,
nracs”, ,vezikulumok” és ,fonalak”. Az elsé kettd mesterséges minta, az utolsd kettdé pedig
fluoreszcensen festett bioldgiai objektumokat modellez. A molekuldk iddbeli viselkedését egy
haromallapoti modell irja le (aktiv, passziv és bleachelt (kiégett) allapot). Minden egyes
molekulahoz kiilon idébeli trajektoria tartozik. A szoftver figyelembe veszi a detektor (EMCCD)
sajatossagait is. A képcsomagot TIF vagy RAW formatumban lehet elmenteni. A program grafikus
feliilettel is rendelkezik, hogy minél egyszerlibben lehessen hasznalni. A szoftver potencialis
felhasznalasi teriiletei az artifaktum elemzések, a festési és optikai rendszer paraméterek
optimalizalasa, lokalizacios algoritmusok hatékonysaganak Gsszehasonlitisa. Erdekes kérdés, hogy
meglévé mérések alapjan lehet-e kovetkeztetni a festék paramétereire (aktiv, passziv allapot
id6étartama) a molekulak idébeli viselkedése alapjan egy adott mintdban. A modszert lehet tesztelni
a TestSTORM segitségével: ismert paraméterekkel legeneralt képekbodl kovetkeztetink a
festékparaméterekre és Osszevetjiik azokat a bemeneti értékekkel. Minden mintatipus esetén egy-

egy alkalmazast mutattam be: artifaktum elemzést vagy optimalizalast.
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Summary

Introduction

Optical microscope is an effective tool in the biological and biomedical research to investigate
samples in non-invasive way. A main direction in the development of microscopes is to improve
their resolution (to achieve larger magnification) and therefore resolve finer structures in the
sample and acquire more detailed images. In the last few years, the evolvement of the so-called
superresolution fluorescent microscopy techniques was the most highlighted discovery in the
microscopy. In 2014 the Nobel Prize in Chemistry was awarded for the development of super-
resolved fluorescence microscopy. This kind of microscopes operates in the optical wavelength
range and with resolution at few tens of hanometer. One of their advantages is that they do not need
more complex sample preparation or optical imaging system than the conventional fluorescent
microscopy technigue. The main topic of my thesis is to study particularly one type of these new
superresoulution microscopy techniques, the so called localization based superresolution
microscopy technique. The effects of optical aberrations and artifacts emerged during the image
processing were analyzed. The sources of the errors appeared in the imaging were investigated and

in all cases a correction or optimization method was suggested and realized.

Theoretical background

To quantify a microscope, resolution is a great measure. Several concepts were emerged to define
the resolution and determine the limit of that. Widely used ones are the Rayleigh and the Sparrow
criterion for the resolution limit. These criterions define a Critical Distance (CD), where two point-
like objects are placed at this distance and below that these two points are not distinguishable after
the imaging. Typically ~200 nm and ~ 500 nm resolutions can be achieved in lateral and axial
direction, respectively, in the optical wavelength range and by using commercially available
microscope objectives with high numerical aperture (~1.49). The resolution is limited by the
diffraction of the light. However, the above mentioned limits can be exceeded using a trick during
the imaging. The diffraction plays key rule in these superresolution techniques too, but does not
limit the resolution. One type of these techniques is the localization based superresolution
microscopy technique. In the conventional fluorescence microscopy all of the fluorescent dye
molecules placed in the excited area in the sample emit fluorescent photons in contrast to the
localization based techniques where only a few molecules are in active state in the Region Of
Interest (ROI) due to photochemical processes. These individual molecules are imaged by means of
a high magnification imaging system and an ultrasensitive camera (EMCCD, Electron multiplying
CCD). The images of the molecules are fitted and the central positions (which are the positions of

the molecules in the sample) are localized. Repeating this procedure by switching on new
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molecules and switching off the currently active ones, a map about the dye molecules can be
achieved. This is a superresolved image about the sample with a few tens of nanometer resolution.
The localization based techniques are: PALM, PhotoActivated Localization Microscopy [38],
STORM, Stochastic Optical Reconstruction Microscopy [39], FPALM, Fluorescence
Photoactivation Localization Microscopy [40], dSTORM, directSTORM [41], GSDIM, ground
state depletion microscopy followed by individual molecule return [42]. These differ from each

other in the way of photoswitching.

Multi-color microscopy serves as an effective tool to observe separately several biological objects
due to the specific fluorescent labeling. Two approaches to multi-color imaging can be
distinguished. The sequential approach captures the two (or more) images at different times and
uses the full size of the CCD chip. In the simultaneous approaches, the image is split into two
spectral channels and then imaged onto different regions of the CCD chip. | favored the sequential

(single channel) method in the thesis.

Objectives

The quality of the superresolved image can be degraded by errors occurring during the imaging or
in the image processing. In my thesis errors and artifacts were analyzed in localization based
microscopy, which are caused by optical aberrations and the imperfectness of image reconstruction.
These errors are rooted in the imperfectness of optical elements in the illumination or detection
path and in the imperfect localization process, respectively. My aims were the following collected

into points:

1. The epifluorescent illumination is a conventional illumination in the wide-field
fluorescence microscopy. In this case the whole region of interest is illuminated and the out
of focus signal is significant and can be disturbing for the imaging and degrade the quality
of the final image. To reduce the out of focus signal, new illumination methods were
invented, which illuminate the sample obliquely. These inclined illuminations have
growing popularity but their practical implementation into the microscope systems is still
challenging and that has yet to be studied in detail taking into consideration the effects of
optical aberrations. | modeled the various types of wide field illuminations in a realistic
microscope system model by means of ray tracing method. [93]

2. Not only the optical elements placed in the illumination path can introduce significant
aberrations but ones placed in the detector path too. One and the most significant of these
optical aberrations is the chromatic aberration. This affects significantly the multicolor
imaging which is an effective tool in the microscopy to detect separately different

biological objects due to the multicolor labeling. In the multicolor detection an essential
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question is the co-registration of the images captured at different wavelengths. Because of
the presence of the chromatic aberration a chromatic error emerges in the imaging: the
image of a point-like object takes different place in the image plane depending on the
emission wavelength. In the conventional microscopy techniques this error is corrected and
eliminated well at that range of resolution (~200nm). But at the level of resolution of
localization microscopy (~10-20nm) it is still significant and can lead misconception in the
measurements. Therefore a correction method is required to co-register the different
color image channels at nanometers level. | provided both experimental and
theoretical result to assess the effects of chromatic error and demonstrate a
performance for co-registration. [94]

Localization-based super-resolution microscopy image quality depends on further factors
as well, such as dye choice and labeling strategy, microscope quality and user-defined
parameters such as frame rate and number as well as the image processing algorithm. The
imperfect imaging parameters can lead to appearance of artifacts on the final image. To
eliminate or minimize these, an optimization is required for the parameters. Experimental
optimization of these parameters can be time-consuming and expensive. Therefore |
created a software (TestSTORM) which models the whole imaging process in the
localization based microscopy. [95]

The significance and quality of artifacts depends on the sample geometry and the imaging
parameter such as labeling density, frame rate or pixel size. The overlapping molecule
images cause mis-localizations and that is the main reason of the appearance of the
artifacts. The aim is to reduce the probability of the overlapping. Therefore | studied how
possible artifacts can occur and how an optimization can perform to determine an
optimal process window in the parameter space for imaging in case of four types of

sample geometry. [95]

New scientific results

In the following | shortly present the new scientific results according to the pointed aims described

| demonstrated an analysis of optimal illuminations applied in wide-field microscopy, especially

focusing on localization based microscopy issues arising because of the imperfect optical elements.

| studied the possible illumination methods of region of interest (ROI) at several depths in the

sample. | used a modeled microscope system in OSLO optical design software. An essential

question is to reduce the out of focus signal. This can be achieved with the inclined illumination

techniques such as VAEM (Variable Angle Epifluorescence Microscopy), HILO (Highly Inclined

and Laminated Optical sheet microscopy) or with TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence)
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illumination instead of conventional EPI (epifluorescence) illumination. | found that a correction
was required after the EPI-TIRF transition for centered illumination in the TIRF mode. In case of
deeper placed ROI illumination a calibration curve was added for the correction in case of HILO
illumination. | investigated the effect of the positioning process of ROI in the sample by moving
the objective. Due to focus dislocation, the ROl was not illuminated entirely, therefore additional

correction was needed. A calibration curve was given for this additional correction too.

| presented a method to assess the effect of chromatic error in multicolor localization based
microscopy. Chromatic error causes image distortion on the sub-wavelength scale even for highly
corrected microscope optics. | showed that in the single channel approach the most critical source
of this error is the lateral chromatic aberration introduced by the microscope objective. The
distortion is a slowly varying function of optical aperture coordinates and is temporally invariant. |
have presented a method for measuring chromatic offsets in practical microscope systems and
compared the results with ray-tracing calculations. It showed good qualitative agreement. |
presented a correction method also: co-ordinates from different color channels can be effectively
mapped onto one another yielding co-localization precisions of the order of one super-resolved
pixel or less. | demonstrated the effectiveness of the method in case of a measurement of real

biological sample through observation of membrane protein clustering and vesicle formation.

Deformities can be caused by the imperfect localization procedure and non-optimized imaging
parameters too. To study this question, | developed a program (TestSTORM) for modeling the
whole imaging process in a localization based fluorescence microscope. Four types of sample are
provided with different geometry: star, array, vesicles and lines. The algorithm creates the structure
of the sample, generates a temporal trajectory of photoswitching fluorescent states to each dye
molecule according to the three-state model (active, passive and bleached states) and simulates the
image acquisition process. The output of the software is a frame stack which can be reconstructed

and analyzed further with localization algorithms such as rainSTORM or rapidSTORM.

| demonstrated the effectiveness of the program for analyzing and exploring artifacts in localization
microscopy. The z-dependent resolution, the effect of the labeling density on a structure, the high
intensity ends and the bridge formations were analyzed with the star, array, lines and vesicles

pattern, respectively.
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Koszonetnyilvanitas

Ezaton szeretném megkdszonni témavezetéim mindennemii tdmogatasat, segitségét és legfoképpen

tiirelmét, amelyre a legnagyobb sziikségiik volt doktori tanulmanyaim soran.

Koszonetet mondok az Advanced Optical Imaging (AdOptIm) kutatocsoport valamennyi jelenlegi
és korabbi tagjanak, amiért kellemes légkorben, jo hangulatban tudtam munkédmat végezni és

mindig a segitségemre siettek, ha problémam adodott.

Halas vagyok az Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék valamennyi munkatarsanak, hogy

befogadtak ¢s segitségemre voltak apro-csetld pillanataimban.

Koszonettel tartozom a cambridge-i Laser Analytics illetve a londoni National Physical Laboratory,
Biophysics and Diagnostics kutatocsoportnak a termékeny egyiittmikodésért.

Es most kovetkezik a hatorszag:

Leginkabb sziileimnek és kozvetlen csaladomnak vagyok halés a biztos alapokért, a stabil tetoért a
fejem felett, de leginkabb tiirelmiikért. Koszonom, hogy mindig meghallgattak, még ha nem is
voltam mindig kovethetd vagy érthetd és persze, hogy nem beszéltiink sokat a munkarol és hogy

mindvégig magukban tartottak a kérdést: , Kire iitott ez a gyerek?”. A jovOben is szamitok rajuk...

Koszonetet mondok barataimnak és ismerdseimnek, hogy viszonylag kevésszer kertilt el6 a kérdés:
»Mivel is foglalkozol tulajdonképpen?” és ha véletleniil el6jott, akkor is megelégedtek a valasszal:

,»Optikaval, mikroszkopiaval.”

Koszonetem fejezem ki minden embernek, aki nem csak a doktori dolgozatomat, de még a

kdszonetnyilvanitast is elolvasta.

Te Deum laudamus!
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Doktori tanulmanyaim sordn a munkidm a kovetkezé pélyazati forrasok tamogattdk: TAMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0060, TAMOP-4.2.2.C-11/1/KONV-2012-0010, TAMOP-4.2.2/B-10/1-
2010-0012, OTKA-NKTH CNK 78549, Nemzeti Agykutatasi Program (KTIA_13_NAP-Al/14),
Apaczai Csere Janos Doktoranduszi Osztondij (Nemzeti Kivalosag Program, TAMOP-4.2.4.A/ 2-
11/1-2012-0001), Campus Hungary Osztondij (TAMOP-4.2.4B/2-11/1- 2012-0001). Az OSLO

optikai szimulacids programot a Lambda Research Corporation bocsajtotta rendelkezésre.
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