PHD-ERTEKEZES TEZISEI

Leképezési és képrekonstrukcios hibak vizsgalata és korrekcidja a
nagyfeloldasu lokalizacios mikroszkopiaban

Szerzo:
Sinko Jozsef

Témavezetok:
Dr. Erdélyi Miklos

egyetemi adjunktus

Prof. Dr. Szab6 Gabor
egyetemi tanar

Fizika Doktori Iskola
Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi €s Informatikai Kar
Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék

2014

Szeged



1. Bevezetés

Az optikai mikroszkdpok szinte mar a felfedezésiiktdl fogva a tudomanyos megismerés egyik hasznos
eszkozei voltak. A korabban a szem altal nem lathaté organizmusok, folyamatok lathatova tételével
nagyban hozzijarultak a biologiai €s orvosi kutatdsokhoz. A fejlesztés egyik huzdaga mindig is a
feloldas javitasa (nagyitas novelése) volt. Ahogy egyre finomabb strukturakat oldottak fel optikai
mikroszkop segitségével Gjabb és ujabb mikrovilagok - manapsag pedig mar nanovilagok - tarulnak
fel. Az utébbi évek egyik nagy mikroszkopiai technikai fejlesztése a szuperrezolucids
(szuperfeloldast) fluoreszcens optikai mikroszkopiai technikak megjelenése volt. 2014-ben a kémiai
Nobel-dijat e technikak kifejlesztéséért osztottak ki. Ezek a mikroszkopok lathatd tartomanyban
tizemelnek és akar par tiz nanométeres feloldast is képesek elérni. Nagy elonyiik, hogy a hagyomanyos
fluoreszcens mikroszkdpiai technikakhoz képest nem igényelnek bonyolultabb minta elékészitést vagy
komplexebb optikai rendszereket. Doktori disszertacidom témaja is egy szuperrezolucios technika, a
lokalizacion alapuld mikroszkopiai technika mélyebb vizsgalata. Amikor egy-egy uj mikroszkopiai
modszer megjelenik, rogtdn elindul a részletes, mélyrehatd vizsgalata, hatdrainak megkeresése (a
lehetséges alkalmazasi teriiletek kutatasa mellett). Dolgozatom ebbe a sorba illik bele: leképezési
hibak hatésait vizsgalom a lokalizacios mikroszkopiai képkészités soran, illetve keresem, hogy milyen
paraméterek mellett optimalis a képkészités, hogyan kiiszobolhetoek ki az elkésziilt képen a

képkeészités miivi melléktermékei, az artifaktumok.

2. Tudomanyos el6zmények

Egy mikroszkop egyik legfontosabb értékmérdje a feloldas. A feloldasnak definidlasara és a feloldas
hataranak megallapitasara az id6k soran tébb 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 elhelyezkedd pontszerii objektumok mar nem tekinthetok
feloldhatonak képeik alapjan. A lathaté hullamhossz tartomanyban, a kereskedelmi forgalomban

elérhetd legnagyobb numerikus aperturat tekintve, a feloldasnal lateralis iranyban ~ 200-250 nm-nél,



axialis iranyban pedig ~500 nm-nél egy hatar huzodik, melyet a diffrakcio limitdl. Ez a hatar
megkeriilhetd, minden esetben valamilyen triikkot alkalmazva a képalkotasi technika soran. Tehat
elérhetéek a kritériumok 4&ltal meghatirozott feloldasok alatti felolddsértékek. A diffrakcio
természetesen tovabbra is fellép és meghatarozo szerepet jatszik a képalkotasban. A hagyomanyos
feloldasi hatarokat atlépd, azoknal jobb feloldést igérd technikékat, szuperfeloldast mikroszkdpiai

technikaknak hivjuk. Egy ilyen technika a lokalizaciés mikroszkopia.

A hagyomanyos fluoreszcencias technikak esetén a gerjesztett tartomanyban elhelyezked6 molekulak
mindegyike aktiv allapotban van, azaz gerjeszthetd. A lokalizacios mikroszkopia soran fotokémiai
folyamatok révén érjiikk el azt, hogy egy idében a leképezendd tartomanyban csak kevés szamu
molekula legyen aktiv allapotban, igy az egyes molekulak diffrakcios foltjainak leképezését idoben
szétvalasztjuk. Tulajdonképpen egy videot (képcsomagot) készitiink a mintar6l, amelynek egyes
képkockain az adott idopontban aktiv molekuldk képei lathatéak, tehat a video a fluoreszcens
molekuldk villodzasabol all. Az egyes képkockakat kiilon-kiilon kielemezve, a molekuldk képeire
fliggvényt illesztve, a molekulak pontos pozicidoi meghatarozhatoak. A képcsomag Osszes képére
elvégezve az elemzést, fel lehet térképezni azt, hogy hol taldlhatéak fluoreszcens molekuldk a
mintdban. Kiilonb6zo technikdk léteznek a festékmolekuldk kapcsolasi 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 dSTORM technikat tanulmanyoztam.

A tobbszinli mikroszkopia lehetové teszi, hogy kiilonb6zé bioldgiai objektumokat szeparaltan
figyelhessiink meg. Mindez a fluoreszcens festési modszer soran kialakuld specifikus jeldléseknek
koszonhetd. Két megkozelités 1étezik: A szimultan, tobbcsatornas moddszer esetén, tobb
hullamhosszon egyszerre torténik a gerjesztés és a detektor karban egy dichroikus tiikor segitségével
valaszthatoak szét a kiilonb6zo szini fluoreszcens képek, amelyeket kiilonallé kamerakkal rogzitenek,

vagy pedig a képeket egyetlen kamera, kiilonboz0 teriileteire irdnyitjak. A szekvencialis, egycsatornas



rendszerben mindig egy hullamhosszon torténik a gerjesztés. A kiilonb6zo szinli képeket egymas utan

veszik fel. Lokalizacios elven miikodé mikroszkoppal is lehetséges tobbszini leképezést késziteni.

3. Célkitiizések

A lokalizacios mikroszkoépiaban, hasonldéan a tobbi optikai mikroszkoéphoz, 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 mivi melléktermékek
(artifaktumok) megjelenését okozhatjdk. Dolgozatomban a lokalizaciéos elven miik6do
mikroszkopiaban leképezési és képfeldolgozasi hibak altal okozott effektusok mélyebb vizsgalatat
végeztem el, hogy a technika mélyebb megértéséhez hozzijaruljak. Kiilonbozo effektusokat fogok
vizsgalni a lokalizaciés mikroszkdp teljes képalkotasa folyaman: a mikroszkop kivilagitasaban,

tobbszinti leképezésében és a képrekonstrukcid soran. Korrekcios metodusokat is kidolgozok.

Pontokban szedve a célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

1. A mikroszkép kivilagitasdnal hagyomanyosnak tekinthet6 az epifluoreszcens technika. Ekkor
a teljes ROI ki van vilagitva és a fokuszsikon kiviilrdl érkezd fluoreszcens jel jelentés. A
kutatok olyan ferdeszogi kivilagitasi metodusokat fejlesztettek ki, amelyek ezt a fajta hatteret
hatékonyan csokkentik. Ezek a kivilagitdsok egyre nagyobb népszeriiségnek orvendenek, de
mélyrehato, a lokalizaciés mikroszkdpiahoz sziikséges precizitas szintjén torténd elemzésiik
ez idaig nem tortént meg. Az optikai rendszerekben elkeriilhetetlen leképezési hibak
jelentésen befolyasoljak a kiilonbozo kivilagitasok megvalositasat. Egy olyan elemzés, amely
konkrét, modellezett optikai rendszerben elvégzett szamolasokon alapul, a kivilagitasi
technikak megvalositasa, a mikroszkoprendszer ¢Epitése soran segitségiil szolgal. A
megallapitott trendek segitik a leképezés soran a kivilagitas szerepének megértését. Ezek
alapjan els6ként egy ilyen, a Kkiilonb6zé kivilagitasi technikak mélyrehato,

nyalabkovetésen alapulé elemzését tiizom ki.



2. Nem csak a kivilagitds soran, hanem a mikroszkop detektaldé nyalabutjaban elhelyezkedo
optikai elemek is jelent6s aberraciot vezethetnek be, melyek rontjdk az elkésziilt kép
mindségét. A lokalizdcids mikroszkdpidban a tobbszinti detektdlds hatékony modszer
kiilonb6z6 bioldgiai objektumok feltérképezésére a specifikus fluoreszcens jelolésnek
koszonhetéen. A tobbszinli detektalas esetén kulcskérdés a kiilonbozé hullamhosszakhoz
tartozo rekonstrualt képek Osszeillesztése, regisztralasa. Az optikai elemek diszperzidja miatt
azonban kromatikus hiba Iép fel a leképezés soran. A gyartok megprobaljak ezt korrigalni,
kikiiszobolni. Igy a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopok esetében a kromatikus hiba
hatasa nem jelentds. Azonban a lokalizaciés mikroszkdopiaban a feloldas a par tiz nanométeres
tartomanyba esik és a gyartok altal optimalizalt optikai elemek (els6sorban mikroszkdp
objektivek, szlir6k) 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 modszer kidolgozasat tlizom Ki.

3. Az elkésziilt kép mindségét nem csak az optikai elemek altal bevezetett aberraciok, hanem a
lokalizaciés mikroszképiaban kulcsszerepet jatszoé lokalizaciot végzd rekonstrukcios
algoritmusok is befolyasoljak. A képkészités paraméterei, mint példaul a pixelméret vagy a
képkeészitési frekvencia szintén kritikus paraméterek, amelyek optimalizaldsra szorulnak.
Ehhez sziikség van egy olyan szimulacios szoftvercsomagra, amely modellezi a teljes
képkészitést a lokalizacios mikroszkopiaban. Legeneralja a minta geometridja alapjan a
fluoreszcens festékmolekuldk koordinatait és modellezi idobeli viselkedésiiket. A leképezd
rendszer paramétereit figyelembe véve elkésziti a szimulalt képcsomagot, amely barmilyen
elérhetd lokalizacios rekonstrukcios algoritmus bemeneteként szolgal. Harmadik pontként

egy ilyen tesztminta generald, szimulacids szoftver elkészitését tiizom ki célul.



4. A rekonstrualt képen a lokalizacios, rekonstrukcios algoritmus tokéletlensége okan
képrekonstrukcios hibak, artifaktumok jelennek meg. Ezek az artifaktumok nagyban fiiggnek
paramétereitol. Megjelenésiik legfobb oka, hogy az atfedé molekulaképek esetén a lokalizacio
pontatlan és hamis molekulapozicidkat allapit meg a lokalizacids algoritmus. Az
optimalizalasi folyamat célja, hogy olyan paramétereket allapitson meg, amelyek mellett a
molekulaképek atfedési valosziniisége alacsony. Negyedik célkitiizésem, hogy a
TestSTORM program segitségével Kkiillonbozé geometriaju mintak esetén lehetséges

artifaktumok elemzését elvégzem.



4. Uj tudomanyos eredmények

A célkitiizésekben szerepld egyes pontokban a kovetkezd eredményeket értem el:

Kivilagitasi technikdkat vizsgaltam OSLO nyalabkovetd, optikai modellezd szoftver segitségével. A
minta mozgatasaval torténd pozicionalads utan, a kiilonbozé mélységben elhelyezkedd fokuszsik
leképezéséhez kiilonb6zd kivilagitasi technikdk az optimalisak. Egyik legfontosabb cél a fokuszsikon
kiviilrél érkezo jel csokkentése. Erre kinalnak megoldast a ferdeszogi kivilagitasi technikak (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 kivilagitasok megvaldsitasat és az optikai elemek nem idealis
volta miatt fellépd jelenségeket. Els6sorban a lokalizacios mikroszkopiaban fellépd potencialis
problémakra helyeztem a hangsulyt. A rendszer kivilagitasi optikai utjaban megfelelé helyeken,
tiikkrokkel forgatasokat bevezetve, a ferdeszogii kivilagitdsok megvaldsithatoak. Megmutattam, hogy a
hagyomanyosnak tekinthetd EPI kivilagitasbol TIRF kivilagitasba vald atmenetkor, az atmenet teljes
reflexioba folyamatos, nem egyszerre kovetkezik be a nyalabot alkoto Gsszes sugar esetében. Tovabba
Kis ROI-t hasznalva a kivilagitas decentraltta valhat, ami egy plusz tiikorforgatassal korrigalhato. A
mintadban mélyebben elhelyezkedé fokuszsik esetében megvizsgaltam a VAEM és a HILO
kivilagitasokat. A HILO kivilagitashoz kalibracids metddust alkottam, amely késébb egy lokalizacios
mikroszkop megépitésénél szolgal segitségiil. Bemutattam, hogy a korrekcié soran a mar teljes
visszaver0dést szenvedett sugarak ujra torést szenvedhetnek és visszatérhetnek a mintaba. A
pozicionalast objektiv mozgatasaval elvégezve, a kivilagitas elmozdul a ROI kdzepéhez képest és igy

az nem lesz tokéletesen kivilagitva. A tovabbi korrekciohoz kalibracios eljarast mutattam be.

Tobbszinli lokalizacidos mikroszkopiaban gyakran hasznalt elrendezés az egycsatornas leképezés.
Ebben az esetben a kiilonb6z0 hullamhosszii képcsomagokat egymas utdn veszik fel. Az optikai
elemek kromatikus hibaja miatt a kiillonb6z6 szinekben késziilt képek nem Osszeilleszthetek.
Tekintve két ugyanazon a helyen elhelyezkedd, két kiilonb6z6 hullamhosszon emittald fluoreszcens

pontszeri 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 aberracido mellett a szférikus aberraci6, amelyet elsdsorban az objektiv vezet be. A
szimulaciokbol kapott mértéke a kisérletekben mért értékekkel (~1-2 CCD pixel) jo kozelitéssel
megegyezik. Ahhoz, hogy a kiillonb6zo szinben késziilt képek Osszeegyeztethetoek legyenek egy
kalibraciés modszert dolgoztam ki. A kalibracios minta fed6lemezre felvitt pontszertinek tekinthetd,
fluoreszcens golyokbol allt, amelyek tobb hullamhosszban emittalé fluoreszcens festéket tartalmaztak.
A kiilonbozé szini képeket elemezve megallapithatdé egy koordinata transzformdacio, amely
kapcsolatot teremt a kiilonbdz6 szinli képek kozott. Ezutan az adott rendszerrel végzett barmilyen
mérés kromatikus hibaja korrigalhato. Valos, mért adatokon is kiprobaltam a modszert: HeLa sejtben
két tipust festékkel jelolt, transferrint koté receptorokrol késziilt tobbszini dSTORM képeken

végeztem el a korrekciot. A korrekcio utan 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 elfogadhatd szintre
mérsékelhetd. Egy olyan szimulacios programot (TestSTORM) készitettem el, amely modellezi a
lokalizaciés mikroszkopidaban a nagyfeloldast rekonstrualt képhez sziikséges képcsomag elkészitését.
A képcsomag egy lokalizacios szoftverrel rekonstrualhato és a lokalizacios algoritmus altal bevezetett
artifaktumok a végsd kép és a TestSTORM adatai alapjan megfigyelhetoek ¢€s elemezhetéek. Az
elkésziilt szoftver négy elére definialt mintastruktarat tartalmaz: ,,csillag”, ,,racs”, ,,vezikulumok™ és
»fonalak”. Az elsé kettd mesterséges minta, az utolsd kettd pedig fluoreszcensen festett biologiai
objektumokat modellez. A molekuldk idébeli viselkedését egy haromallapoti modell irja le (aktiv,
passziv és bleachelt (kiégett) allapot). Minden egyes molekulahoz kiilén id6beli 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 egyszeriibben
lehessen hasznalni. A szoftver potencidlis felhasznalasi teriiletei az artifaktum elemzések, a festési és
optikai rendszer paraméterek optimalizalasa, lokalizacios algoritmusok hatékonysaganak

osszehasonlitasa. Frdekes kérdés, hogy meglévé mérések alapjan lehet-e kovetkeztetni a festék



paramétereire (aktiv, passziv allapot idotartama) a molekulak idébeli viselkedése alapjan egy adott
mintdban. A moddszert lehet tesztelni a TestSTORM segitségével: ismert paraméterekkel legeneralt

képekbol kdvetkeztetiink a festékparaméterekre és dsszevetjiik azokat a bemeneti értékekkel.

Minden mintatipus esetén egy-egy alkalmazast mutattam be: artifaktum elemzést vagy optimalizalast.
Csillag alaktl minta esetén vizsgaltam a feloldas és a kontraszt axialis iranyu fliggését. A fokuszsikot
elhagyva kontrasztvesztés kovetkezik be az egyre nagyobb szdmu elutasitott vagy meg nem talalt
lokalizacié miatt, melyek oka a defokusz kovetkeztében kiszélesedd molekulaképek atfedése. Racs
minta esetén vizsgaltam a kétdimenzids projekcié hatdsat gomb alaki mintdra. Fonalak minta
segitségével tanulmanyoztam, hogy miért jelennek meg nagy festési siiriiségek esetén a vonalak
végeinél intenzivebb foltok. Vezikulum mintaval vizsgaltam a vezikulumok kozott fellépd hid formaju

artifaktumokat.

Az eredmények alapjan a kdvetkezd tézispontokat fogalmaztam meg:

optikai szimulacids szoftverrel, modellezett mikroszképrendszerben. [T1]
OSLO optikai szimulacids programban elkészitettem egy ferdeszogi kivilagitasokat
létrehozd mikroszkoprendszer modelljét ¢és vizsgaltam a mintaban elhelyezkedd
leképezendd tartomany (ROI) megvildgitasat. Megvizsgaltam kiilonb6z6 mélységekben
elhelyezkedd tartomanyok lehetséges kivilagitasat. A mindsitéshez mérészamokat
vezetettem be.

2. A kromatikus hiba hatasat vizsgaltam tobbszinli lokalizaciés elven miik6do
mikroszkopban és korrekcidjara médszert dolgoztam Ki. [T2]
OSLO optikai szimulacidos programban egy modellezett mikroszkoprendszerben
vizsgaltam kiilonb6zé hullamhossztartomanyokban a rendszer pontatviteli fliggvényét,
vagyis egy pontszerli emittalé objektum képét. A hullamhossztartomanyokat a mérések
soran hasznalatos fluoreszcens festékek €és szlir6k paraméterei alapjan valasztottam ki. A

kiilonb6z6 szinekben szamolt PSF-ek pozicidi alapjan a kromatikus hiba térbeli fliggése



megallapithat6. Optikai elemek modelljei alapjan vizsgaltam, hogy az egyes elemek
milyen mértékben jarulnak hozzd a hibdhoz. Egy kalibriciés mintat hasznalé mérés
alapjan kalibraciot készitettem és a tovabbi mérések soran a korrekcidt ezen adatok
alapjan végeztem el.

Tesztminta generalé szimulacids szoftvert készitettem lokalizacios mikroszkopiai
elven miik6do mikroszkop képalkotasanak modellezésére. [T3]

A szimuldciés program (TestSTORM) eldre definialt mintastruktirdkat tartalmaz,
amelyek kozott van mesterséges tesztminta és biologiai objektum modellje is. A
modellezett fluoreszcensen festett mintaban minden egyes molekulahoz tartozik egy
random modon, a haromallapotd modell alapjan generalt idobeli viselkedés (trajektoria).
Ezeket az adatokat és a leképezO rendszer adatait (kamera paraméterek, PSF méret...)
figyelembe véve az algoritmus elkésziti a szimulalt képcsomagot, amit TIF vagy RAW
formatumba lehet elmenteni.

Artifaktumok elemzését és paraméterek optimalizalasat végeztem el TestSTORM
szimulacios programmal, Kkiilonb6z6é mintastruktirak esetén. [T3]

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.
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