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Roviditések jegyzéke

4Pi. Két, egymassal szembe forditott objektivbdl allé mikroszkop

AFnnn. Alexa Fluor marketing festékcsalad, ahol az nnn tag altalaban festék abszorp-

ciés maximumahoz tartozé hullamhosszat jeloli: AF647 — Alexa Fluor 647
AOTF. Acousto-Optic Tunable Filter
CLSM. Confocal Laser Scanning Microscopy
DOF. Depth Of Field, mélységélesség DOF =n)\/N A*
(d)STORM. (direct) Stochastic Optical Reconstruction Microscopy
EMCCD. Electron Multiplying CCD, kamera
FLIM. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy
FRET. Forster-Resonance Energy Transfer
FOV. Field Of View, képtér
(f)PALM. (fluorescent) PhotoActivated Localization Microscopy, lokalizaciés technika
GFP. Green Fluorescent Protein, zold fluoreszcens fehérje

GSDIM. Ground State Depletion followed by Individual Molecule return, lokalizacids
technika

IRF. Instrument Response Function

Minflux. Minimal photon Flux, pasztaz6 nagyfeloldasi mikroszképos technika
NA. Numerikus Apertira

PFS. Nikon Perfect Focus System, fékusztarté rendszer

PSF. Point Spread Function, az optikai rendszerre jellemz6 pontatviteli fiiggvény. Mik-
roszkopiaban: egy pontszeriinek tekintheté fényforras (fluoreszcens festék) detektor-

ra leképzett képe.
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Rhnnn. Rhodamine strukturaju festékcsalad, ahol az nnn tag a csaladon beliili elneve-

zést takarja: Rh110 — Rhodamine 110
ROI. Region Of Interest, leképzendo6 tartomany
SAF. Supercritical Angle Fluorescence
sCMOS. Scientific CMOS, kamera
SIM. Structrured Illumination Microscopy, struktaralt kivilagitdsos mikroszkop
SLM. Spatial Light Modulator

SMLM. Single-Molecule Localization Microscopy, egymolekula lokalizacion alapuld mik-

roszképos technikak gytijtoneve

STED. STimulated Emission-Depletion miroscopy, pasztazo nagyfeloldast mikroszkopos

technika

TCSPC. Time-Correlated Single-Photon Counting, idé-korrelalt egyfoton szamlalas

/////



1. Bevezetés

A benniinket koriilvevé vilag megismeréséhez és leirasahoz folyamatosan 1j megkozelité-
seket kell talalni, ij modszereket kidolgozni és a rendelkezésre allo eszkozoket a mérési
hatarukig eltolni. Az élettudomanyok eszkoztaraban elokel6 helyen szerepel az optikai
mikroszképok mar kozel 400 éve. A folyamatos fejlesztéseknek koszonhetoen megfigyelhe-
tové valtak a par mikron, illetve mikron alatti mérettartomanyba eso biologiai struktarak.
Hatalmas elénye egy optikai mikroszképnak, hogy a méréseket roncsolas-mentesen lehet
elvégezi. A modern rendszerekkel valos idében, akar nanométeres precizitassal vizsgalhato
egy €16 sejtkultiira annak ellenére, hogy ehhez kébe vésett hatarokat [I] kellett tritkkokkel
megkeriilni.

Doktori tanulményaim soran lehetoségem volt bekapcsolédni a Szegedi Tudomaéany-
egyetem elso szuperrezolicids, egymolekula detektaldson alapuld lokalizéciés mikroszkop-
janak megépitésébe. Az elmult években részt vettem 1j mérési elrendezések kidolgoza-
saban, interdiszciplinaris kutatasi egytittmiikodések kialakitasaban, és az altalam ismert
(vagy nem ismert) fizika és kapcsolodd tudoménydgak mélyebb megértésében.

Ertekezésemben dttekintem azokat az alapokat, amire a fluoreszcens mikroszképia és
azon belill a felolddst javité technikék épitenek. Attekintem altaldnosan a fluoreszcencia
tulajdonsagait, a ra épithet6 mikroszképos elrendezéseket, képalkotdsi technikakat, egé-
szen a szuperrezolicioig. Itt kiemelt hangsulyt fektetek az alkalmazhaté modalitdsokra,
és a technika fotonlimitalt természetét emelve ki. A célkitlizés utan attekintem az al-
kalmazott eszkozoket és médszereket. Uj tudomanyos eredményeimet négy alfejezetben

foglalom Ossze, amelyek végén egy-egy tézispontot fogalmazok meg.
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2. Tudomanyos el6zmények

Ebben a fejezetben attekintem a tudomanyos elozményeket, amik segitik a dolgozat meg-

értését, és amire épitem azokat a célokat, amiket a célkitiizésben fogalmazok meg.

2.1. Fluoreszcencia tulajdonsagai

Azt a fizikai folyamatot, amely soran egy gerjesztett allapotbdl alap allapotba vissza-
téré atom vagy molekula fényt bocsat ki lumineszcencianak nevezziik. Ha a gerjesztett
allapot foton elnyelddéssel jott létre, akkor fotolumineszcencidnak nevezziik a relaxacios
folyamatot, és a gerjesztett allapot alapjan két f6 kategoria kiilonboztetheté meg. Flu-
oreszcenciardl akkor beszéliink, ha az alap allapotba relaxacio szinglett allapotbdl indul
ki (az elektron péarjatol eltéré spinnel rendelkezett). A foszforeszcencia elnevezést akkor
hasznédljuk, ha a relaxaci6 triplett allapotbdl torténik (az elektron parjaval megegyezd
spinnel rendelkezett). Az utébbi folyamat tiltott dtmenet a kvantummechanika kivalasz-
tasi szabalya szerint, ami csak kis, de nem nulla valészintiséggel johet létre. Emiatt a két
folyamat az alapjan is elkiilonithetd, hogy varhatéan mennyi idore van sziiksége a ger-
jesztett elektronnak az alap allapotba torténd visszatéréshez. Fluoreszcencia esetén ez a
varhaté élettartam a 1 — 100 nanoszekundumos, mig foszforeszcencia esetén a millisze-
kundumos — szekundumos, s6t akar éras skalara is eshet.

A fluoreszcencia jelenségét mar a kozépkorban is ismerték. Els¢ ismert tudoményos
felhasznalasa Nicolds Mondares spanyol botanikus nevéhez kotheté 1565-bdl, aki egy ko-
rabeli majra haté gyogyszer draga alapanyaganak ellendrzéséhez hasznalta, a hamisitas
elkertiléséhez [2]. Az elkovetkezd évtizedekben tobben is vizsgdltdk a jelenséget, valamint
bizonyos fluorit kristalyokban is leirtdk azt. S bar a fény hullAmhosszanak eltol6dasat
megfigyelték, azonban a jelenséget tévesen fényszérédasként magyaraztak (pl. Sir David
Brewster 1833-ban) [3, [4]. Sir John Hershell figyelte meg az 1800-as évek kozepén azt,
hogy kinin tartalmu atlétszé oldata napfény hatasara kékes szinben ragyogott [5]. A fluo-
reszcencia jelenségének elso helyes leirdsa Sir George Gabriel Stokes nevéhez fliz6dik. Meg-
figyelései alapjan kikévetkeztette, hogy a gerjesztés soran elnyelt- és a fluoreszcens anyag
altal kibocsatott fény hullimhossza killonbozik [6]. Kisérletében a nap fényét prizméval

felbontotta, majd a kinint tartalmazoé fiolat elhtzta az igy 1étrejovo spektrum mentén. A
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lathato tartomanyban nem tapasztalt semmilyen jelenséget, mig az ibolyan tuli szakaszon
(ami mar nem érzékelhet6 szemmel) az oldat Hershell tapasztalataihoz hasonléan kéken
vilagitott [4]. Ezt a hullimhossz eltolédést, amely az elnyelt (abszorbeélt) és a kibocsa-
tott (emittdlt) fény kozott fellép, Stokes-eltolasnak nevezziik. Létrejotte legegyszeriibben

a Kasha-szaballyal magyarazhato:

— A foton elnyel0dése soran az elektron a gerjesztett allapot egy magasabb vibracios

szintjére ugrik.

— Bels6 konverzidval és a vibraciés allapotok kozotti relaxaciéval az elektron a gerjesz-

tett allapot legalacsonyabb vibraciés szintjére jut.

— A foton kibocsatas akkor jon létre, amikor errél az alacsonyabb energiaszintrol az

elektron Gjra alap allapotba (annak egyik vibracids szintjére) 1ép [7].

Ez a belso relaxacio és konverzié adja a hullamhossz voros eltolédasat. Az alap- és ger-
jesztett allapotok dbrazolasat a Jablonski-féle diagramon lehet szemléltetni [8]. A diagram
mutatja a molekuldban megtaldlhaté energiaszinteket (elektron dllapotok, vibracios alla-
potok), és az energiaszintek kozotti lehetséges atmeneteket, relaxédciés utakat abra).
A Kasha-szabaly egyik kovetkezménye, hogy a kibocsatott fény hullamhossza fiiggetlen a

gerjeszt6 fény hullimhosszatol [9].

2.1. abra. A fluoreszcencia és foszforeszcencia lehetséges datmenetei Jablonski diagramon
abrazolva. A nem sugdrzo belsé dtmeneteket és vibrdcios dllapotok kézotti relaxdciot fekete
szaggatott nyil jelol.
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A hémeérséklet novelésével az alap allapot vibracios szintjeinek betoltottsége megnovek-
szik a Boltzmann eloszlas szerint. Tehat tobb lesz azon kiindulési dllapotok betoltottsége,
ahonnan fotonelnyelés soran gerjesztédhet az elektron. Ennek eredménye az, hogy az ab-
szorpciés spektrum folytonos lesz, és elveszti vonalas jellegét. A gerjesztési és emisszios
spektrumok az esetek tobbségében tiikor szimmetrikusak. Ha ez nem teljestil, akkor az
arra utal, hogy a fluoreszcencia élettartama alatt a molekula szerkezeti valtozason esett
at. A spektrumokat azzal a hullamhosszal jellemzik, ahol a maximum értéket felveszik.
Abszorpciés maximumnak nevezziik azt a hullimhosszat, ahol az elnyelt fotonok szama a
legnagyobb, mig emisszidés maximumnak azt a hulldmhosszat, ahol a gerjesztés hatasara

a létrejovo fluoreszeencia intenzitasa a legnagyobb.

Az abszorpcids- és emisszios spektrumok mellett a fluoroféroknak (gytijténeve a fluo-
reszcencidval relaxal6dé atomoknak, molekuldknak stb.) tovabbi harom fontos tulajdon-
saguk van. Kvantumhatasfoknak nevezziik azt az aranyt, amely megadja a kapcsolatot az
elnyelt (N,) és a kibocsétott (N,) fotonok szama kozott. Ertéke kiszamolhato két &tmeneti

val6szintiségbdl (fluoreszcens- ky és a nem sugarzasos- ky,):

N,k

op=—=_
T7No ™ kj+kn

(2.1)
Csak pér siirtin hasznélt szerves festék kvantumhatasfokat emliteném [10, [11]: ®gpi01 =
=0.96, Prrea=0.95, ® 4p568 =0.69, P 447 =0.33. Fluoreszcencia élettartamnak nevezziik
azt az idotartamot, amely alatt a gerjesztett allapotban 1évé molekulak szama e-ad részére

csokken. Ertéke kiszdmolhat6 a kordbban is emlitett két dtmeneti valészintiségbél

1

= 2.2
— (2.2)

Tf

A kordbban emlitett szerves festékekre [12] Trp101 =4,32n8, Trrec =4,08n8, Tarses = 3,6ms,

Taresr = Ins. Az intenzitas idobeli valtozasat a kovetkezo Osszefliggés adja meg:
I(t) = Iyexp /™ (2.3)

Ahol I(t) a fluoreszcencia intenzitds a ¢ iddpillanatban, I, a fluoreszcencia intenzitds az

abszorpci6 altal meghatarozott kezdeti idépontban. A fluoreszcencia élettartam érzékeny
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a kozvetlen kornyezetre és az energiatranszfert lehetévé tevo kolesonhatasokra. Bonyolult
esetekben az intenzitds csokkenése csak tobb exponenciélissal (és tobb karakterisztikus

élettartam sulyozott sszegével) frhaté le [13].

A szerves festékeket molekula szerkezet alapjan szokés csalddokba sorolni (rhodamine,
cidn, ...), ez nem Osszekeverendd az egyes gyartok dltal hasznalt marketing csalddokkal
(Alexa, Atto, ...). Egy fluorofér kivalasztasanal fontos szem el6tt tartani tovabba annak
fotostablitasat is. A gerjesztési és relaxacios ciklusok soran el6fordulhat, hogy a fluorofor
gerjesztett allapotban tartés szerkezeti valtozason esik at. Ezt a folyamatot photobleach-

ingnek nevezziik, és a végeredmény egy nem fluoreszcens termék.

A biolégiai mintak tartalmazhatnak olyan molekulakat is, amelyek fluoreszcensek UV
kozeli hullamhosszakon gerjesztve. Ezt a jelenséget autofluoreszcencidnak nevezziik [14].
Kvantumhatasfoka alacsony, viszont a jelolésen alapuld technikak hasznalata esetén ez egy
nemkivanatos melléktermék, hiszen a keresett fluoreszcens jelhez egy mérheto hatteret ad.
Hatésa elsésorban kémiai iton csokkenthetd [I5]. Optikai modszerekkel egyediil a gerjeszté
hulldmhossz voros felé tolasaval és emiatt a fluoreszcens festék cseréjével (altalanosan)

lehet csokkenteni az ebbdl az effektusbdl szarmazd hatteret.

Anti-Stokes fluoreszcencia ¢ A Stokes-eltolddas a fluoreszcenciaban egy altalanos jel-
lemz6, ami segitségével leirhatd a kibocsatott foton energidjanak csokkenése az elnyelt
foton energidjahoz képest. Azonban létezik egy masik folyamat is, amit felkonverzionak
vagy anti-Stokes fluoreszcencidnak hivnak. Ebben az esetben az energia viszonyok meg-
fordulnak, és az elnyelt foton energiaja kisebb lesz, mint a kibocsatott fotoné.

A folyamat termodinamikai hatterérdl heves vita alakult ki 1946-ban Pringsheim és
Vavilov k6z6tt, amit a végén Landau zart le még ugyanabban az évben [16]. Mint altalaban
minden 6rokmozgd és energiamegmaradast latszolag sért6 folyamatndl, itt is meg kell ke-
resni, hogy a hidnyz6 energia honnan szdrmazik. Ennek forrés lehet termikus [I7] (2.2]d-e)
vagy fotonikus, val6s[I8, [19] és virtualis[20] energiaszinteket felhasznalva (2.2la-b). Lan-
tanida alapi nanorészecske az f-elektronpalyan keresztiil gytijtheti 6ssze a kornyezetébol a
gerjesztett dllapothoz sziikséges tobblet energiat [21], amit egy akceptor festéknek dtadva,

jon létre a fluoreszcencia.

Az egyfotonos folyamatok két modellel irhatéak le. Az elsé szerint az oldat vagy egy
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(a) (b) (c) (d) (e)

STT  STT
hv, hv, Sl i Sl =E hé Sl
| hy, L hvy 2*T1 hv, 1 hv, hv,
a1 - 11 - > > hy >
->
hv, hv,
> > ho:;
0 0 0 0 0
2v,i=v, 2v,i=v, i<V,

2.2. dbra. Sematikus dbrdzoldsa a tipikus anti-Stokes folyamatoknak. Az (a) dbrdn a két
fotont elnyelését egy kiztes valds energiaszint teszi lehetévé lantaniddkndl. A (b) dbrdan a
kétfotonos folyamat virtudlis energiaszintet hasznal. A (c¢) dbran a késleltetett fluoreszcen-
cia két triplett dllapoti molekula titkozésén keresztil gerjesztédik (P-tipus), a (d) dabrdn
a triplett dllapotbdl vibracios energiaszinteken keresztil gerjesztédik (E-tipus), mig az (e)
abran az alap dllapot vibracios energiaszintjeirol torténik a gerjesztés.

masik anyag gerjesztodik, és tlitkozések kovetkeztében a célmolekulat T allapotba ger-
jeszti. A T allapot hosszu élettartama és homérsékleti aktivalas miatt a fluorofér atger-
jesztodhet S allapotba, ez akar szobahémérsékleten is megtorténhet. Az Sp-ba torténd
relaxacio tehat a két gerjesztett dllapotbdl torténhet, az élettartama a foszforeszcencia
élettartamaval mérhetd ossze [22]. Ezt a gerjesztési modellt szokds E-tipusu késleltetett

fluoreszcencianak is nevezni [23] 24].

A masodik modell szerint a kiindulé allapot az Sy energiasav egyik vibraciés alszintje.
Mivel a direkt So— S ugrashoz kevés az elnyelt foton energiaja, ezért csak a legmagasabb
energiaval rendelkezo vibracios szintek vesznek részt a folyamatban, amik betoltottsége a
Boltzmann eloszlas szerint homérséklet fliggd. Emiatt a folyamatot forrd energiasavos el-
nyel6désnek (hot band absorption) is szokas nevezni [25]. Az Sp-ba térténé relaxdcié ezek
utan mar hasonlé médon torténik, mint ,normal” fluoreszcencidanal. Az élettartam emiatt
a fluoreszcenciaéval megegyezo, és az emisszios spektrumban csak az S relaxacios folya-
mat lathaté [22]. Egyediili eltérés a folyamat nagyon alacsony hatdskeresztmetszetében

van, ami erés homérséklet fiiggést is mutat [26].

A masodik modell esetén, ha megvilagitott anyag és kornyezete kozott nem jon létre
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hoatadas, akkor a forré energiasavos elnyelés és az azt koveté fluoreszcencia a rendszer
hiitését vonja maga utdn. A folyamat irodalmaban emiatt sok lézeres hiitéssel kapcsolatos
cikk talalhato, illetve az elmilt években biol6giai alkalmazasok is megjelentek [27, 21].
Tobb szerves festékre is kimutattak a forré energiasavos elnyelést, hol homérséklet mérésre,
hol 1ézeres hiitésre kihasznalva a jelenséget (Rh101[26], Rh6G[22], Rh640[28], RhB|[29],
Oxazine 1[30], cidn alapt festékek[31]).

A tovabbiakban fluoreszcencia alatt mindig a ,normal”, Stokes-eltolédason alapulé flu-
oreszcenciat értem. Ha kiemelem, hogy felkonverzios fluoreszcencia, akkor a forrd energia-
savokat kihasznald, masodik modell szerint végbemend, anti-Stokes fluoreszcenciat értem

alatta.

2.2. Fluoreszcens mikroszkopia

Ha a vizsgalando struktira mérete kisebb, mint szemiink feloldasi kiiszobe, akkor tovabbi
optikai elemeket kell hasznalnunk, példaul egy mikroszképot. A mikroszkép fobb tulaj-
donsagai kozé tartozik a képalkotas modja, a fénygytijto képessége, az elérhetd nagyitas és
a feloldas. A felhasznalasi tertilet szerint ezek a tulajdonsagok igen széles paraméterskalan
mozoghatnak, és Ossze is vannak kapcsolva. Ha egyiket véltoztatjuk, akkor éhatatlanul
egy masik tulajdonsag értékét is valtoztatnunk kell. Leegyszertisitve egy optikai mikrosz-
kép 4 alapveté alakotéelembél épiil fel: fényforrds, objektiv, tubus lencse (vagy okular),

és detektor. Ezekre a tablazatban mutatok par példat.

’ Elem neve \ Tipusok \ Fobb paraméterek ‘
Fényforras | izz6 és kondenzor, led, lézer | spektrum, teljesitmény, élettartam, koheren-
cia
Objektiv lencsés vagy tiikros immerzi6 tipusa, numerikus apertira (NA),

lenre korrigalt-e

fed6lemez korrekcid, képsik korrekcio, végte-

Tubus lencse | objektiv csaladhoz tervezve | fokusztavolsag, egyéb korrekcidk

erosités modja, kiolvasas sebessége

Detektor pont, vonal, feliilet spektralis érzékenység, kvantum hatésfok,

2.1. tablazat. A tdbldzatban a négy fé mikroszkopalkoto elemet rendszerezem, kiemelve par
fontos tulajdonsdgot.
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Fluoreszcens mikroszkép esetén azonban egy tovabbi optikai elemcsoport is megtalal-
haté a rendszerben: a dikroikus tiikor, a gerjesztési-, és az emisszios sziiré. Erre azért van
szitkség, mert a fluorofér intenzitdsa a gerjeszté fényéhez képest eltorpll (I fiuorofsr <<
< Lyerjeszts). Viszont a Stokes-féle eltolédas kihasznalhato, és igy levalaszthatova valik a
mintabol érkezd emisszids jeltdl a gerjeszto fény, ami kontraszt névekedést eredményez.
Tovabbi megfelelden véalasztott szlirok hasznalataval érheto el az, hogy a megvilagitashoz
hasznélt fény mar ne jusson el a detektorra. Igy vizsgdlhatéva valnak olyan fluoroférok
vagy autofluoreszcenciaval rendelkez6 mintak, amelyek alacsony kvantumhatasfokkal ren-

delkeznek.

Az optikai mikroszképoknak sok valtozata fejlodott ki és a képalkotas médja szerint
két f6 kategoriat lehet meghatarozni. Pasztazo konfokalis mikroszkoprél akkor beszéliink,
amikor a vizsgaland6 minta egy elore meghatarozott mintazat szerint pontrol-pontra, 1épé-
senként kertil megvilagitasra, majd az ezekbdl a pontokbdl szarmazoé fotonok a detektor
felilletén keriilnek oOsszegytijtésre. A péasztazas megvalésithaté a minta (és a targyasz-
tal) mozgatasaval, amilyen megvaldsitdsban az elsé konfokalis mikroszkép is miikodott
1957-ben [13]. Hasonlé eredmény érhet6 el az optikai titba helyezett mozgathaté tikrok
segitségével is, aminek elonye a rendszer megnovekedett stabilitasa. Az utébbi elrendezés
lathaté a [2.3] dbra bal felén: A gerjeszts fény (példdul lézer forrds) kollimaltan érke-
zik a mikroszkopba, és a fényutban talalhaté dikroikus tiikkron visszaverodik. Ezek utan
keresztiilhalad a szkennel6 tiikkrokbol allé nyalab eltérito elrendezésen, és az objektiv a
mintdba fokuszalja azt a tiikkrok altal meghatarozott laterdlis pozicioban. A mintabol
szarmazdé fényt az objektiv Gsszegytijti, és a szkennelésre hasznélt tikrok , de-szkennelik”
azt. (Vagyis a mozgé fokuszpontbdl szarmazé fény ezek utdn ugyanazon az optikai titon
fog tovabb haladni.) Az emissziés jelet atengedi a dikroikus tiikor, amit a tubuslencse egy
valtoztathaté méretii tiilyukra fokuszal, ami a detektor (fotoelektron sokszorozé csé vagy
félvezet6 hibrid detektor) el6tt talalhatd. A tiilyuk nem engedi at a fékuszfolton kiviilrél
érkezo fluoreszcens jelet, igy érve el kontraszt novekedést. A detektor altal dsszegytjtott
jelbél és a szkenneld tiikrok pillanatnyi allasabél pixelenként osszerakhaté a kép [13]. A
technika hatalmas elényét a tiilyuk altal bevezetett szilirés jelenti. A fékuszfolt z-iranyu

mozgatasaval tobb sik is leképezhetové valik, és igy a 3D képalkotas megvaldsithato.

A hagyomanyos leképzésen alapuld, széles latoterit mikroszkép esetén a teljes leké-
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2.3. abra. Bal oldalon a fluoreszcens pdsztdzo mikroszkop sematikus modellje lathato, mig
jobb oldalon a fluoreszcens képalkoto mikroszkop sematikus modellje. A gerjesztd fényt
E (itja zold szinnel van jelélve) a dikroikus tikér DM az objektiv O felé tikrozi, ami
meguildgitia a mintdt. A mintabol szarmazd emisszids fényt (utja narancssdrga szinnel
van jelolve) az objektiv dsszeqyiijti, keresztil halad a dikroikus tikron, majd a detektorra
fokuszdlodik. Pdsztdzo esetben eqy poziciondlo elemre P és eqy detektor elotti tilyukra is
sziikség van, mig képalkoto esetben a gerjeszté fény utjdba eqy fokuszdlo lencsét L kell
behelyezni.

pezendd teriilet (Region of Interest, ROI) keriil megvildgitasra, és az errél a teriiletrél
keletkez6 kép (Field of View, FOV) a kameran egyszerre jon létre. Ez az optikai elren-
dezés a abra jobb felén lathato: Epifluoreszcens megvilagitas esetén a gerjeszto fényt
egy lencsével az objektiv hatsé fokuszsikjaba kell fokuszalni. Ebben az esetben a objektiv-
bél kollimalt nyalab 1ép ki, és a minta egy adott teriiletét (térfogatét) vilagitja meg. Az
ebbdl szarmazé jelet az objektiv Osszegytijti, majd a gerjesztd fény levalasztasra keriil a
dikroikus tiikron, és a tubuslencse képet hoz létre a detektoron (EMCCD vagy sCMOS
kamera) az egyszerre vilagité fluoroférokrol. A széleslatéterii mikroszképok hatalmas eld-

nye a konfokalisokkal szemben a sebesség, hiszen nem kell a ROI-t végigpasztazni a kép
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létrehozasdhoz.

Azonban nem minden mintat lehet fluoreszcens mikroszkoppal vizsgalni. A bioldgiai
mintdk jelentés hanyada (példaul huméan és édllati sejtek, szovetek) lathatd tartomany-
ban szinte atlatszdak, nem tartalmaznak fluoreszcensen aktiv molekuldkat. A vizsgalando
minta azonban fluoreszcensé teheto, a lehetoségek koziil két médot emelnék ki. A sejtek ra-
kényszerithet&ek egy fluoreszcensen aktiv fehérje (példaul GFP) expressziéjara. A GFP
fehérjének (aminek a felfedezését 2008-ban kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak) 1éteznek kii-
16nb6z06 szinti variansai is: YFP-sarga, RFP-voros. Ugyancsak hasonld hatas érheto el
immunhisztokémiai mddszerekkel, specifikus kotéseket kihaszndlva. Ebben az esetben a
célfehérjére vagy sejtalkotora készitett elsodleges antitest megkeresi a sejten beliil a kap-
csolodasi helyét és egy masodlagos bejuttatja a kémiai kotéssel rakotott szerves festéket
(példaul a kordabban emlitett AF647). Az ezekkel a mddszerekkel fluoreszcensen aktivva

tett bioldgiai minta mar vizsgalhatova valik.

Mindkét modszer elonye, hogy bizonyos keretek kozott kivalaszthato, hogy melyik cél-
molekulat melyik fluorofér jelolje. Ez lehetdséget ad a multiplexelésre, vagyis egy adott
mintan beliil tobbféle célmolekula teheto lathatova kiillonbozo szinekben. A de-multiplexelés
kétféle modon oldhaté meg mindkét képalkotasi mdédban: egycsatornas elrendezés ese-
tén szekvencialisan, vagy tobbcsatornas elrendezést hasznédlva szimultan. Az egycsatornds
esetben csak egy detektoron torténik detektdlas, ami valtozik az a gerjeszté fény hullam-
hossza és a detektor elott hasznalt savsziiré. Az egyes spektralis csatornak tobb felvételbol,
tani, és nem kell tobb detektort Osszehangolni. Hatranya viszont az, hogy a mérési id6
megnovekszik. A detektor karban lehet&ség van egy tovabbi spektralis bontéelem (dikroi-
kus titkor) hasznalataval az emisszi6s spektrumok alapjan a mintdbdl érkezé fluoreszcens
jelet szétbontani. A spektralis csatornak hozzarendelhetoek egy—egy detektorhoz, amibdl
a tobbcsatornas rendszer elonye is latszodik, hogy egy idében késziilhetnek el a felvételek,
igy a mérés gyors. Hatranya viszont az, hogy tigyelni kell az egyes detektor karban fellépo

eltéré nagysagu detektalasi hatékonysigokra.

Egy ilyen elrendezésben tipikusan harom-négy festék kiilonboztetheté meg emisszios
spektrumaik alapjan attdl fiiggéen, hogy az spektrumok mennyire fednek &t [I3]. Erre

egy példa lathaté a2.4] dbran, amelyen csapatunk mikroszképjanak spektralis viszonyait
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abrazoltam kett6 elterjedt festékre, még a de-multiplexelés el6tt. Az (a) spektrum mutat-
ja az abszorpcids oldalt: folytonos vonallal a két gerjesztd lézer hullimhossza (561nm
és 647nm) van jelolve, szaggatott vonallal a két szerves festék (AF568 és AF647)
abszorpciés gorbéje[32]. A fekete pottyozott vonal a dikroikus tikor (Semrock Di01-
R405/488/561/635) transzmisszidjat mutatja. A (b)spektrum az emisszios oldalt mutatja:
a két szines vonal a két festék emisszios gorbéjét jeloli, mig a fekete vonallal az emisszi-
s sziiré (Semrock FF01-446/523/600/677) transzmisszidjat jelolom. Ebben az esetben a
gerjesztési oldalon (a) is (az 561nm-es lézerrel gerjesztheté az AF647 fluorofér) és az
emisszi6s oldalon (b) is (az AF568 festék emisszidja atlog az AF647 festék emisszidjaba)
észreveheto a festékek spektrumai kozott az athallas.

(a)

Gerjesztési spektrumok
400 450 500 550 600 650 700 750

(b)
800

Emissziés spektrumok

400 450 500 550 600 650 700
| L

750
1002 b v b bpv gy b v b b 1 | 1004+ be v v bev v v b v v 1o IR A |
i .,Nw‘ ‘,‘m\»w‘:\:l I‘u»'--\ml \l‘."-"""""‘"*”"\/‘-“““-’ i
- i AF568 Abs .
1 C e i ——— AF647 Abs 4 AF568 Em
80 Ve . 561 nm 80 | —— AF647Em
T E Pl | — s47om o —  EmF
2 VR ila | DM 8
“ 1 B : l' li - 4
£ 604 g Pl B 60
N i ' ] [ i N i
o o il 1 S
] Vo i 1 3
£ i ' l i i 1 £ Bl
2 a0 i i 2 40+
= 1 i g i K} J
7 oo ol L] ]
© il : 1 [
44 i i H 1 4
: P il AL 1
20 § Lo i/ ; 3 20+
48 ! H H i/ i '\ 4
A : 4
T e N 1
0 I Bt e e o B e E e e L S L e e o

550 600 650 700
Hullamhossz [nm]

400 450 500 550 600 650

Hulldmhossz [nm]

700 750 800 400 500 750 800

2.4. dbra. Gerjesztési (a) és emisszids (b) spektrumok egy fluoreszcens mikroszkopban.
Vegyiik észre két esetben az dthalldst: gerjesztési oldalon az 561nm-es lézerrel az AF647
s gerjeszthetd, mig az AF568 emisszios spektruma dtfedésben van az AF647 emisszios
spektrumdval. De mi a helyzet az AF568-64Tnm esetnél? (a relativ intenzitds < 0,02% ).

Fluoreszcencia élettartam mérés ¢ Fluoreszcens festékeket azonban nem csak spekt-
rumaik alapjan lehet kiilon valasztani. Visszatekintve a [2.2] képletre lehetdség van élet-
tartam (77) alapjan is kiillonvalasztani a fluoroférokat, és akar tiz feletti szamban meg-
kiillonboztetni, még ha spektralisan 4t is fednek [13]. A fluoreszcencia élettartam mérésé-
hez (FLIM) hasznalhaté mikroszkép annyiban kiilonbozik egy hagyoméanyos fluoreszcens
mikroszképtol, hogy a gerjeszté fényforras és a detektor is fel van készitve az idobon-

tott mérésekre. Bar mindkét korabban targyalt képalkotasi modra megvaldsithato, csak a
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disszertacidom szempontjabol fontos pasztazasi modot targyalom a tovabbiakban.

Egy CLSM rendszerben a gerjeszési oldalon a lézereket révid impulzushosszi, pico
10712 — femto 10! szekundumos forrdsokra kell cserélni, amik gyors ismétlési frekven-
ciaval rendelkeznek 40 — 80M Hz. A masik médositast a detektor oldalon kell megtenni,
ugyanis lehetové kell tenni nanoszekundum alatti felbontassal a foton érkezési idok meg-
hatarozasat. Ehhez az érzékelot egy foton-lavina detektorra, vagy egy hibrid fotoelektron
sokszorozora kell cserélni. A jelfeldolgozast egy gyors elektronikara kell bizni. Az igy ka-

pott rendszerben mar megvalésithat6 az id6-korrelalt egyfoton szémolds, a TCSPC [9].

A mérési médban a fluoreszcens molekulakat pillanatszertien kell gerjeszteni, és mérni
azt az idot, amikor az elsé emittalt foton visszaérkezik a mintabdl. Egy adott teriilet-
re tObbszor megismételve a gerjesztés-detektalas 1épést és az érkezési idoket abrazolva
megkaphatd a foton kibocsatas valdszintiségi eloszlasa, vagyis a fluoreszcencia élettartam
gorbéje [13]. Ilesztés utan megkaphaté a keresett élettartam, vagy élettartam komponens

tobbszoros exponencialis esetén.

A mért élettartam csokkenése tobb olyan jelenségre is utalhat, amikor a gerjesztett flu-
megszabadulhat az oldoszeren keresztiil, esetleg atadhatja azt egy szomszédos, < 10nm
tavolsagra 1évé molekulanak. Ezt az utobbi jelenséget hivjuk Forster-rezonans energia
transzfernek (FRET), amely a donor és az akceptor fluorofér kozott johet 1étre, ha azok
emisszids és abszorpcios spektrumai megfeleléen atfednek [33]. Mivel a donor élettarta-
manak csokkenésébol a lokalis kornyezetben uralkodé tavolsdgokra lehet kdvetkeztetni, ez
volt az els6 olyan nem optikai moédszer, amivel biokompatibilis médon lehetett feloldas

alatti tavolsdgokat mérni fluoreszcenciaval.

2.3. Feloldasi hatar

Egy optikai leképz6 rendszer feloldoképességet az egyes optikai elemek altal bevezetett
aberracio és a fény hullamtermészete korlatozza. A fellépd diffrakcié miatt a pontforras
képe nem pont lesz, hanem egy kiterjedt folt, az Airy-féle elhajlasi kép. A diffrakciés elmé-
let alapjan az intenzitaseloszlas a képlet alapjan szamolhato ki, ahol © a megfigyelés

félszoge, Iy a maximalis intenzitas, J; az elsérendl Bessel-fiiggvény, k£ a hullamszam, R a
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belép6 apertira sugara.

Jl(k.R.sin@)>2 (2.0

1®)=1 ( k-R-sin©
Ez lesz az optikai rendszer pontatviteli fiiggvénye (PSF), amely tovabbi informécidkat is
tartalmaz a rendszerben 16v6 aberraciok jeleire (mellékmaximumok és a maximum intenzi-
tasdanak ardnya, mennyire szimmetrikus, ...), mérete és felépitése pedig megadja a rendszer
feloldoképességét. Mikroszkopiaban ez egy pontszerii forras diffrakciolimitalt képének felel
meg. Ernst Abbé 1873-ban megadta azt a feloldhaté minimalis tavolsagot d,.;,, amit a
fény hullamhosszabdl A és az els6 leképzo elem altal begytijtheto fény félnyilasszogének o
szinuszabdl lehet kiszdmolni. A 2.5 képlet mutatja ezt az osszefliggést az n torésmutatdval
és a feloldasi kritérium &altal megadott k& konstanssal kiegészitve. A Rayleigh-féle feloldasi
kritérium szerint az emberi szem két kozeli pontot akkor tud még megkiilonboztetni, ha az
egyik pont elhajlasi képének maximuma a mésik pont elhajlasi képének elsé minimumaba

esik. Ezen kritérium szerint a konstansot k = 0,61-nek kell valasztani.

A

n sin o

dmin =k

(2.5)

Létezik més feloldasi kritérium is ( Ksparrow = 0,47, kapwe = 0,5 ). A Sparrow-kritérium
hasznalhaté olyan esetekre is, amikor a zaj miatt az els6 minimumhely nem értelmezheto.
Ugyancsak zajos esetekre hasznalhaté W. V. Huston altal javasolt, a PSF félérték szé-
lességére alapozott kritérium is [34]. Ez utobbi szerint lathaté tartomanyban ~ 200nm
tekinthet6 a laterdlis feloldasi hatarnak egy aberracioktol mentes optikai rendszerben.

Axialis esetben ez az érték kozel haromszor rosszabb, és a képlettel szamolhato ki.
A
= 5 (2.6)

n sin” a

Zmin

A diffrakciés hatar kozelében 1évo optikai rendszerek esetén a PSF mindsitésére hasz-
nalhaté a Strehl-ardany [35] [36]. Tlyen esetekben ugyanis az aberracié kis névekedése nem a
PSF méretét noveli meg, hanem annak intenzitas eloszlasat befolyasolja. Az arany meg-
mutatja, hogy a kapott PSF maximum intenzitdsa hanyad része az idedlisan elérheto

értéknek. A diffrakcié limitalt leképzésnek megfelel6 Strehl-arany > 0,8.

A feloldési kritérium [2.5] képletébdl lathatd, hogy a feloldas néveléséhez két lehetséges
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ut van. Az egyik, hogy megnoveljiik a leképzo rendszer altal begytijthetd sugarak szogét
(pl. nagy numerikus apertirdji olaj immerzids objektivet hasznalunk). A képletbdl kide-
riil, hogy az immerziés olajak n=1,51 térésmutatojaval szdmolva az elméletileg lehetséges
maximalis sin a = 1 sz0g esetén a maximadlis targyoldali numerikus apertira 1,51 [37]. Ez
az érték a gyakorlatban a fedolemeztol tavol 1,39-re csékken, mert az ennél nagyobb to-
rési szoggel rendelkezd sugarak mar nem gytijthetoek 0ssze a biologiai mintakra jellemzo
viz—iiveg hatdaron a teljes visszaver6dés miatt. A fed6lemez kozelében a fennmaradé rész
kihasznalhato gerjesztés oldalon TIRF tipust mérésekhez, illetve ennek emisszids oldali
megfelelgje a SAF [38] effektus jelentkezik.

A 2.5 képletbél kovetkeztetett mésik ut a hullimhossz csokkentése. Lathato tarto-
manybdl ekkor mar az UV tartoméanyba sziikséges 1épni. Ez azonban problémat jelent,
ahogy az az el6z6 fejezetben is emlitésre keriilt, bizonyos molekuldk fluoreszcenciaja fel-
er0sodik, és az autofluoreszcens hattér miatt csokken a kontraszt. Megoldas a technika
valtasa és elektronmikroszkép hasznéalata. Itt ugyanis mar nem a fény hullamhosszaval
kell szamolni, hanem az elektron de Broglie hullaimhosszaval, ami az elektron sebességé-
nek fiiggvénye. Ennek az irdnynak azonban van egy hatalmas hatranya, a vizsgdlandd
minta kezelése ugyanis igen bonyolultta valik, mert azt az elokészités soran vezetévé kell
tenni, és a vizsgalathoz vakuumba kell helyezni. Sok biolégiai minta és bioldgiai probléma
nem alkalmas elektronmikroszkopos vizsgalatra.

Klasszikus optikai modszereket szem el6tt tartva a rendszer altal szabott hatart nem
léphetjiik at, viszont megkeriilhetévé tehetd egy—egy 11j megkozelitéssel. Azok a triikkkok,
amelyek csak a fény tulajdonsigaira épitenek a feloldast egy konstans szorzéval tudjak
csokkenteni és egy 1j hatdrba titkoznek [34]. Ezeket a technikdkat a [2.2] tédblézatban

foglaltam Ossze a teljesség igénye nélkiil.

2.4. Szuperrezoléciés technikak

Azokat az optikai mikroszkopos technikédkat, amelyek lehetévé teszik a feloldasi kiiszob
alatti feloldas elérését nemcsak az elektromagneses tér, hanem fluoroférok fotofizikai és
fotokémiai tulajdonsagainak kihasznalasaval is, kozos gytjténéven szuperrezoliciés mik-
roszkopos technikdknak hivjuk. Az egyes megvalositasok annyiban térnek el egyméstol,

hogy mas—maés triikkkot alkalmaznak a feloldasi hatar megkertilésére.
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’ Technika neve

\ Feloldés javulasa \ Optikai trikk

Confocal LSM[13], 39]

~1.4

A detektor elott egy tllyuk segitségével ki-
szirésre kertil a fokuszon kiviili jel.

TIRF [40, 41, 42]

csak z irdnyban

A fed6lemez—minta hataron létrejovo evan-
eszcens tér a minta egy < A vastagsagu réte-
gét vilagitja ki.

ISM[43, 4]

V2

Tilyuk nélkili konfokélis mikroszkopban a
keletkezd kép egy kamera felilletén jon 1ét-
re. A kis pixelméret miatt a térbeli feloldas
olyan, mintha nulla-méretii tiilyuk lenne a
rendszerben. Az egyes pasztazasi 1épések he-
lyes Osszeadasaval érhet6 el a feloldas nove-
kedés.

ISM-reScan[45], 44]

Az ISM optikai megvalésitasa. A konfokalis
mikroszképban a tilyuk altal megsziirt jelet
a kamera feliiletére kétszeres pasztazo méret-
tel visszavetitve az effektiv foltméret lecsok-
ken.

STMI0]

Ismert mintazati gerjesztéssel és annak elfor-
gatasaval kétszeres effektiv numerikus aper-
turat lehet kapni (Moire-effektus).

CSIMET]

A minta oldalon létrehozva a strukturat plaz-
monikus strukturaval, elméletileg négysze-
res feloldasnovekedés érheto el.

APiS]

csak z iranyban

a szembe forditott két objektiv kozotti tér-
fogatban a gerjeszt6 lézer allohullamot hoz
létre

InM[49]

csak z irdnyban

konstruktiv interferencia

2.2. tablazat. A csak optikai trikkéket alkalmazo felolddsjavito technikak maximdlisan egy
kettes faktort (elméletileg eqy négyest) tudnak javitani az elérhetd laterdlis felolddson.

Az altalam valasztott definicié a szuperrezoluciora egy szigorubb definicié, emiatt is

keriilhetett par szuperrezoliciésnak nevezett technika ,visszafokozdsra” a[2.2] tébldzatba.

Ebben az alfejezetben a teljesség igénye nélkiil bemutatom a fébb technikakat, és bar

betiliszavakbol sosem lehet hiany, az olvaséra bizom a tobbi felolddsdt par kivald attekinto

cikket [50, 61} 52], valamint meggy6zé példakat [53] javasolva.
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2.4.1. Pasztazason alapuld szuperrezolicios technikak

Az elso szuperrezolucios triikk a fotofizikara épit és a kényszeritett emissziot hasznalja ki.
Innen jon a szuperrezolicios technika neve is: STimulated Emission Depletion, STED.
Alapétlete 1994-ben keriilt publikalasra [54]. Feltaldldsa és megvaldsitasa Stefan W. Hell
nevéhez flizodik, amiért 2014-ben megosztott kémiai Nobel-dijat kapott. A mikroszkop
felépitése alapjaiban megegyezik a [2.3]a abran lathaté konfokalis elrendezéssel. Amiben
eltér az az, hogy a mintat egy tovabbi lézernyalab vilagitja ki. Ez a STED nyalab fa-
zis manipulalt, alakja a fékuszsikban egy fankra hasonlit. HullAimhossza nagyobb, mint
a fluorofér emisszids spektrumanak kozponti hullamhossza. Ez kényszeritett emissziot
valt ki a gerjesztett allapotban 1év6 fluoroférokbol a STED nyalab hulldimhosszéan, amit
optikai szlirokkel ki lehet sziirni a mintabdl érkezé jelbol. Mivel a stimuldlt emisszio ha-
taskeresztmetszete alacsony, ezért az a fank kozepén csak nagyon kis valdszintiséggel fog
bekoévetkezni. Bar a fluorofor képe tovabbra is diffrakcié limitalt lesz, de mivel ismert a
fank kozéppontja, ahonnan a fluoreszcencia jel szarmazhatott, ezért megmondhaté annak
feloldas alatti pozicidja. A technikdaban a laterdlis feloldas a képlettel kozelitheto, ami
hasonlit a [2.5] képlethez, annyi kiilonbséggel, hogy megjelenik egy STED nyalab intenzi-
tasatol I,,q. fliggd tag. Az I, a fluoroforra jellemzo szaturacios teljesitmény, ami a spontan

emisszié élettartamabdl és a hataskeresztmetszetbdl szamolhaté [55].

A

nsina- /14 Lo/ Is

A feloldés noveléséhez tehat elegendé a STED nyalab intenzitasat novelni 1,4, /I — inf,

yin = 0,5 (2.7)

hogy lecsdkkenjen az a térfogat a fankon beliil, amiben még a fluoroférok gerjesztett dlla-
potban vannak. Ebbél lehet kévetkeztetni a technika hatranyara is, mert a ~ 10M W /cm?
teljesitményt megvilagitas mellett a méasodik—harmadik pasztdzast mar kevés fluorofor
éli meg. A lehetséges modalitasok koziil a 3D-t emliteném meg, amely soran a STED
nyalabba egy olyan moddositas keriil bevezetésre, amely eredményeként a fank mellett, a
fokuszsik alatt és felett is kialakul egy—egy STED folt. Ez altal az axialis iranyt felbontas
100 nm-re csokkenthet&[56].

Egy masik pasztazason alapuld szuperrezolicids technika a 2017-ben publikalt Minf-

lux [57], ami ugyancsak Stefan W. Hell nevéhez flizédik. Két egyiittesen alkalmazott
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trilkk segitségével nanométer kozeli feloldas érhetd el. Az els6, hogy a pasztazé nyalab (a
korabban emlitett STED nyaldbhoz hasonléan) fank alakd. A pasztdzott mintézat egy
egységnyi teriileten beliil négy pontot tartalmaz: egy pont koriil tovabbi harom 120°-ra
egymastél egy koriven. A felvett fluoreszcencia intenzitasokat interpolalva és annak a mi-
nimumat keresve meghatarozhaté a fluorofér helye a mintazaton beliil. Ez természetesen
csak egy fluorofor esetén miikddik. Hogy tobbet is meg lehessen kiilonboztetni egy ma-
sik triikkot is be kell vetni, mégpedig azt, hogy bizonyos fluoroférok ki-be kapcsolhato
fluoreszcenciaval rendelkeznek. (Errél a mésodik tritkkrdl részletesebben a kovetkezé al-
fejezetben beszélek.) A feloldds a harom kiils6 pontra hizhat6 kor kertiletének méretével
hangolhatd, és kiterjesztheté 3D-re is a képalkotas [58]. Sajnos a péasztazasi méd a tech-
nika jelenlegi allapotaban azt eredményezi, hogy csak egy kis teriileten érheté el nagy

feloldés.

2.4.2. Széleslatoterti, lokalizacion alapul6 szuperrezoliciés technikak

Visszatérve a feloldasi kiiszob problémajahoz észrevehet6 az, hogy a bonyodalom a két
pont kozelségébol fakad, ezért valnak feloldhatatlanna. A feloldasi kritérium nem aka-
dalyoz meg abban, hogy egyetlen fluorofér helyét nanométer precizitasra és pontossag-
ra meghatarozzuk [59], vagy mozgasat kovessitk [60, 61]. Ha egy siirin megjel6lt minta,
esetén az egyes fluoroférokat kiilon—kiilon lehetne leképezni, akkor a feloldasi hatar egy
csapdasra megsziinne, hiszen nincs, ami atfedjen. Széleslatoterti mikroszképra tobb olyan
feloldasjavité megkozelités keriilt leirasra és megvalositasra az elmult évtizedben, amelyek
valamilyen médon a fluoreszcencia allapotok kozotti kapesolasi tritkkoket hasznéljak ki.
Megfelel6 koriilményeket megteremtve igy elérhetové valhat az, hogy a kapcsolasi esemé-
nyek idében és térben elkiiloniilve ne fedjenek at, ez altal megorizve a megkiilonboztethe-
t6séget. Az gy kapott eredmények sokszor lenytigozéek [53].

A fotoaktivalhaté lokalizacios mikroszkopia (PALM[62], FPALMI[63]) olyan fluoresz-
cens fehérjékre miikodik, amelyek alap allapotban kikapcsolt, nem fluoreszcens allapotban
vannak. Eric Betzig 2014-ben a technikaért megosztott kémiai Nobel dijat kapott. A felvé-
tel elkészitéséhez a mérést ciklikusan kell végezni. Az els6 1épés megegyezik egy normalis
mikroszképos felvétellel. A fotoaktivalhatd fehérjéket tartalmazé mintat gerjeszteni kell

(példaul 561 nm-es lézerrel), és addig késziteni videdt az elszértan aktiv dllapotban 16v6
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fehérjékrol, amig azok szama egy kiiszobérték ala nem csokken. A folyamatos megvi-
lagitas sordn az aktiv fehérjék kiégnek, ezért csokken a szamuk. A kovetkezo 1épésben
alacsony hulldmhosszi (~405 nm) fénnyel impulzus szertien meg kell vildgitani a mintat,
ami hatasara a fehérjék egy része aktivalodik, cisz—transz konformacié valtozason esnek
at. Elegendden alacsonyra valasztva az aktivald lézer teljesitményét az inaktiv populacio
egy alacsony hanyada valik csak aktivva, és a ciklus kezdhet6 elolrol. Idedlis esetben a
fotoaktivalhato fehérjék nem kapcsolhatdéak onalldan, igy az is megmondhato, hogy egy
adott teriileten hény fehérje keril kiolvasasra [62]. GFP mutansok esetén megfigyelhetd
nagy lézerteljesitmény mellett (~ 2kW/cm?) (és aktivalo lézer nélkiil is) egy olyan, egye-
di molekuldkra jellemz6 ciklikus viselkedés is, amit egy rovid fluoreszcens dllapot (ON

allapot), és egy valamennyivel hosszabb sotét allapot (OFF allapot) jellemez [64].

A GSDIM[65] (alap &llapot kitiritéses képalkoté mikroszkopia) a foszforeszcenciat
hasznalja ki. Az Sy alap allapot kitiritheto gy, hogy a gerjesztés soran a triplett allapotba
juttatjuk a fluoreszcens festékeket, ez altal kikapcsoljuk annak élettartamara. Mivel ennek
a bels6 atmenetnek a valészintisége (hatdskeresztmetszete) alacsony, ezért a gerjeszté 1é-
zerteljesitmény megnovelésével az S; populécidja is megnovekszik és igy a T allapotba is
tobb juthat at belsé konverziéval. Ha elegendéen nagy a lézerteljesitmény (> 1kW/cm?),
akkor tobb molekula ragad a hosszu élettartamu triplett allapotban, mint amennyi vissza-
térhet alap allapotba, igy azok megkiilonboztethetéek lesznek. A triplett allapot szerepét
p-merkaptoetanollal (egy triplett kioltéval) lehet meggatolni, amely mennyiségének nove-
lésével bizonyithaté a trikk fotofizikai héttere [66]. A technika rhodamine tipust szerves

festékekre és fluoreszcens fehérjékre is miikodik, amennyiben azok elég fotostabilak.

A STORM[67] és a ASTORMI[6]| (sztochasztikus optikai rekonstrukeiés mikroszko-
pia) technika triikkje a fotokémidra, bizonyos szerves fluoreszcens festékek kapcsolhato-
sagara épit. A direkt verzié csak annyiban kiilonbozik, hogy nem hasznal egy masodik,
kisebb hulldmhosszon gerjesztheto festéket a visszakapcsolashoz. Cidn tipusu festékek ese-
tén (példdul Cy5) ~1kW/cm? 1ézerteljesitmény esetén megfigyelhetd egy aktiv dllapotbol
torténd kapcesolds hosszu sotét allapotba. A kikapcsolt allapotbdl véletlenszertien tér vissza
alap allapotba, és erre a folyamatra a gerjesztoénél alacsonyabb hullamhosszi 1ézerrel ra
lehet segiteni (~300nm—532nm) [69]. Ehhez a viselkedéshez egy olyan oldatra, ,switching

buffer”-re is sziikség van ami triplett kvencsert (S-merkaptoetanolt vagy merkaptoetila-
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mint), valamint egy glitkézoxidaz alapt oxigén elvoné rendszert is tartalmaz [70, [71]. A
hasznalatos festékek koziil a legjobb eredményeket a voros tartomanyban gerjeszthetoek-
kel és cian szerkezetiiekkel lehet elérni. A legelterjedtebb ilyen festék az AF647, amely a
szinte tokéletes kapcsolasi tulajdonsagokkal és jé fotostabilitdssal rendelkezik [72]. Azon-
ban azt is meg kell jegyezni, hogy a pontos kapcsoldsi mechanizmus nem ismert [73]. A

GSDIM és a dSTORM technika kozott nehéz éles hatart hizni.

Egy kicsit kakukktojds a PAINT[74] technika, mivel nem a festékkel trikkozik, hanem
annak mintahoz valé kotési idejével. A tritkkk lényege, hogy ameddig a festékmolekulak
szabadon uszkalnak a mintat koriilvevd oldatban, addig csak a hétteret emelik. Amint
hozzakoétnek a mintdhoz, akkor egy egyértelmii pontforras jelenik meg, ami itt a bekapcsolt
allapotot jelenti. Egy bizonyos id6 utan a festék kiég, vagy elvalik a mintatol és ujra
szabadon mozog, tehat a detektor szempontjabol kikapcesol. DNA-PAINT|75] esetében

a kotési idot egyszalu DNS lancok nukleinsav szamaval lehet szabalyozni.

A fentebb bemutatott mérési technikakkal késziilt felvételsorozatok feldolgozasa, ame-
lyek egyes képkockdin a bekapcsolt (ON) allapotu molekuldk képei lathatoak, ezek utan
mar hasonlé moédon torténik. Az egyes kapcsolasi eseményeket, amikrol az a feltételezés,
hogy csak egy aktiv fuorofértdl szarmazo fotonokat tartalmaznak, meg kell keresni a kép-
kockakon. Ki kell hasznélni azt az elézetes tudast, hogy a keresett molekula helyére a
legjobb kozelités az Airy-féle elhajlasi kép kozepe. A rendszer pontatviteli fiiggvényével
illesztve az egyes eseményeket, azok maximumanak xy poziciéja megkaphatd a pixelen
beliil [76]. A PSF alakjat tobb tényezo is befolyasolhatja, igy ezeket figyelembe véve és
a szamitasi igény alacsonyan tartdsa miatt az Airy-fiiggvény helyett a Gauss-fliggvény is
haszndlhaté [77]. Az illesztés torténhet a legkisebb négyzetek modszerével vagy maximum
likelihood becsléssel [78]. Osszegyfijtve a maximumhelyek koordinatdit egy eseménylis-
taba, majd az elére meghatarozott sziirési paramétereknek megfeleléket felhasznélva a
kép el6éallithaté pointillista médon [79]. A . abran ennek a feldolgozasnak a folyamata
lathat6 [53]. A feldolgozést elvégzé szoftvereket lokalizaciés algoritmusoknak hivjuk, és a
disszertaci6 irdsakor 95 darab mérette meg magit az SMILM szoftverek versenyén [30],

koztik a sajatunk is [ST]|[S4]}

Az olvasoban felmeriilhet az a kérdés, hogy ha ennyi szoftver késziilt nagyjabol ugyan-
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2.5. abra. Az SMLM technikik képalkotisa. Az (a) dbran a bekapcsolt dllapotban lévd
fluorofor pixelizdlt képe lathato. Erre az alulmintavételezett PSF-re Gauss-fligguényt il-
lesztve (b) megkaphatd annak maximumhelye (c). Eqy adott teriletrdl (e—q) dsszegyiijtve
a kapcsoldsi eseményeket pointillista mddon megkaphatd a végsé kép (h). Atvett dbra [53)],
modositasokkal. Az (e) abrdn a skdla 5 mikront jeldl, a (d) a kiemelésekhez kapcsolodéan
1 mikront.

annak a problémanak a megoldéséraE], akkor mégis hogyan valasszunk kozilik [82]? Me-
lyik altal készitett képet fogadjuk el? Hogyan adhaté meg egy ily médon késziilt képen a

feloldas?

2.5. Feloldas értelmezése az SMLM technikakban

Az egyedi események lokalizaciés precizitasat a detektalt fotonok szama hatarozza meg. A
detektalt fotonok szamanak novelésével javul a Gauss-gorbe illesztési precizitdasa. Olyan
fluorofért (és mikrokornyezetet) kell tehat valasztani, ami egy kapcesolési ciklus alatt tobb
ezer fotont emittal. A detektor expozicios idejét a bekapcsolt allapot varhatd hosszdhoz
kell igazitani. Valamint a detektor pixelméretét elegendéen nagyra kell valasztani ahhoz,
hogy illeszthetd legyen ra egy a PSF-hez hasonl6 fiiggvény, de kellGen kicsire is ahhoz,
hogy a fotonszam megfeleld legyen. Gauss eloszlas esetén a lokalizacié bizonytalansidga az

el6bbieket osszefoglalva a 2.8 képlettel, a Thompson-képlettel adhaté meg CCD detektor

'Egy kis 6nkritikidt megengedve az aldbbi képpel magyardaznam a problémét: https://xkcd.com/927/
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esetén [83].
= ) s?+a*/12  8mws*b?
< (Ax)* >= N + N2 (2.8)

Ahol s a detektalt fotoneloszlas méretének fele, a a pixelméret, N a detektalt fotonok
szama, b a hattet jellemz6 faktor. Ha eltekintiink a hattér tagtol és a pixelizdlas hatasatol,

akkor a képletet a kozelitésre egyszertiisithetjik [62].

S

Az ~ 7N (2.9)

Lokalizaci6 soran a festék vagy fluoreszcens molekula koordinatajat hatarozzuk meg. Az
epitop valédi helye azonban nem feltétleniil ott van, ahol a festéket detektalni tudjuk.
Immunfestés esetén ez nem egyezik meg az epitép koordinatdajaval az antitestek mérete
miatt. Ezt tovabb gondolva kikévetkeztethet6 az, hogy hiaba javitjuk a lokalizéciés preci-
zitést, végso soron a koordindtameghatarozas pontossagat a hasznalt antitest vagy linker
mérete fogja behatarolni [84]. Igy ezek méretének csokkentésére folynak most torekvések

[85]. Az irodalomban tovabbi értékmérdkkel is lehet talalkozni:

Mortensen-képlet. A Thomspon-képlethez hasonléan az egyedi fluoroférok koordinéta-
megtatarozasanak precizitasarél szolgaltat informéciét. Annyi médositast tartal-
maz, hogy figyelembe veszi a detektor elektron sokszorozo réteg zajanak varhato
értékét is [86].

Cramér—Rao alsé hatar. Megadja azt a legjobb lokalizacios precizitast, amit elméleti-

leg a mérés paraméterei szerint megkaphatunk [87].

Eddig az egyedi kapcsolasi események lokalizadcids precizitasarol és pontossagardl volt
sz0. Felmeriil azonban a kérdés, hogy mintara vonatkoztatva hogyan lehet kiadni egy sza-
mot, ami végsé soron megadja a feloldast. Ha vessziik az egyes lokalizaciokat és azoknak
egy hasonld kép kaphatd, mintha a diffrakciolimitalt leképzés soran a PSF-el vettiik vol-
na a konvoluciot. Alkalmazva erre az 1Gj képre a feloldasi-kritérium képletét a Sparrow
kiiszobbel, akkor megkaphaté az a minimalis tavolsag, ami még megkiilonboztetheto a lo-
kalizaciébol szarmazo képen. fgy adhato egy vak becslés (CZSTL) a lokalizacios precizitasok

Ax alapjan a feloldési kiiszobre a képlettel [88]:
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n

dsrr =2- | S ((Ax;)2) (2.10)

i
A disszertaciomban az 1j eredmények bemutatasanal ezt a képletet fogom hasznélni,

ha a mintéara szamitott feloldasrol beszélek.

2.6. Modalitasok az SMLM technikakban

Az alap SMLM technikdban a mintabdél kinyerhetd informéacié a fluoroférok xy koor-
dinataja, a felvillanasi események intenzitdsa és idébeli hossza, valamint a pontatviteli
fiiggvény mérete a detektoron. Rekonstrukcié sordn ezekbdl az adatokbdl egy kétdimen-
zi6s kép készithet6 el. Ha egyéb informdciora (z koordinata, dipdlorientacio, spektralis
tulajdonsagok, ...) is kivancsiak vagyunk akkor tovabbi tritkkoket és megoldasokat kell be-
vetni. Ennek eléréséhez a rendszer pontatviteli fliggvényének mddositasara lehet sziikség.
A bevezetett modositasok ismeretében kinyerhet6 a plusz informéacié jellemzéen az elér-
het6 feloldas romlasanak aran. Sok megoldas kis médositasokkal atiiltetheté az SMLM
technikara, amit mar korabban a tracking problémakra alkalmaztak. A fejezetben tobb

ilyen modalitast veszek gorcso ala.

2.6.1. 3D

Indirekt modon a felvillandsi esemény z koordinataja egyértelmiien nem, vagy csak ne-
hezen hatarozhat6é meg a hibatlan PSF lateralis méretébol. Ha a kisérlet soran nem 1ép
fel komplikacio, példaul torésmutatd valtozasbol fakadd szférikus hiba, akkor a fluorofor
PSF-je a fokuszsik alatt és felett szimmetrikusnak tekinthetd [84]. Olyan médositést kell
bevezetni az optikai rendszerbe, ami ezt a szimmetriat elrontja, és igy meghatarozhatéva

valhat a 3D koordinata. Négy elterjedt modszert ismertetek.

Asztigmatizmus ¢ Egy nagy fokusztavolsagi hengerlencsével egyszertien modosithatd
a PSF a detektor karban [89]. Tlyenkor az optikai leképz& rendszerbe asztigmatizmus ke-
riill bevezetésre, és a fokuszsik kiilonbozo lesz az optikai tengely mentén x és y irdnyban.
Ez azt eredményezi, hogy a fluorofér képe a detektoron nem szimmetrikus, hanem ellipti-

kus lesz. Az alakja és az irdnya a flurofér z koordinatdjatél fog fiiggeni. A fékuszsik alatt



2.6. Modalitdsok az SMLM technikdkban 29

a fluorofér képe y irdanyban elnytjtottabb lesz, mint x irdnyban, a fékuszsikban azonos
lesz a két tengely mérete, mig a fokuszsik f6lott x irdnyban lesz nagyobb a mérete, mint
y irdnyban [90]. Elforgatva 90°-kal a lencsét, az irdnyok megfordulnak. A harmadik ko-
ordinata meghatarozasat tehat visszavezettik egy méretmeghatdrozas problémara. A
abra mutatja azt az esetet, amikor a hengerlencse az objektiv és a tubuslencse kozé kertil.
Ebben az esetben a bevezetett asztigmatizmus kevésbé hangolhaté [90]. Viszont abban az
esetben, ha a tubuslencse és a detektor kozé kertil a hengerlencse, annak detektortol mért
tavolsaganak véaltoztatasaval mar hangolhatéva tehetd. A feloldhaté z intervallum mérete
kis asztigmatizmus esetén a legnagyobb, ilyenkor viszont a z koordinata feloldasa rossz.
Nagy asztigmatizmus bevezetésével kis vastagsagban sokkal precizebben hatarozhatd meg

a harmadik koordinéta.

200 o o o
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2.6. abra. A hengerlencsét az optikai utba helyezve asztigmia vezethetd be. A fluorofor
képének alakja igy a fokuszsiktol mért tdvolsagtol fog fiiggeni.

A lokalizalé algoritmusban kiilon kezelve és illesztve a Gauss-fiiggvény W, és W, mé-
retét, minden egyes felvillanashoz kiszamolhat az ellipszis alakja. Egy kalibracios tabla-
zatra (vagy egy kalibraciés fliggvényre) is sziikkség van, amely tartalmazza az adott optikai
elrendezésben az ellipszis alakokat és a hozzdjuk rendelhetd z koordinatakat. Az adatfel-
dolgozas soran igy a mérési adatokhoz hozzarendelhetové valik a mélységi informacié. A z
koordinata meghatarozasanak precizitasa azonban nem allandé. A feloldhat6 z tartomany
szélein a ra illesztett Gauss-fiiggvény pontatlan lesz az egyik tengely nagy de-fokuszaltsaga
miatt.

A modalités alkalmazasédnak elénye az, hogy az optikai leképzérendszer egy egyszerii

modositasat igényel csak. Hatranya viszont az, hogy a teljes mélységélességben egyszer
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sincs mindkét tengelyen fokuszban a fluorofér. Az igy kapott xy koordinatak is pontatla-

nabbak lesznek, és ez altal az elérheto feloldas lecsokken.

Kétsiku leképezés ¢ Egy masik lehetséges PSF modositas a 3D informéacié kinyerésé-
hez a kétsiku leképezés (angol nevén bi-plane). Ennek a modalitdsnak a megvaldsitasahoz
egy 50/50 nyaldbosztét kell a detektor karba helyezni, és tithossz kiilonbséget bevezetni
az igy létrejovo két kar kozott. Ugynarrdl a fluoroférrdl igy két eltérd fokuszsikban kelet-
kezik egy-egy kép. A fokuszsik alatt a fluorofér képe a detektor A oldalan 1étrejové képen
lesz éles, mig a B oldalon de-fékuszalt. A fékuszsikban azonos méretiiek, mig a fokusz-
sik felett a detektor B oldalan létrejovo kép lesz éles, és az A oldalon 1év6 de-fokuszalt
[91]. A . abra mutatja az elrendezést és a kiilonboz6 sikokban létrejovo képeket a de-
tektoron. A kettévalasztott fokuszsikok kozotti tavolsagot a nyalaboszté utan bevezetett
tthossz kiilonbséggel lehet hangolni [92].

A lokalizaciés algoritmusnak szimmetrikus Gauss-fiiggvényt kell illesztenie ezen moda-
litas alkalmazéasakor az egyes felvillanasok képeire, ami az alakmeghatarozas precizitasat
is javitja. Az illesztésb6l kapott félérték szélességet Wy vagy Wiy jeloléssel kell letarolni
aszerint, hogy a detektor melyik oldalan (a két kép koziil melyiken) tortént a lokaliza-
ci6. Sziikség van tovabba egy parkereso algoritmusra is, amely az egy idében felvillano
és a detektoron azonos tavolsagra 1évé eseményeket tjra Osszekapcsolja. Vegyiik észre,
hogy a kétsiku leképezés modalitasa visszavezetheté egy mér korabban targyalt és meg-
oldott problémara, a 3D asztigmatizmus modalitasra. Csak el kell végezni a W, = Wy
és a W, = Wp helyettesitést. A . abra mutatja az illesztett PSF méreteket az eredeti
fokuszsiktél mért tavolsag fliggvényében. Hasonléan az asztigmatizmus modalitashoz, itt
is egy eldre elkészitett kalibracios tablazatbol, kalibracios fiiggvényt hasznalva kaphato
vissza a harmadik koordinata a PSF parok méretébdl.

A modalitas alkalmazasanak elénye, hogy nagyobb tartomanyon hasznalhaté az asz-
tigmatizmus modalitasndl. Hatranya viszont az, hogy a detektalhaté fotonszam eleve meg-
felezodik, és igy a technika alkalmazasa soran elérhetd feloldas a kozelités alapjan a

V2 szeresére romlik ugyanazon koriilmények mellett.

Dupla Hélix ¢ A detektor kar Fourier-sikjaba egy fazismaszkot kell behelyezni SLM

(spatial light modulator) hasznélataval. A maszk kialakitdsa olyan PSF mdédositést ve-
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2.7. dbra. A begyijtitt fluoreszcencia eqy nyaldboszto kockdval ketté bonthato a detektor
karban, igy vezetve be tthossz kiilonbséget. lgy két kilonbozo képsik jon létre.

zet be, amely hatasara az két részre bomlik, és azok egymashoz viszonyitott orientacioja
a forrds z pozicidjatol fog fiiggeni [93]. Athaladva a fékuszsikon a detektoron 16v6 két
folt egymashoz képest elfordul. Ha ezt egy z projekciéval abrazolnank, akkor két csa-
varvonalat rajzolna ki [94]. A harmadik koordindta meghatérozésdnak problémaja tehat
visszavezethetd egy szog meghatarozas problémara. A technika elénye, hogy a létrejovd
két PSF mérete a teljes mélységélességben allandé és igy a lokalizacids precizitasa is,

viszont hasznalata a bi-plane esetnél is nagyobb fotonveszteséget okoz.

Fotometria ¢ Ahogy abban a 3D technikak bevezetdjében is szd volt, indirekt mdédon
nem hatarozhato meg a PSF alakjabél a harmadik koordinata, hacsak nem 1ép fel , komp-
likacié”. Az objektiv fedolemez korrekcidjat szandékosan elrontva elérhet6 az, hogy a f6-
kuszsik alatt és f6lott a PSF aszimmetrikus legyen. Erre épit a fotometria [95] 3D techni-
ka, amely a PSF-en beliili radialis intenzitas eloszlasi aranyokbdl mondja meg a fluorofor
z koordinatajat.

A SAF (Supercritical Angle Fluorescence) technika a TIRF emisszié oldali meg-
felelgjét hasznélja ki [96]. Ha a fluoroférok fedélemeztdél mért tavolsdga kisebb mint a
hullamhossz, akkor a teljes visszaver6dés hatarszogénél nagyobb szogben érkezo fotonok
is begytijtésre kertilnek [38]. A minta Fourier-sikjaban ezek a fotonok az optikai tengely-
tol tavolabb haladnak. Megvaldsitas soran az emisszids fényt egy nyalabosztéval ketté

kell bontani, és egyik karban aperturaval ki kell maszkolni a nagy térszogekhez tartozo
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fotonokat. A feddlemeztdl mért tavolsag meghatarozasa ekkor egy intenzitas kiilonbség

mérésre vezetheto vissza.

2.6.2. Polarizacié és anizotroépia

Ertékes informécié lehet a fluorofér emissziés dipélusdnak irdnyat meghatdrozni egy mé-
résbol, amit példaul a fluorofér képének aszimmetridjabol lehet megadni [97]. A techniké-
ban hasznalt pixelméret és az expozicios id6 hossziisdga miatt erre nincs azonban direkt

lehetoség. Egyik megoldas lehet a gerjeszto lézer manipulalasa az emittalt jel modulalasara

« s ez

Ezen utébbi irdnyon maradva bevezetheto olyan PSF modositas, ami polarizacio sze-
rint bontja ketté a fluorofér képét a gerjeszto fény polarizacids tengelye szerint meroleges
és parhuzamos komponensekre [99]. Ilyen optikai elem lehet a polarizdcids nyaldbosztd
kocka, Wollaston-prizma [I00] és a csapatunk altal fejlesztett kettSsen tord ¢k [B3]. Egy
parkeresé algoritmussal a kettébontott kép parokba rendezheto, és a problémat vissza le-
het vezetni fotonszam mérésre. A fluorofér altal a gerjesztd lézer polarizacidjaval bezart
sz0g expoziciés idére vett atlaga meghatarozhaté a két folton mért intenzitds (/) és I
aranyabdl, amibol szamolhaté még polarizaltsag a képlet alapjan, vagy anizotrépia

a [2.12] képlet alapjan [9].

I—G-1I,
=4 2.11
I||+G~Il ( )

I—-G-1I,
=A== 2.12
T 42G 1) (212)

A pontos és preciz mérések megkovetelik a rendszerre jellemzé két csatorna kozti kor-
rekcié (G-faktor) meghatarozasat mérés elott. Az igy kapott P vagy r értékbdl kovetkez-
tetni lehet a lokalis viszkozitasra, vagy a fluoroforok kotésének erdsségére is az altaluk
bezart szog bizonytalansagara [I00]. A modalitas alkalmazasianak hétrdnya a bi-plane
esethez hasonld, a nyalabosztas miatt a fotonszam az egyes polarizacios tengelyhez tarto-
z6 kapcsolasi események képeiben lecsokken. Ez a lokalizacios precizitdas romlasat vonja

maga utan.
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2.6.3. Spektralis bontas

Az alacsony fotonszam miatt szines detektor hasznalatara nincs lehet6ség azok alacsony
kvantumhatasfoka miatt. Ezért ha a fluoroférok emisszidés spektrumarél szeretnénk in-
formaciét gytijteni, akkor két lehetoség adodik bonyolultsag szerint. Az egyszeriibb eset,
amikor a detektor karba egy tovabbi dikroikus tikrot (DM2) és emisszids sziiréket he-
lyeztiink [101], 102] abra). Ezeket az optikai elemeket gy valasztjuk ki a méréshez,
hogy a hasznalt emisszios ablakot a f6 dikroikus tiikron kettébontsa. A detektoron egy
festékhez két kép fog tartozni, hasonldéan a polarizaciés modalitashoz. A par intenzitasa-
nak viszonya attol fog fiiggeni, hogy az emisszios spektrumat a masodik dikroikus tiikor
milyen hullaimhossznal bontja. A mintat két, azonos hullamhosszal gerjeszthetd, de eltér6
Stokes-eltolassal rendelkez6 fluoroférral jeloljiik. Parokba rendezve a kapott foltokat, azok
intenzitasainak ardnyabol és az irodalombdl ismert emisszids gorbékbol megmondhaté az,
hogy a felvillanas valoszintileg melyik fluorofér tipushoz tartozott. Tehat a probléma 1j-
ra vissza lett vezetve egy intenzitds mérésre. A technika elénye, hogy az optikai utban
torténé minimalis médositassal azonos hullamhosszi gerjesztés mellett is megkiilonboz-
tethetd két festék, a hatranya a lokalizacios precizitas romlasa, mert az egyes foltokban a

fotonszam lecsokken.

2.8. abra. A detektor karban eqy dikroikus tikérrel (DM2) és tovabbi emisszids szirdkkel a
detektdlt emisszios jel két részre bontodik. A detektoron mért intenzitds ardnyokbol megdl-
lapithato tobb kilonbozo Stokes-eltoldssal rendelkezd, de azonos hullamhosszal gerjesztett
festék tipusa.

Léteznek erre a problémara Osszetettebb megoldasok is, amelyek bontdelemként egy

diszperzi6s elemet hasznalnak. Spektralis bontas vezetheté be prizma hasznédlatéval [103]
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104] vagy optikai racsot hasznédlva [105]. Az utébbi elemet behelyezve a kamera elé, az a
fluorofér képét tobb rendre bontja, amelyek koziil a nullad rendbdl nyerhet6 ki a kapcso-
lasi esemény x-y koordinataja, mig az els6 rendbdl a spektralis informécié. Prizma esetén
a prizma el6tt kell ketté bontani a detektor kar optikai utjat, és csak az egyikbe bevezetni
a diszperzids elemet. A probléma a parkeresés soran visszavezetheto egy tavolsag mérés-
re (kozponti hullimhossz meghatérozasa) és egy alul-mintavételezett emisszids spektrum
illesztésére. Ezeknek az Osszetettebb megvaldsitasoknak az az elonyiik, hogy tobb festék-
tipusra is miikodik és valos szinkddolas adhatd, hatranya viszont az elnyujtott spektrum

miatti illesztési bizonytalansag megnovekedése.

2.7. Modalitasok osszehasonlitasa az SMLM technikdkban

Az eddig elmondott SMLM modalitdsok sszehasonlitdsat az alabbi[2.3] tdblazatban fog-
laltam Ossze a teljesség igénye nélkil. A gyakorlati 6sszehasonlitds amiatt nehéz, mert
a fotonszam fluoroféronként és SMLM technikanként is valtozik, illetve a vizsgalando
mintdnal sem lehet ugyanazokat a kortilményeket biztositani. Bar az egyes modalitas
megvalositasoknal beszéltem az elonyokrdl és a hatranyokrél, itt most adok egy becslést
az elméleti lokalizacids precizitasra, azonos fotonszamot feltételezve, és a képletet

hasznéalva a 2D mérés alapjan becsiilve. A 2D felvételhez tartozé érték egy rendszeriinkén

készilt tipikus dSTORM méréshez tartozo érték a a|2.10L képlet alapjan szamolva.

’ Technika neve/Modalités \ Optikai elem \ becsiilt elméleti precizitas ‘
2D SMLM nincs ~ 25nm
3D Asztigmatizmus[89, O0] hengerlencse ~ 32nm
3D Bi-plane[91], 92] nyalaboszt6 kocka ~ 35nm
3D Double Helix[93] ©94] fazislemez ~ 50nm
3D Fotometria[95] [38] semmi, vagy apertura ~ 25 —35nm
Polarizécié[99, 100] nyalaboszt6 kocka ~ 35—50nm
T6bbszinG 101, 102] optikai sziiré ~ 30—35nm
Spektralis[103], 104}, [105] prizma, racs ~ 35 —50nm

2.3. tablazat. Mint az lathaté, ha az xy koordinatakon felil tovabbi informaciot szeret-
nénk kinyerni a mintaboél, ahhoz a legtobb esetben fel kell aldozni a lateralis lokalizécios
precizitast, ami magaval vonja az elérheto feloldas romlasat is. A tablazat harmadik osz-
lopadban talalhato értékek a képletet hasznalva keriiltek megbecsiilésre egy tipikus 2D
dSTORM mérés alapjan.
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Adott a lehetéség a modalitdasok egyideji alkalmazasara is [106] [107]. Ehhez tovabb
kell osztani a mintabdl 6sszegyijtott fotonokat, ami magaval vonja az elérhet6 lokalizacios

precizitas és a feloldas romlasat is.
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3. Célkitiizés

Az egymolekula detektalason alapuld lokalizacids mikroszképia egy fotonlimitalt technika.
Haszndlata lehet6séget nyujt arra, hogy a feloldasi hatar probléméjat megkertilve bio-
kompatibilis modon vizsgaljunk struktirakat < 25nm lateralis precizitassal. Ahogy azt
a bevezetOben is hangsilyoztam, barmilyen torzulas a pontatviteli fiiggvényben ezen a
precizitason és a pontossdgon rontani fog. Szamos gyartéi és felhasznaldi fejlesztés iranyul
arra, hogy a technikét tokéletesitse és kibovitse.

Célul tiiztem ki azt, hogy olyan 1uj elrendezéseket és mérési modokat ter-
vezzek és valdsitsak meg az SMLM technikdkhoz, amelyek megorzik a laterd-
lis lokalizdacios precizitast és a felolddst. Tovdbbi kovetelmény, hogy egy mar
meglévé mikroszkop rendszeren egyszeri modositdsokkal is megvalosithatoak
legyenek a fejlesztések.

A kitlizott kutatasi cél megvaldsitasahoz az alabbi 1épések, részfeladatok elvégzését

terveztem:

[. Egy anti-Stokes fluoreszcencia elvén miikodo, a mintardl kiegészitd informécok ki-

nyerését lehetévé tevo mérési technikéara teszek javaslatot.

II. Megtervezek és szimulatorban ellenorzok egy hatékony fotongytijtésre alkalmas op-
tikai leképzo rendszert, amely akar modalitasokkal is hasznalhatd, de azok negativ

hatasai nélkil.

ITI. Az el6z6 pontban javasolt kétobjektives mikroszképot megépitem, és kvantitativ

SMLM mérésekben vizsgalom hasznalatat.

IV. A t6bbszinii modalitas problémajat megkeriilve kidolgozom a muslica indirekt re-

piléizom SMLM mérésének és adatfelolgozasanak 1épéseit.
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4. Mobdszerek és eszkozpark

A disszertaciomhoz a méréseket az AdOptIm csoport dASTORM-CLSM-FLIM sajat
épitési mikroszkopjan végeztem, aminek felépitésében és fejlesztésében aktivan részt vet-
tem, veszek. Mivel az 1j tudomanyos eredmények bemutatasdnal tobbszor is elékeriil a
mikroszképrendszer és a kialakitott hardveres-szoftveres kornyezet a rajta végrehajtott
valtoztatasok kapcsan, ezért ebben a fejezetben jelenlegi (pillanatnyi) felépitését foglal-
nam Ossze csak az altalam hasznélt elemekkel. (Emiatt példaul a DIC és faziskontraszt

lehet6ségekrdl nem is ejtek szét.)

4.1. Gerjesztés és nyalabkondicionalas

Gerjeszt6 forrasként tobb lathato tartomanyban miik6do 1ézer beépithetd és hasznalhatéd
széleslatotert fluoreszcens modban. Az egyes hullamhosszaknal jeloltem a gyaritol eltéro
moédositasokat és kiegészitéseket. A késébbi fejezetekben csak a hullamhossz szerint utalok

az egyes lézerekre:

647 nm. MPB Communications Ltd.| 2RU-VFL-P-300-647-B1, 300 mW. A Nikon lézer
egységen talalhato.

640 nm. Cobolt Bolero, 300 mW. TIRF tipusi megvilagitasokhoz hasznalt hullamhossz,
a nyalabtagitas egy 3x Galilei teleszképpal torténik.

634 nm. Thorlabs HL63133DG) 170mW. A diéda egy Thorlabs TCLDMY| fejben talal-
hatd, amit egy Thorlabs LDC500 vezérlo hajt meg. A vezérlo szoftveres kezelése
egy sajat fejlesztéstt Arduino UNO R3 alapu aramkorrel és egy hozza irt LABVIEW
kezel6feliilettel torténik [[S1]] A 1ézerfényt egy Thorlabs FL635-10 sztir6vel tisztitjuk.

561 nm. Cobolt Jive, 300 mW. Polarizacio tarté optikai szélba csatolva, melynek kime-

nete a Nikon lézer egységen talalhato.

405 nm. Nichia NDHV310APC, 70mW. A diéda egy Thorlabs LDM9T fejben taldlhato,
amit egy [Thorlabs LDC205C vezérl6 hajt meg. A vezérld szoftveres kezelése egy
sajat fejlesztéstt Arduino UNO R3 alapi aramkérrel és egy hozza irt N1 LABVIEW
kezelofeliilettel torténik . A nyalab polarizacié tarto optikai szalba van csatolva

a térszlirés miatt, aminek kimenete a Nikon egységen talalhato.


https://mpbcommunications.com/en/site/products/fiber_laser/continuous-wave/visible/index.html
https://www.coboltlasers.com/lasers/single-frequency-laser/
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=HL63133DG
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=TCLDM9
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=LDC500
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=FL635-10
https://www.coboltlasers.com/lasers/single-frequency-laser/
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=LDM9T/M
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=LDC205C
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A Nikon lézer egységen talalhaté nyalabok atmenoé teljesitménye egy akuszto-optikai
moduldtor (AOTF) segitségével allithat6, a nyalabtovabbitas két kimeneti porton tor-
ténhet a széleslatoteri- és a CLSM modokhoz. A széleslatoterii mod esetén az egyes
hulldmhosszak szerint Gjra szétbontésra kertilnek nyaldbkondicionalas végett (divergencia
korrekcid, nyaldbméret allitds, polarizdcié manipuldlas), valamint tovabbi harom hullam-
hossz itt kertll felfizésre a nyaldbitra. Az egyes optikai elemeket részletesen a [4.1 dbrén
tintetem fel. A f6 nyalabiton ezek utan két kitiintetett sikban allithat6 titkrok talalha-
téak, amelyekkel a mintat gerjeszt6 lézernyalab irdanyat lehet allitani [10§].

A SoMOS
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4.1. abra. Az AdOptim csoport dASTORM-CLSM-FLIM mikroszképjanak gerjeszto,
nyalabkondicionalo és detektor elrendezése.

4.2. Mikroszkép vaz

A sajat épitésii mikroszkép rendszertink egy Nikon Eclipse Ti-E vazra épil. A minta
mozgatasa egy motorizdlt xy asztallal és egy tovabbi z piezoval (MadCity Labs Nano-Z
Series) lehetséges. A minta z-irdnyt elmozduldsét a Nikon Perfect Focus System koveti
és korrigdlja. A motorizalt objektiv tartéban a kovetkezd objektiveket emelném ki [109],

amelyekre a gerjeszto lézerekhez hasonldéan, a nagyitasuk szerint utalok:

20x. CFI S Plan Fluor ELWD 20X - valtoztathato fedélemez korrekcidju levegd immer-

zi6s objektiv, kereséshez.

60x. [CFI Plan Apo Lambda 60X Oil - képsik korrekciét tartalmazoé olaj immerzids ob-
jektiv, elsosorban CLSM és FLIM mérésekhez.


http://www.madcitylabs.com/nanozseries.html
http://www.madcitylabs.com/nanozseries.html
https://www.microscope.healthcare.nikon.com/selectors/objective-comparison/-1708
https://www.microscope.healthcare.nikon.com/selectors/objective-comparison/-1854
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100x. CFI Apo TIRF 100XC Oil - valtoztathato fedélemez korrekciéji, nagy numerikus
aperturaju olaj immerzios objektiv, dSTORM és TIRF mérésekhez.

Meéréseim soran az alabbi négy dikroikus tiikor és emisszids sziiré part hasznaltam a

motorzidlt tarbol:

Q561. Semrock Di03-R405/488/561/635 + Semrock FF01-446/523/600/677
Q532. Semrock Di01-R405/488/532/635 + Semrock FF01-446/510/581/703
HP647. Semrock Di03-R635 + Semrock BLP01-647R.

HP450. Chroma ZT458rdc 4+ Chroma ET460Ip

4.3. Detektor karok

A mikroszkép vazon Osszesen harom portra szerelhetd detektor. Az E100 porton talalhato
az okular és az oldal port, amin egy Cairn OptoSplit I[I4+Bypass rendszer taladlhato egy
Andor Zyla 4.2 sCMOS kameraval. Az LL100 porton taldlhaté a Nikon C2 konfokalis
pasztazo fej, benne egy 4 savos dikroikus tiikor, amely a Laser Unitbol érkezé 1ézer hul-
lamhosszaihoz lett valasztva. Az R100 porton egy egyszeres nagyitasi, két tubuslencsébdl
(Thorlabs ITL200) &all6 4f teleszkop talalhatd. A minta Fourier-sikja igy elérhetévé tehe-
t6, ahova PSF modosito elemek és extra emisszios sziir6k helyezhetéek be. A kar végén
talalhaté az Andor iXon Ultra 897 EMCCD kamera.

Az R100 porton taldlhato 4f teleszkopban (a Fourier-sikban) egy tovabbi emisszids szii-
rét lehetett beforgatni ((Thorlabs FW102C), amelyben a kovetkez6 sziir6ket hasznaltam:
Semrock BLP01-647R, AHF 690/70 H Semrock FF01-600/37-25, Semrock FF01-582/75-
25 és Semrock FF01-520/44-25.

4.4. LSM Upgrade Kit

Az eddig targyalt mikroszkép rendszer ki van egészitve a konfokalis egységen keresztiil egy
fiiggetlen, id6bontott fluoreszcencia méréseket lehetévé tevé PicoQuant FLIM/FRET
rendszerrel. Ehhez kiilon impulzus-tizemi didéda lézerek tartoznak 640, 560, 480 és 405nm-
es hullamhosszakon, valamint két sajat hibrid detektorral rendelkezik. A detektorokhoz

sajat szlir6 kocka tartozik, amelyek kozil a ,DM:635LP + Chl: ET600/50m + Ch2:


https://www.microscope.healthcare.nikon.com/selectors/objective-comparison/-1932
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=Di03-R405/488/561/635-t3-25x36
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-446/523/600/677-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=Di01-R405/488/532/635-25x36
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-446/510/581/703-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=Di03-R635-t3-25x36
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=BLP01-647R-25
https://www.chroma.com/products/parts/zt458rdc
https://www.chroma.com/products/parts/et460lp
https://www.cairn-research.co.uk/product/optosplit-ii-bypass/
https://andor.oxinst.com/products/scmos-camera-series/zyla-4-2-scmos
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=ITL200
https://andor.oxinst.com/products/ixon-emccd-camera-series/ixon-ultra-897
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=FW102C
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=BLP01-647R-25
https://www.ahf.de/en/products/spectral-analysis-photonic/optical-filters/individual-filters/bandpass-filters/600-699-nm/4374/690/70-h-bandpass
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-600/37-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-582/75-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-582/75-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-520/44-25
https://www.chroma.com/products/parts/et600-50m
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Semrock BLP01-647R” kombinaciot hasznaltam. A kiegészité elemek vezérléséhez és foton

érkezési idok kiértékeléséhez a késziilékhez kapott SYMPHOTIME 64 szoftvert hasznaltam.

4.5. Szuperrezoliciéos dASTORM képalkotas

A mintaelGkészités sordn a téroldshoz hasznélt foszfat bufferes s6oldat (PBS) 50ul tér-
fogatu glikozoxidéz és merkaptoeltilamin (MEA) alapi GLOX switching buffer-re [71]
lett cserélve. A fed6lemezt és targylemezt kétkomponensi szilikon alapu ragasztoval zar-
tuk le. Az SMLM mérésekhez a fluoreszcens mintat a 647nm-es lézerrel vilagitottam ki
epifluoreszcens moédon 200 — 300mW kimenoé teljesitménnyel. A mérések soran a Q561 és
a HP647 filter kocka volt haszndlatban, ha sziikséges volt, akkor tovabbi emisszids sziiré
beforgatasaval csokkentettem a hatteret. A kapcsolasi eseményekbol szarmazé emisszios
jelet a 100x objektiv gytuijtotte Ossze és a 4f teleszkopon keresztiil az EMCCD kamera
készitett felvételsorozatot tipikusan 20 — 30ms expozicios idével, 20 — 50 ezer képkocka
hosszan. A mintara vetitett pixel méret 160nm a rendszerben. A megvilagitott teriilet
tipikus mérete a mintdn ~ 1600um?, ami 256 x 256pxr?-nek felel meg. Ha reaktivaldsra
volt sziikség, akkor azt a 405nm-es vagy a 488nme-es lézer teljesitményének valtoztatasa-
val tortént. A fedélemez fokuszban tartdsahoz a Nikon PF'S rendszer folyamatosan aktiv
volt.

A felvételek feldolgozasa a csapat altal fejlesztett lokalizacids szoftverrel, a RAIN-
STORM-mal [81] tortént. Az egyedi kapcsolasi események illesztése kétdimenzids
Gauss-fiiggvénnyel tortént a legkisebb négyzetek modszerével. A szoftver a kapcsolési ese-
mények koordinatdjanak a fliggvény maximumbhelyét vette. Az egyes eseményeket lehet6-
ség volt konstans vagy linedris hattérrel, szimmetrikus vagy elliptikus Gauss-fliggvénnyel
illeszteni a mérési koriilmények és a hasznalt modalitas szerint. A rekonstrukcié az egy-
szer(i hisztogram (Simple Histogram) médszerrel tortént, amely az egyes szuper-pixeleket
ugy alakitotta ki, hogy az adott teriiletre es6 események szamat feleltette meg a betités-
szamnak. Lateralis drift eltavolitas a beépitett kereszt korrelacion alapuld algoritmussal
tortént [110]. A rekonstrukcidhoz felhasznalhaté események tipikusan a 0,7pz <W,, <2px
és Onm < Ax <45nm szlirdk alapjan keriiltek kivalasztasra. A paraméterektol valo eltérést

a tézispontok eredményeinél jelzem, ha a kapcsolédd mérés soran sziikséges volt.


https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=BLP01-647R-25
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5. Uj tudomanyos eredmények

Ebben a fejezetben részletesen bemutatom a kitiizott célokhoz kapcsolédd 1j tudoma-
nyos eredményeket, és alfejezetenként targyalom a tézispontokhoz vezeté megallapitaso-
kat. Egy-egy ilyen egységet a probléma felvetésével és kifejtésével kezdek. A tisztazott
peremfeltételek utdn mérési eredményekkel tdmasztom ald a megoldas 1épéseit. Végezetiil

az alfejezetet Osszefoglalva megfogalmazom az adott tézispontot.

5.1. Az Alexa Fluor 568 festék anti-Stokes fluoreszcencia tulaj-

donsaga

T6bbszinl szekvencidlis ASTORM méréseknél, ahogy az a abran is lathato, megfe-
lel6en valasztva a gerjesztést és az emisszids szlirok ablakait elérhet6é az, hogy minimalis
legyen az athallas az egyes csatorndk kozott. Csak vorosben gerjesztve (647nm) az lenne
a vart eredmény, figyelembe véve a Stokes-eltolodést is, hogy a Semrock FF01-582/75-
25 szurd altal kijelolt ,zold” csatornaban ne legyen jel. Mi torténik akkor, mikor egy
AF647-tel és AF568-cal kettosen jelolt mintan mégis sikeriil olyan jelet mérni, ami az
el6z6 éllitasnak ellent mond? Red-edge gerjesztéshez [9] a gerjeszté lézer hulldimhossza
mar a mérheto abszorpciés spektrumon kiviil volt.

Az elso feltevés természetesen az, hogy a mi épitett mikroszkép rendszeriinkben van
a hibaP| A jelenséget azonban méas mikroszképon, és konfokalis detektaldsi médban is si-
kertilt reprodukalni ugyanazon a mintan. A kovetkezo feltevés az immunhisztokémiaval,
valamint a FRET jelenségével volt kapcsolatban az antitestek méretei miatt. E sze-
rint az elsédleges antitest gerjeszthetd, tobb nem sugarzé atmenettel energiat adhat at a
festéknek, ami végiil fluoreszcencidval relaxalédik. Azonban a jelenséget mas elsddleges-
masodlagos kombinacioban is detektalni lehetett az AF568 festékre, festék nélkiili minta
esetén nem volt tapasztalhato. Egyetlen gyanusitott maradt, az AF568 festék, amit a
spektralis és FLIM mérések is alatamasztottak. A talalt jelenség gyors volt, az emisszios
spektrumot latszolag nem befolyasolta, azonban a Stokes-eltolds mégsem a megszokott
irdnyba tortént.

Kovetkezo 1épésben azt vizsgaltam meg, hogy a jelenség csak az AF568 festékre jellem-

2A vélt energiamegmaradést sérté folyamatokkal kapcsolatban egy kutaté nem kidllt azonnal farkast.


https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-582/75-25
https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-582/75-25
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70, vagy esetleg masikkal is reprodukalhaté. Ezért az SZTE Optikai és Kvantumelektroni-
kai Tanszéken korabban festéklézerek kutatdasara hasznalt, és hasonlé molekulaszerkezettel
rendelkezé szerves festékeket (Rh110, Rh6G, Rh101) kezdtem el hasonlé koriilmények
kozott vizsgalni. Rh110 és Rh6G esetén 561nm-es gerjesztéssel sikertilt az 520/44 ablak-
ban kimutatni a jelenséget, valamint Rh101 esetén az AF568-cal megegyezdek voltak a
tapasztalatok. Az irodalomban ezekre a festékekre nézve azonban mar talaltam leirast, a
jelenség neve az anti-Stokes fluoreszcencia, vagy felkonverziés (upconversion) fluoreszcen-

cia. A tulajdonsagait és lehetséges gerjesztési modelljeit a [2.1] alfejezetben targyaltam.

5.1.1. Osszehasonlité festékelemzés

Négy kisérletet terveztem és végeztem el a dASTORM mérésekhez hasznalt AF568 festék
felkonverziés viselkedésének koriilirasara, hogy tudoméanyos alapokra helyezve tisztazzam
azt, hogy melyik gerjesztési modell érvényes ra. Hogy a mérési eredmények értelmezésében
legyen mire tamaszkodni az irodalom szamara mar forré energiasavos elnyelési tulajdon-
sdgairdl ismert festéken [26], Rh101-en is mértem parhuzamosan.

Az elso kisérletben az abszorpcié hataskeresztmetszetére és az emittalt jel linearitasa-
ra voltam kivancsi kiillonb6z6 hullamhosszakon torténo gerjesztés mellett. Ha a folyamat
ugyanis a forré energiasavokat hasznélja elnyeléshez, akkor a hulldimhossz novelésével
csOkkennie kell az emittalt fény intenzitdasanak, mivel csokken a gerjeszthetd vibracios
energiasavok betoltottsége. A gerjesztéshez a 634nm, 640nm és 647nm hullamhosszi 1ézer
forrasokat hasznaltam, amelyek nyalabutjait egymasra fliztem. A 1ézerek teljesitményét
a 60x objektiv utan kimértem energiamérével (Thorlabs PM200j; Thorlabs S140C) kii-
16nb6z6 AOTF beallitasok és didda-aramerdsségek mellett. A festékeket 10~# higitasban
(metanol-PBS oldat) egy—egy targylemezre cseppentettem, amit fedélemezzel lefedtem,
lezartam, majd felhelyeztem a mikroszkopra. A sziir6-kockak koziil a Q532-est hasznaltam
kiegészitve a 582/75 ablakd emisszids szlir6vel. Minden voros hullamhosszisdgon ellen-
oriztem a kivilagitott teriilet méretét és a homogenitasat, majd kiillonbozé teljesitmény
beallitasoknal 100ms expoziciés idével felvételeket készitettem a nagyobb hulldimhossztol
a kisebb felé haladva. Mindegyik felvétel adatsorat illesztettem Gauss-nyalabos megvila-
gitast feltételezve. Ehhez sajat szoftvert hasznéltam és a detektoron mért beiitésszamok

zajcsokkentése miatt volt rd sziikség [ST]. A kapott eredményeket az 5.1} dbrdn Gsszegez-


https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=PM200
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=S140C
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tem.
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5.1. dbra. Az abszorpcios és emisszios hatdsfok hullamhossz figgése Rh101 és AF568
esetén. Mindkét grafikonon ldtszodik, hogy a hulldimhossz névelésével csokken a hatdske-
resztmetszet, ami a gerjesztheto vibracios dllapotok alacsonyabb szamdra utal. Nagyobb

teljesitmények esetén a kamera erdsitése nem volt linedris, ezért ldthato a telitodésre utalo
effektus. Forrdsa [A3].

Az elsé kisérlet eredményei alapjan legalabb harom fontos megéllapitas teheté mindkét
festékre. A felkonverziés folyamat soran linearisnak tekintheté a kapcsolat a gerjesztési
teljesitmény és az emittalt fotonok szama kozott alacsony teljesitmény esetén. Novelve a
gerjeszto fény teljesitményét a mért fluoreszcencia novekedés eltér a linearistél. Nagyobb
kimend teljesitmény tartomanyon (30 —300mW) és révidebb expozicids idével (20ms)
megismételve a mérést hasonldé eredményeket lehet kapni. Levonhato a kdévetkeztetés,
hogy nem telit6d6 abszorpcié vagy tobbfotonos folyamat all a hattérben. Az eltérést
az EMCCD kamera telit6d6, nemlinearis erositése okozza ~ 6000-res beiitésszam felett
[T11]. Az anti-Stokes fluoreszcencia mar kis teljesitményen is jelentkezik, a mért tartomé-
nyon nincs kiiszobértéke. Felkonverzids folyamat soran nagyobb hulldimhosszhoz kisebb
abszorpcios hataskeresztmetszet tartozik, ami magyarazhato az adott hullamhosszal ger-
jeszthetd vibracios allapotok ritkasagaval. Ezek a megallapitasok alapjan a kétfotonos
elnyelési modell kizarhatd, ugyanis ott az anti-Stokes emisszié a gerjeszto fény teljesitmé-

nyének négyzetétol fiigg.
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A masodik kisérletben az emisszids spektrumra voltam kivancsi, hogy normal és fel-
konverziés esetben mennyire egyezik meg. A gerjesztéshez a 405nm, 561nm és a 634nm
hullamhosszi 1ézereket hasznaltam. Normal fluoreszcencia esetén azért kertilt bele ilyen
alacsony hullimhosszi 1ézer is, mert rendelkezésre allt olyan sziirékocka (HP450) amivel
a teljes emissziés spektrum felveheto volt. A mikroszkop E100 oldalportjan az emittalt
fényt 200um magméreti multimédust optikai szalba csatoltam, hogy a spektrumot egy
OceanOptics QE65000 spektrométerrel le tudjam mérni. Az Rh101 mintat 1072, mig az
AF568 mintat ~ 107° higitasban készitettem el. Az anti-Stokes emissziés spektrumokat
a Q532 sziirkockaval vettem fel, majd az infra tartomanyban a hattérrol is készitettem
ellenérzo méréseket a HP647 sziir6kockaval. A lementett normal és felkonverzids spektru-

mokat norméltam és festékenként az[5.2] dbran osszegeztem a 405nm és 634nm gerjesztés
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5.2. abra. Rh101 és AF647 festékek normdl és felkonverzios fluoreszcencia spektrumai
normdalva. A felkonverzios esetben olyan szirdkockdt kellett vdlasztani, ami a gerjesztd
lézert nem engedi at. A 7T00nm feletti tartomdnyban egy mintdtol fiiggetlen konstans hattér

volt mérhetd. Forrdsa [A3].
A maésodik kisérlet eredményei alapjan megéllapithaté az, hogy a hattértél eltekint-

ve a normal és felkonverzids spektrumok alakjai megegyeznek, maximum helyeik ~ 1 —

—1,5nm-rel voros iranyba vannak eltolodva felkonverzid esetén. A jelenség magyarazatara
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a tudomanyos irodalomban az oldott anyag és az olddszer kapcsolatat taldltam, én rész-
letesen nem foglalkoztam vele [9, [112] [1T3] 114]. A felvett spektrumok nem tartalmaztak
T7 — Sy atmenethez kothetd tovabbi cstcsot. Ezek alapjan megéllapithato hogy a domi-
nans relaxacios folyamat az S; — Sy dtmenet, tehat fluoreszcencia, a gerejesztés modjatol
fiiggetlentil. Mindkett6 szerves festékre ugyanazt az eredményt kaptam ennél a kisérletnél
is.

Hogy az utols6é megéllapitas helyességérol egyértelmiien megbizonyosodjak, egy har-
madik kisérletet terveztem, amellyel a forrd energiasavos elnyelést mutatom ki, annak
hémérséklet-fiiggése kapcsan. Ha a triplett allapotra épiil az ismeretlen gerjesztési modell,
akkor a homérséklettol csak kis mértékben fiigg az abszorpcié hatasfoka. Ellenkezé esetben
mar szobahomérséklet tartomanyon is erés fiiggést kell mérnem a hémérséklettol. A mé-
réshez Peltier-elemmel hémérséklet szabalyozott lézerdiéda fejnek (Thorlabs TCLDMO)
adtam ideiglenesen és reverzibilisen 1j célt. A fejben talalhato rézlaphoz hévezetd paszta-
val és kétkomponenses szilikon ragasztéval rogzitettem egy iiveg targylemezt. Az Rh101
és AF568 festékekeket 1075 higitdsban (metanol-PBS oldat) készitettem el, majd méré-
senként a targylemezre cseppentettem és fedélemezzel lezartam. Azért valasztottam ezt
az oldat kombinaciot, mert a csak metanolt tartalmazé mintak gyorsan kiszaradtak. A
moédositott lézerdidda fejet a motorizalt mintatarté asztalhoz rogzitettem. A 20x objek-
tivvel a fed6lemez belso feliiletére allitottam a fokuszsikot. Azért esett levegls objektivre

a valasztas, mert nem akartam termikus kapcsolatot a vizsgalandd mintaval.

A mérésekhez a CLSM fejet vonalpasztazé mdédban hasznaltam az atlagolds és ki-
égés elkeriilése miatt. Gerjesztéshez a 640nm-es impulzus tizemi 1ézert hasznaltam OD1
gerjesztési szlirével, mig detektélashoz a hibrid detektorokat a PicoQuant LSM Upgrade
Kit rendszerbol. A mérés elején a fedolemezre alltam, és bekapcsoltam a PFS fokusztarto
rendszert. A fokuszsikot tgy allitottam be, hogy a feddlemez felett, a festékoldatban le-
gyen ~ 500nm —1000nm tavolsagra. A hémérsékletet 4 fokonként valtoztattam, és annak
beallasa utan 60 masodperces felvételeket készitettem a detektorokra érkezo emittalt jel-
r6l. A mérést 12°C és 48°C fok kozott tobbszor megismételtem mindkét iranyba, hogy az
esetleges hiszterézist vagy a festék kiégését tudjam ellendrizni. Az egyes homérsékletekhez
tartozo méréseket csatornanként szétbontottam, atlagoltam és hibat szamoltam. A kapott

eredményeket az abran foglaltam Ossze anti-Stokes esetben. Azonban a mérések hi-


https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=TCLDM9
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baja az egyes homérsékleti pontoknal nem kertilt feltiintetésre, mert azok kisebbek voltak

mint 1%.
(a) Rhodamine 101 upconversion Fluorescence 640nm (b) Alexa Fluor 568 upconversion Fluorescence 640nm
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5.3. dbra. Az anti-Stokes fluoreszcencia homérséklettdl valo fiiggése. AF568 esetén a fités
— hiités ciklus soran ldthatovd vdlt az intenzitds csokkenés, feltehetden a festékek kiégése
miatt. Forrdsa [A3].

Kontroll mérést is végeztem, hogy ellenérizzem 560nm-es impulzus-tizemli gerjesz-
tés mellett az AF568 mintat. A belitésszam nem mutatott hémérséklet fiiggést, végig
30kCount kozelében volt OD3-as gerjesztési szliré hasznalataval. A Rh101 grafikonon
a mérési pontokra illeszthetd egyenes meredeksége =~ 3,5-szorose az AF568 festéknek,
ami er6sebb hémérséklet fuggésre utal. Az AF568 esetén tapasztalhato volt egy enyhe
intenzitas csokkenés (feltehet6en kiégés) tobbszoros fiités és hiités utdn, a Rh101 esetén
viszont nem volt szamottevo. A meredekség a koncentraciotdl is fiigg, de ez a gerjesz-
tett térfogatban 16vo festékek szamaval kapcsolatos. Illetve azt megjegyezném, hogy a
homérséklet-intenzitas kapcsolata a teljes homérsékleti tartomanyon feltételezhetéen nem
linedris, a Bolzmann statisztikdbdl kiindulva inkabb exponencidlis fiiggvényt kovet I(T') =
=A-e7¥k8T alakban. A véalasztott hémérséklet-tartomany miatt az exponencialis fiiggvény
ezen szakasza inkabb hasonlitott egy linearis fiiggvényre. A harmadik kisérletben kapott
eredmények alapjan megallapithaté az, hogy emittalt fotonok szama erds homérséklet
fiiggést mutat. Ez a forré-energiasav abszorpcios modellt erdsiti mindkét festék esetében.

Egy negyedik, utolsé kisérletet is terveztem, amely soran a fluoreszcencia élettarta-
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mok viselkedésére voltam kivancsi Stokes és anti-Stokes esetben. A legerdsebb bizonyi-
tékot ugyanis ez adja arra vonatkozdan, hogy a folyamat csak fluoreszcencidhoz kéthetd
vagy triplett allapotok is részt vesznek a relaxacios folyamatban. A gerjesztéshez 560nm
és 640nm hullamhosszisagi impulzusiizemii 1ézereket hasznaltam OD3 és OD1 sziirok-
kel, hogy a beilitésszamokat azonos szinten tartsam a hibrid detektorokon. Az kisérletben
hasznalt mintak megegyeztek az elsében hasznélt mintakkal, valamint ugyaniugy a 60x
objektivet hasznaltam. Négy FLIM mérést végeztem pontdetektalasi médban, a 600/50-
es detektalasi csatornaban kapott fotonérkezési-idékre Tail Fit modszerrel egy—egy ex-
ponencidlist illesztettem, amibdl megkaptam a fluoreszcencia élettartamot. Az illesztett
érkezési id8k, a rendszer becsiilt vélaszideje (IRF), és az élettartam mérésenként az 5.4,
abran lathato.

Rhodamine 101 Lifetime Curve 560nm@600/50 Alexa Fluor 568 Lifetime Curve 560nm@600/50
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5.4. dbra. Rh101 és AF568 festékek normal és anti-Stokes fluoreszcencia élettartamai
"Tail Fit” modellel illesztve. Felkonverzios esetben az IRF kiszélesedését gyors folyamatok
okozzik. Forrdsa [AS3].

Res ipsa loquitor. Az eredmények magukért beszélnek, az illesztett élettartamok Stokes

és anti-Stokes fluoreszcencia esetén szinte megegyeznek (~0,1ns). Ami érdekes tapasztalat


https://en.wikipedia.org/wiki/Res_ipsa_loquitur
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volt, hogy az anti-Stokes fluoreszcencia esetén mindkét festéknél a becsiilt IRF kiszéle-
sedett. Ez feltehetéen a szoftverben egy hiba, hogy nem tudja kezelni a nagyon gyors
(< 1ns) folyamatokat. Hasonl6 jellegii méréseket végezve egy AF647-es mintan nem volt
tapasztalhatd ez a kiszélesedés. Emiatt hasznaltam mind a négy méréshez Tail Fit mo-
dellt, és festékenként kozel azonos élettartamokat kaptam mindkét gerjesztésnél. Ezzel a
kisérlettel mar egyértelmiien bizonyitva lett, hogy az AF568 esetén a keresett anti-Stokes

fluoreszcencia modell a forré energiasav abszorpcio.

5.1.2. Az anti-Stokes fluoreszcencia EPI és dSTORM mérések soran

Az anti-Stokes fluoreszcencia jelenségét figyelembe kell venni a biolégiai minta jel6lésének
megtervezése soran. Abban az esetben, ha a fluoreszcens mikroszkép csak a gyari négysa-
vos fluoreszcens kockat tartalmazza (4.2 alfejezet) és nem tartalmaz tovabbi savsziirket,
akkor a felkonverziora gerjeszett festéktol szarmazo jel meg fogja emelni a hatteret, csok-
kentve ez altal az elérhet6 kontasztot. A jelenség azonban kihasznalhaté akar az elénytink-
re is. Az AF568 festék forrd energiasavos abszorpciéjanak bizonyitasa soran felmeriiltek
alkalmazasi lehetoségek, amelyeket egy—egy probakisérletben, illetve példakon keresztiil

targyalnék is a tovabbiakban.

Lokalis hémérséklet mérés modalitas ¢ SMLM mérések kapcsan nem talaltam
olyan tudomanyos kozleményt, ami a bioldgiai mintan beliili homérséklettel és a ho altal
okozott roncsolassal foglalkozna. A forré energiasavos abszorpciot kihasznalva a keresett
informéaci6 azonban kinyerhetové tehetd. Ez lehetOséget teremtene arra, hogy egy ket-
tosen festett a mintdban adott helyen meg lehessen mondani a homérsékletet és annak
mérés alatti megvaltozasat. Ehhez olyan szerves festéket kell hasznalni, vagy annak olyan
kornyezetet (oxigén elvonas, triplett kvencser) kell teremteni, amely sordan az nem ég ki
szamottevoen. A kalibracidhoz csak meg kell mondani a vizsgalandé teriileten beliil a loka-
lis koncentraciét. Ez torténhet intenzitas alapon normal fluoreszcencia méréssel, vagy egy
tényleges anti-Stokes fluoreszcencia kalibracioval a mérés el6tt Peltier-elemet hasznalva.
Az otlet teszteléséhez kettésen jelolt muslica miofibrillum szélakon (tropomodulin—
AF647, b2-AF568) végeztem méréseket. Azért esett erre a mintara a valasztas, mert ez

egy valds biolégiai minta, akar 2-3 honapon at is tarolhatd, és nagyon sok tapasztalatot
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gytjtottem rola dSTORM mérések kapesan (5.4 alfejezet). Tovabbi elénye az, hogy a
szarkomer bizonyos fehérje strukturai (amelyeket az . alfejezetben tekintek 4t) megha-
tarozott, feloldas alatti tavolsagokra 1év6 kettdés vonalakat alkotnak. A kritérium az, hogy
ha Uj modalitast fejlesztek, akkor annak fel kell tudni oldania ezeket a tavolsagokat. A
gerjesztéshez a 640nme-es 1ézert hasznaltam 300mW teljesitménnyel. Az emisszids spekt-
rumot a Q561 szlir6kockaval valasztottam le a detektor karban. A mintabdl emittalt fényt
az E100 oldalporton keresztil egy Opto Split [I+Bypass (Cairn) nyalaboszté eszkozzel a
spektralis ablakok szerint két képre bontottam. A bontas végén az egyes nyaldbutakban a
600/37 és 690/70 optikai szlir6ket hasznaltam, hogy a festékek emisszids jeleit elkulonit-
sem. Az sCMOS kameraval 30ms expozicids idével 10 000 képkocka hosszusagu felvételt
készitettem. A mintara vetitve a pixelméret 90nm-nek adodott. Az egyes spektralis csa-
tornakat kiilonvalasztottam a feldolgozashoz és a RAINSTORM szoftverrel feldolgoztam
a lokalizalhaté csatornat, mig a masikon F1J1/IMAGEJ szoftverrel intenzitast mértem. A
kapott eredmények az[5.5 abrén lathatéak.

Megallapithaté, hogy az AF647 dSTORM mérése megfelelden sikeriilt .b) az
optimalistol kisebb pixelméret mellett is, és a kettds vonalak rekonstrualhatoak voltak
(5.5lc). A probléma viszont ott jelentkezett, hogy az AF568-hoz kothetd mésik, anti-
Stokes fluoreszcencia csatorna viszont nem volt hasznalhaté hémérséklet mérésre (5.5a).
Kiolvasva hdarom-harom tertiletrél (1-6) az intenzitdsokat megfigyelhetd, hogy az AF568
festékhez tartozo jel (1) folyamatos csokkenése a kiégés miatt (5.6la dbra). Ezt a mérés
elején és végén H561nm-es gerjesztés mellett késziilt képeken is latszodott, tehat a folyamat
nem htitéshez volt kotheto.

Béar a homérséklet mérés nem sikeriilt AF568 festékkel dASTORM kortilmények ko-
z6tt, a sokkal stabilabb Rh101-gyel azonban mégis megvalésithaténak tartom. El8sejtes
kornyezetben EPI mérési médban hasznalva a kiégés elkeriilheté a hasznalt alacsonyabb
lézerteljesitmények miatt. Sajnos ezek a mérések a tervezdasztalon maradtak id6 hidnya-
ban (1j antitest beszerzése, inkubator feltét beszerzése, ...).

Két tapasztalati tényt viszont kiemelnék, ami szekvencidlisan rogzitett tobbszinti dS-

TORM méréseknél negativan befolyasolja a mérést:

I. Az AF568 festék nagy teljesitményti voros gerjesztés esetén kiéghet (5.6la abra(1)).

II. Az AF568 festék megnoveli a hatteret az AF647-tel kapcsolatos méréseknél, a
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5.5. dbra. Kettosen festett izomszdl mintan eqyideji homérséklet-vdltozas és dSTORM
mérési kisérlete. Az anti-Stokes csatornaban jol lathatoak a zondk vonalai, amik sajnos
kiégtek a felvételkészités soran (a). A (b) dbran egy kiragadott képkocka lathaté a dS-
TORM csatorndabol, amin észrevehetd az AF568 okozta hdttér is. Kiértékelve a képet
rekonstrudlhatoak a kettés vonalak (c), ami az (a) képkockdval megfeleld szinezés mellett
dsszevonva kiadja a két festett strukturdt (d). Forrdsa [A3].
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(a) OptoSplit 600/37 csatorna (640nm) (b) OptoSplit 690/70 csatorna (640nm)
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5.6. abra. Az . dbra(a-b) képein kijelolt harom—hdrom terileten belil mért dtlagolt in-
tenzitis. Az AF568-hoz kithetd anti-Stokes fluorescencia intenzitdsa (1) a festék kiégése
miatt lecsokken.

forré-energiasavos abszorpcié és az emisszids spektruménak athalldsa miatt ((5.6(b

abra(4)). A mérések soran savsziirével csokkenthetd a jelenség.

Bizonyos kortilmények kozott azonban elonytinkre is fordithatjuk a jelenséget és korab-
ban nehezen kezelhet6 problémak valnak megoldhatova a forro-energiasavos gerjesztéssel.

Mindharom javasolt alkalmazast az altalam kezelt projekteken beliil felhasznaltam.

Autofluoreszcencia-csokkentett képalkotas ¢ Mikroszkopos mérések soran kiemelt
cél olyan képek készitése amelyek megfeleld jel-zaj arannyal rendelkeznek. A bioldgiai
mintabdl szarmazo autofluoreszcencia azonban elrontja a kontrasztot a nemkivant hattér
megnovelésével. Kezelésére par tritkkot az a[2.0] alfejezet végén emlitettem, azonban egy-
ségesen hasznalhaté megoldast nem taldltam. Kihasznélva azt, hogy az autofluoreszcencia
kvantumhatasfoka tipikusan alacsonyabb, mint a szerves festékeké, valamint azt, hogy a
gerjesztés hullamhosszatol is fiige az ily modon emittalt jel erGssége, a probléma meg-
kertilhetové valik az anti-Stokes fluoreszcenciaval. A detekor karban a forré-energiasav
elnyeld festékhez tartozd emisszios sziir6t hasznalva, az emisszios szir6 transzmisszios
ablakanal nagyobb hulldmhosszal gerjesztve elérheté az, hogy csak az anti-Stokes jelet
lassuk a detektorunkon. Bar ez a jel alacsonyabb annél, mint amit a Stokes-i gerjesztéssel
kapnank, azonban mivel mentes az autofluoreszcenciatol igy hosszabb expozicios idoket

hasznalva nagyobb kontrasztal rendelkezé felvételek készithetéek. Ezt a javasolt mérési



52 5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

mo6dot mar lantanida alapi nanokristélyokkal hasznéljak [115], azonban a szerves festékek

hasznalataval nem kell médositani a biologiai minta elokészitésének protokolljat.

Struktira keresés és valtozas kovetése dASTORM mérés soran ¢ Egy agyszovet-
ben a SIV spektrin az Axon Inicidlis Szegmenseket jeloli a neuronokon [116]. Egy izomsejt
tenyészetben a differencidlodést a dezmin felhalmozddésa jelzi [I17), [118], ennek jelolésével
meg lehet kiilonboztetni azt, hogy milyen fazisban vannak az egyes sejtek a tenyészetben.
Miofibrillumokban az elasztikus protein komponensek, amelyek az I-csik koriil halmo-
zodnak fel, jelolhet6ek kettin vagy SLS700(B2) antitestekkel . Ha ezeket a tipikus
sejtalkotdkat forré-energiasav elnyeld festékkel jeloljiikk meg a megfelel6 antitestekkel, ak-
kor egy tobbszinii szekvencidlis dASTORM mérés soran a {6 mérés (AF647 dSTORM)
az anti-Stokes fluoreszcencia a biolégiai struktira valds ideji kovetésére vagy annak meg-
valtozanak monitorozasara hasznalhaté. Ehhez csak a detektor karban kell a nyalabot
ketté osztani spektralisan (példaul OptoSplit I14+Bypass) és egyazon kamerat hasznalva

készitheto el a felvételsor.

Drift korrekcié ¢ Az SMLM méréseknél a mintat stabilan kell tartani mindharom
dimenziéban a mérés hossziisdga miatt. A z korrekciéra hasznalhatéak a mikroszkop vaz-
ra épithato fokusztartd optikai elrendezések. A lateralis korrekcidt azonban csak utdlag,
szoftveresen van lehetOség elvégezni. Ez utobbihoz fluoreszcens gyongyok hasznalata, vagy
a kapcsolasi események keresztkorreldcidja sziikséges. A fluoreszcens gyongyokkel az a
probléma, hogy a mintan beliili stirtiségiiket és eloszlasukat nehéz szabalyozni. Ha sajat
hullamhosszan gerjesztodik, akkor az emittalt intenzitdsa olyan nagy dSTORM telje-
sitményen, hogy a kornyezé teriiletrdl lehetetlenné teszi a festékmolekulak lokalizalasat.
Forro-energiasavos abszorpcioval viszont megoldhato az, hogy a megfeleléen valasztott
gyongyok csak kis intenzitdssal anti-Stokes fluoreszkéljanak [119]. A drift térkép akar egy
kilon spektralis csatornan felveheté a méréstdl fiiggetlentil, példaul a korabban emlitett
OptoSplit II+Bypass nyalabosztoval. Az dtletet tovabbgondolva, ha hengerlencsét helye-
zink az anti-Stokes fluoreszcencia detektalasahoz hasznalt optikai itba, akkor az utdlagos
z irdnyu korrekcio is megvalosithaté olyan mikroszkop rendszereken, amelyek nem tartal-

maznak fokusztartéd kiegészitot.
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5.1.3. Az eredmények tézispontban megfogalmazva

[T1]. Az Alexa Fluor 568 forré energiasavos abszorpcidéjanak bizonyitasihoz
hullamhossz fiiggést, spektralis tulajdonsagot, hémérséklet fiiggést és flu-
oreszcencia élettartamot mértem. Méréseimet Osszehasonlito jelleggel a méar
ismert Rhodamine 101 és az egymolekula detektaldson alapuldé mikroszkoépiaban
hasznalatos Alexa Fluor 568 szerves festékre végeztem el. Megmutattam azt a tudo-
manyos irodalomban nem ismert tényt, hogy az Alexa Fluor 568 is forr6 energiasav
elnyeld. Végezetiil javaslatot tettem a forrd energiasavos anti-Stokes fluoreszcen-
cia alkalmazasara dSTORM és EPI mérések sordan (autofluoreszcencia-csékkentett

képalkotds, struktira jelold, lateralis drift becslés és lokalis hémérséklet mérés).

Kapcsolodo publikaciok: ,
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5.2. Multi-modalis lokalizaciés mikroszkép megtervezése

Ahogy arra a lokalizacidés mikroszképids modalitdsok targyaldséandl a 2.6 alfejezetben és
a[2.3] tablazatban kitértem, a PSF manipuldciéval jar6 modalitdsok alkalmazasa elrontja,
a lokalizaciés precizitast és[2.9] képletek) és az elérhetd felolddst képlet). Ennek
okozobja az egyes pixelre esé fotonszam lecsokkenése és a molekula képének torzulasa a 2D
esethez képest.

A 2.3} abra alapjan lathaté, hogy az emissziés jel csak a minta egyik oldalardl keriil
osszegytijtésre. Tehdt legjobb esetben is a kibocsatott fotonok 50%-a nem kertil begytijtés-
re és a képalkotasban sem vesz részt. Adodik tehat az otlet, hogy juttassuk vissza ezeket
is a f6 leképzo rendszerbe. Ennek megvalésitasahoz egy objektivbdl és egy tiikkrozo elem-
bdl allo extra leképzo rendszert terveztem. Mivel a mintabol emittalt fotonokat alulrol és
feliilr6l nagy hatékonysaggal terveztem Osszegytijteni, ezért immerzios objektiveket tervez-
tem haszndlni, hogy igy tegyek szert ,ingyen” fotonokra. A mikroszképban mar meglévo
képalkot6 rendszert a megkiilonboztethetoség miatt elsodleges karnak, mig a hozzaépiteni
tervezett leképz6 rendszert mdsodlagos karnak fogom nevezni. A tervezési fazis sordn az
volt a cél, hogy a meglévé mikroszkép elrendezésen ne kelljen valtoztatni. Tobb elren-
dezést is szimuldltam idedlis optikai elemekkel. A masodlagos kar képalkotasa az egyes

javasolt elrendezésekkel az [5.7] dbran kovethetd végig sematikus rajzok segitségével:

(a) A legegyszer(ibb elrendezés, amely egy végtelenre korrigdlt O2 objektivbél és egy
M tiikérbél allt, nagyon érzékeny volt a bedllitdsokra (objektiv déntése és eltoldsa).
A képalkotas sajatossdga miatt ebben a verziéban az optikai tengelytél tavol induld
sugarak a tiikorrdl visszaverodve nem jutottak vissza az objektivbe, ami fotonveszte-

séghez vezetett és a hasznalhaté ROI méretét is lecsokkentette.

(b) A kovetkezd elrendezésben a végtelenre korrigdlt objektivet egy L2 tubuslencsével
parositottam. Az optikai tengelytdl vett tavolsagtol tovabbra is fiiggott a begytijtheto
fotonszam, és az igy létrejovo kép megegyezett a targgyal. Vagyis egy adott felvillanas
fotonszamat meg lehet ily médon novelni és ez altal javitani a laterdlis lokalizacios

precizitas.

(c) Az optimdlis elrendezésben a titkrot egy P derékszogii prizmara (Porro-prizméra)

cseréltem. A masodlagos kar az optikai tengelyre szimmetrikussa valt ekkor a prizma
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4lldsa szerint. Igy érve el a legkisebb fotonveszteséget és bevezetett aberraciét a harom

javasolt verzid koziil. A tovabbiakban ezért ezzel az utobbival folytattam a munkat.

5.7. dbra. A mdsodlagos karra hdrom elrendezési dtlet. (a) A csak egy tikorbl (M) és
objektivbdl (02) dllo elrendezés nagyon érzékeny a bedllitdsokra, és az optikai tengelytél
tavol nagy fényveszteséggel dolgozik. (b) Egy lencsét (L2) hozzdadva a ez fiiggés megmarad,
viszont eqy felvillands fotonszama megnovelhetd. (c) A tikrot prizmdra (P) cserélve a
masodlagos leképzd kar eqy telecentrikus rendszert alkot, a tdargy és annak képe a prizma
sikjdra szimmetrikusan jon létre.

5.2.1. OSLO szimulacié

Nyaldbkovetéses modszerrel vizsgaltuk egy mesterszakos hallgatémmal kozosen a masod-
lagos leképzo kar képalkotassal kapcsolatos tulajdonsagait az 0SLO (Optics Software for
Layout and Optimization)[120] szimulaciés program segitségével. Az OSLO-ban egy optikai
elem felépitéséhez a kévetkezd adatokra van sziikséglink:

— az elem anyaga (torésmutatd, Abbe-szam hatarozza meg)

— a feliiletek egyméstol vett tavolsaga

— a feliilet gorbiiltsége
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— a feliilet pozicidja, melyet az OSLO alapértelmezetten az el6tte 1évo feliilethez viszo-

nyit

Alapértelmezett esetben a program mindig feliiletrélfeliiletre koveti a sugarakat és figye-
lembe veszi a kdvetkezo feliilet torésmutatojat. A feliileteket egymas utan, szekvencialisan
kezeli a program. Megadhatunk a programban nem szekvencidlis csoportokat is, melyek-
ben bar a feliilleteket az elobbihez hasonlé médon adhaté meg, azonban a nyaldbkovetés
szempontjabdl itt lényeges kiilonbség van. A nem-szekvencidlis csoportban a sugar nem
torik meg sorra minden feliileten, hanem mindig csak azt veszi figyelembe, aminek neki-

iitkozott. Ezt a képforditd prizma esetén hasznéltam fel.

s s

réltem, de szem elOtt tartottam azt, hogy csak olyat valaszthatok, ami a csapat leltaraban
rendelkezésre all. Esetiinkben két Nikon immerziés objektivet (100x és 60x) tartalmaz az
elsddleges és masodlagos karbdl 4ll6 elrendezés. Mivel az egyes gyartok nem adjak ki a pon-
tos objektiv modelljeiket vagy azok digitalis sablonjat, ezért ezen elemeket és a hozzajuk
tartozo tubuslencséket a szabadalmaik alapjan épitettiitk meg a programban feliiletenként.
A 60x-hoz tartozd szabadalom szama US 6,519,092 B2 és a 100x-hoz tartoz6 szabada-
lom szama US 7,046,451 B2. Az elrendezésben a tubuslencsék fokusztavolsigban vannak
elhelyezve az objektivektol. A mintahoz hasznalt fed6lemezek BK7 iiveghdl késziiltek és
170pm vastagsaguak. Az objektivek el6tt egy—egy immerzids olajréteget (n=1,515; A gppe=
=40,7) definidltunk. A megépitett elrendezés a szimulaciés programbdl kimentve az .

abran lathato.

A két leképz6 kar miatt a detektoron keletkezo képet is két részbol, két szimulaciébdl
kell 6sszerakni. Az elsédleges kép (ezt a tovabbiakban P-vel jel6lom) azokbdl a begytijtott
fotonokbdl all, amelyet a 100x objektiv az elsédleges karon keresztiil juttat a detektorra.
A mésodlagos kép (ezt a tovabbiakban S-sel jelolom) azokbdl a korabban fel nem hasz-
nalt (mondhatni ,ingyen”) fotonokbdl all, amelyet a 60x objektiv gytjt be, kétszeresen
megjarjak a masodlagos kart és egy valos képet hoznak létre a mintaban. A 100x objektiv
a szamara létrehozott valés targybol szarmazé fotonokat az elsédleges karon keresztiil a

detektorra képezi le, 1étrehozva a terminologiam szerint a méasodlagos képet.
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5.8. abra. OSLO szimuldcio a ,c¢” tipusi mdsodlagos kar képalkotdsdarol a kétobjektives
elrendezésben. Forrdsa [A1].

5.2.2. PSF vizsgalata a leképz6 karokban

A fed6lemezek altal kozrefogott biologiai minta (példdul sejttenyészet) jé kozelitéssel vi-
zes kozegnek tekintheté a~ 25 mikron vastagsaggal. A fényforras, a pontszeri targy ezen
szendvics belsejében taldlhaté a 100x objektivtol tavolabbi fedélemez belso feliiletére ta-
padva. Mivel nem adhaté meg 0 érték, ezért a fedélemezre kitapadast 1nm tavolsagnak
tekintettiik. A szendvicsen beliil azért ez az elrendezés keriilt kivalasztasra, mert a leltar-
ban 1é6v6 60x objektiv allandé fedélemez korrekcioval rendelkezett, mig a 100x objektivvel
korrigalhattam a vastag folyadékréteg altal bevezetett hibat. Az els6dleges karban a fény-
forrasbol inditott sugarak elészor a 24,999um vastag vizrétegen, utana a feddlemezen,
majd az olajrétegen haladnak keresztiil, eljutva végiil a 100x objektivbe. Az objektiv-
bol kilépo kollimélt nyaldbot a tubuslencse a detektor feliiletére fékuszalja. Az optimélis
olajréteg-vastagsag beallitasat, a program PSF (Point Spread Function) ablakanak segit-
ségével tudtam kivitelezni, mig az OSLO — Graphics Window — PSF — Plot PSF map
(Direct intergration) mentipont altal generalt dbra mutatja a PSF alakjat és maximalis
intenzitasat. Ha a rendszer helyes bedllitasa megtortént, akkor alakja korszimmetrikus, a

megfelel6 olajréteg vastagsiag esetén a csucsintenzitas maximalis.

A masodlagos kar esetén bonyolult a helyzet, ugyanis optikai elemeit kétszer kell be-

helyezni a nyalabutba, valamint az elsodleges kar elemeit is tjra hozza kell adni. Ebben az
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esetben a fényforrasbol a sugarak az 1nm vastag vizréteg utan a fedélemezbe 1épnek és az
immerzios olajon keresztiil 6sszegytijti Oket a 60x objektiv. Az objektivbdl kilépo kollimalt
nyalabot a tubuslencse a prizma belsejébe, annak derékszogi é1ébdl hiizott magassagvona-
la mentén fokuszalja. A legtobb gyartéonal a képforditd prizmak atfogoval szembeni éle le
van csiszolva, igy ezt a nem szekvencialis elemben egy 1mm nagysagu levagassal kezeltiik.
A prizman beliil a két teljes visszaver6dés miatt a sugarmenet megfordul és ugyanazokon
az optikai felilleteken keresztiil halad vissza a mintaba. Ekkor a definidlasanal is meg kell
forditani a sugarmenetet és a feliilethez rendelt vastagsidgokat is az eggyel kordbbi elemhez
kell rendelni. A mintdban a sugarmenetek egy valds képet hoznak létre a fényforrasrol,
de az optikai tengelyre tiikkrozve azt a prizma allasanak megfeleléen. Az elsédleges kar
létrehozza a képet errdl a valds targyrol a mar korabban megismert feliileteken athalad-
va. A mésodlagos kép létrejotténél dsszesen harom olajvastagsag értéket kell beallitani a
szimulacié szempontjabol, amelyek koziil az egyik megegyezik az elsddleges karnal kapott
értékkel, mig a masik kett6 Ossze van kapcsolva. Az optimalis munkatavolsag megtalalasa

hasonléan torténik, mint a csak elsédleges kart tartalmazo szimulacio esetében.

Miutan létrejott az elsédleges- és masodlagos kép is az volt a kérdés, hogy a latotér
szélén mennyire torzul a PSF'. Feltételezve a rendszer szimmetriajat egy 80 mikron méretd
FOV jobb—fels6 negyedét vizsgaltuk. A vizsgaland6 pontok szamat az OSLO — Surface
Data — Field Points (Basic) meniipontban meg tudtam adni az xy koordinatajuk defini-
alasaval: x < [0,20,40|um és y < [12,26,40]um. Az y tengely mentén a prizma levagott
éle miatt nem hozhaté létre kép, ezért el kellett tolni a koordinatakat .c abra), hogy
az elsodleges- és masodlagos képre kapott eredmények 6sszehasonlithatéak legyenenek. A
Graphics Window — PSF vs All field points funkci6 segitségével megkaptam a részletes
abrat, melynek pixelméretét az EMCCD detektoréval megegyezd 16 mikronra véalasz-
tottam. A kapott szimuldciés eredmények az 5.9 a-b abrakon lathatéak. Megéllapithato,

hogy az optikai tengelytdl tavolodva a PSF nem torzul, szimmetriajat megorzi.

Kvantitativ modon elemezve az egyes PSF-eket 2D Gauss fliggvényt illesztettem rajuk,
hogy megkapjam a W, és W, félérték szélességeket, amibdl ellipticitast szdmoltam az[5.1]
képlet alapjan.

Wy /Wy —1, ha W, > W,
= /W Y (5.1)
—-W,/W,+1, kiilonben
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5.9. dbra. OSLO szimuldcid az elsddleges (a) és a mdsodlagos (b) karok dltal létrehozott
PSF-ckrol a kétobjektives elrendezésben. A levdgott éli képfordito prizma csak a 45°-o0s
feliileteken visszaverédd sugarakat veri vissza (c). Forrdsa [A1].

A kapott ellipticitas értékek alapjan a torzulds mindkét kép esetén kisebb volt, mint 2%.
Egyeduli eltérés az volt, hogy a masodlagos képen a PSF mérete 15%-kal nagyobb volt,
mint az elsédleges képen. Az elsédleges PSF, ahogy az varhato is volt, alakra nem modo-
sul. Az intenzitasértékek kinyeréséhez tritkkokhoz kell folyamodni, ugyanis az OSLO-ban
koordinatanként kell kiolvasni az intenzitasértékek maximumat. Az optikai tengelyhez
legktzelebbi PSF-re mért intenzitasértékre normaltam a tobbi értéket. Az elsddleges ké-
pen hibahatéron beliil az eltérés kisebb mint < 1%, mig a mésodlagos képen az optikai
tengelytdl legtavolabb az eltérés ~ 11%.

Ezek a kapott értékek eleget tesznek a dSTORM méréshez sziikséges alaki és intenzi-
taseloszlasi feltételeknek. A masodlagos leképz6 karral kapcsolatos modellek és szimulaci-
6k nagyon hasznosnak bizonyultak, ugyanis a megvalésitas soran ((5.3] alfejezet) segitettek

megtalalni azt az optimalis elrendezést, amivel a lehet6 legjobb eredmény érheto el.

5.2.3. PSF vizsgalata 3D megvalésitashoz

Eddig a PSF-et csak a fokuszsikban vizsgaltam, azonban azt is ellendrizni kell, hogy a
fokuszsiktol tavolodva milyen aberraciok jelenek meg azon a képen, aminek 1étrehozasaban
a masodlagos kar is szerepet jatszik. Az OSLO lehet6séget ad arra, hogy egy kontur térképet
készitsiink a PSF-10l, ez a funkcié az Evaluate — Spread Function — Create Contour Grid

meniipontban taldlhaté. Bedllithat6 az a sik, amire a vetiiletet szeretnénk képezni (példdul
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yz). Majd a bedllitdsok utédn a Text ablakban megjelennek a PSF f6bb adatai: maximum-
és minimum intenzitasok, és azok pozicidja a sikban. Az intenzitas eloszlas abrazolhato a
Fvaluate — Spread Function — Plot Contours mentipontban. A kontur létrehozasanél az

OSLO optikai koordindtakat hasznal, melyek a kévetkezo képlettel szamolhatok:

_27T

U—T-NAZ-Z (5.2)
UZQI-NA- 2+ y? (5.3)

Az elsodleges és masodlagos képek optikai tengelyen 1évé PSF-jeinek yz sikbeli rajzolata
az[5.10l dbran lathaté. Azonnal észreveheto, és egyben vart eredmény is a masodlagos kép
axialis méretének elnyultsiga az elsodlegeshez képest és a szférikus hiba a szendvicsen

beliili folyadékréteg vastagsaga miatt.

(a) Z=1nm (b) Z=1um

Elsddleges Mdsodlagos 0.22 n %4 | | Elsddleges Mdsodiagos 0.25
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5.10. abra. Az elsddleges és mdsodlagos karokban keletkezd PSF-ek kontur képei kiilonbo-
26 mintamélységek esetén. A minta koordindta-rendszerében 150nm tdvolsagokra kereszt-
metszeti képek késziltek az objektiv DOF-jan belil. Az eqyes keresztmetszeti képekre a
Strehl-ardny kerilt meghatdrozasra. Forrdasa [A1].

Egy bioldgiai minta vastagsaga a par mikron nagysagrendjébe esik, ezért sziikséges a
PSF-et tgy is vizsgalni, ha a forras a fels6é fedolemeztol 1nm, 1um, 2um, és 4pum tavolsa-
gokra helyezkedik el. A korabban emlitett abran csak az elso két értéket abrazoltam.

Ezen feliil arra is kivancsi voltam, hogy kontir képeken az egyes keresztmetszetek hogyan
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néznek ki (ha ott lenne a fékuszsik). A keresztmetszeteket kék vonallal jeloltem és a minta
koordinata-rendszerében egyméstol 150nm tavolsagra helyezkednek el. A keresztmetszeti
képeket az OSLO nem késziti el, azonban egy sajat fliggvénnyel kinyerhetéek a PSF mat-
rixabol a megfeleld értékei. A Z=0um értéknél (5.10]a dbra) azért van csak harom-hdrom
keresztmetszeti kép, mert a minta a feddlemez kozelében volt.

Az elsédleges képhez képest a mésodlagoson felére csokken a szimulacié altal megadott
Strehl-arany. A Strehl-ardny alacsony értéke a szimuldcioban a sok feliilet hullamfront tor-
zitdsa miatt kovetkezik be, ami az elsédleges képet is érinti, nem csak a masodlagosat.
Az intenzitas csokkenéstol eltekintve a PSF tovabbra is szimmetrikus, tehat a javasolt
,¢” elrendezésti masodlagos kar alkalmas SMLM mérésekre az objektivek DOF-jan be-
lil. Mondhatni nem maradt méas hatra, mint realizalni a szimuldlt elrendezést és valds

mérésekkel is aldtamasztani a kapott eredményeket.

5.2.4. Az eredmények tézispontban megfogalmazva

[T2]. Egy 14j, leképzésen alapuld, kétobjektives, Porro-prizmés mikroszképos
elrendezést terveztem és modelleztem nyalabkoveto optikai szimulacios
szoftverrel. A javasolt optikai elrendezés Osszegyiijti a kordbban képalkotasra fel
nem hasznalt fotonokat, és azt a mikroszkép szamara valés targyként felhasznal-
hatéva teszi. OSLO optikai szimulaciés programban elkészitettem a két leképzo kar
modelljét a két kép létrejottének szimulalasahoz, tovabba Osszevetettem a kapott
pontatviteli fiiggvényeket a fékuszsikban és axialis vetiiletekben. Szimulaciokkal iga-
zoltam azt, hogy a javasolt elrendezés alkalmas egymolekula detektalason alapuld

mérésekhez.

Kapcsolodd publikdciok: [AT][P3-5]
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5.3. Multimodalis lokalizaciés mikroszkép kivitelezése

Ahogy azt az[5.2] alfejezetben lathattuk a szimuldcidkon, optikailag nincs akadélya annak,
hogy egy masodlagos leképzd karral a lokalizacids eljarast nem korldtoz6é mértékii aber-
racioval Osszegytijtsitk a mintabdl szarmazd, korabban fel nem hasznalt emisszios jelet. A
szimulaciok ellenorzéséhez vizsgalni kell a rendszer megvalésithatosagat, hasznalhatosagat
és az elért javulasokat is a javasolt masodlagos kar megépitésével. Az aldbbi fejezetben
ezért targyalom a felépitett rendszer beallitasi protokolljat és 6sszehasonlitom az szimula-
ciébol kapott PSF-et a fluoreszcens gyongyokre kapott eredményekkel. Tovabba értelme-
zem a modalitasokat a mésodlagos leképzd karon, és ismertetem az adatfeldolgozas egy
kulcslépését. Az egyes megvaldsitott modalitasokat bioldgiai mintakon is tesztelem ezzel

tamasztva ala az alkalmazhatoéségot.

5.3.1. Felépités és beallitas

A kétobjektives elrendezés megvaldsitasit az AdOptIm csoport [ fejezetben bemutatott
egyedi mikroszképjanak kiegészitésével tettem meg. A masodlagos leképzo kar 3D modellje

az [0.11] abran lathato, felépitésének és beallitasanak 1épései az alabbiakban olvashato.

5.11. dbra. A mdsodlagos leképzé kar 3D modellje. Az O2 objektiv dltal dsszeqgyijtitt
fotonokat az M tikéor az akromatikus dublett felé irdnyitja, ami a P Porro-prizmdban hoz
létre képet. Ezt a képet megforditva a rendszer visszaképezi a mintdba. Az L2 tubuslencse
és a P prizma kozé PSF maodosito elem helyezhetd be.
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A mikroszkép vazhoz rogzitettem egy transzlacios eltolot (Thorlabs PT1/M), amely-
nek feladata a 60x objektiv (O2) z irdnyt mozgatasa volt. A pozicié gyors beéllitasahoz
egy sajat tervezési léptetémotoros eltolot haszndltam a reprodukalhatosag miatt az elto-
16ban 1év6 mikrométer csavar helyett. Ezt egy Arduino UNO alapra és a Motor Shield v1
kiegészitore épitettem, sajat koddal. Meghajtashoz egy NEMA17 méretii bipolaris 1épte-
témotort hasznaltam tengelykapcsoléval, ami egy bedllité csavart (Thorlabs F255T200)
forgatott egy adapterben (Thorlabs F25SSAT). A megépitett léptetémotoros eltol az[5.12]
abran lathato. 400nm volt 3cm-en az a legkisebb 1épéskoz amit az eltoldval el tudtam érni
reprodukalhatéan felezett 1épéskozii moédban. Az Arduino vezérlése egy sajat, eseményve-
zérelt LABVIEW (National Instruments) kezeléfeliileten tortént ami barki szamara

elérhetd és szabadon hasznalhato.

5.12. abra. A linedris eltolo mozgatasahoz épitett léptetomotoros aktudtor és Arduino ve-
zérldje. A kezeldfelilet az [S2] oldalon érhetd el.

1,5” a&tmérdjii oszlopokra rogzitettem egy furatos aluminium lapot (Thorlabs MB4560/M)
a masodlagos leképz6 kar nem mozgd elemeinek. Az elemek stabil rogzitéséhez egy sin-
rendszert hasznaltam (5.11| dbra), amelynek elején, a mikroszképvaz felett, egy 45°-ban
megdontott (Thorlabs KCB2C /M) 27-es titkor (M, Thorlabs BB2-E02) volt. A tikor és a
sinrendszer bedllitasat a gerjeszto lézernyalab segitségével tettem meg objektivek nélkil.
Az objektiv hatsé fokuszanak helyétol 250mm-re egy 250mm fékusztavolsagra akroma-
tikus dublett lencsét (L2, Thorlabs AC508-250-A-ML) helyeztem. A tubuslencse helyett
azért hasznaltam nagyobb fékusztavolsagu lencsét, hogy masodlagos kar nagyitasat meg-
noveljem, ez altal csokkentve a prizma levagott éle miatt nem kihasznéalhato tertiletet.
A lencsétdl ujabb 250mm tévolsdgra helyeztem el a képfordité prizmat (P, Thorlabs

PS908H-A). A prizma bedllitasara a visszavert lézernyalabot hasznédltam fel, hiszen an-


https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=PT1/M
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=F25ST200
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=F25SSA1
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=MB4560/M
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=KCB2C/M
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=BB2-E02
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=AC508-250-A-ML
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=PS908H-A
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=PS908H-A
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nak a gerjesztd lézernyalabbal megegyez6 titon kell haladnia.

Ezek utan kovetkezett a finomhangolas az objektivek behelyezésével és az egyes op-

c sz

« sz

meghatarozott tengely szerint allitottam be. Végezetiil egy teszt mintat (100nm-es fluo-
reszcens gyongyok fedlemezen) helyeztem a rendszerbe. Az O1 objektivvel, a normaélis
hasznalattal megegyezoen, élesre dlltam és bekapcsoltam a PF'S fokusztarto funkciot. Mig
02 mintara allasa a léptetémotoros vezérlovel tortént. Bekapcsolva a kamera képet, vala-
mint a megjelenités dinamikus tartomanyat kiterjesztve, a gerjeszto lézer foltjat lathatova
tettem a szamitogép kijelzéjén. Kihasznalva ezt foltot folytattam a leképzé rendszer finom-
is megjelenik a detektor-képen. Az volt a kitiizott cél, hogy z iranyt mozgatas mellett a
masodik folt ne mozogjon xy sikban. Apré lépéskozzel tovabb kozelitve O2-t egy sotét sav
jelenik meg a képen (P prizma éle) és erre titkrozve a minta képe. Errél legegyszeriibben
a minta lateralis mozgatasaval lehetett meggy6z6dni, ugyanis a tiikrozott tengely szerint
a masodlagos kép ellentétes irdnyba mozog. A prizma élét a detektorkép kozepére kell
allitani, valamint a megvilagitott teriilet lecsokkentéséhez egy apertirat (borotva éle) kell

behelyezni a gerjeszté nyaldbba, a minta konjugalt sikjanak helyén.

A PSF alakjara vonatkozo finomhangolés ez utan kovetkezhetett. A pontatviteli fiigg-
vény szimmetridjat és a hibas beallitas kovetkeztében bevezetett aberraciokat legegysze-
riibben a fokuszsik alatt és felett lehetett ellendrizni. Mivel a kétobjektives rendszert
tobb mint egy éven at hasznaltam mérésekhez és fejlesztésekhez ezért ennyi id6 alatt
elkeriilhetetlen, hogy bizonyos bedllitott elemek elmozduljanak, vagy rosszul keriiljenek
visszahelyezésre. A jelenlegi konstrukcié szabadségi fokainak szama miatt kovetni kellett
a lehetséges hibaforrasokat. Az O2 objektiv dontottségére utalt a masodlagos kép el-
mozdulasa z pozicié allitasa esetén. Ennek a jelenségnek a korrekcidjahoz vezetni kellett
azt, hogy az optikai elemek megdontéséhez melyik mikrométer csavart mennyivel fordi-
tottam el és milyen eredményt kaptam. Ha O2 objektiv tengelye nem a masodlagos kar
P prizma altal kijelolt optikai tengelyén volt, akkor az fotonveszteséget eredményezett,
valamint nagyobb hiba esetén a masodlagos képen PSF-ek xy szimmetridja is elromlott.

Ezt a hibat a prizma megdontésével, illetve az objektiv xy eltolasaval lehetett korrigalni.
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A hibak koziil latvanyos volt a rosszul bedllitott O2-L2 tavolsag, amit szerencsére csak
atépitések soran tapasztalhattam meg. Ekkor a mésodlagos képen a kozéppontdl kifelé
haladva a fluoreszcens gyongyok elnyultta valtak és ez a hiba a kozéppontra szimmetri-
kus volt. A vignettdazas korrekcidja természetesen a masodlagos karon beliili tavolsagok
ellendrzésében meriilt ki.

Hogy a kétobjektives rendszerben vizsgdlhaté legyen a minta, azt két 0,17um vas-
tag fed6lemez kozé kellett helyezni, amelyek egy 2cm atmérdvel atfart aluminium laphoz
voltak ragasztva (5.13] dbra) a stabilitds miatt. Voltak probalkozasok csak fedélemezes
rogzitésre, de azok immerzi6 miatti meghajlasa elkeriilhetetlen volt és igy ez az irany
elvetésre is keriilt. A két fedélemez tavolsagat a hasznalt folyadékmennyiség alacsonyan
tartasaval (= 25um) minimdlis volt a bevezetett szférikus hiba. A minta z irdnyd moz-
gatdsa ezek utdn mar csak a piezo eltoldval tortént, hogy a két objektiv kozotti tavolsag

allandé maradjon.

5.13. abra. Az O1 objektiv—immerzios olaj—feddlemez—minta—feddlemez—immerzios olaj—
02 objektiv szendvics a mintatarton. A mintdt az felsd feddlemezhez rogzitettik, ahonnan
a Z tdvolsdgot is mértik. Forrdsa [A1].

A kétobjektives elrendezésben, a szimuldlt modellel megegyezéen a 60x objektivhez ko-
zelebbi fed6lemezen volt a minta, mivel az egy allandé, 0,17 értéki fedolemez korrekcidval
rendelkezett, valamint képsik korrigalt is volt. A 100x objektiv valtoztathato feddlemez
korrekcidjaval a vékony folyadék réteg okozta hibakat korrigalni lehetett, amennyiben
ilyenre sziikség volt. A bedllitashoz méréseket készitettem 100nm atméréjii fluoreszcens
gyongyokrol és azok masodlagos képeirdl . abra). A szimuldciéval megegyez$ ered-

ményeket kaptam, ami a megépitett konstrukcié helyes beallitasara utalt.
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(a) Elsédleges (b) Masodlagos

y

5.14. abra. Fluoreszcens gyongyok elsodleges és mdsodlagos képeinek kisérletileg mért in-
tenzitds eloszlas térképe. Az OSLO szimuldcios eredményekkel jo eqyezést mutatnak. A pizel
méret 160nm. Forrdsa [Al].

Ami azonban problémaként jelentkezett, és a masodlagos képen is lathato, az ott mért
intenzitas tipikusan csak a fele volt annak, mint amit az elsédleges képen mértem. En-
nek a veszteségnek a legfébb oka az emittalt fénynek az O2 objektiven torténo kétszeres
keresztiilhaladdsa, hidba volt minden optikai elem antireflexiés réteggel bevonva. Az ob-
jektivre kimért transzmisszié Tharnm = 81% és Tseinm = 84% volt. Olyan szempontbdl
viszont megkeriilheto volt a probléma, hogy az elsédleges képbdl kertiltek meghatarozasra
az xy koordinatak. A masodlagos képbol a modalitashoz sziikséges informécié kinyerése

tortént.

5.3.2. Képalkotas és adatfeldolgozas

Az eléz6 alfejezetben felépitett és pontosan beallitott prizmas—kétobjektives mikroszkop
képalkotasanak sematikus modellje az [5.15la abran lathatd. A gerjeszté fény a ROI fe-
1ét vilagitja ki a minta konjugdlt sikjaba helyezett Ap penge kitakarasa miatt. Errdl a
teriiletrél O1 és O2 objektivek gytjtik ossze az emittalt fotonokat. Az utébbi az L2 tu-
buslencsén keresztiil képet hoz 1étre a P képforditoé prizmaban. Ezt a képet a tubuslencse
és az O2 objektiv leképzi a mintaba a kivilagitatlan tertiletre. A meglévo mikroszkop

rendszer 1étrehozza az els6dleges képet (fekete sugarak) és a megforditott targybdl a mé-
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sodlagos képet (kék sugarak). Egy fluoreszcens gyongyokrol létrehozott P elsédleges- és
S mésodlagos kép az[5.15]c dbran lathaté. Mivel a masodlagos leképz6 kar optikai elemei
szabadon elérhetoek, ezért a mintabol 6sszegytijtott emittalt fényt szabadon lehet médo-
sitani egyszertien behelyezhet optikai elemekkel. Az .b abran a hengerlencse (i), a
polarizator (ii) és az emisszids sziré (iii) kerilt feltiintetésre, mint modosité elem. Ezek
a modositasok csak a méasodlagos képre alkalmazodnak, az eredeti, elsodleges képet nem

befolyasoljak. A megvalésitott modalitasokat a kovetkezo alfejezetben fejtem Kki.

(a)

=

U
3D asztigmia
henger lencse

Anizotrépia
polarizator

Tobb szin
em. sziiré

[D

5.15. dbra. A prizmds kétobjektives elrendezésben a modalitdsok csak a masodlagos leképzd
karban kerilnek alkalmazdsra megdrizve az eredeti, elsodleges képen elérhetd lokalizdcios
precizitast (a). Az egyes modalitdsok meguvalésitisdt a (b) dabrarészlet mutatja. A rend-
szerben eqy fluoreszcens gyongyokrdl készilt képet modalitasok alkalmazdsa nélkil a (c)
abrarészlet mutatja. Az intenzitds kiulonbséget az optikai elemeken torténd tobbszéros ke-
resztilhaladds okozza. Forrdsa [A1].

Az els6dleges- és masodlagos kép adatainak osszekapcsolasa egy parkeresd algoritmus-
sal torténik. A detektalt kapcsolasi események sikbéli X és Y koordinataira tikrozott

vagy nem tikrozott koordinataként hivatkozok aszerint, hogy a képforditas hogyan hat
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az egyes tengelyekre. Feltételezve a masodlagos kar pontos bedllitottsdgat (a prizma éle
centralt, az elsédleges és masodlagos képek nem tartalmaznak forgatast vagy nyirast) a

kovetkezo két allitast lehet tenni:

I. A tikrozott koordinatak (X, X') osszege konstans, és megadja a kép méretét.

II. A nem tikrozott koordinatédk (Y, Y”) kiillonbsége nulla.

N 1 . P
Y Els6dleges | Masodlagos
i e |28
Fi (%1, v4) ! Fy (x4, ¥1) \l/
» i ¥
H C08t1_1 /I\
F, 8% : >
H  N— ,
F: &% ' 3 F3
| cost,
| 5 .
t o
Fa 88 i cost,, Fa
F5 ' E C08t5_5 o FS-
| cost. ¢ Fe
: N
1 -
xITIil)I x

X1 = Xmax X1 « Xp+X, = X1+(xmax'xl) = Xmax » X1 = Xax-Xq EA
y1 =Yy y1-y1=0 y1 =Y A

Hiba nélkiil Hibdval

5.16. dbra. Dontési és kivdlasztdsi szabdlyok a pdrositdas soran: Fy — F)| eqy tokéletes par;
Fy-héz nem rendelhetd pdr az elfogaddsi ablakon beliil, tehdt elvetésre keril; F3— F} ugyan-
csak eqy tokéletes par; az Fy—F) pdr is elfogaddsra keril, mert a mdsodlagos kép az elfo-
gadasi ablakon belil taldlhato; Fs—F} elfogaddsra keril, mig F5— Ff elvetésre a magasabb
parositdsi koltség miatt. Forrdsa [A1].

Felhasznélva ezt a két allitast, és megengedve egy kis méretli hibat, a péarositas elvé-

gezhetd ([5.16] dbra) az alabbi 1épéseket kovetve egy ismeretlen esetre:
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I. A tikrozott koordinatak szélso értékeibdl megbecsiilheté a ROI mérete.

II. A képkockék elsé 10%-ra meg kell hatdrozni az 6sszes lehetséges (n(n—1)/2) parosi-
tasra vonatkozoan a tiikrozott koordinatak osszegeit és a nem tiikkrozott koordinatak

kiilonbségeit.

ITI. Hisztogramon abrazolva az elobbi lépésben kapott értékeket maximum elemszamot

keresve megkaphatjuk a felvételre jellemz6 Osszeg értéket.

IV. Ezek utan a teljes mérésre elvégezheto a parositas, az osszeg értékekbdl kiszamitva

az elméleti poziciot és a megadott elfogadasi hibahatart A.

V. Hozzéarendelve egy péarositas koltségét (a cost,_s értékét az kiszdmolt koordinatatél
pixelben vett eltérés négyzeteként hataroztam meg) az egyes parba rendezett koor-
dinatahoz, az adott elfogadasi tertileten beliil a legolcsobb keriil kivalasztasra, mig

a tobbi elvetésre.

5.3.3. Mérési eredmények

Hogy bizonyitsam a kétobjektives rendszer hasznalhatosagat teszt mintakkal és valos,
biologiai mintakkal teszteltem az elrendezést. A legegyszeriibb minta a fedélemezre poly-
L-lysine-nel kikotott 100nm-es fluoreszcens gyongyok voltak. Biologiai mintak kozil a
phalloidin-AF647-tel jelolt aktin filamentumok voltak az egyszeriibbek, amelyek bar 2D
struktiraba rendezddnek, lokalizacios szempontbdl mégis jol kezelhetoek. Végeztem méré-
seket mikrotubulus jelolt Schneider 2 sejttenyészeten (AF647) is. Bonyolultabb biolégiai
minta volt azonban a muslica miofibrillum preparatumok. Ezekben ugyanis a feloldas
alatti kettos vonalak meghatarozhatésaga jo értékméronek mutatkozott és ellendrizheto
is volt, valamint 3D struktirat is mutattak ezek a prepardtumok (részletesebben az .
alfejezetben). Az ut6bbi minta jelolésénél tobbféle immunhisztokémids jelolést is kiprébél-
tunk (sals, kettinIgl6, tropomodulin). A dSTORM mérésekhez a masodlagos antitestek
AF647-tel voltak konjugalva.

A kétobjektives rendszerben a kovetkezo modalitasokat valositottam meg:

3D bi-plane modalitas ¢ Megvaldsitas szempontjabol ez tekinthetd a legegyszertibb-
nek, mert ehhez a modalitashoz nem sziikséges tovabbi optikai elem hasznalata a méasod-

lagos leképzo karban. Elegend6 csupan az O2 objektivet egy masik sikra allitani, hogy a
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kétsik leképzéshez megfeleldek legyenek a feltételek. Hasonlé eredmények érhetéek el az
L2 tubuslencse és a P prizma tavolsaganak modositasaval is. A nyers felvételek feldolgoza-
sa soran, hasonléan a bevezetoben targyalt modalitasnal, egy eseménypar egyes képeihez
hozzarendelhet6 a Wy = Wp és W = Wy jelolés. A problémat tehat vissza lehet vezetni
a nyalabosztoval megvaldsitott bi-plane esetre, vagyis az ott hasznalatos algoritmusok és
megoldasok ugyanigy alkalmazhatoak. A kalibracios fiiggvényt kell egyediil elkésziteni a
rendszerre. A két W érték kapcsolatdnak leirdsédra a kordbban hasznalt [5.1] fiiggvényt
hasznaltam. Az x-y koordinatak az elsédleges (P) képbdl kaphatéak meg, mig a z koor-
dinata a kalibraciés fiiggvény alapjan a félértékszélességekbdl. Ezen utobbi elkészitéséhez
érdemes olyan fed6lemezt haszndlni, amelyen a minta mellett fluoreszcens gyongyok is

talalhatéak, igy a kalibracio elvégezheto ugyanazon beallitasokkal.

Itt most csak a legnehezebb mintat, a tropomodulinnal jelolt szarkomer preparatu-
mot targyalom. Ezekhez a ASTORM mérésekhez tipikusan 30 000 képkockat vettem fel
20 — 30ms expoziciés idovel. Vegyiik észre, hogy a kétobjektives elrendezésben a felvétel-
készités ideje is a tipikus 15-20 perces ASTORM felvétel idétartamaba esik. A rendszer
stabilitdsaval nem voltak gondok. A gerjesztéshez 647nm-es lézert hasznaltam HILO
megvilagitas mellett. Az egyes objektivek fokuszsikjai kozott 350nm volt a kiilonbség,
amelyet a mérések elején ellendriztem és piezo eltold segitségével allitottam be. A fel-
vételsorozatbdl egy kiragadott képkocka lathaté az |5.17la abran, ahol lathaté az egyes
kapcsolasi események képeinek szimmetridja, valamint az eltéré fokuszsikok miatt be-
kovetkezett méretvaltozasa. Az elsédleges képbol rekonstrudlt 2D szuperrezolicios kép
lathat6 az [5.17/b abran, kiemelve a kilencedik H-zéna kettds vonaldt. A ketté vonal té-
volsagat ~ 125nm-nek mértem. A hengerszimmetrikus izomszal 3D rekonstrukciéjat a
parositott masodlagos képbdl szarmazo adatokat felhasznédlva készitettem el. Két kereszt-
metszeti kép lathaté az[5.17,c-d abran, amelyen a megjelenitett sikok ~ 183nm tévolsagra
van egymastol. Az izomszal szélességét az egyes keresztmetszeti képeken piros szaggatott
vonallal jeloltem, a rétegek elhelyezkedése az[5.17 e sematikus abran lathaté. A 4. H-zéna

oldalnézeti képe az [5.17.f abran lathato, amelyre egy 800 nm sugart korong illeszthetd.

A parkereséshez a < 50nm lateralis precizitasu lokalizaciok kertultek felhasznaldsra,
amely szlirési paraméter egyszerre volt érvényes az elsédleges- és masodlagos képre is. A

végso szuperrezolicios képek elkészitéséhez, a parositas utan a < 25nm precizitas sziir6é
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5.17. dbra. A 3D bi-plane modalitds muslica indirekt repiléizom mintdn demonstrdlva.
Az elsddleges (felsd) és masodlagos (alsd) képen lathatd az egyes felvillandsokhoz tartozo
PSF-ek méret kiilonbsége (a). A 2D szuperrezolicios (b) és a 3D rekonstrukciobdl kivd-
gott szekciok (c,d) jol mutatjak a Tropomodulin fehérje elrendezédését a H-zéndban. A 9.
zona oldalnézeti képe mutatja a vdrt korong alakot =~ 800nm méreti; sugdrral. A skdla 1
mikront jelol. Forrdsa [A1].

keriilt bedllitasra (amely megegyezik a szakromer mintdkndl hasznalt sziiréssel). A ki-
szdmolt mintara vett lateralis feloldas a képlet szerint: 30,91nm. Ezen érték a
tablazat alapjan egy tipikus 2D és az ez alapjan optimalis feltételek mellett becsiilt 3D
bi-plane kozott talalhato.

3D asztigmatizmus modalitas ¢ A modalitds megvaldsitasahoz egy 4000mm fokusz-
tavolsagi hengerlencse (Comar 4000 Y 25) keriilt behelyezésre a masodlagos karba L2
lencse és P prizma kozé. A bevezetett, lencsepoziciotdl fiiggé asztigmatizmus megha-
tarozasara csapatunk egyik hallgatoja készitett egy matrix optikaval szamolé LabView
programot, , amely hasznalataval meg lehetett hatarozni az optimalis PSF modo-
sitast. A mérésekhez a 95mm-es prizmatél mért tavolsagot hasznaltam. Kisérletileg is
ellendriztem a szimulaciot, fluoreszcens gyongyokre meghataroztam a rajuk illesztheto
Gauss-fiiggvények félérték szélességeit, a kapott értékek az [5.I8la dbran lathatéak. Az
ebbdl szamolt kalibraciés gorbe az [5.18 b dbrén tekintheté meg. Minél meredekebb a ka-
libracios gorbe linearis szakasza, annél jobb z feloldast lehet elérni, viszont a feloldhato
rétegvastagsag lecsokken C abra).

Az eseménypar elsodleges képeibol meghatarozhato az xy koordinata, mig a masodla-
gos képre illesztett Gauss-fiiggvény W, és W, értékeibdl megkaphat6 az ellipticitas az [5.1]
figgvény alapjan. A fluoreszcens gyongyokre felvett kalibraciébol visszaszamolhato az
adott ellipticitdashoz tartozd z pozicié. Mivel a harmadik koordinata nem fiigg a két ob-

jektiv tavolsagatol, igy nem sziikséges ugyanazon mintan elvégezni a kalibraciot, mint
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5.18. abra. Flureszcens gyongyokre meghatarozott kalibrdcios gorbe 95mm-es prizma—
lencse tavolsdg esetén (a, b). A kiszdmolt ellipticitasok meredekségét a prizma—lencse td-
volsag figgvényében a (c) dbra mutatja. Forrdsa [Al].

amit mérni akarunk. Hasonléan a bi-plane esethez, itt is csak a tropomodulin-AF647
jelolt miofibrillumos mintan végzett mérést mutatom be az [5.19] dbran. A hengerlencsét
leszamitva a felvételkészités mddja megegyezett a korabban bemutatott modalitasnél be-

mutatottakkal.

5.19. abra. A 3D asztigmatizmus modalitds muslica indirekt repiildizom mintin demonst-
ralva. Az masodlagos képen ldthato az egqyes felvillandsokhoz tartozé PSF-ek elliptikussdga
(a). A 2D szuperrezolicios (b) és a 3D rekonstrukciobol kivagott szekciok (c,d) jol mu-
tatjak a Tropomodulin fehérje elrendezédését a H-zomdban. A 3. és 8. zona oldalnézeti
képei mutatjdk a vdrt korong alakot = 800nm méreti; sugdrral. A skdla 1 mikront jelol.

A felvételsorozatbdl egy kiragadott képkocka lathat6 az [5.19a abran, ahol ldthaté

az alsd, masodlagos képen a pontatviteli fiiggvény elliptikussaga. Az elsédleges képbol
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rekonstrualt 2D szuperrezoliciés kép ldthaté az [5.19/b &bran, kiemelve a harmadik H-
zona kettés vonaldt. A hengerszimmetrikus izomszal 3D rekonstrukcidjat a parositott
masodlagos képbol szarmazo adatokat felhasznalva készitettem el. Két keresztmetszeti
kép lathaté az [5.19.c-d abréan, amelyek a 915nm és 685nm kozponti egyenként ~ 46nm
vastag rétegekhez tartoznak. A megdontott izomszal szélességét az egyes keresztmetszeti
képeken piros szaggatott vonallal jeloltem, jol lathaté az ahogy a szal keresztiilhalad
DOF-on. A rétegek elhelyezkedése az [5.17}e sematikus dbrén lathaté. A 3. és 8. H-zéna
oldalnézeti képei az [5.17/f-g dbran lathatéak, amelyekre egy—egy 800 nm sugari korong
illesztheto.

A pérkereséshez a < 50nm lateralis precizitasu lokalizaciok kertiltek felhasznalasra,
amely szlirési paraméter egyszerre volt érvényes az elsédleges- és masodlagos képre is. A
végso szuperrezolicios képek elkészitéséhez, a parositas utan a < 25mm precizitas sziir6
kertilt beéllitasra (amely megegyezik a szakromer mintdknédl hasznalt sziiréssel). A ki-
szamolt mintara vett lateralis feloldas a képlet szerint: 25,91nm. Ezen érték a 2.3
tablazat alapjan megegyezik egy tipikus 2D dSTORM felvétel mintara vett feloldasaval.

Polarizacié/Anizotrépia modalitds ¢ A masodlagos leképzd karban egy polarizator
behelyezésével az emittalt fény polarizacié szerint szlirhetd, ahogy azt az .b abra (ii)
elrendezésén is lathato. A bevezetett polarizacié mértéke nem fiigg a polarizator prizma-
tol mért tavolsagatol. Tengelye szerint viszont csak bizonyos szogekben volt behelyezheto,
ugyanis a P képfordité prizma a polarizaciét is a képforditasnak megfeleléen forgatja.
Ezért a prizma tengelyére meroleges és parhuzamos polarizacios irdnyok voltak csak hasz-
nalhatoak a kétszeri athaladas miatt, mert ezeket a prizma nem befolyasolta. A mintabdl
szarmazdé fény polarizaltsaganak meghatarozasdhoz meg kell hatarozni az elsédleges és a
masodlagos kép intenzitasat, valamint a masodlagos kép intenzitasat a masodlagos kar
transzmisszidjaval kell korrigalni (G-faktor). Tehat a alfejezetben targyalt kép-
letben a nevez6 meg fog egyezni az elsédleges képen mért intenzitassal, mig a masodlagos
kép az elrendezésem szerint [ lesz. (A gerjeszt6 1ézernyaldbbal parhuzamosan éallitottam
be a polarizatort. ) A mésodlagos karhoz tartozé G-faktor meghatarozasahoz a gerjeszté
nyalabutba, a minta konjugalt sikjaba .a abréan az Ap jelli penge helyett) egy 20um

atmérsjl tiilyukat helyeztem. Mintdnak egy Oxazine 1 szerves festékbdl készitett 10~
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oldatot hasznaltam két fedOlemez kozott. Az igy létrejoveé fluoreszcens gyongy méretli
foltban a sugarzo festékek teljesen véletlenszertien allnak, és a fényereje idoben nem csok-
ken a Brown-mozgas miatt, tehdt hasznalhaté referencianald’] Az igy kapott érték nem az
irodalomban hasznalatos G-faktor lesz, mert nalam G’ = Iy /Iy, ahol Ip = I) 41, vagyis
az els6dleges képen mért intenzitas. Kiszamolva, a korrekcios faktora G’ = 5,2127 érték
adddott, és ahogy ebbdl mar sejtheto is, a modalitas legnagyobb problémaja a masodla-
gos karban jelentkezo fotonveszteség az optikai elemek transzmisszidja, a polarizator és a
beallitasi pontatlansagok miatt. A képletet az alabbiak szerint moédositottam, hogy

illeszkedjen a modalitashoz:
_ Gy

P/
Ir

(5.4)

Az értelmezhetd P’ értékek 0—2 kozott keresendéek, ahol 0-hoz a gerjesztésre merdleges-,

1-hez a teljesen depolarizalt-, mig 2-hoz a gerjesztéssel parhuzamos emisszié tartozik. A

dSTORM felvételek készitésének modja és a méréshez hasznalt mintdja megegyezett a

kordbban bemutatott modalitasoknal targyaltakkal. Egy eredmény az abran lathato.

5.20. dbra. A polarizdcio érzékeny modalitds muslica indirekt repiildizom mintan demonst-
rdlva. A rekonstrudlt 2D képen jol kivehetdek a kettds vonalak (a), mig a polarizdltsdgot
dbrdzolo képen (b) sajnos az dbrazolt P’ érték bizonytalansdga lathatd.

A parkereséshez a < 100nm laterdlis precizitasu lokalizaciok keriiltek felhasznalasra,
amely szilirési paraméter egyszerre volt érvényes az elsodleges- és masodlagos képre is. A

végso szuperrezolicios képek elkészitéséhez, a parositas utan a < 25nm precizitas sziiré

3Csillagdszati tavesovek esetén hasznalt ,mesterséges csillag” triilkkbdl inspirdlédva https://www?2.
keck.hawaii.edu/optics/lgsao/.
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keriilt bedllitasra (amely megegyezik a szakromer mintdkndl hasznalt sziiréssel). A ki-
szamolt mintara vett lateralis feloldas a képlet szerint: 28 46nm. Ezen érték a 2.3
tablazat alapjan kozel egy tipikus 2D dSTORM felvétel mintara vett feloldasaval egye-
zik meg. Bar a laterdlis feloldast sikeriilt megorizni az elsédleges képen, a masodlagos
képen a polarizatorral torténo megvalodsitas soran fellépd fotonveszteség miatt a modali-
tas hasznalata limitalt. Ez kiilonosen igaz az P — 0 értékekhez kozelitve. Az informécid
vesztést az kiiszobolné ki, ha egymas utan két felvétel késziilt volna ugyanarrél a ROI-rél

két kiillonboz6 polarizator allas mellett.

To6bbszinli modalitas ¢ Egy emisszios sziirot helyezve a mésodlagos karba, kiillonbo-
z6 fluoroférok megkiilonboztethetoek lesznek a mért intenzitas alapjan aszerint, hogy
a sziur6 mennyire vag bele az egyes emissziés spektrumokba. Abban az esetben, ha az
emissziés spektrumok atfednek, akkor az elsédleges és méasodlagos karban mért intenzi-
tast kell Osszevetni. Az igy mért ardnybol meg lehet dllapitani a fluorofér tipusat. Két
eltéré emisszios ablakban detektalhaté fluorofér esetén, amikor a spektrumok kevésbé
fednek at, csak azoknak lesz masodlagos képe, amit a masodlagos karba helyezett szliro

atenged. A parkeresés ad valaszt a festékek tipusara.

A megvaldsithatésag ellenorzéséhez a méréseket kétféle fluoreszcens gyongyokbdl al-
16 keveréken végeztem el (zold lézerrel gerjeszthet6: Applied Microspheres BV 30200
FR-CM-M, LOT: 171122; voros lézerrel gerjeszthet6é: Life Technologies T7279, LOT:
1929718), amelyek a feddlemezre voltak kotve poly-L-lysine-nel. A mintat alacsony telje-
sitménnyel (< 1mW) egyszerre gerjesztettem az 561nm és az 647nm lézerekkel, valamint
a masodlagos leképz6 karba egy emisszids sziirét helyeztem (Semrock FF01-582/75-25),
amely kiszlirte a spektrum tévoli vorés (> 620nm) részét. A felvételt a teljes detektormé-
retet felhasznélva készitettem (512 x512px?), a gerjesztd lézerek méreteinek 3x kitdgitasa
(Thorlabs GBEO03-A) mellett. Miutan mésodlagos képe csak a zold 1ézerrel gerjeszthetd
fluoreszcens gyongyoknek volt, igy a parkeresési algoritmussal 0ket meg lehetett keresni
és z6lddel kodolni, a parral nem rendelkezéket vorossel. Az [5.21] abran a zolddel gerjeszt-
het6 fluoreszcens gyongyok elsddleges képei kék négyzettel, mig a masodlagos képei sarga

négyzettel vannak jelolve.

A nagy méretii felvétel kisérletileg is bizonyitja azt, hogy a kétobjektives elrendezés a


https://www.semrock.com/FilterDetails.aspx?id=FF01-582/75-25
https://www.thorlabs.com/thorproduct.cfm?partnumber=GBE03-A
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5.21. abra. Kétszint modalitas fluoreszcens gyongyokon demonstrilva teljes detektor mé-
reten. Azok a fluoreszcens gyongydk, amelyek 561nme-es hulldmhosszon is gerjeszthetoek,
rendelkeznek mdsodlagos képpel. Amelyek csak 64Tnm-es hulldimhosszon gerjeszthetiek,
nem rendelkeznek mdadsodlagos képpel. Intenzitis alapjan eldonthetd parba rendezés utdan,
a par tagjai kozil melyik elsédleges és melyik mdasodlagos. Forrdsa [Al].

teljes képtérre miikodik és alacsony jelolési stirtiség mellett nem csokkenti a FOV értékét.
A modalitassal dSTORM mérések is késziiltek ketto szinnel jelolt muslica indirekt re-
piiléizom miofibrillumokon (kettinlg34-AF647 és Zasp52-AF568 jelolésekkel). Az 6tlet
az volt, hogy mindketto jelolés a szarkomer I-savjaban legyen, ahol a kettin egy kettos
vonal strukturat, mig a zasp egy szimpla savot jelol alfejezet). Azonban a felvétel-
készités soran tobb probléma is felmeriilt, ami miatt a felvett kép nem lett j6 mindségii
és nem lehetett a kettos vonalakat rekonstrualni. Kiilonb6z6 spektrumu festékek idedlis
kapcsolasdhoz (példaul AF647 és AF568) az eltéré molekulaszerkezet miatt mas swit-
ching buffer ésszetételre van szitkség [102] [71]. A koztes switching buffert és a megfelel
festési stirtiséget nem sikeriilt a projekt ideje alatt megtaldlni, és ez azéta is egy nyitott
kérdés. Emiatt a lokalizaciok atfedtek és a kettin kettds vonala sem volt feloldhato (5.22]
abra). Ugyancsak lekiizdend6 probléma az AF568 anti-Stokes emissziéja volt, ami a cikk
irdsakor még nem volt ismert szamomra.

Béar a modalitdas hasznalhatésagat nem sikeriillt SMLM mérés keretében maradékta-

lanul bemutatni, egy jobban megvalasztott festék kombinacié esetén optikai részrél nincs
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5.22. dbra. Kétszinti dSTORM kép a kettinlg34—AF647 és Zasp—-AF568 jelolt izom-
szalrol. Szétvdlasztds utdn a felsd kép az AF647-hez tartozé lokalizdcickat tartalmazza,
mig az alsé az AF568-hoz tartozo lokalizdciokat. A skdla 1 mikront jeldl.

akadalya a modalitas alkalmazasanak. A disszertacié megirasiig az AF568 kapcsolha-
tosdganak probléméaja tovabbra is megoldatlan maradt. Helyette egy masik marketing
csaladba tartozé festékkel, a CF568-cal kezdtiink el a tobbsziniit ASTROM-ot tesztelni

szekvencialis felvételkészitéssel.

5.3.4. Az eredmények tézispontban megfogalmazva

[T3]. Az egymolekula detektalason alapulé lokalizaciés mikroszképhoz egy sa-
jat tervezésu két objektives, Porro-prizmas elrendezést épitettem meg a
mintabdl szarmazoé fotonok hatékony Gsszegytijtéséhez és modalitasokkal
torténd méréshez. A két objektivbdl allo elrendezésre kidolgoztam a parkeresést
és megvalositottam két 3D-, egy dipdl orientacio-, és egy tobbszinii modalitast. Az
egyes modalitasokat alkalmazva dSTORM méréseket végeztem ecetmuslica indi-
rekt repiildizom mintan és fluoreszcens gyongyokon, tesztelve a rendszer hasznélha-

tosagat és igazolva a lokalizacids precizitas megorzését.

Kapcsoldd6 publikdciok: [Al] [P6-7, [S2,



78 5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

5.4. Muslica indirekt repiil6izom fehérjeatlasza

Az utolso alfejezetben egy olyan alkalmazast mutatok be, ahol a dSTORM egy hatranyat
kertiltiik meg egy jol valasztott bioldgiai probléma megoldasanal. Ha ugyanis tobb struk-
turat szeretnénk egyazon mintan beliil vizsgalni, akkor tobb fajta antitestet és festéket kell
hasznalni. De ahogy azt a [2.4.2] alfejezetben is emlitettem, az AF647 festékhez képest
a tobbi festék rossz [72]. Mellé csak olyan, rosszabb tulajdonsidgokkal rendelkezd eltérd
spektralis tulajdonsagokkal rendelkez6 part lehet valasztani, ami miikodik ugyanabban a
switching bufferben. Hogyan lehet egy mintan beliil kvantitativ moédon, ~ 25 nanométeres
feloldassal husznal is tobb strukturat megkiillonboztetni? Mondhatni lehetetlen az eddig
felvazolt technikakkal. Biologus egyiittmiikodo partneriinkkel erre kerestiik a valaszt egy
kétéves mérési egytittmiikodés keretében, amit azota is folytatunk. Mivel ez egy tobb fazis-
bol és részelembdl all6 hosszabb projekt, ezért a fejezet elején par mondatban bemutatom
sajat hozzajaruldsom: az 6sszes ASTORM mérést és azok feldolgozasat én végeztem. A
projekthez késziilt osztalyozo szoftver fejlesztésében 50%-o0s ardnyban vettem részt:
PhD hallgatotarsam készitette el a modellilleszto részt, és én feleltem az automatizalasért
és az adatfeldolgozasért. A minta elkészitése és a molekuldris-biologiai modell kialakita-
sa nem volt feladatom, ez az egylttmiikodé partnerhez tartozott. Az érthet0ség miatt

azonban minden részletrdl beszamolok, még ha nem is a teljesség igényével.

5.4.1. Bioldgiai probléma

A harantcsikolt izmok legegyszeriibb épitoegységeit szarkomernek nevezziik. Az egyes mi-
ofibrillumokat ilyen ismétlodo, dsszehtizdédasra képes funkcionalis elemek alkotjak .B
abra). A szarkomerek hatérai a Z-lemezek, befelé haladva megkiillonboztetink I-csikot,
A-csikot, H-zénat és M-vonalat .C abra). Fénymikroszképos képen ezek a megkiilon-
boztetett részek vilagos és sotét savokat eredményeznek, amirol a nevét az izomtipus is
kapta [12I]. A muslica indirekt repiiléizmara azért esett a valasztas, mert felépitésében
hasonlit a gerincesek harantcsikolt izmara, viszont annal sokkal egyszer(ibb.

A szarkomerek bels6 ultra strukturaja vitathatatlanul bonyolult és nagyon rendezett,
amit tobbféle elektronmikroszképos (immun-arany jeloléssel) és rontgen krisztallografids
modszerrel is vizsgaltak. Ezek a modszerek bar lehetové tesznek nanométeres feloldést,

a minta elokészitése soran a struktira roncsolodasa elkertilhetetlen. A probléma megol-
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A Drosophila flight muscles B  Isolated myofibrils C ——————— Sarcomere ——~
I-band A-band I-band
Z-ﬂsk H-zone Z-ﬂsk
—’
- Z-line M-line Z-line

5.23. abra. A muslica indirekt repiléizma (A), mint bioldgiai probléma. Az eqyes miofibril-
lumok (B) épitdkiovei a szarkomerek (C). Konfokdlis képen lathatd a kettin Z-lemez korili
felgyilemlése, mig a H-zondban az aktin hianya(D, D’). Forrdsa [A2].

dasahoz ezért az optikai 1tra és a fluoreszcens mikroszkdpiara esett a valasztas, hogy a
vizsgdlando struktira a mintaban minél kevesebbet valtozzon annak el6készitése soran. A
partneriink altal kettin jelolt mintdkon elvégzett el6kisérletek (CLSM, SIM, STED, dS-
TORM) alapjan megallapithat6 volt az, hogy az utébbi technika nytjtja a legnagyobb
elérhetd feloldast és adja a legmegbizhatobb eredményeket. Mivel a szarkomer henger-
szimmetrikus (ahogy azt az[5.3] alfejezet méréseiben is lathattuk), igy ha a miofibrillum
a fedolemezre kitapad, akkor elegend6 strukturajanak sikbeli vetiiletét vizsgéalni és feltér-
képezni. Az egyes szarkomer-alkoté fehérjék epitopjait jelolve immunhisztokémiai maéd-
szerekkel megkaphaté azok eloszldsa az izomszal mentén. A triikk, amivel a tobbszini
dSTORM kikeriilhets, megsejthet6 az [5.23\D abrdja alapjan. Mivel az egyes miofibril-
lumok ismétlodo strukturakbol éptilnek fel, ezért egy mintakészités soran elegend6 azok
kozil csak egy epitéopot jelolni a ASTORM méréshez. A miofibrillumon beliili tdjékozo-
dashoz, példaul az M-vonal megtalalasahoz hasznalhat6 egy masik jelolés—masik festékkel,
amirdl elegendd csak , hagyoméanyos”, epifluoreszcens modon felvételt késziteni. Az egyes
fehérjékre kapott eredmények Osszeadhatoak fiiggetlentil attél, hogy melyik izomszalon
vagy melyik festés soran késziilt a felvétel. S6t nem kell csak kép szintjén gondolkod-

nunk. Az SMLM mikroszkopos adatfeldolgozas eredményeit akar lokalizalt koordinatak
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szintjén is Osszeadhatjuk, és igy tetszéleges szamu struktirardl (epitép eloszlasrél) késziilt
felvételeket tudunk egymasnak megfeleltetni vagy megkiilonboztetni. A bioldgiai probléma

megoldésa igy levalaszthato a dASTORM festékvalasztas problémajarol.

5.4.2. Miofibrillumok dSTORM mérése, feldolgozasa és kvantifikalasa

Egy adott fehérjéhez vagy epitophoz ,,jo statisztikat” tudjunk elérni, ahhoz harom fiigget-
len mintakészités tortént. A miofibrillumok kozel 20 egyedbdl lettek izoldlva egy minta-
készitéshez. (Ennek 1épései, és a szalkotegek szétbontasanak folyamata a kapcsolodé [A2]
publikaciéban olvashatdak.) Olyan prepardtumok mérését is elvégeztem, ahol a repild-
izom egyben volt hagyva, megbizonyosodva arrél, hogy a miofibrillumok preparalasa nem
vezet be hibat.

Az egyes mintdkon beliil a miofibrillumokrél tébb dSTORM felvétel késziilt a 4.5
alfejezetben targyaltak szerint. A hosszi felvételek (20k—50k képkocka) miatt lehetGség
volt a lokalizaciok elfogadasanal szigoribb feltételeket valasztani, igy a lokalizacids pon-
tossag felso hatarat <bnme-re, az illesztett Gauss-fiiggvény elfogadhaté félérték szélességét
a 0,7 <W < 1,5 tartomanyra sziikitettiik. Ezekre az atfedo kapcsolasi események és a f6-
kuszsikon kiviili pontatlanabb események kisziirése miatt volt sziikség. A szuperrezoltcios
képeket 10nm-es szuperpixel mérettel rekonstrualtam. A teljes mérési kampany végére
~ 1000 felvétel keletkezett ~ 2T B Osszmérettel. Bar a mikroszkép és a mikroszkop ope-
rator személye nem volt skaldzhato, a kezdeti mérések soran meghatarozott illesztési és
elfogadési paraméterekkel legalabb a nyers felvételek feldolgozasat lehetett automatizalni.
Ezért médositottam sajat lokalizacios szoftvertinket, a RAINST ORM—O, hogy kote-
gelt feldolgozasban (batch processing) emberi beavatkozas nélkil képes legyen futni és a
megfelel6 lateralis drift korrekciét [110] is elvégezni.

Az igy kiértékelt szuperrezoliciés képeken az egytttmiikodd partner epitéponként ti-
pikusan 200-500 szarkomer egységet jelolt ki elemzésre. Ehhez egy, a RAINSTORM-hoz
fejlesztett exportald eszkozt hasznélt, ami a kijelolt tertilet lokalizaciés adatsorat (koor-
dinatak és illesztési paraméterek) egy fajlba térolta le késbbi felhasznaldsra. A miofibr-
illumon belil a H-zénaknal és a Z-lemezeknél a lokalizaciok eloszlasa harom osztalyra
lett bontva: ,dupla vonal”, ,szimpla vonal”, ,rés” a abra). Ezen eloszlasok tovabbi

elemzéséhez egy grafikus kezel6feliilettel is rendelkez6 osztalyozo programot fejlesztettiink
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(IFM ANALYZER ) Mathworks Matlab 2018b kornyezetben. El6nye az volt, hogy le-
het6ség volt egyenként, felligyelve elvégezni az osztalyozast és az elemzést. De egy mappa
teljes tartalmat is fel tudta dolgozni feliigyelet nélkiil, amit elegendo6 volt utédlagos mindé-

ségellendrzésnek alavetni.

Az elsé 1épésben a program a lokalizicidkra egy egyenest és egy 600 x 800nm? méreti
téglalapot illeszt b abra). A tovabbi kvantitativ feldolgozéshoz csak a megjelolt tert-
leten beliil elhelyezkedd lokalizaciok vannak figyelembe véve. A téglalap méretét tipikusan
haromszor-négyszer szélesebbre és 10%-kal rovidebbre kell valasztani a struktiranal, hogy
az illesztést el tudja végezni biztosan a program mogott 1évé algoritmus. A mésodik 1épés-
ben a kijelolt teriileten beliil a struktira szimmetria tengelye, pontosabban fogalmazva a
szimmetria gorbéje keriil meghatdrozasra, amelynek leirasara egy masodfoku polinomot
haszndal a program. Gauss-elmoséssal kisimitva a lokalizaciok eloszlasat az illesztés egy-
értelm minimumot talal dupla vonal vagy rés esetén. Szimpla vonal esetén a keresett
megoldds a maximumbhely .c abra). Az egyes lokalizaciék gorbétdl vett tavolsagat
hisztogramon dbrazolva megkaphato a festékek eloszlasa d abra), amib6l még ki kell
kovetkeztetni az elsédleges antitest kotohelyeit. A lokalizaciok eloszldsanak és az epitépok
eloszlasanak kiilonb6zoségét a lokalizaciés precizitas és az elsédleges—masodlagos antitest
mérete vezeti be. A lokalizacios precizitast egy Gauss-fliggvénnyel lehet figyelembe venni.
A polarizacié érzékeny mérések eredményei alapjan, amik nem mutattak iranyorientaciot
feltételezhet6 az, hogy az antitest a kotohely koril egy allandd sugart gémb feliiletén
engedi meg a festék mozgasat. Az expozicids id6 alatt pedig a teljes gombfelszint vélet-
lenszertien bejarja az. Az utolséd 1épésben ezek az epitép eloszlasok keriilnek meghataro-
zasra, amibdl a struktirara vonatkozé adatok is kinyerésre kertilnek: dupla vonal esetén
a csucsok tavolsaganak fele, szimpla vonal esetén az egyetlen cstcs félértékszélességének
fele, valamint rés esetén annak félszélessége (b.24le dbra). Ezeket a program fehérjénként
egy—egy tablazatba tarolta, amelynek elemzését egyéb szoftverekben folytatni lehetett
(Mathworks Matlab, RStudio).

Az altalunk valasztott modszer elénye, hogy lokalizalt koordinatakkal dolgozik, nem
egy képen. Minden egyes pixelhez tehat megvan az azt alkotd kapcsolasi események tu-
lajdonsagai. Az atméretezés és a transzformacié soran nem kell Gjramintavételezni a pi-

xelizalt képet, csak a koordinatdkon elvégezni a miveleteket és rekonstrualni a képet. A



82 5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(a) - (b) - (€)szimmetria (d) Lokalizaciék eloszlésa (€)Lokalizaciék és epitépok
Osztélyozés Struktdra behataroldsa meghatarozdsa és az illesztett eloszlas illesztett eloszldsa
- % -100 -50 50 7100 -100 -50 50 100
¥ <«
© © csucq tavolsag
5 &
© 3 b} b}
S 2 X X
N S ©° ©
8_ = "] []
- > O O
> - ES s
=1 @© ©
Y4 X
o o
] )
Dupla vonal X pozicié Uj X tengely tévolsdg az M/Z-vonaltél (nm) tavolsdg az M/Z-vonaltdl (nm)
-100 -50 50 100 -100 -50 50 100
© ©
5 &
he) 2 b b
L 2 X ~
N F] © hel
g_ - O v}
>_ T ~T
> — = = 4 félszélessé
5 E E sav szelesseg
X X
(=} o
e} )
Sav Uj X tengely tdvolsag az M/Z-vonaltél (nm) tévolsdg az M/Z-vonaltél (nm)
-100 -50 50 190 -100 -50 50 100
© s ©
5 £
© 3 N o
o 2 x X
S S ° Nl rés félszélgssé:
8_ = ] ]
>_ T T
> - o A
=1 @© ©
X X
(=} o
-~ )
Rés X pozicié Uj X tengely tévolsag az M/Z-vonaltél (nm)  tavolsdg az M/Z-vonaltdl (nm)

5.24. abra. Szarkomer struktirak elemzésének lépései a lokalizdcios adathalmaz alapjan.
Az adatfeldolgozds hdarom osztilyozdsi sablon szerint tortént (a). A kivdlasztott terileten
eqy elsodleges becsléssel a struktira kiterjedése és szimmetria tengelye keril meghatdrozds-
ra (b). Ezt koveti a struktira szimmetria tengelyének egy mdsodfoki polinommal térténd
kozelitése a lokalizdciok siiriségének alapjan (c). Az egyes lokalizdcidok gorbétél mért td-
volsdgdt egy hisztogramon dbrdzolva megkaphatd azok eloszldsa (d). Végezetil eqy elméleti
gorbével (vords vonal) az epitdp eloszlas keril meghatdrozdsra (e). Forrdsa [A2].
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rekonstrukcidkat kiilonbo6zo szinnel jelolve elkészithetd a keresett H-zénat vagy I-savot

hatarold struktirdk szuper-rezoltcios képe ([5.25| dbra).

Obscurin (Kin1) Zasp52

Tropomodulin SlIs700 (B2)

5.25. dbra. A szarkomert alkoté fehérjék a H-zondra (a) és az I-sqvra (b) vett dsszegképe,
dalszinekkel megkilonbéztetve. Az eqyes struktirak lokalizdacios adatai az IFM ANALY-
SER[S/4] programmal lettek centrdlva és dsszeadva rekonstrukcid eldtt. Abrarészlet az [A2]-
bol.

A muslica indirekt repiildizmanak extrém rendezett strukturaja lehetévé tette azt,
hogy kidolgozzunk egy olyan lokalizaciés mikroszképids eljardst, amivel tobb fehérje és
azok kiillonb6zo epitdpjai vizsgalhatoak voltak. Tettiitk mindezt gy, hogy a lokalizécios
pontossdgot minden struktira esetén ~ 5— 10nm-es értékre leszorithattuk, koszonhetéen
annak, hogy t6bb mint 9000 szarkomer egységet értékeltiink ki. A kapott adatokbdl egy
atlasz Osszedllitasara volt lehetéség, amelynek lokalizaciés mikroszképids része az[5.20] 4b-

ran lathaté H-zénéra és I-sdvra szétbontva. A kapcsol6do részletes, struktura modelleket

is tartalmazé abra az [[A2]| hivatkozas mellékletében taldlhaté.

5.4.3. Az eredmények tézispontban megfogalmazva

[T4]. Ecetmuslica indirekt repiiléizom fehérjestruktirajanak meghatarozasa-
hoz készitettem dSTORM méréseket. A feldolgozas felgyorsitasahoz a lokali-
zaciot és a rekonstrukciot automatizaltam. A miofibrillumon belil harom eloszlas
osztalyt (,kettés vonal”, | szimpla vonal”, ,rés”) kiilonboztettiink meg a 35 vizsgalt
struktira csoportositasara. Ezek kiértékeléséhez egy 0j osztélyozd szoftvert fejlesz-

tettiink, amely az egyes osztalyokra jellemz6 paramétereket hatarozta meg.

Kapcsolodd publikdciok: [A2] [S3-4]
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5.26. abra. Az egyiittmikodés keretében vizsgalt 27 szarkomert alkoto fehérje dsszesen 35
epitop helyének a H-zéndra (a) és az I-savra (b) vett dsszegképei rekonstrudlva. Az egyes
struktirdk lokalizacids adatai az TFM ANALYSER [S4] programmal lettek centrdlva és

dsszeadva rekonstrukcio eldtt. Forrdsa [A2).
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6. Osszefoglalas

6.1. Bevezetés

A fluoreszcencia mar tobb évszazada targya és eszkoze a tudoméanyos kutatasoknak. A
gerjeszt6 és az emittalt foton energiakiilonbsége miatt 1étrejovo Stokes-eltolast, mint egy
kontraszt novel6 technikat, ki lehet hasznalni a mikroszképokban. Ez az energiakiilonbség
azonban létrejohet ellentétes relacidval is, és ekkor a folyamatot anti-Stokes fluoreszceni-
anak nevezziik. A hidnyzo energia a folyamat lejatszédasdhoz egy masodik fotonbol vagy
héenergiabdl szarmazhat. Az utébbi esetet nevezziik forré-energiasavos abszorpcionak.

Egy optikai mikroszképban a képalkotas pasztazasi-, illetve széleslatoterii moédban
torténhet konstrukcidé szerint. Probléméat jelent azonban a fény hullamtermészete, ami
korlatozza két fluorofér megkiilonboztethetoségét, a feloldas ugyanis véges. A Rayleigh-féle
feloldasi kritérium megadja ezt a kozel 300nm tavolsagot laterdlisan, és ennek attortésére
sok triitkkre és megvalositott technikara volt sziikség.

Az optikai triikkoket és a festékek fotofizikai-fotokémiai tulajdonsagait is kihasznalo
feloldasnovel technikakat szuperrezoltciés technikaknak nevezzilk. Pasztazo képalkotasi
modban a stimulalt emissziot kihasznald technika, a STED volt az els6, mig nagylato-
tér esetén 2006-ban tobb hasonld elven miikodd technika jelent meg. Ezen utébbiakat
kozos gylijtonévvel egymolekula detektdlason alapuld lokalizacios mikroszképidnak, vagy
SMLM-nek hivjuk. Fluoreszcensen inaktiv, de kapcsolhaté fehérjékkel miikodik a PALM
technika, a GSDIM szerves festékek fotofizikajat hasznélja ki, a dSTORM pedig ugyan-
csak szerves festékek fotokémidjat. Mindharom esetben a végeredmény ugyanaz: térben
és idében elkiilonilt kapcsolasi események, amelyekre mar nem vonatkozik a Rayleigh-
kritérium. Az igy megkiilonboztetett fluoroférokra illesztve a pontatviteli fiiggvényt, meg-
kaphaté annak maximumbhelye a pixelen beliil. Ez a mikroszképos technika azonban fo-
tonlimitalt, a helymeghatarozas precizitasa nagyban fiigg a jel-zaj viszonytél. Az egyes
illesztések josdga a Thompson-képletbdl [83] szamolhatd, mig a mintara vonatkoztatott
feloldas kiszamolhaté a lokalizdcids precizitasok varhato értékeibdl [88]. A végs6 kép szoft-
veresen, pointillista mdédon, a rekonstrukcié soran allithaté el6 a legnagyobb lokalizacios
precizitassal rendelkez6 maximum helyekbol. A kapcsolasi mechanizmus szimulalasara,

a felvételek elemzésére és a rekonstrukcid elvégzésére csapatunk két szoftvercsomagot, a
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TeESTSTORM-0t[B4] és a RAINSTORM-0t[54] fejlesztette ki.

Lehet6ség van az SMLM technikat kiboviteni, és ez altal tobblet informaciot kinyerni
modalitds a 3D asztigmatizmus. Egy, a detektor karba helyezett hengerlencse segitségével
a rendszer pontatviteli fiiggvénye gy modosul, hogy a foékuszsik alatt és felett a molekula
képe elliptikus és a fékuszsikra nézve aszimmetrikus is lesz. A z koordinata meghataro-
zasa visszavezetheto az ellipszis két tengelyének aranyositasara. Egy masik modszer a 3D
kétsiku leképezés. A detektor kart optikai médon ketté bontva egy nyalaboszté kockaval
uthossz kiilonbség vezetheto be az igy 1étrejovo karok kozott. Ez két eltérd fokuszsikot is
eredményez. A harmadik koordinata meghatarozasa ebben az esetben a két kép méreté-
nek mérésére vezetheto vissza. Hasonldéan kettébonthatd a keletkezd kép egy polarizécios
nyalaboszt6 kockaval, egy Wollaston-prizmaval, vagy egy kettosen tord ékkel . Ez
altal meghatarozhatova teheté a fluorofér dipdlusanak a gerjeszté lézer polarizacidjara
vett szoge és annak bizonytalansiga példaul anizotropia szamolashoz. Ebben az esetben
a fluoroférrol keletkezd két kép intenzitasanak ardnyat kell meghatarozni. Festékmoleku-
lak spektralisan torténo szétvalasztasa torténhet egy jol megvalasztott emisszios szlirével.
Koévetve az elozé gondolatmenetet, az eltéré Stokes-eltolassal rendelkezd, de ugyanazzal
a lézerrel gerjeszthetd festékek a két csatornaban mért intenzitésaik Osszehasonlitdsaval
megkiillonboztethetéek. Egy diszperzis elemmel (prizméval vagy raccsal) a kép spektra-
lisan felbonthatod, lehetové téve a spektrum direkt meghatarozasat. A probléma ezekkel
a PSF modositasokkal, hogy a tobblet informécié kinyerése, az esetek tobbségében, az
egy pixelre es6 fotonszam csokkenésén vagy a PSF torzulasan keresztiil rontja az elérhet6

lokalizacids precizitast és ez altal az elérhetd feloldast.

6.2. Célok és kutatasi mdédszerek

Kutatasi célom ezért az, hogy olyan 1j mérési elrendezések tervezése és mérési modali-
tasok megvaldsitasa az SMLM technikahoz, amelyek megorzik a lateralis precizitast és
feloldast. Valamint az, hogy ezek a mérési modok egyszertien legyenek alkalmazhatoak
egy meglévé optikai mikroszkép rendszeren. Az elért 1ij tudoméanyos eredményeket harom
nemzetkozi referalt folydiratban jelentettem meg, amelyeket négy tézispontban foglalok

ossze.
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A kisérleteim kivitelezéséhez az AdOptIm kutatdcsoport dASTORM-CLSM-FLIM
mikroszképjat hasznaltam, amely megépitésében és tobbszori atépitésében is részt vettem.

Méréseimet mindharom technikéval készitettem.

6.3. Uj tudomanyos eredmények

T1 ¢ Az Alexa Fluor 568 forré energiasavos abszorpcidjanak bizonyitasdhoz hullamhossz
fiiggést, spektralis tulajdonsagot, homérséklet fliggést és fluoreszcencia élettartamot mér-
tem. Méréseimet Osszehasonlito jelleggel a mar ismert Rhodamine 101 és az egymolekula
detektalason alapulé mikroszképiaban hasznalatos Alexa Fluor 568 szerves festékre végez-
tem el. Megmutattam azt a tudomanyos irodalomban nem ismert tényt, hogy az Alexa
Fluor 568 is forrd energiasav elnyeld. Végezetiil javaslatot tettem a forrd energiasavos anti-
Stokes fluoreszcencia alkalmazasara dSTORM és EPI mérések soran (autofluoreszcencia-

csokkentett képalkotds, struktira jel6ls, lateralis drift becslés és lokalis hdmérséklet mérés)

[A3, 55,

T2 ¢ Egy 1j, leképzésen alapuld, kétobjektives, Porro-prizmas mikroszképos elrendezést
terveztem és modelleztem nyalabkoveto optikai szimulacids szoftverrel. A javasolt opti-
kai elrendezés Osszegytijti a kordbban képalkotasra fel nem hasznalt fotonokat, és azt a
mikroszkép szaméra valds targyként felhasznalhatova teszi. OSLO optikai szimulaciés prog-
ramban elkészitettem a két leképzo kar modelljét a két kép létrejottének szimulalasahoz,
tovabba Osszevetettem a kapott pontatviteli fiiggvényeket a fokuszsikban és axialis vetii-

letekben. Szimulaciokkal igazoltam azt, hogy a javasolt elrendezés alkalmas egymolekula

detektaldson alapulé mérésekhez [AT][P3-5].

T3 ¢ Az egymolekula detektdlason alapulé lokalizaciés mikroszkdphoz egy sajat tervezé-
stt két objektives, Porro-prizmas elrendezést épitettem meg a mintabdl szarmazoé fotonok
hatékony Osszegytlijtéséhez és modalitasokkal torténd méréshez. A két objektivbol allo el-
rendezésre kidolgoztam a parkeresést és megvaldsitottam két 3D-, egy dipdl orientacio-,
és egy tobbszinii modalitast. Az egyes modalitasokat alkalmazva dSTORM méréseket vé-
geztem ecetmuslica indirekt repiiléizom mintdn és fluoreszcens gyongyokon, tesztelve a

rendszer hasznalhatésdgat és igazolva a lokalizécids precizitds megdrzését [A1] PG-7],
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52 [59)-

T4 ¢ Ecetmuslica indirekt repiiléizom fehérjestruktirajanak meghatarozasahoz készitet-
tem dSTORM méréseket. A feldolgozas felgyorsitasahoz a lokalizaciét és a rekonstrukciot
automatizaltam. A miofibrillumon beliil harom eloszlas osztalyt (,kettés vonal”, | szimpla
vonal”, | rés”) kulonboztettiink meg a 35 vizsgalt struktira csoportositasara. Ezek kiérté-

keléséhez egy 1j osztalyozd szoftvert fejlesztettiink, amely az egyes osztalyokra jellemzo

paramétereket hatdrozta meg [A2] [S3-4].
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7. Summary

7.1. Introduction

Florescence has been the subject and also a tool in scientific research for multiple cent-
uries. The energy difference between the absorbed and emitted photon’s energy (which
is called Stokes-shift) can be used in the microscope as a contrast-enhancing technique.
But this energy difference can also emerge in a negative relation. This process is called
anti-Stokes fluorescence, and before completion the missing energy has to be provided to
the fluorophore. This can be a second photon or thermal energy. In the latter case we call
the process hot-band absorption.

In a microscope the image can be formed using point-scanning or widefield imaging.
Using imaging techniques a problem arises, which is related to the wave nature of light,
which renders the achievable resolution finite and restricts the discrimination of two ne-
ighbouring fluorophores. This minimal lateral distance is ~ 300nm, which is given by
the Rayleigh criterion. To break this limit many tricks and realized technique had to be
applied.

Resolution enhancing techniques which take advantage of optical tricks and the pho-
tophysical and photochemical properties of fluorescent dyes can be labelled as super-
resolution. The first technique which satisfied these criterion was STED which uses the
stimulated emission and a point-scanning imaging mode. In widefield multiple similar
techniques were implemented in 2006 and later a common collective name was given:
singe-molecule localization microscopy, or SMLM for short. The PALM technique is
based on the use of fluorescently inactive, but switchable proteins. A similar technique, the
GSDIM takes advantage of the photophysics (triplet states) of some organic fluorescent
dyes, while dSTORM takes advantage of the photochemistry (long dark states). The
end result is the same for all three: spatially and temporally separated switching events
to which the Rayleigh-criterion does not apply. By fitting the differentiated fluorophores
with the point spread function, the location of the maximum value is obtainable within
a pixel. This microscope technique is photon limited, thus the location determination’s
precision depends on the signal-to-noise ratio. The goodness of a fit can be calculated from

the Thompson-formula [83], while the resolution is obtainable as a blind estimate from the
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the expected value of the standard deviation [88]. The final image can be reconstructed
using software based solutions in a pointillist style, using only the coordinates with the
highest localisation precision. We developed two software packages, TESTSTORM
and RAINSTORM, to simulate the switching mechanism, to analyse the recorded
frame stack, and to reconstruct the super-resolved image.

The SMLM techniques can be expanded to obtain an excess information above the
fluorophores xy coordinates. 3D astigmatism is the most widely used modality to extract
the third spatial coordinate. The point spread function modification is introduced via
cylindrical lens in the detector pathway. It is modified to be elliptical above and below
the focal plane and also asymmetric to the focal plane. The z coordinate can be deducted
using the ratio of the two axes of the fitted point spread function. A second method is the
3D bi-plane modality. Here the detector path is separated into two, with a slight length
difference between the paths. This creates two separate focal planes. The third coordinate
can be deduced by measuring the size of the two images. In a similar manner the image can
be splitted using a polarization beamsplitter cube, a Wollaston-prism or a birefringent-
wedge . By determining the intensity ratio of the two images the fluorophores dipole
orientation can be determined or it’s uncertainty to calculate the anisotropy for each
single source. The spectral separation of fluorescent dyes is achievable with the use of
specially selected dichroic mirror and emission filters. Following the previous theme, the
fluorescent dyes excited with the same laser source but with a different Stokes-shift can
be separated by measuring the intensity in the two spectral channels. Using a dispersion
element (prism or grating) the image can be spectrally resolved. This way the emission
spectrum can be directly determined. The problem with these PSF modifications are, that
each can degrade the achievable resolution by lowering the number of photons-per-pixel

or by introducing PSF distortions.

7.2. Objectives and methods

To overcome this issue, my research goal was to design new experiment arrangements and
to implement new measurement modalities in SMLM techniques, which preserve the
lateral localization precision and resolution. These measurement modes should be easily

applicable on an existing microscope system. The achieved new scientific results were
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published in three international, referred journals, and I summarize them in four thesis
points.

To conduct the experiments, I used the AdOptIm researchgroup’s dSTORM-CLSM-
FLIM microscope. I also participated in the construction and in multiple reconstruction
of the said microscope. The required measurement were carried out using these three

techniques.

7.3. New scientific results

T1 ¢ To demonstrate the hot-band absorption properties of Alexa Fluor 568 ; wavelength
dependence, spectral properties, temperature dependence, and fluorescent lifetime was
measured. The measurements were preformed in a comparative style on the well-known
Rhodamine 101 and on Alexa Fluor 568, which is a widely used organic dye in single-
molecule localization microscopy. Based on these results I concluded that the Alexa Fluor
568 is a hot-band absorbing dye, which was previously not known in the scientific lite-
rature. Finally I proposed possible applications regarding the use of the anti-Stokes fluo-
rescence in ASTORM and EPI measurements (autofluorescence-free imaging, structure

marker, lateral drift estimation and local temperature sensing). ,

T2 ¢ A new dual-objective optical imaging system with a Porro-prism was designed
and modelled using optical ray-tracing software. The proposed optical design collects the
photons which were not used in image formation, and makes them usable in the form
of a real object for the microscope. In OSLO optical simulation software I prepared the
two imaging arm model to simulate the formation of the two images, furthermore the
obtained point spread functions were compared in the focal plane and in axial projection.

I showed, that the proposed layout is suitable for to be used in single molecule detection

based measurement techniques. [AT][P3-5]

T3 ¢ I upgraded a single-molecule localization microscope with my self-designed dual-
objective imaging system with Porro-prism to enhance the photon collection from the
sample and to facilitate the application of modalities during measurements. I worked

out the pair-finding for the dual-objective arrangement and built two 3D-, one dipole
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orientation- and one multicolour modality. With the application of each modality I made
dSTORM measurements on fruitfly indirect flight muscle myofibrill samples and fluo-

rescent beads to test the arrangement’s usability and to prove the preservation of the

localization precision. , ,

T4 ¢ I performed dSTORM measurements to characterize fruitfly indirect flight muscle
protein structure. To speed up the data processing I automatized the localization and the
reconstruction process. In the myofibrill three distribution type were classified ("double

line", "single line", "gap") to group the 35 examined protein structure. To evaluate these a

new classifier software was developed, which extracts the characteristic parameters from

the raw data. [A2] [S3-4]
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