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1. Osszefoglalas

1.1. Bevezetés

A fluoreszcencia mér tobb évszdzada targya és eszkoze a tudoményos
kutatasoknak. A gerjeszté és az emittalt foton energiakiilonbsége mi-
att 1étrej6v6é Stokes-eltoldst, mint egy kontraszt néveld technikét, ki
lehet hasznalni a mikroszképokban. Ez az energiakiilonbség azonban
létrejohet ellentétes relacioval is, és ekkor a folyamatot anti-Stokes flu-
oreszcenidnak nevezziik. A hidnyzo6 energia a folyamat lejatszdédasahoz
egy masodik fotonbdl vagy héenergidbdl szarmazhat. Az utébbi esetet
nevezziik forré-energiasdvos abszorpcionak.

Egy optikai mikroszképban a képalkotas pasztazasi-, illetve széles-
latoterti modban torténhet konstrukeid szerint. Problémét jelent azon-
ban a fény hullAmtermészete, ami korlatozza két fluorofér megkiilon-
boztethetbségét, a feloldas ugyanis véges. A Rayleigh-féle feloldasi kri-
térium megadja ezt a kozel 300nm tévolsdgot laterdlisan, és ennek
attortésére sok tritkkkre és megvaldsitott technikara volt sziikség.

Az optikai triikkoket és a festékek fotofizikai-fotokémiai tulajdon-
sagait is kihasznal6 feloldasnoveld technikdkat szuperrezolicids tech-
nikdknak nevezziik. Pasztdazé képalkotasi médban a stimulalt emisszi-
6t kihasznal6 technika, a STED volt az els6, mig nagylatotér esetén
2006-ban tobb hasonlé elven miik6do technika jelent meg. Ezen utéb-
biakat kozos gytijtonévvel egymolekula detektalason alapuld lokalizaci-
6s mikroszképidanak, vagy SMLM-nek hivjuk. Fluoreszcensen inaktiv,
de kapcsolhaté fehérjékkel miikodik a PALM technika, a GSDIM
szerves festékek fotofizikajat hasznalja ki, a dSTORM pedig ugyan-



csak szerves festékek fotokémiajat. Mindharom esetben a végeredmény
ugyanaz: térben és idében elkiiloniilt kapcsolasi események, amelyek-
re mar nem vonatkozik a Rayleigh-kritérium. Az igy megkiilonbozte-
tett fluoroférokra illesztve a pontatviteli fiiggvényt, megkaphaté annak
maximumbhelye a pixelen beliil. Ez a mikroszképos technika azonban
fotonlimitalt, a helymeghatirozas precizitdsa nagyban fiigg a jel-zaj
viszonytél. Az egyes illesztések josdga a Thompson-képletbdl [I] szé-
molhatd, mig a mintara vonatkoztatott feloldas kiszamolhat6 a loka-
lizaciés precizitdsok varhat6 értékeibél [2]. A végs8 kép szoftveresen,
pointillista médon, a rekonstrukcié soran allithaté el6 a legnagyobb
lokalizaciés precizitassal rendelkez6é maximum helyekbdl. A kapcsolasi
mechanizmus szimuldlasara, a felvételek elemzésére és a rekonstrukcio
elvégzésére csapatunk két szoftvercsomagot, a TESTSTORM—ot és
a RAINSTORM—ot fejlesztette ki.

Lehet6ség van az SMLM technikat kiboviteni, és ez altal tobblet
informacidt kinyerni a fluoroférok x és y pozicidjan felill. A harmadik
koordinata kinyeréséhez a legelterjedtebb modalitdas a 3D asztigma-
tizmus. Egy, a detektor karba helyezett hengerlencse segitségével a
rendszer pontatviteli fliggvénye gy modosul, hogy a fokuszsik alatt és
felett a molekula képe elliptikus és a fékuszsikra nézve aszimmetrikus
is lesz. A z koordinata meghatdrozasa visszavezethetd az ellipszis két
tengelyének ardanyositasara. Egy méasik modszer a 3D kétsiku leképezés.
A detektor kart optikai médon ketté bontva egy nyalaboszté kockaval
uthossz kiilonbség vezethetd be az igy 1étrejové karok kozott. Ez két
eltérd fokuszsikot is eredményez. A harmadik koordinata meghataro-

zésa ebben az esetben a két kép méretének mérésére vezethetd vissza.



Hasonloan kettébonthat6 a keletkezo kép egy polarizacios nyaldboszto
kockaval, egy Wollaston-prizmaval, vagy egy kettOsen toro ékkel .
Ez 4ltal meghatarozhatéva teheté a fluorofér dipdlusdanak a gerjesztéd
lézer polarizacidjara vett szoge és annak bizonytalansaga példaul ani-
zotrépia szamolashoz. Ebben az esetben a fluoroférrdl keletkezd két
kép intenzitdsdnak aranyat kell meghatdrozni. Festékmolekuldk spekt-
ralisan torténd szétvalasztasa torténhet egy jol megvalasztott emisszios
sziirével. Kovetve az el6z6 gondolatmenetet, az eltéré Stokes-eltolassal
rendelkez0, de ugyanazzal a lézerrel gerjeszthetd festékek a két csator-
naban mért intenzitdsaik Osszehasonlitdsidval megkiilonboztethetek.
Egy diszperzits elemmel (prizméval vagy réccsal) a kép spektralisan
felbonthatd, lehetové téve a spektrum direkt meghatérozasat. A prob-
léma ezekkel a PSF médositasokkal, hogy a tébblet informacié kinye-
rése, az esetek tobbségében, az egy pixelre esé fotonszam csdkkenésén
vagy a PSF torzulasan keresztiil rontja az elérhet6 lokalizaciés preci-

zitést és ez altal az elérhetd feloldast.

1.2. Célok és kutatasi modszerek

Kutatési célom ezért az, hogy olyan Gj mérési elrendezések tervezése
és mérési modalitdsok megvaldsitasa az SMLM technikdahoz, amelyek
megorzik a lateralis precizitast és feloldast. Valamint az, hogy ezek a
mérési modok egyszeriien legyenek alkalmazhatéak egy meglévo opti-
kai mikroszkép rendszeren. Az elért Gj tudoményos eredményeket ha-
rom nemzetkozi referdlt folydiratban jelentettem meg, amelyeket négy
tézispontban foglalok Gssze.

A kisérleteim kivitelezéséhez az AdOptIm kutatécsoport dASTORM-



CLSM-FLIM mikroszképjat hasznaltam, amely megépitésében és
tobbszori atépitésében is részt vettem. Méréseimet mindhdarom techni-

kaval készitettem.

1.3. Uj tudoményos eredmények

T1 ¢ Az Alexa Fluor 568 forré energiasivos abszorpcigjanak bizo-
nyitasdhoz hulldimhossz fiiggést, spektrélis tulajdonsagot, homérséklet
fliggést és fluoreszcencia élettartamot mértem. Méréseimet 6sszehason-
lit6 jelleggel a mar ismert Rhodamine 101 és az egymolekula detektala-
son alapulé mikroszkopidban hasznélatos Alexa Fluor 568 szerves fes-
tékre végeztem el. Megmutattam azt a tudomanyos irodalomban nem
ismert tényt, hogy az Alexa Fluor 568 is forrd energiasav elnyeld. Vé-
gezetiil javaslatot tettem a forré energiasavos anti-Stokes fluoreszcen-
cia alkalmazédsdra dSTORM és EPI mérések soran (autofluoreszcencia-

csokkentett képalkotas, struktira jelold, lateralis drift becslés és lokalis

hémérséklet mérés) [S5).

T2 ¢ Egy 1j, leképzésen alapuld, kétobjektives, Porro-prizmas mik-
roszkopos elrendezést terveztem és modelleztem nyaldbkovetd optikai
szimuldcios szoftverrel. A javasolt optikai elrendezés 6sszegytijti a ko-
rabban képalkotasra fel nem hasznalt fotonokat, és azt a mikroszkop
szamara valés targyként felhasznalhatéva teszi. OSLO optikai szimula-
ciés programban elkészitettem a két leképz6 kar modelljét a két kép
létrejottének szimuldlasahoz, tovabba Osszevetettem a kapott pontat-
viteli fliggvényeket a fokuszsikban és axidlis vetiiletekben. Szimuléci-

okkal igazoltam azt, hogy a javasolt elrendezés alkalmas egymolekula



detektalason alapulé mérésekhez [A1l|P3-5).

T3 ¢ Az egymolekula detektaldson alapuld lokalizéciés mikroszkép-
hoz egy sajat tervezésii két objektives, Porro-prizmas elrendezést épi-
tettem meg a mintabdl szarmazd fotonok hatékony Osszegyiijtéséhez
és modalitasokkal torténoé méréshez. A két objektivbol all6 elrende-
zésre kidolgoztam a parkeresést és megvalésitottam két 3D-, egy dipdl
orientacié-, és egy tobbszinli modalitast. Az egyes modalitdsokat alkal-
mazva dASTORM méréseket végeztem ecetmuslica indirekt repiiléizom
mintan és fluoreszcens gyongyokon, tesztelve a rendszer hasznédlhaté-
sagat és igazolva a lokalizdcids precizitds meglrzését
59

T4 ¢ Ecetmuslica indirekt repiiléizom fehérjestruktirajanak megha-
tarozasdhoz készitettem dSTORM méréseket. A feldolgozas felgyorsi-
tasdhoz a lokalizéciét és a rekonstrukeiét automatizaltam. A miofibril-
lumon beliil hdrom eloszlds osztalyt (,kettds vonal”, ,szimpla vonal”,
,rés”) kiilonboztettink meg a 35 vizsgalt struktira csoportositdsara.
Ezek kiértékeléséhez egy 0j osztalyozd szoftvert fejlesztettiink, amely

az egyes osztdlyokra jellemz6 paramétereket hatarozta meg IS3-4].
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