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1. Roviditések jegyzéke

DBSCAN: Density-Based Spatial Clustering of Applications with Noise, klaszterizalo
algoritmus

DIC: Differential Interference Contrast, transzmissziés optikai mikroszképiai technika
(d)STORM: (direct) Stochastic Optical Reconstruction Microscopy, nagyfeloldasi loka-
lizacios mikroszkopiai technika

EMCCD: Electron-Multiplying Charge-Coupled Device, egyedi molekula detektalasra
alkalmas kamera tipus

(f)PALM: (fluorescence) Photoactivated Localization Microscopy, nagyfeloldasi lokali-
zacios mikroszkdpiai technika

FRC: Fourier Ring Correlation, a feloldéas kisérleti meghatarozasara szolgald algoritmus
FRET: Forster/Fluorescence Resonance Energy Transfer, kozeli fluoroférok kozott fellé-
po jelenség

NPC: Nuclear Pore Complex, magpoérus komplexei, fehérje szerkezetek a sejtmembran-
ban

OPD: Optical Path Difference, optikai ithossz kiilonbség

PAH: Poly(Allylamine Hydrochloride), polielektrolit

PAINT: Point Accumulation for Imaging in Nanoscale Topography, nagyfeloldasu loka-
lizacios mikroszkopiai technika

PSF': Point Spread Function, az optikai rendszer pontatviteli fiiggvénye, pontforras képe
TIR: Total Internal Reflection, teljes belso visszaver6dést kihasznalé megvilagitas
TIRF': Total Internal Reflection Fluorescence, fluoreszcens mikroszkopiai technika
SMLM: Single Molecule Localisation Microscopy, az egyedi molekula lokalizaciés mik-
roszképiai technikak gytijténeve

STED: Stimulated Emission Depletion, nagyfeloldast pasztazé mikroszkopiai technika
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2. Bevezetés

Az optikai mikroszkdépiat méar a XVII. szazad 6ta hasznaljak a mikrovilag tanulmanyoza-
sara. Segitségével a szemiink képességein tullépve a szamunkra paranyi dolgokrol is gaz-
dag informéaciokat szerezhetiink. A feltalalasa 6ta nagyban hozzdjarult a vilagrél szerzett
ismereteink bovitésében, és az arrdl kialakitott szemlélet formalasaban. Ez id6 alatt a kép-
minoség és a feloldoképesség, vagyis hogy mennyire paranyi dolgokrél milyen mennyiségti
és mindségi informéaciot tudunk szerezni, jelentds fejlédésen ment keresztiil. A kozelmult-
ban a nagyfeloldast mikroszkopiai mdédszerek megjelenése adott nagy lendiiletet az optikai
mikroszképidnak e téren, és valtak mara bevett eszkozzé, elsésorban sejtbiologiai kuta-
tasokban. A tertlet szamtalan modszert foglal magéaba, az elényeikkel és hatranyaikkal
egyiitt, amik viszont behataroljak az alkalmazasi lehetoségeiket. Azonban mindegyikrol
elmondhaté, hogy vagy szofisztikalt kisérleti elrendezést, vagy Osszetett mérési adatfel-
dolgozést igényelnek. Igy, annak ellenére, hogy a feltaldldsuk 6ta az elmilt masfél-két
évtized alatt gyorsan latvanyos fejlodésen mentek keresztiil, a teriilet a mai napig kinal
megoldandoé problémakat a vallalkozd szellemii kutatok szamara.

Doktori tanulmanyaim soran lehetéségem volt bekapcsoldodni az AdOptlm csoport
keretein beliil folyé kutatasokba, és megismerkedni a kutatéi munka kiilonb6z6 aspektu-
saival. Az itt toltott id6 alatt részt vettem szoftver- és algoritmusfejlesztésben, méréseket
terveztem meg, és hajtottam végre, illetve a kisérleti munkdban elengedhetetlen adat
elemzést, és az eredmények értelmezését végeztem. Megoldand6 problémak keresése és
sajat projektek mellett a tertilet multidiszciplinaris jellege kévetkeztében mas kutatdcso-
portokkal torténd egytttmiikodésekben is bekapcsolédtam, akar mérések végzésével, akar
adatok kiértékelésével.

Ertekezésemben kitérek az j, nagyfelolddst mikroszképiai médszerekre, kiilonos te-
kintettel az egyedi molekula lokalizacios technikara. Kifejtem a lokalizalas folyamatat,
attekintem a képmindséget befolyasold tényezoket, és ismertetem a technikan beliili kii-
16nb6z6 mérési modalitasokat. Ezt kovetdoen bemutatom a disszertacié témajaval kap-
csolatban végzett munkamat, az elért tudomanyos eredményeimet, és megfogalmazom a

tézispontjaimat.



3. Tudomanyos el6zmények

3.1. Mikroszképiai bevezetés

Az optikai mikroszképiaban az egyik leglényegesebb értékmére a feloldoképesség. E te-
kintetben azonban az optikai rendszer és az alkalmazott fény hullamhossza egy jol meg-
hatarozott kiiszobot allit. Egy pontszerti forrasrol képet alkotva nem egy pontot, hanem
egy kicsiny elmosddott foltot kapunk, még leképzési hibaktél mentes optikai elemeket al-
kalmazva is. Ezt a foltot hivjuk a leképzo rendszer pontatviteli fliiggvényének, réviditve
PSF-nek. Az elérheto feloldds tekintetében megemlitend6 két gyakran hasznalt feltétel,
az inkoherens fényesség eloszlasra alkalmazhaté félempirikus Rayleigh kritérium, valamint
a koherens esetre vonatkozd Abbe kritérium. Ma mar a leképzési hibakra jol korrigalt,
nagy numerikus aperturaju olaj immerzids objektivekkel 200 — 250 nm-es foltméret érheto
el, megkozelitve az emlitett feltételek altal szabott értékeket.

A kép minéség javitdsa érdekében a feloldas mellett a kontraszt novelésére is szé-
mos technikat kifejlesztettek. Az optikai mikroszkopokkal sok esetben bioldgiai mintakat
vizsgalnak, amik tobbnyire attetszoek, igy azokat atvilagitva a minta csak halvanyan ve-
hetd ki a hattérbol. A sotét latoterti technika az atvilagité fény kiszlirésén, és a szérdédo
fény begytijtésén alapul, igy minimalis hattér mellett lathatjuk magat a vizsgalt mintat.
Tovabba a fény hullam természetébol fakado interferencia jelensége is felhasznalhato a
kontraszt novelésére. A fazis kontraszt technikandl a szérédo fényt interferaltatjuk az
atmend fénnyel. A differenciélis interferencia kontraszt (DIC) technikandl az atvilagitd
fényt ketté bontva és egymashoz képest eltolva, majd tjra egyesitve kapunk kontrasztos
képet. Az optikai modszereken til a fluoreszcencia jelenségét is felhaszndlhatjuk a kont-
raszt novelésére. A fluoreszcencia soran a megfelelé hullaimhosszt fénnyel megvilagitva,
ugymond gerjesztve a fluorofért, az mas szint, tipikusan a spektrumban voros iranyba
eltolodott hullamhosszt fényt bocsat ki. Ezt kihasznalva a megfelel6 spektralis sziirokkel
a fluoreszcens fény levalaszthatd a gerjeszto fénytol, igy megszabadulhatunk a megvila-
git4s hatterétél. Igy ennek koszonhetSen a fluoreszcensen megjelolt minta hatdrozottan
kivehetové valik. A fluoreszcens mikroszképia napjainkra mar bevett eszkozzé valt, el-
sosorban a biologusok koérében. Segitségével az egyes sejt Osszevetdk, a megfelelé minta

elokészitést kovetden, jé specificitassal jelolhetoek és vizsgalhatoak. Fluoroférként leg-
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tobbszor fluoreszcens fehérjéket, illetve szerves festékeket alkalmaznak, de ezek mellett

kvantumpottyoket [1], vagy alkaniddkat is gyakran hasznélnak [2].

Sokaig a fluoreszcens mikroszképia csak a fluoroforok sokasaganak vizsgalataval volt
lehetséges. A detektor technika fejlodésére egészen 1989-ig kellett varni, hogy kondenzalt
kozegben egyedi molekuldk fluoreszcens jelét is lehessen 14tni [3]. Ezt kovet&en szamos mo-
don vizsgalték és felhasznéltak az egyedi molekulak fluoreszcencidjat. Az egyik elsé széles
alkalmazasi teriiletté az egyedi molekula kovetés és az egyedi molekula FRET fejlédott.
Az elébbi hasznos eszkoznek bizonyult a diffizios egytitthaté mérésére, tobbek kozott
a sejtek membranjan az anomalids diffizié tanulmanyozasara [4], az utébbi segitségével
pedig fehérjék konformécié valtozasat lehet vizsgdlni [5]. Ezeknél a méréseknél fontos
volt, hogy az alkalmazott festék nagy fotostabilitdssal rendelkezzen, vagyis ne villogjon,
és ne égjen ki gyorsan. Erre a célra kilonbozo kiégést gatld Osszeteviket hasznaltak. A
Cyb szerves festékhez haszndlt egyik triplet allapot kvencser esetén észrevették, hogy a
kiégés gatlasa mellett, nagy mértékli fluoreszcens jel ingadozast tn. fotovillogast idéz el
[6]. Erre kezdetben még hatranyos, kikiiszobolendé tulajdonsagként tekintettek, viszont
ez a felismerés segitette el késobb az egyik nagyfeloldasu technika, az egyedi molekula

lokalizacidés modszer kifejlesztését.

A nagyfeloldasi mikroszképiai technikdk lehetévé teszik, hogy a fluoroférokrol joval a
diffrakciés foltméretiiknél finomabb részletekben alkossunk képet. Ezeknek a modszerek-
nek a koncepciéit az 1990-es években alkottak meg [7, 8], azonban a megvaldsitasukra csak
az ezredfordulét koveten kertilt sor [9-11]. Ez utdn a tertiletet nagy lendiiletet nyert, és
azoOta ezen modszereknek nagyon sok valtozatat dolgoztak ki. A fluoreszcens jel kiolvasasa
szempontjabdl alapvetoen két nagy csoportra, a "célzott kiolvasasu' és a "sztohasztikus

kiolvasdsti" mddszerekre lehet osztani ezeket a technikdkat [12].

A "célzott kiolvasasi"' technikdk esetén valamilyen megvilagitds mintazattal érik el,
hogy a fluoroférok csak egy térbelileg jol behatarolt csoportja szolgaltasson fluoreszcens
jelet egyidejiileg. Ilyen technikdaknak tekinthetéek a hagyoméanyos pasztazé konfokalis
mikroszképia jabb valtozatai [13, 14] és a struktiralt megvilagitasu mikroszképia [15].
Ezekkel a technikdkkal viszont rendre csak egy ~ V/2-szeres, illetve ~ 2-szeres feloldés
névekedést lehet nyerni a hagyomanyos, diffrakcio limitalt mikroszkopidhoz képest. Ellen-

ben vannak olyan mddszerek, amik a fluoroférok valamilyen féle nemlinearis viselkedését
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hasznaljak ki, és igy mar az elérhet6 feloldas novekedés nincs a diffrakcios kiiszobhoz
kotve. Ilyen technikdk léteznek mind pésztazé [9, 16], mind széles latéterii elrendezés-
ben [17, 18]. Példaként a pasztazé STED mikroszkopianal [9] a fluoroférok gerjesztését
kovetoen egy fank alakt, stimulalt emissziot kikényszerito nyalabbal érik el a diffrakcio
limitnél lényegesen kisebb méretli gerjeszto foltot, amin beliil bekovetkezik a fluoroférok
detektalhatd spontan emisszidja.

A maésik nagy csaldd a "sztohasztikus kiolvasas', aminél a fluoroférok véletlenszerti
fotovillogasa teszi lehetévé a megnévekedett feloldas elérését, aminek szintén nem szab
hatart a diffrakcios kiiszob. Ezen nagy feloldast mikroszképiai technikak alkalmazasa-
hoz sziikséges a fluoroférok megfelelo fotovillogasat elidézni, amit azok fotofizikajanak
és -kémidjanak jobb megértése tett lehetévé [19, 20]. Ezen belil is egy nagy csoportot
alkotnak a lokalizacios mikroszkopiai technikak. Ezen moddszerek sajatossaga, hogy egye-
di molekuldkbol szarmazo informéaciohoz jutunk, de nem kozvetlentil, hanem ezt a mérési
adatok utolagos feldolgozasa teszi lehetévé. Mindehhez sziikséges, hogy a fluoreszcens
molekuldk jeleibdl egymastol elkiilonitve alkossunk képet, ami azok a véletlenszerii fot-
ovillogésat kihasznélva érheté el. Igy a felvételeken a (nagy valészintiséggel) kulonallo
molekula képeknek mar egyesével meg lehet hatarozni a kozéppontjaikat és esetleg egyéb
vizsgalando tulajdonsagaikat. A fluoroférok véletlenszerli, egymastél fiiggetlen fotovil-
logasat kihasznalva lokalizalas nélkiil is elérheté6 megnovekedett feloldas. FEz a kamera
képpont fényességértékek idébeli ingadozasanak statisztikus elemzésével teheté meg [21,
22]. Ilyen médokon az effektiv PSF méret lecsokkenthetd, illetve a szomszédos forrasok
kozotti atfedo rész elnyomhatd. Viszont ezek a moddszerek torzitjak a megalkotott ké-
pen a fényességeket, illetve a forrasok PSF-jeit, igy kvantitativ elemzésre csak nehezen
hasznalhatéak.

Az utébbi években a két megkozelitést, a "célzott" és "stohasztikus' kiolvasast is kom-
binaltdk, mind pésztazo [23], mind széles latétert elrendezésben [24, 25], még jobban

megnovekedett feloldast igérve.

3.2. Lokalizaciés mikroszképia

A lokalizaciés mikroszképidban egyedi fluoroférok PSE képeibol hatarozzuk meg azok

poziciéit, jelentésen nagyobb pontossaggal, mint maganak a PSF intenzitds eloszlasanak
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a szélessége. 2006-ban publikaltak az els6 két egyedi molekula lokalizaciés modszert,
a(z) (f)PALM-ot [11, 26] és a STORM-ot [10]. Ezek még a gerjeszté lézer mellett egy
alacsonyabb hullaAmhosszu lézert is hasznaltak fotoaktivalashoz, vagyis a fluoroférok fluo-
reszcens allapotba juttatasahoz. Azota a fotovillogast szamtalan médon elérték, és ennek
megfeleléen szamos elnevezéssel lattak el a kiilonféle lokalizaciés technikakat [27-34].

Ezek koziill a ASTORM [28] technikanél a megfeleld festékkel jelolt mintéat egy specidlis
puffer oldatba, in. "switching" pufferbe helyezve elérheto, hogy egy kezdeti megvilagitas
hatasara a festékek nagy része fluoreszcensen kikapcsolt allapotba keriiljon. Ebbol a nem
fluoreszcens, "kikapcsolt" (OFF') allapotbdl a festékek véletlenszeriien, lassan visszake-
riilnek a fluoreszcens, "bekapcsolt" (ON) dllapotban, vagy énmaguktdl, vagy normél flu-
oreszcens gerjesztésnél magasabb fotonenergiaji megvilagitas hatasara. Ezutan egészen
addig detektalhatéak, mig ki nem égnek, vagy vissza nem keriilnek a sotét, "kikapcsolt"
allapotba.

A lokalizacios modszereknél fotovillogtatassal érjiik el, hogy a fluoreszcens jelolések
csak egy kis hanyadat detektaljuk egyidoben. Ez lehetévé teszi, hogy a jelolésekrdl ugy
lehessen képet felvenni, hogy azok (j6 eséllyel) elkiiloniiljenek a felvételen. Ez akkor va-
l6sul meg, hogyha a jelolések nagysagrendekkel hosszabb idot toltsenek az "kikapcsolt'
allapotban, mint fluoreszcensen. Ekkor tobb felvételt, egy képsorozatot készitve a minta-
1ol az egyedi, elkiilonitett jelolések nagy részérdl tudunk képet alkotni. A felvillandsokat
beazonositva a felvételeken, azok kozéppontjai mar néhany 10 nm-es pontossaggal meg-
hatarozhatoak. A detektalt jelolések pozicionak feldolgozasaval az eredmények értelmez-
hetéek és vizualis céllal nagyfeloldast, rekonstrukcids képet készithetiink. A kiilonbozé

lépéseket az 1. abra szemlélteti.

3.2.1. Lokalizalas

A lokalizacios mddszerek gyokerei még a nagy feloldast mikroszképia megjelenése elGttre
tehetek vissza, példaként fluoreszcens részecske nyomkovetésre [36] vagy asztrondmiai
felvételeken csillagok azonositasara [37] hasznaltak dket. Az elsd ilyen algoritmusok koziil
tobb a kozéppontot még a képpont (pixel) pozicidk beiitésszammal stlyozott atlagaként,
"tomegkozéppont" szamolassal hatdrozta meg [36]. Ennek soran a detektélt fluorofér kortl

kivagasra keriil néhany képpont nagysagu tertilet, amin beliil, a hattér eltavolitasa utan,
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rekonstrukcio

kép-

illesztés

kivagas

1. dabra. A lokalizacios képalkotds teljes folyamata: a felvétel sorozat készitése, a felvil-
landsok megkeresése, a felvillandsok lokalizdldsa, a lokalizdcios adatok sziirése és a nagy-
feloldasi kép megalkotdsa. [35]

a pixel pozicidk betitésszammal stulyozott atlaga szolgaltatja a fluorofér becsiilt pozicié-
jat. A pozicié ilyen médon torténo szamolasa igen érzékeny a hattér levonas modjara,
és kiilonbo6z6 mértékl szisztematikus hibaval bir attél fliggen, hogy a forrds valodi po-
zicigja a kamera pixelen beliil hova esik [38]. A felvillandsok kozéppontjait meghatarozd
algoritmusok kés6bb tobbnyire mér fliggvény illesztésen alapultak [39, 40]. Ez a mddszer
nem vezeti be a fent emlitett szisztematikus hibat, és a jel/zaj ardnyra is kevésbé érzé-
keny [38]. Ezen algoritmusok tobbsége haranggorbét (Gauss fuggvényt) illeszt a PSF-re
a forras lokalizalasahoz. Bar a Gauss alaki PSF fiiggvény nem fizikai megfontolasokon
alapul, de a rogzitetlen, szabadon forgd fluoroférok esetén jol leirja a valés PSF-et [41],
jobban, mint az egyszeriisitett elméleti leirdsok altal szarmaztatott, és gyakran hasznalt
Airy mintazat, és emellett a szamitasigénye is mérsékelt az dsszetettebb PSF modellekhez
képest. A fiiggvény illesztés tobbféle iterativ médon torténhet, mint példaul a silyo-
zott vagy sulyozatlan legkisebb négyzetek moédszerével, vagy a legnagyobb valdszintiség
modszerrel (maximum-likelihood) [42, 43]. Az utébbi megoldas szolgaltatja az elérhe-
t6 legkisebb mértéki bizonytalansigot az illesztett fiiggvény paramétereire [44], viszont

ehhez a detektor zaj modelljének és a PSF fiiggvénynek a pontos ismeretét igényli.

A fiiggvény illesztéssel torténd pozicié meghatarozas bizonytalansdgat nevezziik loka-
lizacids precizitasnak, ami azt adja meg, hogy adott az folt méret, jel erésség és zajszint
mellett mekkora a kozéppont koordinatak meghatarozasanak statisztikai értelemben vett
varhatd hibaja. A lokalizacidos modszerek tobbségénél a képsikbeli, laterdlis precizitasrol

beszéliink, de a 3D modszerek esetén az axialis precizitas is értelmezheto.

A precizitas meghatarozhato kisérletileg, ha egy adott fluorofért sok kamera felvételen



12 3 TUDOMANYOS ELOZMENYEK

keresztiil lokalizalunk [10, 28, 43], azonban a legtébb mérésnél nem tudjuk egyértelmiien
hozzarendelni a lokalizaciékat fluoroférokhoz. Ekkor az egymast koveto felvételeken 1évo
lokalizaciok kozotti legkozelebbi szomszéd tavolsagok alapjan tudunk egy becsiilt precizi-
tas értéket mondani [45]. Azonban a kisérleti meghatarozds sokszor korillményes, emiatt
altalaban szamolas utjan torténik ra vonatkozé becslés. ToObb szerzd is megvizsgalta,
hogy a kilonbo6zo6 fiiggvény illesztési mddok és PSF fiiggvények esetén ez hogyan teheto
meg [43, 44, 46-49]. Gauss PSF fliggvény illesztés esetén léteznek egyszerti, konnyen fel-
hasznélhaté formuldk a precizitds meghatarozasra [43, 47, 48, 50], amik csak az illesztett
fiiggvény paramétereket igénylik a szamitashoz. Példaként a Thompson altal levezetett

formula az aldbbi médon irhato fel [47]:

24 2 4p2
U:\/s +]$/12+8;ng | Q)
ahol o a lokalizaciés precizitas, s a Gauss PSF fiiggvény szérasa, a a pixelméret, b a
hattér zaj értéke fotonszamban, N pedig a felvételen begytjtott fotonszam.
A jo precizitas eléréséhez elengedhetetlen a magas begylijtott fotonszam, amitol az
1/ V/N-es fiiggést mutat. Tovabbda a hattér zaj, ami szarmazhat fluoreszcens jel hattérbél
vagy a detektor kiolvasasi zajabol, rontja a precizitast. Ezeken feliil a kamera képpon-
tok véges mérete un. pixelizalasi zajt vezet be, ami a foton detektalasnak a pozicidbeli
bizonytalansagabol adédik. Ez utébbi miatt onmagaban megérné a pixel méretet kicsi-
re valasztani, azonban a detektor kiolvasasi zajat is figyelembe véve ennek is van egy
optimalis értéke. Igy targysikbeli pixel méretet érdemes PSF méretéhez kotni, annak a
szorasaval megegyez6, vagy valamivel kisebb méretiire valasztva. Ekkora képpontméret
mar elegendd a pontos fliggvény illesztéshez, de emiatt a PSF alakjanak finom részletei
nem kivehetéek. Megjegyzendd, hogy egyedi molekula detektaldshoz gyakran elektron
sokszoroz6 kamerat (EMCCD) hasznédlnak, ami a fotoelektronok sokszorozasa révén a
kiolvasasi zajt elnyomja, ami elényos gyenge jelek detektaldsanal. Viszont ez a fajta jel
erOsités egy ujabb zajforrast is jelent, aminek a jelfiiggo zaj szempontjabol olyan a hatésa,
mintha a ténylegeshez képest fele annyi fotont gytijtottiink volna be [51], és ezaltal er6sebb
jeleknél akar még hatranyos is lehet [52]. Ennek megfeleléen a precizitds szdmolasakor a
detektor tipusat is érdemes figyelembe venni a zaj megbecsléséhez.

A laterdlis precizitds mellett megbecsiilhetd az axialis precizitas is a kiillonb6zé 3D



3.2 Lokalizaciés mikroszkdpia 13

modszerek esetén. Egyrészrol, kalibraldssal és a laterdlis precizitdsok ismeretében hiba-
terjedéssel is szamolhaté az axidlis precizitas [53]. Tovabba, amennyiben rendelkeziink
pontos PSF és zaj modellel, informécié elmélet alapjan az axialis poziciora is tehetd alsd

becslés [54-57]

A lokalizaciés precizitdas nagy jelentoséggel bir az elérhetd feloldasra, egy alsd hatart
szabva ra [58-61]. Emiatt sokszor kiiszobértéket allitanak be ra vonatkozdan, a rossz
értékkel rendelkezd lokalizaciokat figyelmen kiviil hagyva, a rekonstrualt kép minGség
javitdsa céljabdl [35]. Ezzel a halvany, rossz precizitast felvillandsok vagy a hattérre
illesztett téves lokalizaciok mellett az atfedo felvillanasok lokalizacidinak egy részét is

kiszlirhetjiik.

A lokalizalas hibajat azonban nem lehet egyediil a precizitassal jellemezni, ehhez sziik-
ség van a lokalizaciés pontossagra is [62]. Ez a mennyiség arrél ad szamot, hogy a pozicié
meghatarozas varhat6 értéke mennyire tér el a keresett poziciétol. Példaul forgasukban
korlatozott fluoroférok esetén kell ezzel szamolni, mivel ekkor dipodlus forrasokrol alko-
tunk képet irdnyitottsdg atlagolds nélkil [63], ami aszimmetrikussa teheti a PSF-et. Ez a
hiba igen erételjesen fiigg a defokuszaltsagtol [64, 65], és az egyéb fazisaberracioktol [41].
Amennyiben a fluorofér nem rogzitett, hanem rendelkezik forgasi szabadsiaggal, annak
novekedésével a pozicié meghatérozas pontossiga is javul [64, 65]. Ez a fajta lokalizéci-
6s hiba csokkenthetd radialis vagy azimutalis polarizacio sziiréssel, azonban ez specialis
maszkot igényel, és detektdlt jel fényességét is csokkenti [66-68]. Ezek a hatranyok ki-
kiiszobolhet6ek a dipolus orientaciot figyelembe vevd, szamolas igényes vektoridlis PSF

modell illesztésével [69].

Tovabbé, a kisérleti tényezok, mint a strukturalt hattér, a leképzési hibak jelenlé-
te, vagy a detektor képpontjainak eltéré valasza is pontatlansagot vezethet be a pozicid
meghatarozasban. Azt sem szabad figyelmen kiviil hagyni, hogy fluoroférokat a vizsgalan-
dé struktirdhoz hozzakoto koztes kapesold elem sem elhanyagolhatd méretti. Ez utobbi
példaként a biolégiai strukturdknal elterjedten hasznalt antitestes jeloléseknél akar preci-
zitdssal Osszemérhetd, ~10 nm-es nagysagrendii is lehet [70]. Ezeken feliil, a leképzé rend-
szer és a minta instabilitasa idében folyamatos pozicid eltolodast, in. driftet okozhat,
ami bar részben korrigalhaté a kiértékelés soran, szintén rontja a pozici6 meghatarozas

pontossagat, elsdsorban a hosszu idétartami mérések esetén.
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3.2.2. KépmindGség

A felvétel sorozat lokalizalasa soran kapott adatsort az esetek nagy részében a minta
strukturalis informéciénak kinyerésére, mint a kotohely eloszlas megbecslése, hasznaljak
fel, amihez a lokalizaciok koordinataira van sziikség. Azt, hogy milyen részletes informa-
ciét tudunk bel6le kinyerni, tobb tényezo is befolydsolja (2. abra).

® molekula pozicid ® jeldlés pozicid ® becsllt pozicio
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2. abra. Kiilonbozo paramétereknek a hatdsa a rekonstrudlt kép hiiségére. A zold korok
jelolik a vizsgdlando molekula poziciokat, a kék kordk a fluorofor poziciokat, a piros kérok
pedig a lokalizdcidos helyet. (a) J6 lokalizdcios precizitdassal, kis kotdelem hosszal és siirid
jeloléssel készilt rekonstrukcid, (b) a rossz lokalizdciés precizitds hatdsa, a (c) csokkentett
jelolési siiriiség szerepe, (d) megnovelt kotdelem hossz hatdsa a rekonstrudlt struktira hi-
ségére. [62]

Az egyik tényez6 a lokalizacids precizitas és a pontossiag, amik a fluoreszcens jelolé-
sek pozicié meghatarozasanak a hibajat jellemzik. Ez fontos szerepet jatszik, amikor két
kozeli pontszer(i alakzatot akarunk szétvdlasztani [10]. Kiterjedt alakzatoknél emellett
azonban mas szempontokat is figyelembe kell venni. Egy ilyen tényez6 a fluoreszcens
jelolés stirtisége. Hogyha jo feloldasu képet szeretnénk, akkor a magas lokalizaciés pon-
tossdg mellett nagy stiriiségben is meg kell jelolniink a mintat [58, 71]. Azonban ebben

korlatot szab az alkalmazott fluorofér fotovillogasanak az idébeli dinamikédja, mivel az
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atfedd felvillandsok gyakorisagat sziikséges alacsonyan tartani [72]. Ennek kovetkeztében
a véges mérési ido fels6 hatart allit az elérhet6 lokalizacio, és ezzel egyiitt az alkalmazhato
jelolés strtiségre. Tovabba azon mddszereknél, amiknél a fluoroférok villogasanak dina-
mikaja nem, vagy csak korlatozottan szabalyozhatd, mint a ASTORM esetén, a sotét és
fényes allapotokhoz tartozé idéallanddk aranya egy tovabbi felsé korlatot hataroz meg e
tekintetben. A Nyquist feltétel értelmében a lokalizaciés pontok stiriisége meghatarozza,
hogy milyen felolddst érhetiink el [71]. Azonban a lokalizaciés mikroszképidban a minta-
vételezést jelentd lokalizacios pontok nem egyenkoziiek, a mérési modszerbdl adodoan a
stirtiségiik térben jelentésen valtozik, igy az emlitett feltétel alkalmazasa nem egyértelmi
[58]. Ebbél ad6dbéan énmagaban sem a lokalizaciés precizitds, sem a Nyquist kritérium
direkt alkalmazdsa a képminéség megéllapitdsira nem alkalmas [59]. A probléma meg-
oldasara kidolgozasra kertiltek altalanosabb, mindkét tényezot magaba foglald elméletek

[59, 73]. Ezek becsléselméletre épitkeznek és a kép frekvenciabeli leirdsat hasznaljak.

A nagyfeloldasi kép mindségére vonatkozo elméleti leirasoknal sziikséges, hogy ismer-
jik a strukturat, ugyanakkor a méréseknél pont ennek a meghatarozasa a cél. Emiatt
a gyakorlatba nehezen tltethetéek at, valamint ezek sem képesek szamot adni a mérés
és a kiértékelés minden folyamatardél. Azonban léteznek olyan eljarasok, amikkel kozvet-
len a mérési adatokbdl szarmazé nagyfeloldasi kép mindségérdl lehet allitasokat tenni.
Az egyik ilyen technika a Fourier gytiri korrelacié (FRC) [60, 61]. Ehhez a lokalizacids
adatsort két részre kell osztani, az algoritmus pedig az ezekbdl szarmazo két kép frekven-
ciabeli transzformaltjain végez kereszt korrelaciét. Arrdl, hogy milyen finom részleteket
lehet feloldani a korrelacié lecsengése szolgaltat informaciét. A moddszer elonye, hogy
képes szamot adni mind a lokalizaciés precizitas, mind a lokalizacio stirtiség szerepérol.
Viszont egy fluorofér egynél tobb lokalizaciot is eredményezhet a mérés idotartama alatt,
ami a valosnal jobb feloldas értéket eredményezhet. Ezt a fluorofér varhato felvillanasai-
nak a szaméaval lehetséges korrigalni. Ezek a modszerek sem adnak szamot a lokalizécios
algoritmus altal bevezetett egyéb jellegii hibakrol, miitermékekrol. Ennek a vizsgalatara
lehet6ség van, hogyha a kiértékelt lokalizacios adatsort 6sszehasonlitjuk a nyers, diffrakcio
limitalt adatsorral [74]. Ezzel a megkézelitéssel az algoritmus altal bevezetett, helyi hibak

lathatova tehetok, de a teljes adatsor hibdja is szamolhato.

A kép mindOségét a lokalizaciés folyamat egyéb lépései is befolyasoljak. Még ugyanazon



16 3 TUDOMANYOS ELOZMENYEK

fluoroforok és homogén megvilagitas esetén is a lokalizacids precizitas széles tartomanyon
valtozhat, mivel az id6, amivel a felvillanas kitolti az adott felvételt, véletlenszeri. Nem
elhanyagolhatd, hogy a lokalizacids algoritmusok sem miikédnek minden koriilmény kozt
hibatlanul. Az algoritmusok a felvételen nem feltétleniil azonositanak minden felvilla-
nast, illetve tévesen is azonosithatnak és lokalizdlhatnak mésokat [75], példaul a hattér
fluoreszcens jelen. Emellett a nagy stirtiségii esetben elofordulhat, hogy ketté vagy tobb
atfedo felvillanas keriil egy felvillanasként azonositasra tévesen, hibas kozépponttal. Ezek
azt eredményezhetik, hogy a rekonstrualt képen 1évé struktura jellegileg is eltér a valds
alakzattol, ezeket hivjuk lokalizdciés mitermékeknek [35, 72, 76, 77]. Ebben az esetben
alkalmazhatunk sziirést a lokalizalt adatsorra, hogy a kép mindségen szamottevoen ronto
adatoktol részben megszabaduljunk. Ezt elérhetjiik, ha valamilyen illesztési paraméterre,
vagy ezekbdl szamolt mennyiségre sziirink [35, 70, 78]. Ezen felil a felvillandsok mért
foltjait is elemezhetjiik, ezt perturbdlva, és a lokalizalast ujbodl elvégezve szamszertileg jel-
lemezhetd, hogy az algoritmus altal illesztett PSF milyen bizonyossaggal irja le a mérést

79].

A mérési eredmények értelmezésénél szintén lényeges kérdés az is, hogy a lokaliza-
ciés adatsorra illesztett struktira modell paraméterei mennyire megbizhatéak. Ennek
szamszerusitésére lehetoség van statisztikai modell segitségével az illesztett paraméterek
precizitasanak a szamoldsaval [80], vagy statisztikai bootstrap mddszer [81] alkalmazasa-
val. Ez utobbi esetben a lokalizaciés adatsort tobb, valtakozd méretii részre felosztjuk
véletlenszertien, és vizsgaljuk, hogy az illesztett paraméterek fluktudcidéja miként konver-

gal az adatsor méretének novelésével.

A lokalizéciés mikroszkopiaban a felvételek feldolgozasat kovetéen eredményként ha-
gyomanyos, képpontokbdl all6 kép helyett egy koordinata pontokbol all6 adatsort kapunk,
amit a lokalizaciok kozéppontjai, és emellett esetleg egyéb paraméterei, alkotnak. Bar
ezeket a koordinatakat algoritmusokkal fel lehet dolgozni, a vizsgalatot végzé személy
szamara onmagukban nehezen értelmezhetoek. Ezért a mérési eredmény informécioinak,
ami legtobbszor a lokalizacié strliség eloszlasa, vizualis atadasa céljabol hagyomaéanyos,
képpontokbol allé képet készitenek a lokalizaciés adatokbdl. Az ilyen pixelizalt nagyfel-
oldasu kép megalkotasara szamos megkozelités létezik a maguk elonyével és hatranyaval

egyiitt [82].



3.2 Lokalizaciés mikroszkdpia 17

Azonban vannak olyan tényezok, amiket nehéz pusztan elméleti leirassal vagy a mért
adatsor elemzésével figyelembe venni. Ilyen példaul a lokalizaciés mitermékek, vagy a
lokalizacios adatsor sziirése. Az utdébbihoz sziirési kiiszobértékeket kell szabni, amik be-
allitdsa nem egyértelmi. Annak érdekében, hogy ezeket a problémédkat meg lehessen
vizsgalni, sokszor szimulalt felvételsorozatot készitenek. Ennek el6nye, hogy ekkor pon-
tosan ismert a vizsgalandé struktira, igy egyértelmiien meg lehet vizsgalni a lokalizacios
algoritmusok teljesitményét [75]. Tovabba kénnyen folytathatéak vizsgdlatok a kiilonb6zé
paraméterek hatasaira vonatkozdan. A kiilonb6z6 csoportok egy-egy specidlis probléma
vizsgalatara sokszor frnak sajat felhasznalasd szimulaciés kédot. Altalanos céli szimula-
ciés szoftverekbol, amikkel tobbféle mintazat tipuson is lehet vizsgalni, csak kevés létezik

76, 83].

TestSTORM 1.0 A szimuldciés szoftver els6 verzidjat [76] az AdOptlm csoport fej-
lesztette ki MATLAB [84] programnyelven. A program nyilt forraskédi, és szabadon
hozzaférheté a tudomanyos kozosség szamara. A szoftver a teljes képalkotasi folyama-
tot modellezi, a fluoreszcens jelolések elhelyezésétol, azok idobeli dinamikajan keresztiil
egészen a kamera felvétel elkészitéséig. A szoftver ezen verzidja egyediil csak a 2D kép-
alkotasi folyamatot tudja modellezni, nincs benne egyéb mérési modalitas szimulalasara
lehet6ség. A kezel6feliileten a felhasznald két mesterséges és két biologiai ihletési elore
definidlt mintazat koziil valaszthat. A mesterséges mintazatok, a Siemens "csillag" és az
axialisan dontott "racs", a képalkotasi paraméterek vizsgalatara, és a feloldas kiértékelésé-
re hasznosak. A "vonal' és a "vezikula" mintazatok pedig rendre az aktin filamentumokat
és a vezikulumokat modellezik, biologiailag relevans szimulaciok végezhetéek velitk. A

pontatviteli fiiggvény kiszamolasahoz a Gauss PSF modell volt implementalva.

A program a festék villogas dinamikéajahoz a harom &llapoti modellt hasznalja fel,
ami szerint a festék molekula az ON, az OFF vagy a kiégett allapotban létezhet, ezek
rendre a fluoreszcens, a sotét és kiégett dllapotoknak felelnek meg [20]. Az ON és az OFF
allapotok élettartamai exponencialis eloszlast kovetnek, a felhasznald altal beallitott ka-
rakterisztikus idéallandékkal. A molekula csak az ON allapotban eredményez képet a
felvételen, és egy véletlen hosszusigi (az exponencidlis eloszlasbdl szarmazo) idStartam

utan 1ép at az OFF allapotba. Az OFF allapotban 1évé festékek nem észlelhetoek, in-
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nen egy véletlen hosszagu idotartam utan bizonyos valdszintiséggel visszakeriilnek vagy
az ON allapotba, vagy a kiégett allapotba lépnek at. A kiégett allapot szintén sotét dlla-
pot, amiben a festék nem észlelhetd, és innen mar nem tud visszakeriilni semelyik méasik
allapotba. Az algoritmus a festékek pozicidi és az ON éllapot idejeik alapjan létrehozza
a kamera felvételeken a molekuldk pontatviteli fiiggvényeit. A felvillanasokat tartalmazo
felvétel sorozathoz még hozzaadja a hattér értékét, ami a hattérzaj beallitasara szolgdl.
Ezt kovetoen a felvételek pixelértékeire Poisson eloszlas alapjan véletlenszerii foton zajt
rak, végiil lementi a megalkotott felvétel sorozatot.

A TestSTORM a szimulacié eredményéiil egy tiff formatumu képsorozatot és egy szo-
veges adatfajlt készit, az utébbi a felvillandsok paramétereit tartalmazza. A képsorozat
tetszoleges lokalizacios szoftverrel kiértékelheto, és az igy kapott kiértékelt adatok Gssze-
vethetoek a TestSTORM éltal kiadott tényleges felvillanas értékekkel.

A szoftver ezen valtozataval a kovetkezo paraméterek voltak vizsgalhatoak: festési si-
riség, defokuszaltsag, kotéelem hossz, expozicids id6. A szoftver hasznalataval Dr. Sinko
Jozsef megvizsgalta a feloldas defokuszaltsagtol valod fliggését, a jelolési strliség hatasat
pontszer és vonalszerii struktirakon, valamint az egymas kozelében 16vo struktirak szét-

valaszthatosagat a jelolési stirtiség és a felvételi rata fliggvényében.

3.2.3. HAttér levonas

A lokalizaciés mikroszképiai mérések soran az egyedi molekulak fluoreszcens jelére sokszor
rarakodik egy nem elhanyagolhatd mértékii hattér jel is. Ennek a fluoreszcens hattérnek
a forrasa példaként lehet a sejtek bizonyos Osszetevéinek [85, 86] vagy fém nanorészecs-
kéknek [87, 88] az autofluoreszcencidja, illetve okozhatjdk gyengén gerjesztédé, inaktivalt
[11], fékuszon kiviili [86] vagy szabadon diffundélé [33] fluoreszcens jelolések is. A fluoresz-
cens hattér negativan befolyasolja a lokalizalas folyamatat. Egyfel6l, a hattér az altala
bevezetett foton zaj miatt rontja a felvillanasok lokalizalasanak a precizitasat, foleg a
gyenge fényességli felvillandsok esetén [50]. Masfeldl, a hattér sokszor nem egyenletes,
hanem valamilyen képsikbeli strukturaval rendelkezik. Ilyen strukturalt hattér jelenléte
eltolja a felvillanasokra illesztett PSF-ek kozéppontjait a hattér adott lokalis maximuma
felé, illetve téves lokalizaciokat is eredményezhet [77, 86, 89, 90]. Ez utébbi hatésokat

a hattérnek a felvételrdl torténd levonasaval lehet kikiiszobolni, amire az irodalomban
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tobbféle eljarast is alkalmaztak.

Talan a legegyszeriibb megkozelités, hogy az egyedi felvillandsok detektalasat kove-
toen, azok vizsgdlata soran becsiiljiik meg a hatteret. Ezt megtehetjiik, hogyha a PSF
illesztésbe belefoglalunk egy konstans vagy linedrisan valtozé hattér illesztést is, vagy pe-
dig az illesztéshez kivagott felvétel részlet szélén 1évo képpontok értékeibol kovetkeztetiink
ra [91]. Ezzel azonban a fluorofér kornyékén 1év6, a képsikban lassan valtozé hattérre tu-
dunk csak becslést adni, altalanos strukturalt hattér meghatarozasara ez a modszer nem
alkalmas. Egy masik megkozelités lehet, hogy feliil atereszt6 képsikbeli frekvencia sziirést
alkalmazunk, figyelembe véve a PSF méretet [92], azonban a hattér kis méretli, PSF-fel

Osszemérhetd méretli strukturdit igy sem tudjuk kiszlirni.

Jobb eredményt kaphatunk, ha a fluoreszcens jel idébeli valtozasat elemezziik [86, 89],
kihasznalva, hogy mig a felvillandsok gyors dinamikat kovetnek, addig a hattér idoben las-
san valtozik csak. Ilyen hattér eltavolitast lehet megvaldsitani an. linedris sziiréssel, mint
a képpontok idébeli adatsoraira vonatkoz6 mozgéd atlag [93] vagy kozvetlen az idébeli jel
Fourier transzformaltjan végzett frekvencia sziirés [86]. Alternativaként, a hattér jel kép-
sikbeli eloszlasanak valtozatlansagat kihasznalva, a teljes felvétel sorozatot atlagolhatjuk
id6ben, és az atlagolt képet az egyes felvételekbdl, azok teljes fényességével skalazva, meg-
kapjuk a hattér aktudlis értékét [94]. Egy tovabbi, egyszerii lehetdség, hogyha az egymas
utani kamera felvételeket kivonjuk egymasbél, igy megkapjuk a fluoreszcens jel felvételrol
felvételre torténd valtozasat [95, 96], amit a felvillandsok idéznek elS. Az ilyen sziirések
megoldjak a hattér strukturainak téves lokalizalasat és altala bevezetett lokalizacio eltolo-
dast, azonban a felvillandsok fényességét torzitva adjék vissza, mivel a hattér szamolasaba
a felvillanasok értékei is beleszolnak kisebb-nagyobb mértékben, ami els6sorban a nagy

felvillanas stirtiségii esetben okozhat gondot.

Ez a probléma csokkenthetd, ha olyan modszert alkalmazunk, ami kevésbé érzékeny
a felvillanasok altal eredményezett kiugré kamera képpont jel értékekre. Ez torténhet
medidn sziirés alkalmazasaval, akir egy mozgd ablakon beliil szamolt medidan értékkel
[89], akar iterativan kozelitve, és id6ben folyamatosan médositva azt [97]. A medidn az
atlagoshoz képest kevésbé érzékeny a kiugré adatokra, igy varhatoé téle, hogy a felvilla-
nasok jelenléte kevésbé befolydsolja a meghatarozott hattér értéket [89, 91], azonban a

medidn értéke nem feltétleniil egyezik a hattér varhatéd értékével [90, 91]. Masik meg-
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oldasként kihasznalhatjuk, hogy a fluoreszcens jelolések felvillandsai csak ndvelni tudjak
a mért fluoreszcens jel értékét, igy egy idoéablakon belil megkeresve a minimalis értéki
id6beli adatokat, szintén megbecsiilhetd a hattér [98]. Ez 6nmagdban alacsonyabb értéket
eredményezne a valos hattérnél, igy emellett sziikség van statisztikai elemzésre is a hattér
varhato értékének megbecsléséhez.

A tényleges, torzitatlan hattér érték meghatarozasara egy tovabbi megkozelités, hogy
valamilyen moédon kivalasztjuk azokat a felvételeket a sorozatbdl, amelyeken nem tor-
tént mas felvillanas egy kivalasztott felvillanas koriili adott régioban. Kzt kovetoen az
adott régioban a hattér értéke képkockanként megbecsiilhetd, az azokhoz idében kozel
16v6, felvillandst nem tartalmazé képkockdk atlagaként [90, 99]. Ezaltal szisztematikus
hiba nélkiil vonhatjuk le a hatteret, és hatarozhatjuk meg a felvillandsok fényességét és
hogy mely képkockakon, és azokon beliil milyen poziciéba torténhettek felvillanasok. Ez
megtehetd statisztikai elemzéssel [99], vagy példdul egy linedris hattér levonast kovetd

lokalizalassal [90].

3.2.4. Mérési ido

A lokalizaciés mikroszkopiai mérések széles latoterti mérések, vagyis veliik a teljes 1atotér-
0l egyidejlileg vesziink fel képet. Ennek ellenére egyetlen méréshez sziikséges id6 gyakran
igen hosszu, tipikusan a nagyjabdl tiz perctdl a néhdny éraig terjed az idétartama [70].
Ez annak a kovetkezménye, hogy a fluorofor felvillanasokat idében szét kell valasztani,
és sok egymast koveto felvételt kell késziteni ugyanarrol a vizsgalandé tertiletrol. A mé-
rési id6t erésen befolydsolja a minta kiterjedésének jellege (dimenzionalitdsa) is, vagyis
hogy pontszerli, vonalszerti, kiterjedt sikbeli vagy térbeli alakzatrol készitiink-e képet.
Ugyanolyan &atfedési valdszinliség mellett minden egyes dimenzionalitas novekedés hoz-
zavetOlegesen egy nagysagrenddel noveli a struktira feloldasdhoz sziikséges mérési idot
[100, 101]. Azonban vannak olyan alkalmazasok, amik id6beli folyamatokat vizsgélnak és
a rovid mérési idé szitkségszerti, példaként ilyenek az él6 sejteken torténd mérések [71].
A mérési ido jelentdsen fiigg az alkalmazott fluorofér fotovillogasanak a dinamikajatol.
A dinamika fluorofér fajtdnként jelentésen valtozé idéskalan mozog [102], de a gerjesztd

intenzitdsaval és puffer dsszetételével is hangolhaté bizonyos hatarok kozott [72, 77].
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3. dabra. Tobb PSF illesztése harom difedo folt képére, az illesztett PSF-ek szamdt no-
velve tobb egymdst kiovetd lépésben (a, b, ¢, d). A piros haromszdg jeloli a kezdeti becsiilt
poziciokat poziciot, a zold kor az illesztés dltal eredményezett poziciot, a kék hdaromszig
pedig az eldzd illesztési épés utdn megmaradt legmagasabb kiugré képpont helyét. [104]

A mérési id6 csokkentésének masik modja a felvillanasok stirtiségének novelése. Ez
azonban maga utan vonja, hogy az atfed¢ felvillandsok aranya is megné. Ekkor a szokasos
lokalizacids eljaras, hogy jol elkiilonitett felvillandsok PSF-jeinek az algoritmus egyesével
hatdrozza meg a kozéppontjait, csak magas hibaarannyal miikodik. Es még hogyha létezik
olyan lokalizal6 algoritmus, ami az atfedo felvillanasokat nagy magabiztossaggal azonosit-
ja, és figyelmen kiviil hagyja, a stirtiségnek ekkor is van egy véges optimalis értéke a mérési
id6 szempontjabol [78]. A probléma megolddséara kifejlesztettek az atfedd felvillandsokat
kezelni képes algoritmusokat. Egy népszerii megkozelités a tobb PSF, elsdsorban Gauss
fiiggvény illesztése a felvételen 1év6 foltokra, viszont ehhez valamilyen médon meg kell
hatarozni, hogy hany PSF fiiggvény illesztése torténjen. Ez sokszor csak a folton beliili
lokalis fényesség maximumok alapjan kertil megallapitasra [35, 103], vagy pedig iterativ
modon, az illesztés hibaja alapjan [104-108] vagy bayezianus kovetkeztetés [109-111] &l-
tal keriil 1épésrol 1épésre frissitésre. Ilyen algoritmusok miikodését szemlélteti a 3. abra.
Ezen felil a stri minta lokalizalasat meg lehet segiteni a felvételek elofeldolgozasaval,
ami jelentheti a felvétel sorozat kinyujtasat megfelel$ transzformaciéval [112], dekonvoli-
ciét [98], vagy az aktiv emitterekre vonatkozoan ritkasagi feltételt kihaszndlva, a forrdsok
pozicidinak a megbecslését tomoritett érzékeléssel [113]. Az emlitett dekonvoliciét vagy
tomoritett érzékelést alkalmazéd algoritmusok egy része a lokalizalas helyett kozvetleniil

egy nagyobb felolddsi képet szarmaztat a felvétel sorozatbdl [114-116].
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3.2.5. Modalitasok

A lateralis pozicié mellett egyéb informéciok kinyerésére is lehetoség van a lokalizacios
mikroszképidban [117]. Ezek koziil a 3D, a spektrélis, a dipdl orientécié és az elektrodi-
namikai kolcsonhatasra vonatkozo informacio kinyerésének lehetoségeit fogom targyalni a
tovabbiakban.

Az egyik ilyen informécié a 3D rekonstrukeciéhoz szitkséges axialis pozicié [118]. Habar
ez meghatarozhat6 a PSF szélességébdl (defékuszaltsagabol), pl.: fotometria segitségével
[119], ilyen médon a bizonytalansdg nagy a fokuszsik koriil, valamint annak a két oldala
kozott nem tudunk kiillonbséget tenni [120]. Ez a probléma megoldhat6, hogyha egyszerre
két felvételi csatornaban két kiillonboz6 fokusz beallitassal vessziik fel a felvételeket ugyan-
arrdl a teriiletrdl, akar nyalabosztassal [121], vagy két objektives rendszerrel [117, 122].
Igy egy adott forrdshoz tartozé két folt mérete egyértelmiien meghatrozza annak axilis
tikai elrendezés egyszeriibbé tétele érdekében, sok esetben valamilyen PSF modositassal
kodoljak az axialis informéaciot a felvillanasok foltjaiba. Taldn a legegyszeriibb és a legel-
terjedtebb ilyen megkozelités az asztigmids 3D mddszer[120, 123-126]. Ebben a esetben
hengerlencsével vezetnek be asztigmiat, aminek a kovetkeztében a fokuszsik két oldaldn
két, egyméasra merdleges tengely mentén lesz elnyilt a PSF, ezt a 4. abra szemlélteti.
Ekkor a PSF megillesztheto6 elliptikus Gauss fiiggvénnyel, és kalibralast kovetéen a PSF
két mért szélesség értékébdl egyértelmiien visszaszamolhaté az axialis pozicié a mélység-
élesség tartomanyan belill. Az asztigmias 3D-n kiviil szamos méas egyéb PSF moddositas
létezik, aminél kiilonféle fazismaszkokat hasznalnak, hogy axialis poziciotol erésen alak
fiiggésii PSF-et kapjanak [127-131].

Az axialis pozicié meghatarozasara a fedélemez-minta hatarfeliilet kozelsége is kihasz-
nalhaté, amennyiben a minta kézegének torésmutatoja kisebb, mint a fedélemezé és az
immerziés kozegé. Az emisszios oldalon a szuperkritikus szogli fluoreszcencia jelensége
alkalmazhat6 erre a célra [132, 133]. A fedSlemez kozelében 1év6 fluoroférrél a teljes
belsé visszaverodéshez tartozd kritikus szog felett is gytjthetd fluoreszcencia jel, ami-
nek a mértéke erdsen fligg a feliilettol valod tavolsagtol. Mérve a kritikus szog feletti és
alatti fluoreszcencia jelek ardnyat, a fedolemeztdl valo tavolsag kinyerheté. Az emlitett fé-

nyességaranyok helyett kozvetlen fotometriai titon is meghatarozhaté a fedélemeztol vald
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4. abra. A kétsiki és az asztimigds 3D modszereknél a PSFE defokuszailtsagtol valo filiggése.
[118]

tavolsag, viszont ekkor célszerli a pontosabb axialis pozicié meghatarozas érdekében teljes
belsé visszaverddés megvilagitast (TIR) alkalmazni [134]. Tlyen médokon nagy pontos-
sagu, de csak a fedolemeztol a hullamhossznél kisebb tavolsagon beliil torténd pozicid
meghatarozasra van lehetéség. Komplikalt, két objektives interferometrikus elrendezés is
lehetGséget nyult az axidlis pozici6 preciz megéllapitdsara [135, 136]. Ilyenkor a fluorofér
emisszidjat axialisan két ellentétes iranybol begytijtve, és onmagaval interferaltatva tobb
eltéro fazistolassal, az eredendé intenzitas értékekbdl az axidlis pozicid visszanyerheto.

A fluoroférok emisszios jelébol spektralis informaciéhoz is juthatunk. Egyrészrol a
fluoroforok spektralis tulajdonsaga fligg a lokalis kémiai kornyezettol, igy a spektrum tér-
beli valtozasa éltal ez is vizsgalhat6 [137]. Masrészrél tobb eltérd spektralis tulajdonsagi
fluoroférral jelolve a mintat in. tobbszini mérést is végezhetiink, gazdagabb strukturalis
informaciét nyerve egyazon mintardl [138]. Példaul kiillonbozo fehérjék térbeli elhelyez-
kedése alapjan a koézottik 16vé kolesonhatdsokra lehet kovetkeztetni [139]. A spektralis
informéaci6 kinyerhetd, ha a PSF-et hulldimhossz fiiggé médon modositjuk példaul spekt-
ralis bontéelemmel [137, 140, 141] vagy hulldmhossz fiiggé fazismaszkkal [142], ekkor a
PSF eltolédésaba vagy alakjaba van belekddolva a spektralis informacié. A tobbszint
mérés esetén egy masik, talan elterjedtebb megkozelités, hogyha tobb szincsatorna alkal-
mazasaval, a csatornakban begytijtott fotonszamok alapjan, fotometriai tton valasztjuk
szét a fluoroférokat. Ez torténhet akar a kilonbozo fluoroférok szelektiv gerjesztésével
a megfelel6 hullamhosszisdgu lézereket alkalmazva [138, 143, 144], vagy az emisszids jel

spektrélis szétvalasztasaval dikroikus tikrok és sziir6k segitségével [117, 144, 145]. Ez
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utobbi esetben a tobb szincsatorna felvétele végezhetd egyidejtileg is. Tipikusan két szin-
csatornat alkalmaznak erre a célra, amikkel akar ketténél tobb fluorofért is meg lehet
kiilonboztetni [144, 146]. Azonban ennek a technikdnak is megvannak a nehézségei. A
tobb szincsatornaval torténo méréseknél, a fluoroférok abszorpciés és emisszios spektru-
mainak a szeparacidjatol és szélességeitol fliggden, egy fluorofér egynél tobb csatornaban
is szolgaltathat nem elhanyagolhato jelet. Ekkor a csatornak kozti jel aranyokbol alla-
pitjuk meg, hogy a felvillands melyik fluoroférhoz tartozhat [144, 145]. Ezt a 5. abra
szemlélteti. A modszernél cél a minél kisebb athallas elérése, vagyis az, hogy minél meg-
bizhatobban tudjuk megéllapitani a felvillanasokrol, hogy azok melyik fajta fluoroférhoz
tartozhatnak. A t6bbszini méréshez a fluoroférokat nemcsak a spektralis tulajdonsaguk
alapjan kell megvalasztani, hanem azt is figyelembe kell venni, hogy ugyanolyan kornye-
zetben, ugyanazzal a pufferrel lehessen velitk egyedi molekula detektélast végezni [146].
Valamint a jelolés stirtiségére kiillonosen oda kell figyelni, foleg, hogyha valamelyik fluo-
rofor jele tobb szincsatorndban is megjelenik. Ezen felil a mérés végeztével a kiillonb6zo
szincsatornakhoz tartozo nagy feloldasi képeket ossze is kell igazitani, ami kiilonb6zo
megkozelitést igényelhet attol fiiggben, hogy a szincsatornak felvételei egyidejlileg, vagy
egymast kovetden késziiltek. Ezen felil képtérbeli poziciotdl fliggé kromatikus hiba is

lehet az optikai rendszerben, amit kalibraldssal lehet korrigalni [147].
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5. dbra. Kétszind mérést bemutatd dbra, (a) a két fluorofor (TMR (vérés) és Citrine
(26ld)) spektrumai és a spektralis osztds mértéke a két szincsatorndra (fekete), (b) a két
fluorofor mérhetd jel erdsségei a két szincsatorndban. [148]

A fluoroférok iranyultsdgardl is van lehetéség informaciokat szerezni. Az egyedi mole-

kula detektalasra alkalmazott fluoroférok altaldban nem tekinthet6ek izotrép emitterek-
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nek, kevés kivételtdl eltekintve, egyetlen dipolus momentummal irhatéak le. Az emittalt
fény térerdsség eloszlasa és a polarizaciéja is ennek megfelelden fiigg a fluorofér iranyult-
sagatol. Ez az orientacio fiiggés azonban a legtobb esetben nem figyelheté meg, mivel a
fluoroférok sokszor egy szabad forgast lehetové tevd kotdelemen keresztiil kapcesolodnak
a mintdhoz, igy azok iranyultsaga kiatlagolédik a kamera expozicids ideje alatt. Viszont
vannak mintdk, amibe a fluorofér jobban beagyazddik, vagy akar kozvetlen médon kot
hozza, ilyen esetekben a forgésa korlatozott, illetve az orientécidja rogzitett. Ekkor az
orientaciét mérve, a minta molekuldris elrendezédésérdl nyerhetiink informaciékat [69,
149-153]. A rogzitett fluoroférok irdnyultsdganak informaciéja kinyerheté a PSE alak-
jabol is, amennyiben a felvillanasokra a szokasos Gauss helyett vektorialis PSF modellt
illesztiink [43]. Azonban az orientacié meghatarozds pontossaga javithaté defékuszalassal
[154, 155], vagy valamilyen fazismaszk alkalmazasaval [69, 130, 156, 157]. Egy masik
elterjedt megkozelités, hogyha az emittalt fényt a polarizacios allapota szerint két részre
osztjuk, és két kiilon csatornaban detektaljuk a felvillanasok képeit. Ekkor a PSF alak he-
lyett a két csatornaban begytijtott fotonszam viszonyaibodl hatarozhatjuk meg az emisszio
polarizaci6jat [158, 159]. A két polarizicids csatorna azonban énmagdban nem elég a
teljes orientacid és a forgasi szabadsag kinyerésére. Ezekre azaltal kovetkeztethetiink, ha
modulaljuk gerjesztés polarizacidjat [160], eléismeretekkel rendelkeziink a mintarél [161],
vektorialis PSF modellt illesztiink a két polarizaciés csatorna jeleire [152] vagy hogyha

négy polarizaciés csatornat alkalmazunk [162].

Az emisszio szogeloszlasa miatt az alkalmazott objektiv numerikus aperturaja is jelen-
toséggel bir, az nem csak a PSF szélességét és fényességét, hanem az alakjat is befolyasolja
[41, 63]. Tovdbba a numerikus apertira hatdsit érdemes figyelembe venni a két polari-
zacios komponens fényesség mérése szempontjabol is. A nagy numerikus apertira "Ossze-
keveri" az orientaciobdl addédéd polarizaciés komponenseket, kis mértékben csokkentve a
mérheté polarizacié fokot az adott orientécié esetén [163]. Igy erre is érdemes korrigalni a

polarizacios csatornak adott polarizacios komponensre vonatkozo transzmisszija mellett

[161]

A fluorofér korlatozott forgasa jol modellezheté a dip6lus vektornak egy géombsiivegen
felilletén beliili szabad forgasaval [164] (6. dbra). A modell szerint a fluorofér az orientalt-

saganak varhaté irdnya koriili « félnyilas szoggel jellemezhetd gombsiiveget egyenletesen
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bejarja a felvétel ideje alatt. Ekkor még megkiilonboztetiink két hataresetet. Az egyik
hataresetben a forgasi diffiziés idéallandé sokkal révidebb, mint a fluorofér fluoreszcen-
cia élettartama, a mésik esetben pedig forditva [160]. Az el6bbi kozelitésben az atlagos
emissziés intenzitas eloszlast nem befolyasolja a gerjesztés polarizacidja, az utébbinal pe-
dig igen. Az altalanos eset, amikor egyik idoallandé sem hanyagolhato el, jo kozelitéssel

szamolhat6 a két hatareset stulyozott atlagaként.
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6. abra. A korlitozott forgdssal rendelkezd festékekre alkalmazott modell szemléltetése
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orientdltsigokat pedig a & félnyildsszogi piros gombsiiveg. A gémbsiiveg maga is eqy p
szogben helyezkedik el a szdlak tengelyéhez képest. A struktira rendezettségének szerepe a
mérhetd egyedi molekula orientdciok szordsdra (b). [161]

A fluoroférok elektrodinamikai koélesonhatésba is léphetnek a kornyezetiikkel [165,
166], ami szintén vizsgalhaté egyedi molekula detektdldssal [167, 168]. Ilyen koleson-
hatas elsosorban a fém, plazmonikus nanostruktirak kozelében jelentkezik eroteljesen,
de félvezet6 nanorészecskék esetén is szamottevé lehet [169]. Maga a kolesonhatas két
elkiilontilé modon nyilvanul meg. Egyrészrol a plazmonikus nanostruktira koélesonhat a
gerjeszto térerosséggel, lokdlis térerdsséget kialakitva maga kortl, ennek kovetkeztében a
fluorofor megvaltozott gerjesztést érzékel. Mdasrészrol a nanostruktira antennaként ra-
segit az emissziora j sugarzasos és sugarzas nélkiili relaxaciés utvonalakat vezetve be a
fluoreszcenciaba, ami kévetkeztében megvaltozik a kvantum hatasfok és a fluoreszcencia

élettartam. Tovabbd médosul az emisszi6 szogeloszlasa [170], spektruma [171] és po-
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larizaci6ja [172] is. Ezek a jelenségek erdsen fiiggenek a fluorofér-nanorészecske relativ
pozici6jatol, iranyultsagatol és tavolsagatol, a mérések tervezése és kiértékelése soran ezt
figyelembe kell venni. Az emlitett jelenségek legkozvetlenebbiil, az egyedi molekula lo-
kalizalas modszer tekintetében, talan a fluoroférok fényesség valtozasaban jelennek meg.
Osszehasonlitva a nanorészecske kozelében 16v6, és az attél fiiggetlen fluoroférok fényessé-
gét, a kolecsonhatds mértékére lehet kovetkeztetni [97, 173-175]. Ezaltal egyedi molekula
detektéalassal lehet6ség van a plazmonikus nanostruktirak tulajdonsagait is vizsgalni nagy
feloldasban, megtartva az elonyt, hogy a sokasdgbdl szarmazoé atlagolt informéacié helyett
egyedi eseményekbdl szarmazd statisztikai informaciot kapunk.

[lyen méréseknél egy nehézség, hogy az emisszié szogeloszlasanak modosulasa a PSF
torzulasat eredményezi, és megneheziti a pozicio kiértékelést. Ilyen torzult PSF esetén
hibaval van terhelve, igy altalanos esetben a nanostruktira alakja és mérete sem térké-
pezheté fel hiien lokalizaciés médszerrel [170, 176, 177]. Ez tobbnyire abban jelenik meg,
hogy a lokalizdciok a nanorészecske kozéppontja felé tolédnak el a fluorofér poziciohoz ké-
pest [178, 179] (7. abra). Ez az eltolédéds néhdny, megfelelé szimmetriaju struktira esetén
elméleti modellezés segitségével korrigalhat6 [180]. Tovabba spektralisan kell6 mértékben
az emisszi6 soran a fluorofér-nanostruktira kélesonhatas csak minimalis legyen, és ekkor

a pozicié feltérképezés pontossiga is megmarad [175, 181, 182].

3.3. PSF modellek

A lokalizaciés mikroszképidban a legelterjedtebben a Gauss PSF modellt hasznaljak. Ezt
egyrészt a modell kis szamitasigénye indokolja, mésrészt a legtobb esetben jo kozelités-
sel leirja a mikroszkép rendszerek valés PSF-jeit. Stallinga és munkatarsai megmutattak
[41], hogy amennyiben a dipdl forras szabad forgast végezhet, fokuszalt esetben a vekto-
rialis modellel szamolt PSF-re jol illeszkedik a Gauss fiiggvény. Azonban vannak olyan
koriilmények, amikor nem hasznalhatjuk a Gauss PSF modellt, mint példaként erds de-
fokuszaltsag mellett, vagy rogzitett vagy korlatozott dipdl orientacidk esetén. Az el6bbi
eset kezelheto a skalaris modellel, viszont az utobbi esetben a vektorialis modellt kell

alkalmazni.
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7. abra. Plazmonikus nanorészecskével torténd kolesonhatds kovetkeztében torténd PSEF
kézéppont eltolodds (b) szemléltetése a kolesonhatdas nélkili, "szabad" esethez képest (a).
[168]

3.3.1. Skalaris PSF

Skalaris PSF modellként elterjedten hasznaljak a Gibson és Lanni altal felallitott modellt
[183]. A modell izotrép pontforras képét irja le a skalaris Kirchoff diffrakciés formulén ala-
pulva, és figyelembe veszi a rétegezett kozeg altal okozott fazisfront aberraciot. A modell
feltételezi, hogy a mikroszkop objektiv az Abbe-féle szinusz feltételnek eleget tesz, igy az
objektiv bels6 felépitését nem hasznalja ki, hanem csak azt, hogy a kisérleti koriilmények

mennyire térnek el az idedlis koriilményektdl.

A mintak immerzios objektivvel torténd vizsgalata soran a forras, és az objektiv eliilso
oldali lencséje kozott sik rétegezett kozegek helyezkednek el (immerzids olaj, fed6lemez,
minta kozege), mig az objektivek arra az esetre vannak tervezve, amikor a forras kozvetlen
a fed6lemezen helyezkedik el. Viszont a mérések soran ezen kozegeknek mind torésmuta-

t6i, mind a vastagsdgai eltérhetnek az idedlis kértlményektdl (8. dbra).

A modell geometriai optikai megfontoldsokat kihasznalva vezeti le, hogy mekkora opti-
kai uthossz kiilonbséget vezet be az idedlistdl valé eltérés a sugar optikai tengellyel bezart
szogének fliggvényében. Majd a szinusz feltételt kihaszndlva a sugar szogét kifejezi a

numerikus aperturaval, és a sugarnak az aperturan vett radialis tavolsagaval:
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8. abra. A rétegezett kozegen keresztil torténd leképzést leiré Lanni-Gibson fdzisaberracio
[183]. Az s, g és azi indexek jelolik rendre a minta, a fedblemez és az immerzids kézegeket.
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ahol OPD a Lanni-Gibson fazisaberracioért felel6s optikai uthosszkiilonbség, az N A
az objektiv numerikus apertirdja, p a sugar aperturan vett radialis pozicidja, a kézegek

jelolési pedig megegyeznek a 8. abran alkalmazott jelolésekkel.

3.3.2. Vektorialis PSF

Richards-Wolf PSF modellt [184, 185] széles korben alkalmazzék vektoridlis PSF szamo-
lasokhoz. A modell integrédl reprezentacioval fejezi ki a képtérben kialakul6 elektromos
térerosség vektort. A modell a valds fizikai problémanak a kozelitése abban az esetben,
amikor mind az apertira linearis mérete, mind a képpont aperturatél valod tavolsaga nagy
a fény hulldmhosszahoz képest (a modell figyelmen kivil hagyja a hatérfeltételeket). A

Huyges-Fresnel elv analégiajaként, és hasonldéan a skalaris Debye modellhez, elemi sik
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hullamokkal fejezi ki a kilép6 apertira mogott kialakuld térerésséget. Ennek megfelelen
sziikkség van a kilép6 apertiran kialakuld elektromos térerdsség vektor ismeretére, ami ki-
fejezhetd azaltal, hogy a dipdlus altal kibocsajtott tavolteret optikai sugarak segitségével

propagaltatjuk:

Elp, ) ~ {56 (. 8)] & (p, d) to(p) + [Fe(p. d)] €x(p) ts(p)} alp) e*OPPW [ (3)

ahol € a leképz6 rendszer aperturdjan megjelend térerésség, amire a diffrakcids in-
tegral alkalmazandé, p az aperturan vett radidlis pozicid, ¢ a sugar azimutalis szoge, p
fejezi ki a dipélus orientdcidjat, €, és €,”’ a sugar beesési sikkal parhuzamos, a sugarra
merdleges (a térerdsség p komponensével parhuzamos) egységvektorok a minta kozegen
beliil s az apertiranal, € a sugar beesési sikjara meréleges (a térerésség s komponensével
parhuzamos) egységvektor, a az apodizalast leird tag, k a hullimszam. Az Osszefiiggésbél
magaban foglalja, hogy mig az s komponens iranyitottsaga nem valtozik a rétegeken vald
athaladaskor, a p komponensé igen.

Vektorialis PSF modellek segitségével le lehet irni azt az esetet is, amikor a dipolus
expoziciés idejénél gyorsabban, kiatlagolodva alatta. Ez az irodalomban tipikusan azzal
a kozelitéssel van modellezve, hogy a dipdlus vektora szabadon foroghat egy gémbsiiveg

feliilletén belul (9. dbra), azt egyenletesen bejarva [164].

Ebben az esetben figyelembe kell venni, hogy a fluoreszcencia emisszi6é soran dipélus
orientacidja nem feltétleniil egyezik meg a gerjesztédés idopillanataban felvett orientacio-
val. Ilyenkor megkiulonboztethetiink két hataresetet. A "lassu forgasi" esetben a dipolus
elfordulasa elhanyagolhat6 az id6 alatt, amig a gerjesztodéstdl szamitva kibocsajtja a fo-
tont, vagyis az abszorpcios és emisszios dipdl orientaciok megegyeznek. Mig a masik, a
'gyors forgasu" hataresetben a dipdlus forgésa joval rovidebb idéskalan torténik, mint fo-
ton kibocsajtas, igy az emisszios és abszorpciés dipdl orientaciok egymastol fliggetlennek
tekinthetéek. Az altaldnos esetet leird Osszefiiggés bonyolult, viszont jol kozelitheto a két

hatéreset és a hozzdjuk tartozé karakterisztikus id6k silyozott atlagéval [160]:
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9. dbra. A p dipél momentum (piros nyil) orientdcidja a modell szerint korldtozott, egy
a félnyildsszoqi gombsivegen (kék vonalak) belil vehet csak fel értékeket (szabadon), és
annak a tengelyével (szaggatott vonal) B < o szdget zdrva csak be.

T

PSEassqj + LPSngors ) (4)
T+ Tf Tr + T

PSFdltaldnos =
ahol 7, és 74 a rotacios korrelacids idéallando as a fluoreszcencia élettartam, P.SFiyqsq
és a PSF, s pedig a "gyorsan' és "lassan' forgé dipél momentumok altal létrehozott

PSF-ek.

A két hatdresetnél a PSF a dipdl orientaciokra vett atlagolassal a kovetkezdképpen

irhat6 fel:

— 2
PSngors = /PSF(@P(];) ‘Egerjesztéﬂ dp

— = 2 —
PSF‘lasszl = /PSF(];)P<@ dp/‘Egerjesztéﬁ‘ dp

—L1 __— haf<a
P(ﬁ) _ 2m(1—cos(av)) (6)
0 kiilénben ,
ahol PSF(p) az adott orientacioju p’ dipdl altal 1étrehozott a PSF-et, P(p) pedig a

dipdl orientaciok valoszintiségi slirliségét, a Fyepjessts pedig a gerjesztd térerdsséget jeloli.
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4. Célkituzés

A lokalizdciés mikroszképia elénye, a nagy feloldas mellett, hogy az egyedi molekulak
detektalasabdl fakaddan sokrétii informécioé kinyerését teszi lehetévé. Az altala nyujtott
lehetoségeket teljes magabiztossaggal kiaknazni viszont csak akkor lehet, hogyha tisztaban
vagyunk a képalkotasi folyamat korlataival, és fel tudjuk ismerni az ekézben bevezetett
hibakat.

Célul tiztem ki, hogy az egyedi molekula lokalizacios mérések szimulalasara szolgald
TestSTORM szoftver eszkoztarat kibovitsem, és ezaltal tobbféle lokalizacios mérés szimu-
lacids vizsgalatat tegyem lehetové, mindezt minél inkabb valésdghiien. Errol tovabb 1épve
megvizsgalom, hogy a valdsaghti felvillanas pontatviteli fiiggvények és a kiilonb6z6 mérési
modalitdsok esetén milyen jellegii lokalizaciés miitermékek varhatéak. Ezen felil eljarast
dolgozok ki, amivel az egyedi molekula jelekbdl kinyerhet6 a felvillanasok fényességeinek
informacioja.

A kitlizott célok elérésére az alabbi feladatokat terveztem megvaldsitani:

o A TestSTORM szimulacios szoftverben lehetévé teszem a skalaris és vektoridlis PSF

modellek alkalmazasat, polarizacioé érzékeny, kétszinti és asztigmias 3D mérések szi-
mulalasat, valamint egyéb funkciokkal is ellatom a szoftvert, mint a drift, a struk-

turalt hattér vagy a kotéelem iranyitottsag figyelembe vétele.

o Megvizsgalom a skalaris PSF modell defékuszaltsdg aszimmetridjanak hatasat a
rekonstrualt strukturara. A vektoridlis PSF modellel pedig a fotoszelekcié és a
torzult PSF-et szerepét tanulmanyozom rogzitett dipolus momentummal rendelkezd

forrasok esetén.

o A szimuladciés modalitasokat alkalmazva a 3D asztigmias modnal megvizsgalom a
strukturalt hattér hatasat, a polarizacié érzékeny szimuldcié segitségével értelme-
zem a csoport egy korabbi mérési eredményét, a kétszinli modalitas esetén pedig a
lokalizaci6 fényesség alapu sziirés hatékonysagat vizsgalom meg az athallasra vonat-
kozoéan.

o A felvillanas fényesség informéacié kinyerésére kidolgozok egy adatkiértékelési elja-
rast, és ezt plazmonikus nanorudakon végzett dASTORM mérések elemzésére felhasz-

nalom.
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5. Eredmények

Kutatasi eredményeimet harom alfejezetben targyalom, amelyekre hdrom tézispont épitek.

Az aldbbiakban erre térek ki részletesen.

5.1. TestSTORM 2.0

A PhD munkdm részeként a TestSTORM elnevezésti, dASTORM mérések szimulalasara
szolgalo szoftver fejlesztését végeztem. Az SMLM technikdknal, mint példaul a dASTORM,
a lokalizalt koordinatakbdl alkotott kép értelmezése gyakran nem egyértelmii (lasd: 3.2.2).
Idealis esetben a lokalizalt kép hasonld strukturat alkot, mint a minta kotohelyeinek sik-
beli vetiilete, egyedill a festékek kikotéséhez hasznalt kotGelem hossza (tipikusan 20 nm
alatti), és a lokalizacids precizitds (tipikusan 10 — 20nm) okoz kis, véletlenszerti hibat
a rekonstruélt képen. Amennyiben a mérési feltételek eltérnek az idedlistdl (ritka, nem
atfedo felvillanasok, szabadon forgd festék molekuldk, kis hattér, rogzitett minta pozicio,
stb.) a lokalizalt kép eltérést mutathat a vizsgdlandé, nem ismert struktaratol. gy annak
vizsgalata és megértése, hogy a kiilonbozo minta jelolési és mérési paraméterek mennyiben
befolyasoljak a megalkotott lokalizalt kép minGségét és meghizhatosagat, sziikségszeri. A
témakorben 1étezd szimulacios szoftverek tobbsége a kiilonbo6zo kutatd csoportok sajat
célra fejlesztett specialis szoftverei, amiket altaldban nem tesznek méasok szamara hozza-
férhet6vé. Csak kevés szabadon elérheto, altalanos célu szimulacids szoftver 1étezik ezen
a tertileten [83]. Az egyik ilyen szoftver a TestSTORM. Ennek alkalmazéséval leheto-
ség nyilik ismert, jol definidlt mintazaton torténoé mérés szimulalasara, igy a kiértékelt
lokalizacios kép oOsszevethetd a tényleges strukturaval. Mivel a szimulacié soran ponto-
san ismerjiik a jelolt strukturat és a festékek pozicidit, igy konnyen vizsgalhaté, hogy a
minta kiilonb6z6 paraméterei hogyan befolyasoljak a végleges lokalizalt képet, esetleg mi-
lyen miitermékeket vezethet az be, ha idedlistdl eltéré paraméterekkel végezziik a mérést.
Tovabba alkalmazasa segithet valos mérési eredmények értelmezésében, azok helyessége
megerositheto vele.

A TestSTORM els6 valtozat funkcidinak kibovitését végeztem annak érdekében, hogy
valésdghtiibb és tobb fajta mérési szimulaciot lehessen vele végezni. Egyrészrol kibovitet-

tem a szimuldlhato bioldgiai struktiarak korét, masrészrol realisztikusabb, fizikai megfon-
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tolasokon alapulé PSF modellek alkalmazéasat és kiilonb6zé mérési modok szimulalasat
tettem lehet6vé. Ezek mellett a szoftver olyan kiegészité funkcidkkal is béviilt mint a

drift, a struktaralt hattér vagy a kotéelem iranyitottsag.

A szimulacié menete A szimulaci6 Osszeallitasahoz a felhaszndlénak négy paraméter
csoportban 1év6 értékeket kell beallitani (10. abra). Az els6 paraméter csoport a szimu-
lalt mérési modalitast és az alkalmazott PSF modelleket tartalmazza. A mérési modalitas
szabja meg, hogy a lateralis pozicion kiviil még milyen informéaci6 kinyerésére van leheto-
ség a felvillanasok jeleibél. Ezek mind valamilyen PSF médositason alapulnak, legyen az
fazis torzitas, spektralis vagy polarizacio szerinti szétvalasztas. Ezen kiviil itt kell meg-
tenni a megfelel6 PSF modell kivilasztasat is. A masodik csoport a vizsgalandé mintazat
geometriajat és jelolését irja le. Ide tartozik a mintazat tipus kivilasztasa, a méretének
és elhelyezkedésének bedllitasa, valamint a jelolési strtiséget és a fluoroférok kikotését
meghatarozé paraméterek. A harmadik paraméter csoport a festékek tulajdonsagait oleli
fel, mint a fényesség és az idébeli viselkedést (villogést) leird karakterisztikus. A negyedik
csoport a kamera felvételi beallitasait foglalja magaba, mint a kép mérete, expozicios id6
hossza és a foton-kamera jel atvaltasi tényezok.

Ezen paraméterek bedllitasa utan el lehet inditani a szimulalt felvétel generaldsat. A
felvétel sorozat készités alapvetoen hasonléan torténik, mint a TestSTORM 1.0-as verzi-
6jaban (3.2.2), de tobb 1épés is mddositasra szorult a béviilt funkcidknak koszonhetGen.
Els6 1épésben a szoftver elhelyezi a strukturakon a kotéhelyeket, majd hozzajuk kapcesolja
a Poisson-eloszlast koveto, véletlenszerti szamossagu festéket, gombfeliileten értelmezett
Gauss-eloszlas altal leirt véletlenszer®i helyzetben. A festékek kezdeti pozicidinak megha-
tarozdsa utan figyelembe veszi a minta elmozdulasat ("drift"), és minden egyes felvilla-
felvillandsok képeit, és hozzdadja Oket a felvétel sorozatot. Majd meghatarozza a struk-

turalt hatteret, amit szintén hozzaad a felvételhez.

Uj elbre definialt struktirdk A TestSTORM-ba beépitettem négy elére definiélt,
biologiailag relevans strukturat (11. dbra), médositottam a vonal alakzatot, hogy rendel-
kezzen vastagsaggal, és megadtam a felhaszndlok altal kiilsé programban megalkothaté

strukturak beolvasasara lehetdséget.
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10. dbra. A szimuldcio lépéseinek szemléltetése, (a) a szimuldcio folyamatdbrdja és
annak a jelolése, hogy a négy paraméter csoport mely lépésekre van hatdssal, (b) a Test-
STORM grafikus kezelofeliiletén az emlitett négy csoport.

o Az "axon" struktira az axon inicidlis szegmenseken (AIS) 1évé aktin gytirtiket hi-
vatott modellezni. Ezek az aktin gylirtik a membran belsé oldalan helyezkednek
el, egymassal parhuzamosan, ~190 nm periodicitassal. Pontos felépitésiiket el6szor

dSTORM méréssel hataroztak meg [138].

o A 'vonal" struktira a mikrotubulusok modellezésére szolgal, amin a kotohelyek a egy
allithato sugard hengerpalast feliiletén helyezkednek el. A felhasznalonak az elore
definidlt alakzat mellett lehetGsége van tetszoleges tort vonal alakzatot is berakni a
szimuldciéba, aminek a megrajzolasara a JFilaments ImageJ kiegészit6vel [186] van

lehetOség.

o A "nyoleszog" struktirat a sejtmembran magpérus komplexei (NPC) ihlették, ennél
kotohelyek szabalyos nyolcszog csicsaiban helyezkednek el. A struktira nagy foku

szabalyossaga, és jol ismert méretei miatt gyakran hasznaljak a kisérleti lokalizacios
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pontossag ellenorzésére.

o A "korong' strukturak egy tengelyre felfiizott, periodikusan ismétlodo kettos koron-
gokbdl allnak. Példaként hasonld strukturakat alkot a szarkomerekben a szamos
fehérje az I-savban, mint pl.: az alfa-aktin, a kettin vagy projectin, valamint a

H-z6banan a tropomodulin vagy SALS.

o A 'rud" struktira a végukon félgombokkel lezart hengerpaldstok. Bizonyos baktéri-

umok sejtfala alkot ezzel leirhaté alakzatot.

o Egyedi strukturdk megalkotésa céljabol lehetoség van tetszéleges, haromszogekbdl

megalkothato feliiletet beolvasni, ami a festékek kotohelyéiil szolgal.
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11. ébra. A TestSTORM 2.0 dltal szimuldlhatd alakzatok, (a) dontétt "azon’, (b) "nyolc-
s20q", (c) dontitt "korong" és (d) "rid" struktirdk. A piros pottyok a szoftver dltal generdlt
fluoroforok helyeit jelolik.

PSF modellek A TestSTORM 1j verziéjaba a Gauss PSF modell mellé bekeriilt még a
skalaris Lanni-Gibson PSF modell [183], valamint a vektorialis Richards-Wolf PSF modell

is [184).
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Habar a skalaris PSEF modell a valds esettél eltéréen nem dipélus momentumok (vek-
toridlis) térerésségének a diffrakci6jat modellezi (csak kis numerikus apertira kozelités-
ben irja le ezt a problémét), a Gauss PSF modellen t6bb szempontbdl is til mutat:
figyelembe tudja venni a fazisfront aberraciot, és szamot tud adni a PSF intenzitéas el-
oszlasanak a gylirlisédésérol. Fazisfront aberraciok hidnyaban, fokuszalt esetben és kis
numerikus aperturak esetén a modell a jol ismert Airy korongnak megfelelé intenzitds
eloszlast eredményez. Az Airy korong esetén a kozponti folt koril a radialis tavolsaggal
egyre halvanyodo6 gytrtik helyezkednek el koncentrikusan. A gytritisodés viszonylag kis
mértéki, a gytiriik a fényteljesitmény 16, 1%-at tartalmazzdk [187]. Defokuszalas hatésé-
ra a PSF jellege megvaltozik, a gytiriik jelentosebbé valnak a kozponti folthoz képest, st
az optikai tengelyen az intenzitds maximum helyett intenzitds minimum is kialakulhat.
A gylrtisodés a defékuszaltsag mértékével valtozik, viszont a PSFE a fokuszpont koriil jo
kozelitéssel axidlisan szimmetrikus marad (Debye kozelités), vagyis hogyha a fokuszsiktél
eltavolodunk egy adott mértékben negativ és pozitiv iranyba, akkor egyez6 intenzitas min-
tazatokat kapunk. Viszont a rétegezett kozeg altal bevezetett fazisaberracié megbontja
ezt a szimmetriat. A tipikus mérési elrendezésnél ezek a rétegezett kozegeket hataro-
16 sikok merolegesek az optikai tengelyre, és a kozegeken beliil a torésmutaté homogén
és izotrop. A TestSTORM-ba az emlitett PSF modellek azzal az egyszertisitéssel lettek
implementalva, hogy az immerzios kozeg és a feddlemez torésmutatdoja megegyezik, és
csak a forrasa mintaban vett mélysége fog hozzajarulni a fazisfront aberracidhoz. Ennek

megfelelden a fazisaberracio, és a létrejovo PSF is megtartja hengerszimmetriajat.

A fazisaberracié a normalt apertura sugar szerint sorba fejtheto:

Nsts NAp  ni(t; —t: NAp
Aolp) ~ A L= n * ()\ ) b= n;
gty 4+ ng(t; — t7) l(nsts NA%  ni(t; —t)) NA2) )
- \ AR o w2’

}(nsts NA* N ni(t; — t7) NA*
8 A ni A n}

)

)pt— 0%, (7)

ahol p jeloli a norméalt apertira radialis poziciot, NA a margindlis sugar numerikus

aperturajat, t a kozeg vastagsagot, az i és s indexek pedig rendre az immerziés és a minta
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kozegeknek felelnek meg.

Ezen aberracios tagok jelenléte azt eredményezi, hogy az axidlis pozicid, ahol a "leg-
inkabb fokuszalt" a PSF, nem abban a sikban lesz, mint aberracié mentes esetben lenne
(a paraxiélis kozelitésnek megfelel§ sik). Ekkor csak a forrds axidlis pozicidja vezetne be
defékuszaltsagnak megfeleld p?-es tagot. Ebben az esetben az objektiv axialis pozicié-
janak allitdasaval (fokuszalas) a fazisaberracié egyszertien kikiiszobolhetd, viszont a réte-
gezett kozeg fazisaberracidéjanal a defékuszaltsag és a magasabb rendl tagok egyszerre
vagyis az immerzios kozeg vastagsaganak valtoztatasaval ugy allitjuk be a fazisaberraciot,
hogy annak hatasa a "legkevésbé" befolydsolja a PSF-et. Az, hogy mit tekintink 'leg-
inkabb fokuszalt" PSF-nek, nem egyértelmi, mivel az optikai tengelyen mért intenzitas

nem feltétleniil abban a pozicioban maximalis, ahol a legkisebb a PSF szélessége.

A szimulaciékhoz sziikséges beallitani a fokuszt a z = 0 poziciéra, amire tobb megkoze-
litést is megvizsgaltam (12. dbra). Kis numerikus aperttiraji objektivek esetén alkalmaz-
hatjuk a geometriai optikai megkozelitésen beliil a paraxialis kozelitést, viszont ez a nagy
numerikus apertiraju objektivek esetén nem vezet célra. A hullaimoptikai megkozelité-
sek a hullamfront aberracié vizsgalatan alapulnak. A Maréchal-feltétel figyelembe veszi a
magasabb rendii tagokat is, eszerint az optikai tengelyen akkor lesz maximalis az intenzi-
tas, amikor a fazisaberracié eloszlas szérasnégyzete minimalis. Masik megkozelitésként a
fazisaberraciot kifejthetjiikk Zernike-polinomokkal, és a defékuszaltsagnak megfeleld tagot
eltiintethetjiik az objektiv pozicié allitasaval (fékuszalassal). Ezek a mddszerek azonban
csak a fazisaberraciot veszik figyelembe, és a nagy numerikus apertiranal jelentés apodi-
zéldssal és a kozegek reflexids tényezéivel nem szdmolnak. Igy nagy numerikus apertirak
esetén nem szolgaltatnak megfeleld fokuszaltsagot. A probléma megoldasara egy numeri-
kus iteraciot irtam. Az iteracié az immerzids olaj vastagsagat valtoztatva, a Lanni-Gibson
PSF-et kiszdmolja (az apodizélast és a reflexids tényezoket kozelitve), és megkeresi azt az
immerziés olaj vastagsagot, ahol a PSF-nek, mint eloszlasnak a szérasnégyzete minima-
lis. Ez annak felel meg, mintha mérés kozben az objektivvel fokuszalndnk a mintara, és

megkeresnénk, hogy mely poziciéban latjuk a legélesebbnek a felvillanasok képeit.

Miutan megtortént az immerzios kozeg rétegvastagsaganak bedllitasa, a szoftver kisza-

molja egyesével a felvillanasok PSF-jeit. A fluorofér lateralis és axidlis pozicibéja alapjan
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12. abra. Az objektiv pozicio valtozdsa a kiilonbozo fokusz bedllitdsi megkozelitések esetén
a numerikus apertira fiigguényében. A szimolds sordn a numerikus apertira NA = 1,4
volt, a forras d = 5 pum mélyen helyezkedett el viz kézegl (n = 1,33) mintdban, és Ay, =
665 nm-es monokromatikus emissziot alkalmaztam.

meghatarozza, hogy mekkora teriileten ad még érdemi jelet a felvillanas, aminek becslésé-
hez a Gaussos modellt hasznalja fel. Végiil a lateralis pozicié és a defékuszaltsag figyelem-
be vételét fazisfront mdédositassal végzi el, amihez a Zernike polinomokat hasznélja fel. Az
igy kiszamolt fazisfronthoz hozzaadja a kordbban meghatarozott Lanni-Gibson aberraciot.
val kapja meg. A szamolasigény alacsonyan tartdsahoz 128 x 128 pontra végzi el a Fourier
transzformaciét. Ez mar elegendo6 arra, hogy a numerikus hibak jéval a tipikus fotonzaj

érték alatt legyenek.

Erdemes megjegyezni, hogy a szimuldcié nem ad valés eredményt, hogyha fedSlemez
kozelébe, a hullimhossznal kisebb tavolsagra helyezett festékekkel szeretnénk azt végezni,
mivel a szamolas csak a dipdlus sugarzas tavolterét leird tagjat propagaltatja geometriai
optikai médon. Ekkor a dipolus sugéarzas kozelterét leird tagnak is van a tavoltérben
megjelené jaruléka, amit figyelembe kell venni, valamint a reflexios tényezok sugarakra
torténd szamolasa sem ad helyes eredményt ilyenkor.

Skaldris PSF modellként a Lanni-Gibson modellt implementaltam (ldsd: 3.3), médo-

sitdsokat alkalmazva hozza. Az irodalomban a modell hatranyaként emlitik [188], hogy
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nem foglalja magaba a nagy numerikus apertiraknal jelentés apodizalast és a feliiletek
reflexids tényezdit. Az el6bbire létezik médositott PSF modell [189], ami ezt figyelembe
veszi, az utobbit pedig kozelitésként a p és az s polarizaciés komponensekre vonatkozo
reflexios egytitthatok szamtani kozepeként vettem figyelembe a szamolasban, nem po-
larizalt emissziot feltételezve. A PSF a rétegezett kozeg altal bevezetett fazisaberracio
kovetkeztében tovabbra is hengerszimmetrikus marad az optikai tengely koriil, de elveszti

a szimmetridjat a fokuszaltsag tekintetében, ahogy az 13. abran latszik.
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13. dbra. A skaldris PSF intenzitds eloszlasinak x-z metszetei a defokuszaltsdg vdltoz-
tatdsdval (NA = 1,4, d = 5um, n = 1,33) és A, = 665nm). A vonalak a kiilonbozd
maodszerekkel bedllitott fokuszsikoknak felelnek meg. A vonalak szinkddoldsa megegyezik az
12. dbran alkalmazottal.

A TestSTORM-ba beépitett vektorialis PSF modell a Richards-Wolf modellen alapul.
A modellel ki lehet szamolni tetszoleges orientacioju, statikus dipélus emitter képét. A
modell magaba foglalja a nagy numerikus apertira esetben lényeges apodizdlast és a
rétegezett kozegek altal bevezetett fazisaberraciot, valamint a feliiletek reflexids tényezoit
is. A modell a PSF térerGsség eloszlasinak mindkét komponensét (z és y) leirja, igy
polarizacié érzékeny szimuldciokhoz is felhasznalhatd. Ennek kovetkeztében a skalaris
PSF modellhez képest ~ 2-szeres a szamoldsigénye.

A vektorialis PSF modellt felhasznalva kiszamolhaté a forrasok képe abban az eset-
ben is, amikor a dipélus emitter nem statikus, hanem rendelkezik forgéasi szabadsaggal.
Ilyenkor 6 tagot kell felhaszndlni, kiillonb6z6 egytitthatokkal. A tagok kozti egyiitthatok-

ba van belekddolva a dipdlus atlagos orientacidja, a gombsiiveg szoge, a fluoreszcens és
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difftziés relaxdciés idok aranyai. Az egyiitthatok a gombsiivegre vett atlagolassal, a 15.
egyenletben szerepls C}%*s% és C4" tagok numerikus szamoldséval hatérozhatéak meg.
Ennek megfelel6en a dipolus forgasi szabadsaggal rendelkez6 vektorialis modell esetén az
PSF intenzitas eloszlasa felirhaté hat fiiggetlen tag linearis kombinacidjaként, amik 6 db
diffrakciés integrallal torténé térerdsség szamolasbol kaphatoak meg. Ennek kovetkezté-
ben a dipdlus forgasi szabadsaggal rendelkezé PSF modell szamolasigénye ~ 6-szorosa a
skalaris modellhez képest.

A modell felhasznalhaté teljes forgasi szabadsdggal rendelkezé forrasok képének va-
l6sdghiibb szamoldsara is (14. abra). A igy szamolt PSF-et Gsszevetve a skaldris mo-
dellel szarmaztatottal (13. &bra), megéllapithatd, hogy ahhoz képest szélesebb PSF-et
eredményez. FEz amiatt van, mivel az optikai tengelyre nem meroleges dipélusok képei
eltolédottak vagy szélesebbek lehetnek a meréleges esethez képest (20. abra), és az atla-
golasban ezek is megjelennek. Azonban lathato, hogy a két PSF modell a defékuszaltsag

tekintetében hasonld viselkedést mutat.
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14. dbra. A vektoridlis PSF intenzitds eloszlisanak x — z metszetei a defokuszdltsdag
vdltoztatdsival (NA = 1,4, d = 5um, n = 1,33) és A, = 665nm). A wvonalak a
ktilonbozé modszerekkel bedllitott fokuszsikoknak felelnek meg. A wvonalak szinkodoldsa
megegyezik az 12. dabran alkalmazottal.

Szimulacios modalitasok A lokalizacios technikakkal lehetoség van a lateralis pozici-
6n tul mas egyéb informaciok kinyerésére is kiillonb6z6 mérési modalitasokkal.
Az axialis pozicid meghatarozasa céljabdl altalaban fazisfront médositassal megvaltoz-

tatjak a PSF alakjat, gy, hogy az axidlis pozicio fiiggd legyen. Ezen modszerek koziil
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a legelterjedtebb, és talan a legegyszeriibb a henger (asztigmids) lencsével torténé PSF
torzitas. Ebben az esetben attél fliggden, hogy a forras a fokuszsik melyik oldalan helyez-
kedik el, a forras PSF-je vagy az x vagy az y lateralis iranyban lesz elnytlt. A kiértékel6
algoritmusok az illesztett PSEF x és y szélességek értékébol, a kalibralast felhasznalva,
vissza tudjak szamolni a fluorofor axialis poziciéjat. A TestSTORM a 3D asztigmids szi-
mulaciéndl a Gauss PSF modell esetén a két fokuszsik és forrds helyzetébdl szamolja ki az
elliptikus Gauss két szélesség paraméterét, mig a skalaris és vektoridlis PSEF modelleknél

a megfelel6 Zernike polinom alkalmazasaval vezet be fazistorzulast.

Egyes biologiai rendszereknél lehet alkalmazni olyan jelolést, aminél a fluorofér rogzi-
tett vagy korlatozott orientacidju. Ilyen rendszerek példaul a DNS vagy az amiloid szalak,
amikbe bizonyos festékek direkt moédon kotnek be, vagy pedig az aktin szalak falloidin
konjugatum jeloléssel. Ilyen mintdk esetén az emisszié polarizacios allapotanak mérése
ismerettel szolgal a minta iranyultsagardl és szerkezetérol. A polarizacios allapot meg-
hatarozasa tipikusan polarizacios nyalaboszté kockaval, vagy kettosen toro ékkel szokott
torténni, ezek segitségével bontjak az emissziét kettd, néha még tobb komponensre. A
TestSTORM-ban is van lehetoség a két linedris polarizaciés allapot szerint ketté bonta-
ni a PSF-eket, és azokat kiilon kép fajlba elmenteni. Ilyen polarizacié érzékeny mérés

szimulalasara csak a vektoridlis PSF modell alkalmazasaval van lehet6ség.

A TestSTORM-t alkalmasséa tettem kétszinli mérések szimulalasara is. Fluoreszcens
méréseknél gyakran jelolik a mintat spektralisan jol elkiiloniilé festékekkel, amiknek az
emisszi6it dikroikus tiikrokkel és emisszios szlirokkel kiilon lehet valasztani, ezaltal le-
hetoség nyilik eltérdé biologiai strukturdk egyidejii vizsgalatara. Ez a mérési modalitas
elsosorban akkor hasznos, amikor fontos, hogy egyazon mintan vizsgaljuk a kiilonb6zo
fajta strukturak elhelyezkedését, példaul azok relativ pozicidik meghatarozasara. Ezeket
a méréseket korlatozza az emisszids és a gerjesztési spektrumok atfedése, ami athallashoz
vezet a kiilonboz6 szincsatornakban. Az athallasok mértékét a TestSTORM-ban is be

lehet allitani a realisztikusabb szimuldcidk érdekében.

Egyéb funkciék A szimulaciés szoftverbe a kotéelem hosszanak bedllitasa mellett le-
het6séget teremtettem az irdnyitottsaguk bekorlatozasara is. A kotéelem hossz megadja,

hogy a szimulaci6 sordn a festékek a kotohely koriil mekkora sugart gombfeliileten helyez-
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kednek el. Az iranyitottsag korlatozassal pedig el lehet érni, hogy ezen a gombfeliileten
valoszinliség eloszlasat. Hasonlo eset gyakran elofordul valés mintak jelolésénél is, amikor
a fluorofért tartalmazo jelols elem (pl.: antitest) nem véletlenszerii irdnyitottsaggal kap-
csolddik a kotohelyhez. Ennek egyrészt azért van jelentosége, mert a kdtéelem hossz sok
esetben Osszevethetd méretii a lokalizaciés pontossaggal, igy az jelentosen befolyasolhatja
a lokalizalt képet, és megnehezitheti a kovetkeztetést, hogy a festékek hogyan helyez-
kednek el a tényleges strukturahoz képest. Tovabba az irdanyositottsag az anizotropias
szimulaciok soran is szerephez jut. Az ilyen szimuldcidknal a fluorofér dipdl orientacidja
szamit, és az egyszerliibb paraméterezhetoség kedvéért a szimulacioban dipdlus atlagos
orientacidja megegyezik azon kotoelem irdnyitottsagaval, amihez az adott fluorofér van
kotve. Ennek egyediil a dipolus forgasi szabadsaggal rendelkez6 vektoridlis PSF szdmolés

soran van jelentésége.

A konstans hattér mellett, lehetévé tettem a struktiralt hattér hozzaadasat a szimulalt
felvételekhez (15. dbra). A mérések soran a villogdsok sokszor olyan héattéren torténnek,
ami nem tekintheté6 homogénnek. Ilyen hattér a mérések soran tipikusan akkor fordul
el6, amikor fluoreszcens jelolések mellett maga a vizsgalt minta is rendelkezik sajat flu-
oreszcenciaval. Az ilyen jellegii hattér jelentésen megnoveli a felvillandsokra rarakodd
hattérzajt, a PSF illesztések soran eltolja a lokalizaciok pozicidit, valamint téves, nem a
felvillanasokra megillesztett lokalizaciokkal is szolgalhat. Mig az utobbi két probléma ke-
zelheto olyan algoritmusokkal, amik elvégzik a konstans vagy lassan valtozo eltavolitasat,
addig az elobbi probléma nem. A TestSTORM ezen funkciéja ezeknek a probléméknak
a szimulacids vizsgdlatara nyujt lehetOséget. A szoftver a strukturalt hatteret a felvilla-
nasok ered6 képébdl alkotja meg, annak az erdsségét, és idobeli lefutasat paraméterekkel

lehet allitani.

A TestSTORM-ba tovabbi funkcidként beraktam a drift szimulalasat (16. abra). Ek-
kor a szoftver a felvillandsok képet az id6 fliggvényében bizonyos mértékben eltolja a
kezdeti pozicidhoz képest. Annak ellenére, hogy a SMLM mikroszkop rendszerek tipiku-
san rendelkeznek fokusz tarté aparatussal, addig a minta lassan el tud mozdulni lateralis
iranyban. Ezért a nagy feloldast, és hosszu ideji SMLM méréseknél kulcsfontossagu a

drift hatékony korrigalasa. Erre alapvetoen kétféle megkozelités 1étezik. Az egyik mddszer
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15. dbra. A struktdrdlt hdttér hatdsa parhuzamos és keresztezd vonalszeri alakzatok
képére. A wvonalak diffrakcid limitdlt képe (a), amibdl a struktirdlt hdattér szdrmaztatva
van. A struktirdlt hdttér hatdsa a lokalizdlt képre (b-d), annak mazimumdt vdltoztatva a
jelolések fényességéhez képest. [A1]

szerint a mintara ra kell juttatni megfeleld stirtiségben stabil, nagy fényességii fluoreszcens
részecskéket, pl.: fluoreszcens gyongyoket, és ezeknek a palyajat végig kovetve meghata-
rozhaté a minta idébeli elmozdulasa. A masik megkozelités a lokalizalt pontok idobeli
"atlagos" elmozdulasan alapul. Ezt az "atlagos' elmozdulds tipikusan ugy keriil meg-
hatarozasra, hogy a lokalizalt adatsort idobeli szeletekre bontjak, és az ezekbdl képzett
stirtiségeloszlasokat korrelaltatjak egymassal. Ennek a megkozelitésnek a nagy elonye,
hogy csak azokat a fluoroférokat hasznalja fel, amelyekkel az egyedi molekula mérés is
torténik, és a mintat nem kell kiillon megjelolni csak a drift korrigdlas céljabol. Hatra-
nyaként érdemes megemliteni, hogy az eredményessége algoritmus és minta fiiggd. Ezért
lényeges annak ellendrzése, hogy a kiilonb6z6 drift korrigald algoritmusok milyen koriil-
mények kozott mikodnek jol. A TestSTORM drift szimuladcidja ezt teszi lehetévé. A
szoftverben a drift egy aramlo kézegben Brown mozgast végzo részecske palyajaként van
modellezve. A drift trajektéria milyenségének jobb allithatosaga miatt lehetéség van a

sebességtol négyzetesen fiiggo csillapitasi tag megadasara is.

A 16. abran lathato, hogy mig a drift a diffrakcié limitalt képen csak kis mértéki el-
nyulast eredményezett, addig a nagyfeloldasu lokalizacios képen 1év6 struktirak jelentésen
eltérnek a varttol. A rainSTORM korrelacion alapulé drift korrekcidja jelentos mértékben
képes volt korrigalni a drift hatasat, kozel azonossa téve a lokalizalt képet a drift nélkiili

szimuléciéhoz.
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16. dbra. A drift hatdsa pont- és vonalszeri alakzatokra. A drift nyomvonala (a), ahol

a szinskdla az aktudlis sebességet jeloli, (b) a minta diffrakcio limitdlt képe, (c) a minta
lokalizdcios képe a drift hatdsdval egyiitt, (d) a lokalizdcids kép drift korrekcict kévetden,
(e) a lokalizdcios kép drift nélkil. A skdla 1 pm méretd. [Al]

A TestSTORM egyéb felhasznalasa

A TestSTORM-ot a dolgozat irdasaig 6t kiilsé

publiacio elkészitéséhez hasznaltak fel, és az AdOptIm csoporton belill tébb probléma

vizsgalatara alkalmaztuk:

o Sehayek és munkatarsai autokorrelacion alapulé moédszert fejlesztettek a festékek

fotovillogasi és bleachel6dési idéallandbinak meghatarozasara [190]. A mddszer szi-
mulaciés tesztelésére sajat szimulaciojuk mellett felhasznaltdk a TestSTORM-ot.
A szimulaciokat végeztek mind az Alexa Fluor 647, mind a gyorsabb dinamikaja
Alexa Fluor 568 festékekkel. A szimulacidhoz a Siemens csillag mintéazatot valasztot-
téak, valamint realisztikusabb szimulacié érdekében driftet is bedllitottak. A csillag
mintazaton a karokon beliill homogén a festés, viszont a karok kozotti iires rész in-
homogénné teszi a mintazat egészét. A teljes mintdzatra lefuttatva a kiértékelést,
az az OFF id6kre kisebb értéket eredményezett a beallitott értéknél. Viszont A
ROI-t csokkentve, és a mintazat kozepét vizsgalva annak inhomogenitdsa is csok-
kent, és igy mar a mérési hiban beliil vissza birtak kapni a bedllitott idéallandokat.
Valamint megvizsgaltak a jelolés homogenitasanak hatasat azaltal is, hogy egy ko-
téhelyre tobb festéket is rahelyeztek. Ebben az esetben a k = k,,, + ko5 id6allandok
Osszegét jol vissza birtak kapni, viszont kiilon-kiillon magukat az idéallandé érté-
keket nem. Tovabbd, azt tapasztaltdk, hogy k.rr > ko, esetben az idéallandok
meghatarozasa rosszabb pontossagi. Ez a sajat szimulacidikban nem jott el6, mivel

azokban kevésbé eltérd k,¢r és kop értékeket allitottak be.

Manton és munkatérsai az ELM (ellipsoid localization microscopy) modszert fejlesz-

tették, és annak megbizhatésigat vizsgaltak meg [191]. A mddszer hagyoményos
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fluoreszcens széles latotert felvételeken, nem egyedi molekula detektaldson alapszik.
Az eljaras 1ényege, hogy egy adott alakzatra kiszamoljak, hogy a képalkotd rendszer
milyen képet kell, hogy eredményezzen annak a méretének fliggvényében. Az igy
kiszamolt elméleti fliggvényt illesztik a mért intenzitas eloszlasra, az alakzat mére-
tét valtoztatva. A szerzok kérésére a TestSTORM szimulacios szoftvert alkalmassa
tettem a gombi alakzat mellett riad és ellipszoid alakt struktirak szimuldlasara is.
gy a TestSTORM szimuldcié segitségével lehetéség nyilt ismert méret(i alakzato-
kon kiprobalni az ELM mdédszert. Kiilonbozé méreti gombi alakzatokat szimulalva
megmutattak, hogy a gombi intenzitds eloszlast illesztve jelentésen pontosabban
visszakapjak a gombok tényleges sugarat ahhoz képest, mint amikor azt az intenzi-
tas maximumok alapjan hatarozzak meg. Ezek feliil az el6bbi modszernél a sugar
meghatarozasanak hibaja sokkal inkabb fiiggetlen a gomb méretétol, mig az utdb-
bi esetben erdsen fiigg tole. Valamint az ellipsoid modell segitségével az illesztett
struktiurak méretét ~ 14nm-es becsiilt hibaval, és ~ bnm-es szoérassal vissza birtak

kapni.

Diederich és munkatarsai egy kivalasztott kommerszialis mobiltelefon kamera alkal-
mazhatosagat vizsgaltdk meg dSTORM mérések detektoraként [192]. Azt talaltédk,
hogy videdfelvétel tizemmodban nincs lehet6ség kinyerni a szenzor nyers adatait.
A felvételhez csak kilonboz6 képfeldolgozasi 1épések utan lehetett csak hozzaférni,
mint példaul a videé tomorités. Ennek a pontosan nem ismert képfeldolgozasnak a
kikiiszobolésére neuralis halézatot alkalmaztak. Tébbek kozott TestSTORM szimu-
laciot is alkalmaztak a neuralis hal6zat betanitdsara. A vonal és vezikula alakzatokat
felhasznélva legeneraltak a képsorozatot, azt még zajjal terhelték, és tomoritették
a kameranal is alkalmazott H.264 kodekkel. A tomoritett felvétel és a felvillandsok

ismert pozicidi szolgaltattak az adatsort a neurdlis halézat betanitasara.

Ofverstedt és munkatdrsai a képanalizdldsra gyakran hasznalt tavolsig transzfor-
méacié zajra egy érzéketlenebb valtozatéat fejlesztették ki [193]. Egy tertilet, ahol
a képelemz6 eljarasuk alkalmazhaté lehet, az a lokalizaciés mikroszkopia. A loka-
lizalt képek erdsen zajjal terheltek. A zaj részben abbdl szarmazik, hogy a nagy

feloldasu képek viszonylag kevés, véletlenszerii lokalizalt pontokbdl vannak megal-
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kotva, részben pedig a nem specifikus jelolések a vizsgalni kivant struktaran felil is
eredményeznek lokalizacidkat. A modszer ezen teriileten val alkalmazhatosaganak
vizsgalatdhoz TestSTORM-mal végeztek szimulaciokat, amikhez a szoftver vonal
alakzatat hasznaltak fel. A szuper rezoliciés képet megalkotva azt még plusz zajjal
terhelték, és ezt kiértékelve azt tapasztaltdk, hogy a modszeriik a zajjal terhelet-
len képhez viszonyitva jelentésen kisebb hibaval végezte a tavolsag transzformaciot,

mint alternativ tavolsag metrikakat alkalmazva.

o Hersko és munkatarsai gépi tanuldsos eljaras fejlesztettek a SMLM felvételeken az
eltéro spektralis tulajdonsagt fluoroférokhoz tartozo felvillanasok kiilonvalasztasara
[142]. A céljuk, hogy lehetévé tegyék tObbszinii lokalizdcids méréseket végzését
mindenféle spektralis bontéelem nélkiill. A modszer SMLM felvételeken torténo
alkalmazhatosagat, egy mérés mellett, a TestSTORM kétszinti szimulaciés modjaval
vizsgaltak meg. Betanitast kovetoek a Siemens csillag struktirat felhasznalva két
térbelileg szeparalt strukturan vizsgaltak az Alexa Fluor 647 és az Alexa Fluor
568 emitterek beazonositdsanak hatékonysagat. Kihaszndlva, hogy a szimulacio
soran ismert volt felvillandsok szama és pozicidja, a beazonositas hatékonysagat
konnyen lehetett szamszeriisiteni. A klasszifikalasi kiiszobértékek beallitasa utan
azt taldltdk, hogy a beazonositds hatékonysiga rendre 91% és 86%. Ezt kovetSen

pedig a modszertiiket megvizsgaltak atfedo strukturakon is.

o Az AdOptlm csoporton beliil Varga és munkatarsai eukariéta sejtekben a DNS ket-
tOs torés javité mechanizmusat tanulmanyoztak dSTORM lokalizacids technikaval
[194]. A karosodés korill an. fokusz alakul ki, ami fluoreszcensen is jelolhetd. Ezek-
nek a fokuszoknak a linearis mérete tipikusan fél mikron kortl van, viszont ennek a
finomszerkezete 20 —60nm-es nanofékuszokboél tevédik dssze, amiknek vizsgalatahoz
szuper-rezoltucids technikakra van sziikség. Tovabba a dSTORM technika alkalma-
zasaval lehet6ség nyilt a fokuszok kvantitativ kiértékelésére. A kiértékelésiik 2D
dSTORM felvételeken alapszik, viszont a valos javitasi fokusz 3D szerkezetii. An-
nak vizsgalatara, hogy a 2D kiértékelés mennyire lehet meghizhato, a TestSTORM
2D és 3D szimulacios moédjat hasznaltak fel. Ehhez a dontott racs struktirat és a

skalaris PSF modellt alkalmaztak. Megvizsgaltédk, hogy a defokuszaltsag mértéké-
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nek fliggvényében a kiértékel6 eljarasuk mennyire hatékonyan tudja beazonositani
a klasztereket, és meghatarozni azok elemszamat. Azt talaltak, hogy a 3D modd-
szerrel valamivel kevesebb klasztert birtak beazonositani, mint a 2D moddszerrel, de
a klaszterek beazonositasa a ~ 1um-es mélységélesség tartomanyon beliil hatéko-
nyan miikodott. Tovabba a klasszterek elemszdma magasabb volt a 2D esetben,
valamint a beazonositott elemek szama kis mértékl fliggést mutatott a defékusz-
altsagtol. A mérési adatok kiértékelése soran ezt a fiiggést elhanyagoltdk. Ezek
alapjan megallapithat6, hogy a 2D kiértékelés hatékony a klaszterek szamanak, és

azok elemszamanak meghatarozasaban.

A TestSTORM-ot az AdOptIm csoporton beliill Gajdos Tamas munkédjihoz is fel-
hasznédltuk [117]. Tamaés kettés objektives rendszert épitett multimodalis mikrosz-
kop megalkotasdhoz. Az elrendezésben az "elsddleges" objektiv valtozatlanul hozza
létre a képet, mig a "méasodlagos" objektiv fényutjaba elhelyezhetéek a plusz optikai
elemek. Az utébbi objektiv nyalabfordité prizma segitségével juttatja az emittalt
fényt a kamerara. Tamas kisérletileg is demonstralta az asztigmias és kétsiku 3D
mobdszereket, valamint a kétszini mérési modot. Az asztigmias 3D méréshez szarko-
mer minta megfestett H-zénajat képezte le. Maga a szarkomer hengeres szerkezetii,
viszont a megfestett fehérjék periodikusan ismétlodo, két egymashoz kozeli, vékony
térrészeken helyezkednek el. Ezeknek a vetiiletei a 2D képen ismétlodo kettds vo-
nalakat eredményeznek. A TestSTORM alkalmazasaval megvizsgaltuk, hogy azok
axialis orientaltsag milyen mértékben befolyasolja a kettés vonal struktura latha-
tosagat a rekonstrualt képen. A szarkomer minta modellezéséhez a TestSTORM
"korong" struktirdjat hasznaltuk fel, és 3D asztigmias szimulaciés modot alkalmaz-
tunk. A szimuldcidk alapjan a dontottséggel fokozatosan 6sszemosddik a kettos vo-
nal struktuira, és ~ 6° f6lotti axidlis dontottség esetén mar nem lehet szétvalasztani
a két vonalat. A 3D rekonstrukciéhoz hasznalt ellipticitds értékre torténd sziiréssel
lehetett javitani a kettos vonal struktura lathatosagan, de ez a 3D rekonstrukcid

axialis tartoméanyanak a lekorlatozasaval is jar.
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5.2. Szimulaciés eredmények
5.2.1. Skalaris PSF

A skalaris PSF modell segitségével megvizsgaltam, hogy a defokuszaltsagnak, és ehhez

kapcsolédéan a lokalizaciés adat szliréseknek milyen hatasa van a rekonstrudlt képre.

c sz
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mélyebbre fokuszalunk, akkor a PSF gytirtisodése fokozédik, mig ha kevésbé mélyre f6-
kuszalunk, akkor a gytirtisodés mérséklodik az aberracié mentes esethez képest. Ezt a

viselkedést a 17. abra szemlélteti.
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17. abra. A skaldris PSF intenzitas eloszldsanak defokuszaltsdg fliggése. A felsd sorban a
PSF-ek képei vannak, mig az alsé sorban a PSF-ek metszetei. A sorok kozotti szamértékek
a PSF-ek maximumainak aranydt mutatjdk a fokuszadlt esethez képest. [A1]

A PSF torzitas hatésa a fazisaberracié mértékétol fiigg, vagyis a hasznalt objektiv
numerikus apertirajatol (minél nagyobb a numerikus apertira, annél jelent&sebb), a for-
ras mélységétdl a mintaban, a minta torésmutatojatol, valamint attoél, hogy az immerzios
olaj és a fedb6lemez tulajdonsigai mennyire térnek el az objektivhez tervezett értékektol.
A rétegezett kozeg altal bevezetett fazisfront aberracioban a magasabb rendii tagok a

defékuszéltsaghoz képest nének a numerikus apertira értékének novekedésével. Igy nagy
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numerikus aperturaji objektivet hasznalva, ugyanolyan mértékii defékuszaltsag mellett

nagyobb PSF torzulast varhatunk.

A mikroszképiaban hasznalt olaj immerzidés, nagy numerikus apertiraju objektivek
mélységélessége igen kicsi, tipikusan 0,5 um koril van [195], a fazisfront aberracié tor-
zitd hatdsa mar ilyen axialis tavolsag tartomanyon szamottevé lehet. Tovabba, fényes
fluoroférok esetén a lokalizacios algoritmusok erésen defékuszalt, a mélységélességen tuli
felvillanasokat is képesek megtalalni, és megilleszteni. Szamos biologia struktira van,
aminek a mérete ezzel Osszevethetd, vagy ennél nagyobb. Mindezek kdvetkeztében, a
nagy numerikus aperturaji immerzios objektivek esetén a rétegezett kozeg altal bevetett
fazisfront aberrdcié PSF torzité hatdsa szdmottev lehet tipikus mérések esetén is. Igy a
kiértékeléseknél a PSF fokuszsik kortli aszimmetriajanak a hatasat figyelembe kell ven-
ni. Megjegyzendd, hogy bizonyos objektivek rendelkeznek korrekcios kollarral, amivel a
szférikus hibat lehet kikiiszobolni. Ez alkalmas a rétegezett kozeg altal bevezetett fazisa-
berracié csokkentésére is. Viszont nem mindegyik objektiv rendelkezik kollarral, valamint
ennek az allitasa koriilményes folyamat, nem praktikus ennek bedllitdsa minden egyes

felvétel el6tt.

A PSF aszimmetria azt eredményezi, hogy a fékuszsik alatt és felett torténd, azonos
mértékben defékuszalt felvillanasokat eltérd illesztett szélességgel és illesztés "josdggal'
tudjuk lokalizalni (18. dbra). Ebbél kovetkezéen a lokalizal6 algoritmus eltéré valdszini-
séggel detektalja és eltéro precizitassal lokalizalja 6ket. Eredményképpen, a fokuszsik két

oldaldn ugyanolyan vastagsagu szeletet eltéré mindségben latunk a mintabdl.

Az abrardl latszédik, hogyha a fazisaberracioval rendelkezo skalaris PSF-re az elter-
jedten hasznalt Gauss PSF-et illesztjiik, akkor az illesztett PSF mérete, is és az illesztés
reziduuma is aszimmetrikus lesz axiadlisan. Az illesztett PSF szélességek a két modell
esetén kozel azonosak a fokuszsik kozvetlen kornyékén. A fékuszsiktol jobban eltavolodva
a skalaris PSF modell kisebb illesztett szélességet josol, de a PSF gytirtisodés tartoma-
nyaban a defékuszaltsaggal gyorsan megugrik az illesztett Gauss szélessége. Az illesztés
reziduuma varhaté modon a skalaris PSF modellnek nagyobb minden, nem extrém def6-
kuszaltsag mellett. A skalaris PSF gytirisodésének tartomanyaban a reziduum is ugras-
szeriien megné. Kz egyrészrol azt eredményezi, hogy a fokuszsik két oldalan eltérd lesz a

defékuszalt felvillandsok lokalizacids pontossaga. Valamint a lokalizaciés algoritmusok a
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18. dabra. A skaldris és a Gauss PSF modellekre a legkisebb négyzetek maodszerével torténd
Gauss illesztés (a) dtlagos reziduuma és (b) az illesztett Gauss standard devidcick. A
skaldris PSF esetén a rainSTORM lokalizdlo algoritmusa nem birta megilleszteni a PSF-
et ~—1000nm kornyékén. [A1]

téves lokalizaciok eltavolitasara gyakran alkalmaznak valamilyen szlirést, ami altalaban
az illesztett Gauss fiiggvény valamelyik paraméterének kiiszobolését jelenti. Ebben az
esetben a szilirés alkalmazdasa is eltéréen fogja érinteni a fékuszsik két oldalan torténo
felvillanasok lokalizacidit.

Az aszimmetrikus PSF vizsgalatahoz fékuszon kiviil helyezett axon struktirakat hasz-
naltam (19. abra). Harom kiilénb6zé axon struktiran végeztem a szimulaciot, egyiket
fokuszon kiviilre helyeztem "negativ"' iranyba 800 nm-rel, a masikat a fokuszsikba helyez-
tem, a harmadikat pedig 10°-osan megdontottem, igy a végei 440 nm-rel kertiltek ki a
fokuszsikbol. A gytiriik sugara 300 nm volt, tavolsdguk pedig 190 nm. A szimulacidkat el-
végeztem a Gauss és a skalaris PSF modellekkel is, és megvizsgaltam az illesztett standard
deviacio és az illesztés reziduumara torténd sziirés hatasat.

Az 19 dbrardl kivehetd, hogy a skalar PSF modell kevésbé volt érzékeny a "negativ'
iranyu defokuszalasra, mint a Gauss modell. Viszont a skalaris modell érzékenyebb volt a
reziduum alapt sziirésre. A két szilirés egytittes alkalmazasaval hasonlé eredményt lehetett
elérni a defokuszalt axon struktiran. A dontott axon struktirat a reziduumra torténd

szlrés aszimmetrikusan érintette.

5.2.2. Vektorialis PSF

A vektoridlis PSF modell segitségével megvizsgaltam rogzitett dipdl orientacioval rendel-

kezo jelolések hatasat a rekonstrualt képre vonatkozoan.
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19. dbra. Az axon struktirdk képe (a, b, ¢) Gauss PSF modellt, illetve (d, e, f) skaldris
PSFE modellt alkalmazva. A rekonstrudlt képekre rendre (a, d) standard devidcio alapd,
(b, e) reziduum alapi sziirés volt alkalmazva, illetve ezek egyittesen (c, f). [A1]

Rogzitett dipélus momentumok esetén a PSE alak jelentdsen eltér attol, amit a skala-
ris modell alapjan varnank, erésen orientécié fiiggd lesz. A Gauss és skalaris modellekkel
szemben a vektoridlis modellben a PSF elveszti a hengerszimmetridjat, és az intenzitas
katarsai eredményei alapjan, ez ~40 nm-es hibat is bevezethet a lokalizalt poziciéba [41].
A vektorialis PSF egyediil akkor rendelkezik hengerszimmetriaval, amikor dipélus forras
orientaltsaga az optikai tengellyel parhuzamos, viszont ekkor kozépen intenzitds minimum
van, ami a Gauss illesztés hatékonysagat rontja. Dontott orientaciok esetén a PSFE stly-
pontja eltolodik egyik oldal fele, ami hibat vezet be a lokalizalasba. Optikai tengellyel

merdleges polarizacié esetén a PSF kissé elnyult alakt lesz, viszont a stulypontja megfelel

viselkedést mutatja a 20. abra.

Az abran latszodik, hogy az optikai tengellyel kdzel merdlegesen allé dipél momentum
képe kissé elnyult, de egyetlen, jol meghatarozott csiiccsal rendelkezik, és a Gauss fligg-
vénnyel jol megilleszthet6. Ezzel ellentétben az optikai tengellyel kozel parhuzamos PSF
képek fank alakiak, amiket a lokalizaciés algoritmus mar nem képes lokalizalni. Ebben
az esetben foton begytijtés hatékonysdga is kissé elmarad az optikai tengelyre merdleges

esethez képest, annak ~ 83%-ka. Ez alapjan a nagy numerikus apertirdji objektiv még
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20. dabra. A PSF alakjanak figgése a kiilonbozé dipol orientaciok esetén, a dipol ger-
jesztést az orientdciotol figgetleniil azonos mértéken tartva. A felsé sorban a PSF-ek
képei vannak, mig az alsé sorban a PSF-ek metszetei. A sorok kézétt a relativ foton be-
gyujtési hatdasfokok vannak feltiintetve, illetve a lokalizdcios koordindta eltoloddsa a forras

c /e

rainSTORM algoritmusa nem birta lokalizdlni. [A1]

az optikai tengellyel parhuzamos dipdl forrasokbdl is j6 hatékonysiggal be tudja gytijteni
az emissziot. Emellett a PSF maximalis értéke is jelentOsen alacsonyabb a merdleges eset-
hez, ez elsésorban annak a kovetkezménye, hogy a PSF alakja is szélesebb, az emisszios
jel jobban szétteriil.

A vektoridlis PSF modell esetén a folt alakjan kivil annak a fényessége is orientacio
fiiggo, ez a fotoszelekcid jelensége. Ezt a elozdleg targyald fotonbegytijtési hatékonysag
mellett a dipdlus gerjesztésének erdssége szabja meg. Kis intenzitasok esetén a festékek
fényessége linearisan fiigg a gerjeszté intenzitas erdsségétol, vagyis ahanyszor nagyobb
intenzitassal gerjesztjiik a festéket, annyiszor fényesebben vilagit. Szerves festékek ese-
tén tipikusan csak pasztdz6 technikdval [196] (konfokélis, STED,..) tudunk olyan erés
gerjeszto intenzitast 1étrehozni, hogy ez a fiiggés eltérjen a linearistél, mig a lokalizécios

technikaknal alkalmazott széles latoterti megvilagitasnal a linearis fiiggést tapasztalunk:

F =|FEPS(p), (8)

ahol F' jeloli a fluoreszcens jel fényességét, p' a dipdélus vektort, E a gerjeszté komplex
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térerdsség vektor, S pedig a foton begytijtési hatasfokot.

Linearis polarizacio esetén a festék akkor gerjesztodik a legerésebben, amikor a dipél
momentuma parhuzamos a gerjeszté fény polarizacidjaval, és amikor merdleges arra, ak-
kor egyaltalan nem emittal jelet. A mérések soran altaldban nem tudjuk befolyasolni,
hogy a festékek milyen dipdl orientaciéval alljanak be, ezért annak érdekében, hogy azok

egyenletesebben gerjesztodjenek, sokszor cirkularisan polaros gerjesztést alkalmaznak.

Ezeket egybevetve, az a jelolések emissziojanal a fotoszelekcié nem befolyasolja érde-
mileg a detektalas hatékonysagat, ekkor a PSF alakja jatssza a donté szerepet. Ezzel

szemben a gerjesztésnél a fotoszelekcid hatasa jelentos a mérhetd fényességekre.

A fluoreszcens jelolések tObbségénél, mint az antitestes, vagy dsDNA jelolések a fes-
tékek hajlékony és forgékony kotéelemen keresztiil vannak a kotéhelyhez lancolva, és a
kamera expoziciés idénél joval rovidebb, a fluoreszcens idétartamukkal osszevetheto ido-
skalan valtoztatjak a dipdl orientaciojukat, igy az kiatlagolodik. Ilyen jelolések esetén
nem tapasztalunk sem fotoszelekciot, sem (rogzitett) vektoridlis PSF-et. Viszont vannak
olyan festékek amik direkt médon jelolik a mintat, a dipél momentumuk rogzitett lesz.
Ilyen festékek léteznek membranok, DNS szdlak, amiloid fibrilumok jel6lésére. Mind dS-
TORM és mind a PAINT technikak segitségével végeztek mar méréseket ilyen mintakon.
Az ilyen, rogzitett dipélus momentumokkal rendelkez6é mintak esetén a vektorialis PSF

és a fotoszelekcid figyelembe vétele sziikséges.

A

hatékonyan be tudjuk gytijteni a fotonokat és a lokalizdlé algoritmus is hatékonyan illeszt
rajuk. Viszont ferde kivilagitasokkal (TIRF, HILO) bedllithat6 olyan polarizaci6, amivel

« /e

nem tudunk hatékonyan lokalizalni.

A fotoszelekcid és a lokalizalas hatékonysag hatdsat, hogy milyen lokalizacids arti-
faktumokat vezethet be, két struktiran, henger alaki axon (22 ébra) és a gémb alaku
vezikula struktiran (23. dbra) vizsgdltam meg. A szimuldcidkhoz a két axon strukturak
tengelyét a fokuszsikba helyeztem, azoknak a sugarat 300 nm-esre allitottam. Az egyik
axonra radialis irdnyitottsagban helyeztem fel a dip6lus momentumokat, a méasokban
azimutalis irdnyitottsaggal. A szimulaciokat kétfajta gerjesztéssel végeztem el, "vizszin-

tesen" linearis polaros, valamint "fiiggélegesen" linedrisan polaros gerjesztéssel, az elébbi
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21. dbra. A gerjesztési fotoszelekcio és a detektdlas (lokalizdlds) hatékonysdgdnak a
szemléltetése a kiilonbozo linedris polarizdciojiu gerjesztési sémdk és dipol orientaltsagok
esetén. A gerjesztés hatékonysdgdt a zold korongok mutatjak, minél halvanyabb a korong,
anndl gyengébben a gerjesztédik a jelolés. A piros korongok a detektalds hatékonysdagdt
mutatjak, minél halvanyabb a korong, anndl kisebb eséllyel lokalizdlja az algoritmus. [A1]

EPI megyvilagitasra jellemzo6, az utobbi dontott megvilagitassal érheto el.

Vizszintes polaros gerjesztés esetén azokat a festékeket tudjuk hatékonyan gerjeszte-
ni, amiket, a PSF alakjabol kifolydan, hatékonyan is tud lokalizalni. Ez radialis dipélus
orientaciok esetén a henger két oldalan elhelyezkedo festékeket jelenti, mig azimutalis ira-
nyitottsag esetén a henger also és felso részén lévoket. Ez a lokalizalt képen is megjelenik,
mig radialis irdnyitottsag esetén a henger két oldalan 1évo jeloléseket tudjuk detektalni, a
kozépen lévoket nem, addig az azimutdlis iranyitottsag esetén a henger szélén 1évok hia-
nyoznak. Fiiggoleges polarizacié esetén viszont azon irdanyultsagu dipolus momentumokat
tudjuk hatékonyan gerjeszteni, amiket kevésbé hatékonyan tudunk lokalizalni az alakjuk
miatt. FEz mindkét dipdlus iranyitottsag esetben a ténylegesnél keskenyebb strukturat
eredményez, amiknek a kozépso részén hidnyoznak a lokalizacidok. Radidlis iranyitottsag
esetén a széleken a hianyért a gerjeszthetdség, kozépen a detektalas hatékonysaga a felelds,
azimutalis esetben pedig forditva, a széleken a detektalas hatékonysaga, kozépen pedig a

gerjeszthet6ség rossz hatékonysaga okozza a lokalizaciok megritkulasat.

c sz

téket helyeztem el a felszinén. Hasonléan az axon struktiran tortént szimulaciéhoz, itt is



56 5 EREDMENYEK

(a) lateralis polarizacié (b) axidlis polarizacio
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22. dbra. A fotoszelekcio hatdsa a henger alaki axon struktirdkra, (a) vizszintesen (la-
teralisan), (b) figgdlegesen (axidlisan) linedris poldros gerjesztést alkalmazva. A dipdlusok
vagy merdlegesen (radidlisan) helyezkedtek az azon hengerpaldstidra, vagy pdarhuzamosan
(azimutdlisan) annak gydrdire. [A1]

megvizsgaltam a radialisan és azimutalisan beéllitott dipolokkal kapott képet. A vezikula
strukturandl az azimutalis iranyitottsag a gomb feliiletével parhuzamos sikot takarja az
gombfeliilet adott pontjan, ellentétben a axon struktiraval, ahol a gytirtikkel parhuzamos,
jol meghatarozott iranyt. Kontroll szimulacioként dipélus forgasi szabadsaggal rendelkezo
vektorialis PSF modellel is elvégeztem a szimuldcidt 90°-os kup félszoggel, aminél nincs

polarizacié anizotrépia, ugyanigy, mint a teljes forgasi szabadsag esetén.

teljesen szabad azimutalis radialis

250 nm 250 nm 250 nm

23. dbra. A fotoszelekcio hatdsa a gomb alaki vezikula struktirdkra vizszintesen pola-
rizdlt gerjesztés esetén. A jeldlések dipol orientdcidja vagy teljesen szabad wvolt, vagy a
gomb feliletére parhuzamos sikban véletlenszeriien (azimutdlisan), vagy a gomb feliletére
merdlegesen (radidlisan). A skdla 1 pm méretd. [A2]

Azimutalis iranyitottsig esetén a gomb alsd és kozépsoé része jo6 mindségben volt re-
konstrualhato, itt mind a gerjesztés, mind a lokalizdlds magas hatékonysagti. Viszont a

gomb szélein, ahol a dipolusok véletlenszerli orientaltsaga miatt azok egy része nem volt
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hatékonyan gerjesztheto és lokalizalhaté, itt a lokalizaciés pontok megritkultak a kont-
roll méréshez képest. A ritkulas a gomb "jobb" és "bal" oldalan volt jelentosebb, ahol
a gerjeszthet0ség rosszabb volt. A radidlis iranyitottsag esetén a lokalizaciok jelentOsen
megritkultak a gdmb also és felso részén, ahol mind a gerjesztés, mind a lokalizélas kevés-
bé hatékony, valamint a gomb két oldalan, ahol a gerjesztés kevésbé hatékony. Az utébbi
kiiszobértékszertien jelentkezik, a kép mindségre egészen addig nincs jelentGsen befolyasol-
va, amig a felvillanasok fényessége el nem ér egy bizonyos értéket, ami alatt a lokalizacios
algoritmus mar nem birja detektalni a felvillanést.

Ezeket figyelembe véve, nagy numerikus aperturajia objektivet alkalmazva, a PSF alak
szélesebb orientdcié tartomanyon ronthatja a felvillanasok detektalasanak hatékonysagat,
mint a gerjesztési fotoszelekcid. Ez utébbi kiiszobérték szertien jelentkezik, csak azoknal a
jeloléseknél szamottevo, amik orientaciojukbol adoddan csak minimalisan gerjesztédnek.
Legercteljesebben mitermékre akkor szamithatunk, amikor mindkét effektus egyszerre

jelen van.

5.2.3. Polarizacié érzékeny szimulacio

A polarizacié érzékeny szimulacio segitségével a fluoreszcencia anizotrépia hatasat vizs-
galtam, és a szimulaciok eredményeit egy mérési adatsorral vetettem ossze. Az AdOptlm
csoport kordbban végzett polarizacié érzékeny méréseket phalloidin-Alexa Fluor 647 je-
161éssel festett aktin szalakon [158]. A phalloidin egy révid, merev jelolés, ami az aktin
szl két alegysége kozotti résbe ékelédik be, és tobb hidrogén kotéssel is hozzakot [197,
198]. Emiatt lehet arra szamitani, hogy a phalloidin jol meghatarozott orientéltsaggal
kapcsolodik a szalhoz, és, hogy a hozza kotott festék mozgasa korlatozott lesz valamilyen
mértékben. A polarizicié érzékeny mérések egy kettos kettdstoro ékkel lettek kivitelezve.
A Wollaston prizméaval vagy nyaldboszto kockaval ellentétben az ék csak kis szogeltérést
vezet be a két merdleges polarizacioji komponens kozott, igy a latémezot nem kell ketté
osztani. Ez azt eredményezi, hogy a felvillanasok ordinérius és extraordinarius komponen-
sei meghatarozott iranyban és mértékben elcstusztatva, de eltérd fényességekkel jelennek
meg ugyanazon a képen. Ilyen képsorozat lokalizalt adatsoran egy parkeresé algoritmus
parositja a felvillanasok két komponensét, és hatarozza meg a "polarizacié fokot" a kdvet-

kez6 Osszefiiggéssel:
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Iy —GI
=0T Glj’ ©)
ahol az I és I, rendre az ordindrius és extraordinarius komponensek, a GG pedig a két
komponens kozti intenzitas transzmisszio kiilonbséget kompenzélja.

Bar a mérés, és a hozza kapcsolodo kiértékelés kimutatta, hogy ezen festékek rendel-
keznek bizonyos mértékii fluoreszcencia anizotrépiaval, és az atlagos orientacidjuk korreldl
a szalak irdnyaval, nem adott szamot az anizotrépia mértékérol, hogy a dipdl festékek ori-
entacié milyen mértékben volt korlatozott. Annak érdekében, hogy erre becslést lehessen
tenni, a vektoridlis PSF modell segitségével anizotropias szimulaciokat végeztem. Bar ez
a fajta megkozelités nem alkalmas a mért anizotrépia kvantitativ meghatarozasara, mégis
becslést enged tenni annak a mértékére.

A mért aktin szél alakjat az ImageJ JFilaments plugin segitségével tortvonallal megraj-
zoltam, ennek a koordinatait a TestSTORM "Read Lines from File" funkcidjaval olvastam
be. Ez lehetoséget teremtett, hogy a mért strukturaval alakilag jol egyez6 struktirat szi-
mulaljak, ami az eredmények kozvetlenebb Osszevetését tette lehetévé. A phalloidin jelolés
rovidségét figyelembe véve, a kotoelem hosszat 2 nm-esre allitottam. A kisérleti eredmé-
nyekben megvizsgalva a mért polarizdcié fok eléjeleket a szal orientacidja fliggvényében,
azt a kovetkeztetést lehet tenni, hogy a festékek dipolus momentumai merolegesen voltak
a szalak tengelyére. A szimulacidékat is ennek megfeleléen végeztem, a dipol momentu-
mok a feliillet merdlegeshez képest 0°-osra allitottam. Szimulaciét sorozatot végeztem,
amik soran a dipélus forgasi szabadsaggal rendelkezd vektorialis PSF modell gémbsiiveg
kvantitativan jo egyezést nem kaptam a kisérlettel. A szimulacidkat a rainSTORM alap-
értelmezett beallitasaival értékeltem ki, és a polarizacié fok szamolashoz a méréshez is
hasznalt kdédot hasznaltam fel. A szimuldlt polarizacié fok eloszlasokat Osszevetettem a
kisérleti eredményekkel, amiket a 24. dbra mutat.

Ahhoz, hogy jé egyezést kapjak a méréssel, a kup félszoget 65°-osra, az orientacid szo-
rasat pedig 17°-osra kellett allitani. Ekkor a polarizacié fok eloszlasok medidn és szoéras
értékeit jol vissza lehetett kapni. A polarizacié fok eloszlas median értékét a gdémbsiiveg
félnyilas szoge befolyasolja elsésorban, azt novelve csokken, de emellett a gémbsiiveg ori-

entacid szords értékének novelésével is csokkend tendencidat mutat. Az eloszlds szérdsa
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24. dbra. Az aktin szdalakon mérhetd polarizdcid fok hdarom kilonbozd orientdltsag (0°:
(a) és (d), 45°: (b) és (e), 90°: (c) és (f)) esetén. A felsé sorban ((a), (b) és (d))
a kisérleti eredmények vannak, az alséban ((e), (f) és (g)) a szimuldlt eredmények. A
polarizdcié medidn értékét (m) és szorasat (o) az dbrakon lévd szamértékek mutatjak. A
szimuldciokban a gombsiveg félnyilds szoge 65° volt, az orientdcio szordsa pedig 17°.

harom részbdl szarmazik: a detektor zaja, a hengerpalast kiilonb6zo részeihez kotott, és
a bedllitott gombsiiveg orientacié szorasbol. Megjegyzendd, hogy 90°-os gémbsiiveg fél-
nyilds szog esetén a mérheto polarizacio fok eloszlas varhato értéke eltiinik minden szél
orientdcional, és ennél magasabb félnyilas szog esetén az jelolésekbol szarmazo emissziok
1jbdl rendelkezni fognak nem nulla varhaté polarizacié fokkal. A kisérleti és a szimulalt

polarizacié érzékeny mérések osszehasonlitasat a 25. dbra szemlélteti:

mérés szimulacio

-0.25

25. dbra. Az aktin szdl kisérleti és szimuldlt polarizicio érzékeny mérése. A szinskdla a
polarizacio fok median értékét mutatja, a skdla 1 um nagysdgii.
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A TestSTORM dipodlus forgasi szabadsaggal rendelkez6 vektorialis PSEF modelljével
torténo szimulacié tantsaga szerint az Alexa Fluor 647 phalloidin konjugatummal jelolt
aktin szalaknal a jelolés forgékonysaga korlatozott, de csak kis mértékben. Ez az eredmény
Osszhangban van Cruz és munkatarsai eredményével [161], akik eltéré kisérleti elrende-
zésben szintén phalloidin konjugatumokkal jelolt aktin szalak esetén mérték a jeldlések
dipolus irdnyitottsagat és annak a korlatozottsagat. Jeloléseknek az Alexa Fluor 647 mel-
lett az Alexa Fluor 568 és az Alexa Fluor 488 festékeket alkalmaztak. Az el6bbi esetén

ok egyaltalan nem birtak kimutatni korlatozottsagot.

5.2.4. Kétszini szimulacid

Kétszinti multimodalis méréssel lehetoségiink van, hogy ugyanazon a mintan, egy minta
el6készités segitségével tobbféle strukturardl nyerjink informaciét. A modszernél az egyik
nehézség az, hogy altalaban a fluoreszcens jelolések spektralis elvalasztasa nem lehetséges
teljes mértékben, mivel azok mind abszorpciéban és mind emisszidoban véges savszélessé-
gliek. Az egyedi molekula detektalasban fluoreszcens jelolésként leggyakrabban szerves
festékeket hasznalnak, ezek abszorpcids és emisszios spektruma altaldban tiikorszimmet-
rikus, mindkét spektrum elnytlt lecsengéssel rendelkezik.

A kétszinli mérés szimulacids vizsgalatahoz két gyakran hasznalt szerves festék, az
Alexa Fluor 647 és az Alexa Fluor 568 spektralis tulajdonsagait hasznaltam fel. A szimu-
lacioban két kiilonbozo alakzatot jeloltem a két festékkel, az el6bbivel "axon", az utébbival
"vezikula" strukturat. Mivel a két festék spektralisan viszonylag kozel helyezkedik el egy-
mashoz, az elnyult abszorpcids és emisszios spektrumaik részben atfednek, igy mind az
abszorpcioban és mind az emisszioban rendelkezni fognak athalldssal.

A tobbszinii méréseket alapvetoen kétféleképpen lehet kivitelezni. A festékeket ger-
jeszthetjiik kiilonalloan, a festékek abszorpcidira hangolt kiilonb6z6é hullamhosszi 1éze-
rekkel. Ekkor a két szincsatorna képét egymds utan kell felvenni. Ebben az esetben
az athallds az elnyult és atfed6 abszorpciés spektrumokbodl szarmazik. Megjegyzendd,
hogy ebben az esetben megfelel6 spektralis szlirok alkalmazasaval lehetséges lenne athal-
las nélkil felvenni a két felvétel sorozatot, viszont ekkor emisszios sziiréket kéne cserélni
a fényutban. Ez egyrészrol plusz optikai elemet jelent, ami nem minden esetben all ren-

delkezésre, mésrészrol a szirovaltas a két kép Osszeregisztralasat is megneheziti. A mésik
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megkozelités, hogy egyszerre gerjesztjik a kiillonbo6zo festékeket, majd az emittalt fluo-
reszcens jelet spektralisan kettévalasztjuk, és két kiilonboz6 kamera tertiletre képezziik le
Oket. Ez a modszer rovidebb mérési idot tesz lehetévé, mivel a két szincsatorna képét
egyidejlileg vehetjiik fel. Ekkor az athallas az elnyilt és atfedd emisszios spektrumokbol

fog szarmazni.

Mindkét esetre elvégeztem a szimulacidkat, egyediil az athallas mértékét igazitva az
aktudlis esethez. Ennek kiszdmolasahoz a festékek forgalmazdjatol szarmazod spektru-
mok mellett [199] az AdOptIm csoport mikroszkép rendszerében hasznélt sziiré kocka és
emisszi6s sziir6k transzmisszids spektrumait hasznaltam fel [200-202]. Az egymaés utani
felvétel esetén az Alexa Fluor 647 jele megjelenik a "zold" szincsatorndban. Az athal-
las mértéke a festék abszorpciés spektrumabdl annak az 561 nm-es és 647 nm-e hullam-
hosszakon vett relativ gerjeszthetdségébdl szarmazik, erre 7, 5%-os dthallassal adodik. Az
egyideji felvételnél a Alexa Fluor 568 jele hall at a "voros" szincsatornaba. Az athallas
szamolasahoz feltételeztem, hogy a mintat egyenld intenzitassal gerjesztjik a két hullam-
hosszon, 647 nm-en és 561 nm-en. Ezzel a festékek emisszios spektrumat skalaztam, és a
szincsatornak spektralis szlirdinek transzmisszidés spektruma szerint integraltam. A két
szincsatorna integralt transzmittélt jelének vettem az ardnyat, igy 14, 7%-os érték adodott
az athallasra. A szimuldcidk soran figyelembe lett véve, hogy az Alexa Fluor 568 esetén
egy felvillands rovidebb ideig tart, és kevesebb fotonkibocsajtds torténik [102], mint az

Alexa Fluor 647 festéknél.

Mivel ilyen elrendezés esetén az athallas nem til magas értékd, a felvillanasok a nem
megfelel6 szincsatornaban lényegesen kevesebb fotonszammal jelennek meg, ezért fényes-
ségen alapuld szilirés hatékony lehet azok kiszlirésére. A rainSTORM Reviewer sziird
funkciojaval elvégezve a lokalizaciok fényesség alapu sziirését, a megfeleld kiiszobértékek
beallitasa utan az athallas okozta "szellem" struktirak nagy mértékben eltiintethetoek
lettek anélkiil, hogy az "elsodleges" struktirakon észreveheté minoségromlas kovetkezett

volna be.

Az egyidejli gerjesztés esetét a 26. abra szemlélteti. Az dbran jol kivehetd, hogy a
Alexa Fluor 561-gyel jelolt vezikulak képe megjelenik a "voros" szincsatornaban. Fényesség
alapu sziirést alkalmazva a "szellem' kép nagy mértékben kiszlirheté anélkil, hogy a

szlirés szamottevoen érintette volna az eredeti strukturakat. Viszont a szlirés nem birja
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teljes mértékben kiszlirni a "szellem" képet, mivel az atfed6 felvillanasok miatt néhany
lokalizacié nagyobb fényességgel rendelkezik, mint amire a festékek tulajdonsagaibdl és az

dthalldas mértékébol szamitani lehetne.

"voros" csatorna "z8ld" csatorna

a) Alexa Fluor 647 spektrum "voros" csatorna = = (b)
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26. dabra. Egyideji gerjesztés esetén a festékekbiol szarmazo fluoreszcencia jelek szemlél-
tetése (a). Az Alexa Fluor 561-t6] szarmazo jel nagysdgdt a "zold" szincsatorndban a z6ld
satirozott teriilet szemléltetni, a "vorés" szincsatornaban mérhetdt pedig a teli zold teriilet,
ez utobbi felel az dthalldsért. Alexa Fluor 647-t6l szarmazo jelet a "vérés" szincsatornd-
ban a satirozott magenta teriilet mutatja. A festékek emisszios spektrumait a sdrga és
piros vonalak mutatjak, a szird kocka transzmisszidjanak a fekete pottyézitt és szaggatott
vonalak a szincsatorndk transzmisszidit irjdk le. Az azon (Alexa Fluor 647 jeldlt) és a
vezikuldk (Aleza Fluor 561 jelolt) megjelend képei a két szincsatorndban (b). [A1]

A kiilonalld gerjesztés esetét a 27. abra mutatja. Ebben az esetben az Alexa Fluor
647 festékkel jelolt axon strukturak 'szellem" képe jelenik meg az 561 nm-es gerjesztés
esetén is. Habar a "szellem" kép lokalizacidi jelentésen rosszabb lokalizaciés precizitassal
rendelkeznek, mint az eredeti axon képet alkoté lokalizaciok, azokon is kivehet6 a gytiriis

szerkezet.

5.2.5. Asztigmias 3D szimulaci6

A lokalizaciés technikaknal az axialis pozicié kinyerésére tobb lehetéség is van. Ezek
kozul talan a legegyszeribb és legelterjedtebb a henger lencsével torténd 3D mérés. A
TestSTORM-ba is ezt a 3D modszert implementéaltam elérhet6 szimulacios modalitasként.
Az asztigmias 3D modszer szimuldcids vizsgalatara a skalaris PSF modellt haszndltam
fel. Vizsgalando struktirdnak a gomb alaki vezikula mintédzatot valasztottam, amire kis

mértéki strukturalt hatteret is beallitottam.
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27. abra. Kiilonallo gerjesztés esetén a festékekbol szarmazo fluoreszcencia jelek szemlél-
tetése (a). Az 561 nm-es gerjesztés esetén az Alexa Fluor 561-t6l szdrmazo jel nagysdgdt a
z0ld satirozott terilet szemléltetni, az Alexa Fluor 647-t0l szarmazot pedig a teli magenta,
ez utobbi felel az dthalldsért. A 647 nm-es gerjesztés esetén az Alexa Fluor 647-t61 szdr-
mazo jel nagysdgdt a magenta satirozott terilet mutatja. A festékek emisszios spektrumait
a sdrga és piros vonalak mutatjak, a szird kocka transzmissziojinak a fekete vonal felel
meg. Az azon (Alexa Fluor 647 jelolt) és a vezikuldk (Alexa Fluor 561 jelolt) megjelend
képei a két szincsatorndban (b). [A1]

A kalibracios adatsor elkészitéséhez a TestSTORM racs mintazatat hasznaltam fel.
6 x 6-0s racsot allitottam be, amiben a racspontok tavolsagat kell6 nagysagura, 5 pm-
esre allitottam annak érdekében, hogy a lokalizald algoritmus még a szélsé defokuszalt
esetekben is biztosan szét birja valasztani a felvillanasokat. A festékek OF'F éallapotanak
karakterisztikus idejét Os-re allitottam, ezzel megsziintetve a villogasukat. Az axidlis
pozici6é valtoztatasahoz egy konstans, z iranyu driftet allitottam be, ami a mintazatot
egy ismert defékuszalt kezdo pozicidbdl atvitte a fokuszsikon keresztiil szintén egy ismert
defokuszalt végso pozicioba. Ezzel értem el, hogy minden egyes kamera felvételen egy
bizonyos mennyiségli, nem atfedé6 PSF folt legyen jelen, és hogy minden egyes felvétel
egy ismert axialis pozicionak feleljen meg. A kalibralé felvétel sorozatot a rainSTORM
"Least-Squares Gaussian 2D linear Bg" algoritmusaval értékeltem ki, és az eredményiil
kapott, illesztet elliptikus Gauss z és y standard devidcidk felvételenként vett atlagos

értékei alkottak a kalibralé adatsort (28. abra).

Az irodalomban sokszor az elliptikus Gauss két standard devidcié értékeibdl egy el-
lipticitasnak nevezett mennyiséget szarmaztatnak. A kalibralé adatsorra az ellipticitds

figgvényt illesztve, a mért adatok ellipticitas értékei alapjan mar visszaszamolhatd, hogy
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28. dbra. Az asztigmias skalaris PSF kalibrdcios gorbéi. A két gorbe a PSF-ekre illesztett
elliptikus Gauss figguény x és y szélességeinek (standard devidcid) felel meg a defokusz-
daltsag fligguényében.

azok mely 2z pozicidhoz tartoznak. Ehelyett azonban més megkdzelitést valasztottam.
kek illesztését. Az illesztendé mennyiségnek a két adatsorra vett hiba négyzetosszegét

szamoltam, és ezt minimalizaltam:

Zmérés — min((algjal(z) . O_;nérés)Q + (O_lycal<z) . O_;nérés)Q) (10)

A 2z pozicidé visszaszamolasa numerikusan volt lehetséges. El6szor meghataroztam,
hogy az emlitett hibak négyzetosszege a kalibraciés adatsor mely diszkrét adatpontja
esetén minimalis, majd négyzetes interpolacioé segitségével pontositottam a meghatarozott
axialis poziciéon. Mind a kalibrélé és mind a vizsgalandé struktura felvétel sorozatat a
rainSTORM "Least-Squares Astigmatic Gaussian 2D linear Bg" algoritmusaval értékeltem

ki, az alapértelmezett beallitasokkal.

A vizsgaland6 asztigmias 3D szimulacidhoz a TestSTORM vezikula struktarajat va-
lasztottam. A gémb struktira sugarat 250 nm-esre allitottam, hogy az kitoltse az objektiv
mélységélességét. A vezikulara 200 db Alexa Fluor 647 festékek helyeztem el. A szimulalt
képsorozat 10000 felvételen, 2179 felvillanast tartalmazott, igy egy festék atlagosan ~ 11-
szer villant fel a szimulaci6 soran. Az asztigmiat f = 10 m fokusztavolsagi hengerlencse

hatasanak megfelelo fazisaberracié vezette be. Egy kis mértékli konstans, strukturalt
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hatteret is beallitottam, ennek maximélis pixelértéke 10%-a volt a fokuszalt felvillandsok
maximalis értékének. Habdr ez a hattér joval halvianyabb, mint az expozicids id6t kitol-
t0, fokuszalt felvillanasok, de hattér kivonas hianyaban, azokra rarakoédva befolydsolja a

Gauss fiiggvény illesztést.
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29. dbra. A rekonstrudlt 3D asztigmids kép vezikula mintdzat szimuldcidjdrel. A (a)
dbra a struktirdlt hattér nélkili kontroll szimuldciét mutatja. A (b) és a (c) abrdk azt
az esetet mutatjak, amikor a felvillandsokra rd volt rakodva eqy kis mértéki struktirdlt
hdttér. A elobbi esetben nem tortént plusz szirés a lokalizdciokra, az utobbi esetben egy
fényesség alapi sziirést volt alkalmazva. [A2]

A hattér nélkili eset rekonstrudlt képét a 29. (a) abra szemlélteti. Habér a kalib-
ralé adatsor aszimmetrikus volt a z = 0 pozicié koriil, a visszanyert axialis pozicidokon
nem mutatkozik meg, hogy ez észreveheto hatassal lenne azok hibajara. Axialis irdny-
ban kivehetoek a gémbhéjtdl jelentésen eltavolodd lokalizaciok. Ezek lateralisan a géomb
kozepe felé tolodnak el, mig axidlisan jelentésen szort pozicidkat vesznek fel. Ezeket az
atfedd felvillanasok okozzak, az atfedések egyrészt lateralisan a struktira kozepe felé tol-
jak a lokalizaciokat, valamint a felvillanas alakjat is modositjak, ami hibaként jelentkezik
az illesztett elliptikus Gauss standard deviacio értékeiben. Tovabbéa a lokalizalt képen
felfedezhet6 axialis irdnyu oszlopos alakzat. Ez annak az eredménye, hogy axialis irany-
ban rosszabb a lokalizaciés precizitas, mint lateralis iranyban, igy az atlagosan ~ 11-szer
felvillano festékek axidlisan elnytlt csomodsodést eredményeznek.

A strukturalt hattér hatdsat a 29. (b) és (c) dbra szemlélteti. Mér a gyenge struktiralt
hattér is jelentés mértékt miterméket vezetett be a rekonstrudlt struktirara. A rekonst-
rualt alakzat axidlisan jelent&sen elnyult lett. A gomb alakzat also és fels6 részén elnytlt,
strti lokalizacio csomésodas jelenik meg, ami nem magyarazhaté meg énmagaban az at-
fedo felvillanasokkal. Ennek magyarazata kétréti. Egyrészrol a strukturalt hattér téves

("fals") lokalizacidkat eredményez azokon a felvételeken, amiken nincs festéktdl szérma-
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z6 felvillanas. A strukturalt hattér PSF-nél nagyobb kiterjedése miatt ezen lokalizaciok
x és y szélességei nem illeszkednek jol a kalibraciés gorbére, a struktura ala vagy folé
kertilnek elhelyezésre. Masrészrol a strukturalt hattér rarakodik a felvillanasokra, torzit-
ja azok alakjat, modositja az illesztett elliptikus Gauss paramétereit, ezaltal torzitja a
visszaszamolt axialis pozicidkat. Fényesség alapu sziirést alkalmazva az emlitett miter-
mék szinte teljesen megsziintethet6. A sziirés kiiszobértéket magasabbra allitva, mint a
strukturalt hattér fényessége, a fals lokalizaciok eltavolithatéak. A szirés utan a struk-
tira nagy hasonlésagot mutatott a hattér nélkili esethez. A gémb alsé és felsé részén
megmaradt csomosodott miiterméket a halvany, az expozicioés id6t nem teljes mértékben
kitolto felvillanasokbol szarmazo, de a fényesség sziirésen atment lokalizaciok okozzdk,
ezeket nagy mértékben befolyasolja a strukturalt hattér. Emellett a gomb alakt struk-
tura axialis irdnyban észrevehetden elnyultabb lett. Ezt az okozza, hogy a struktaralt
hattér rarakodik a felvillanasra, és ez a lokalizalo algoritmus a PSF standard deviacio
meghatarozasaba helyfiiggo, szisztematikus hibat vezet be még a fényes, az expoziciés
idot kitolto felvillandsok esetén is. Ez nem sziintetheté meg a lokalizalt adatsor sztiré-
sével. A probléma megoldasara a lokalizalas elott 1épésben a felvétel sorozatrdl torténo

hattér eltavolitas sziikséges.

5.3. Arany nanorudak dSTORM vizsgalata

Arany nanorudakhoz kotott fluoreszcens festékek fluoreszcencia er6sodését vizsgaltam
tobb kutatocsoporttal egyiittmiikodésben. A festék-nanorészecske kolecsénhatasra vonat-
koz6é numerikus szimuldcidkat és az optimalis nanortud-festék rendszer megtervezését Toth
Emese végezte a Nanoplazmonika csoport (SZTE, Fizika Intézet, Optikai és Kvantum-
elektronikai Tanszék) részérdl, Dr. Csete Maria vezetésével. A szimuldcidk futtatdséhoz
sziikséges szamitastechnikai hattér és az optimizald algoritmus biztositasaért Dr. Ban-
helyi Baldzs (SZTE, Informatikai Intézet, Szamitégépes Optimalizalas Tanszék) felelt.
A kolloid arany nanorudak eléallitasat és karakterizalasat Dr. Ungor Ditta végezte a
Nanohibrid Struktirak Kutatécsoport (SZTE, Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tan-
szék) részérél, Dr. Csapd Edit vezetésével. Az oligonukleotid szélak szintézisét, és a
nanorészecskék megjelolését Dr. Ferenc Gyorgyi (SZBK, Nukleinsav Szintézis Laborato-

rium) valésitotta meg. En a dASTORM méréseket hajtottam végre az AdOptIm csoport
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mikroszkép rendszerével, és a mérési adatokat értékeltem ki, valamint a csoport részérol
Ponyeczkiné Czvik Elvira készitette el6 a mintdkat a mérésekhez.

Aranybdl készithetéek nanorészecskék szamos eltéré geometriaval, amik plazmonikus
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és kémiailag is stabilak [203]. Ilyen nanorészecskék fel-
hasznalast nyertek kiilonféle bioszenzorikai alkalmazasokban, tobbek kozott a fluoresz-
cencidval val6 intenziv kélesonhatasuknak koszonhetéen [204]. Példaként a kis méreti
(< 40nm) arany nanogémbok tipikusan csokkentik a kozeliikben 1év6 fluoreszcens jelo-
lések fényességét [205]. Ellenben, hogyha az egyik irdnyba kissé megnyult, rud alaki
részecskéket alkalmazunk, azok képesek erOsiteni a hozzajuk kotott fluoroférok emisszi-
bjat. Az er6sités mértéke tobb paramétertél fiigg. A hatékony erOsitéshez sziikséges a
nanorészecske plazmon rezonanciajat a fluorofér abszorpcids és emisszids spektrumaira
hangolni annak érdekében, hogy a gerjesztési és az emissziés oldal is érdemileg hozzé
tudjon jarulni az erdsitéshez [174]. Ez a hangolds megteheté a nanorid geometridjanak
valtoztatasaval, mivel a plazmon rezonancia csticsa érzékenyen fligg a riad oldalviszonya-
tol, vagyis a hossztengely és az atmér6é aranyatél. Az oldalviszony valtoztatasaval az
arany nanorudak plazmon rezonancia cstucsa szabadon hangolhaté egy széles, ~550 nm
feletti optikai tartomanyon [206, 207]. Tovabbd, a fluoreszcencia erdsités mértéke erd-
sen fiige a fluorofér-nanorészecske tavolsagtol. Tul téavol helyezve a fluoréfort nem lesz
szamottevo kolesonhatas, tul kozel helyezve pedig fluoreszcencia kioltas kovetkezhet be a
kvantum hatéasfok leromlédsa miatt. Valamint az er6sités mértéke nem egyforma a nanor-
udak kiilonb6z6 részein, azok végeinél tipikusan nagyobb fluoreszcencia erdsités érheto el
[208].

A projekt célja az volt, hogy szamottevo fluoreszcencia erdsitésre képes fluoreszcens
festék-nanorid rendszert alkossunk meg, és mérjiik ki rajta a fluoreszcencia erésités mér-

tékét.

5.3.1. Minta

Fluoroférnak a Cyb festéket valasztottuk, aminek az abszorpcidos maximuma 649 nm-nél,
az emisszidés maximuma pedig 666 nm-nél van [209]. Azért erre a festékre esett a valasz-
tas, mert egyrészrél a megfelelé pufferoldatban, tn. "switching" pufferben fotovillogéast

végez [210], és igy alkalmazhaté dSTORM mérésekre [28], masrészrol a gerjesztési és az
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emisszios spektruma olyan hulldmhossz tartomanyra esik, ami tipikusan jellemz6 az arany
nanorudak plazmon rezonanciajara. Tovdbba a szabad festék viszonylag alacsony, ~ 27%
kortili kvantum hatasfokkal bir [211], igy az emissziés oldali kolesonhatds is érdemileg

hozz4a tud jarulni a fluoreszcencia erésédéshez.

A szimulaciok segitségével egyrészrol meg lett hatarozva az optimalis nanorészecske-
festék geometria, és az elérheto erdsités mértéke. Masrészrdl az optimalis eset kornyékén a
paraméterekre vonatkozo érzékenységi vizsgalat lett végezve. Ehhez véges elem modszerrel
[212] lettek szamolasok végezve a fluoreszcencia erésitésre vonatkozdan [213]. A szimula-
ci6s eredmények egy globalis extrémum keres6 algoritmussal lettek optimizalva [214]. Az
optimizacié soran mind az arany nanorud méretei, vagyis a hossza és az oldalviszonya,
mind a festék elhelyezkedése, vagyis a nanorud hossztengelyén mért pozicidja, a feliilet-
t0l vald tavolsaga és az orientacidja valtoztatva lett a kisérleti feltételekkel megszabott

korlatok kozott.

A kolloid nanorudak soft templat modszerrel lettek szintetizalva. A transzmissziés
elektron mikroszkopiai mérés alapjan a rud alakd nanorészecskék atlagos hossza 42,9 +
7,1 nm, atmérdjik pedig 14,6 + 2,5nm volt. A kolloid oldat UV-Vis spektrofotométerrel
torténd abszorbancia mérése alapjan a részecskék rendelkeztek plazmon rezonanciaval a

vart hulldmhossz tartomanyon, 662 nm-nél 1évo elnyelési maximummal.

A mérésekhez a nanorészecskéket meg kellett jelolni a fluoreszcens festékekkel, ami
oligonukleotid szalak segitségével tortént. Egy 53nt hosszi szél (1nt ~ 0,33nm, egy
nukleotid egységhez tartozd hossz) thiol csoporttal kapesolodott az arany feliillethez arany-
kén kovalens kotéssel (30. abra). Ilyen szdlakhoz kotott hozza a két kiegészit6 szal DNS
kett6s spiralt alkotva. Az egyik kiegészit6 szal végéhez hozza lett kotve a Cyb festék, és
ennek a szalnak a hosszaval lehetett szabalyozni a festék aranyfeliilet tavolsagot, mig a

masik kiegészito szal csak a megmaradt oligomer szl kiegyenesitésért felelt.

A kolloid nanorészecskék fluoreszcens jelolése oldat fazisban tortént. Az oldat fa-
zisu jelolés kovetkeztében a nanorészecskékhez kotetlen, szabad fluoreszcens jelolések is
maradtak az oldatban. A megmaradt szabad festékek kitisztitasa érdekében az oligo-
merekkel megjelolt nanorészecskék oldata centrifugdlva lett. Ennek hatasara a kolloid
nanorészecskék lerakodtak az edény falara, és csak lassan kertiltek vissza oldat fazisba,

kozben a feliiliszo leszedésével, és 1j tiszta olddszer hozzaadasaval a jeloléshez hasznalt,
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nanorészecskéhez nem kotott festékek koncentracidja le lett csokkentve.

Végiil az igy megjelolt részecskéket rogziteni kellett a fedélemez felszinére a ASTORM
fluoreszcens mikroszképias vizsgdlathoz. A mérésekhez hasznélt nitrogén plazma tiszti-
tott liveg fed6lemez folyadék fazisban negativ elektrosztatikus toltéssel rendelkezik, igy
a szintén negativ toltéssel rendelkezo oligonukleotid szalakkal megjelolt részecskék nem
tapadnak ki rd. Annak érdekében, hogy a jelolt részecskéket ki birjuk tapasztani, a fedo-
lemezt modositottuk, bevontuk pozitiv toltésit PAH réteggel. Megjegyzendd, hogy ehhez
a réteghez a nanorészecskéhez nem kotott, megmaradt szabad oligonukleotid szalak is
kitapadtak, és az ilyen, festékkel jelolt szalak is fluoreszcens jelet adtak a fedolemezen. A

méréshez elokészitett mintat a 30. dbra szemlélteti.
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30. dbra. A fluoreszcensen megjeldlt, és a feddlemezre kitapasztott nanorudat tartalmazo
minta vdzlatos dbrdja. A piros kor eqy fluoreszcens dllapotban lévd festéket jeloli, a sziirke
korok pedig sotét dallapotban lévdeket.

5.3.2. Mérés

A mikroszkép kamerajaval, fluoreszcens iizemmodban csak a fluoreszcens jel erésségét
tudtuk mérni, ami énmagaban nem szolgal egyértelmii informaciéval arrél, hogy az mi-
lyen forrasbdl szarmazik. Ezért annak igazolasdhoz, hogy a nanorészecskék ténylegesen
kitapadtak a fed6lemezre, transzmisszios, fehér fényt felso kivilagitassal is megvizsgaltam
a mintat. Az arany nanorudak detektalhatoak fehér fényti, sotét latoterti megvildgitassal
[215], de a mikroszkép rendszeriink ilyen mérési méddal nem rendelkezett. A probléma
megoldaséara olyan fehér fényli transzmisszios megvildgitast alkalmaztam, amiben a min-

tat keresztezett polarizatorok kozé helyeztem el. Ez egyrészrol sotét hatteret eredménye-
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zett, méasrészrol a nanorudaktol azt vartam, hogy az orientaciéjuktol fiiggd polarizacioval
szorjak a fényt. Ennek megfelelden a rajtuk szorédo fény jelentés mértékben at tud ha-
tolni a masodik polarizatoron, amennyiben a nanorud orientacidja nem egyezik meg egyik
polarizator transzmisszios tengelyével sem. A keresztezett polarizatoros elrendezést al-
kalmazva, a PAH réteggel bevont fedélemezre torténé nanorészecskék kitapadast tudtam

igazolni (31. abra).

31. dbra. A kitapadt nanorészecskék fehér fényi transzmisszios, keresztezett polarizator
allasban készilt képe. A nanorészecskék a voroses szini foltoknak felelnek meg, példaként
néhdany zold nyilakkal be van jelélve.

A dSTORM mérésekhez a mintara switching puffert [216] raktunk, targylemezre he-
lyeztiik, és szilikon ragasztéval lezartuk. A mérésekhez nagy fénygytijto képességii, 1,49-es
numerikus aperturaju olaj immerziés objektivet hasznaltam. A mintat epifluoreszcensen
vilagitottam ki linedrisan polarizalt Gauss-nyalabbal, 647nm-es gerjeszto 1ézerrel, a flu-
oreszcens emissziot pedig a ~660 — 694nm-es spektralis ablakban detektaltam. A fel-
vételeket EMCCD kameraval vettem fel elektron sokszorozé iizemmaédban. A mintan a
felvétel tertilete a Gauss nyalab kozepén egy kis méretii régiora lett lesziikitve. A mérések
el6tt mind fluoreszcensen, mind fehér fényt megvilagitassal ellendriztem, hogy megfelel6

stirtiségben vannak-e nanorészecskék a kivalasztott tertileten.

5.3.3. Kiértékelés

A nanorudak dSTORM felvételeinek kiértékelése tobb szempontbdl is eltért a biologiai

mintdkon végzett ASTORM felvételek kiértékelésének altalanos menetétol.
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Egyrészrél a nanorudak rendelkeztek egy stabil, kozel diffrakcié limitalt foltméretii
fluoreszcens hattérrel, és a nanorészecskékhez kotott festékek felvillanasai ezen a hattéren
torténtek. A kiértékelés soran ezt a stabil hatteret el kellett tavolitani ahhoz, hogy a
nanorészecskéken torténo felvillanasokra a PSF illesztést el lehessen végezni anélkiil, hogy
a hattér befolyasolna az illesztett fényességet és poziciot.

Masrészrél a hagyomanyos lokalizaciés mikroszképiai kiértékelésektol eltéréen a hang-
sily nem strukturalis informacié kinyerésén, hanem a fényességeiknek meghatarozasan
volt. Ehhez viszont figyelembe kell venni a jel felvétel egyik korlatjat, hogy egy adott
felvillands a kamera expoziciés ideje altal fel van szabdalva, igy azt nem minden képkoc-
kan tolti ki teljes mértékben, amin szerepel (32. dbra). E tekintetben azok a képkockék
vannak érintve, amiken a felvillanas kezdodik vagy befejezddik, igy ezeken a detektalt
jel nem szolgaltat megbizhaté informaciéval a felvillands fényességérél. A probléma meg-
oldhato, ha a felvétel lokalizalasat kovetéen megkeressiik az adott felvillanashoz tartozo
lokalizaciokat, és ezek kozil kivalogatjuk azokat, amelyeknél a felvillanas teljes mértékben
kitoltotte az expozicidés id6t. A lokalizaciok ilyen fajta Osszecsoportositasanak folyama-
tat hivom a késobbieknek "trajektoria illesztésnek', a kiilonalld felvillanasokhoz alkotott
csoportokat pedig "trajektoriaknak”.

id6
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32. dbra. Az kamera expozicio szerepe a fluoreszcens jel mérésében. A kék téglalap
azokat a képkockdkhoz tartozik, amiknél a felvillands teljesen kitéltétte az expozicios idot.
A kamera jel varhato értéke ekkor aranyos a fluorofor fényességével. A magenta téglalapok
azokon a felvételeken mutatjak jelet, amiken a felvillands nem toltotte ki az expozicios idot.

Kovetkezd 1épésként meg kell hatdrozni, hogy mely felvillandsok torténhettek a kiilon-
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allo arany nanorudakon, és szét kell valasztani ket az tiveg feddlemezen tortént felvillana-
soktol. A szamolasok alapjan azt lehetett varni, hogy a nanoridhoz kotott festékek felvil-
lanasai kozott lesznek jelentosen fényesebbek, mint a hozzajuk nem kotott festékek esetén.
Ez a nagy feloldasu képen annak felel meg, hogy a fényes felvillanasok csomédsodasokat
alkotnak azokon a helyeken, ahol a nanorészecskék vannak. Ezeknek a csomoésodasanak
a vizsgalatat klaszterizalo algoritmussal végeztem el, az igy megtalalt csomdsodéasokat a
nanorudaknak lehetett megfeleltetni. Végil a kiilondllé nanorudakhoz tartozé adatokat
elemezve, azok fluoreszcencia er6sitéseit meg lehetett hatarozni. A kiilonbo6zo kiértékelési

lépéseket a 33. abra foglalja Ossze.

hatter 5 |okalizalas — drift
hattér < képsorozat traJektorlaNv
levonas : , drift
villogasok —» |okalizdlds —» korriaalas
képsorozata ?

v

fényesség részecske trajektoria
T <— . klaszterizala . ;
statisztika beazonositas € Kaszterizalas <= illesztés

33. dbra. A kiértékelés lépéseinek vdzlata.

Az adatok elemzését az AdOptlm csapat altal fejlesztett rainSTORM szoftver [217]
moédositott valtozataval végeztem el. A szoftver grafikus kezeldfelilletet hasznal, és a
felvételek lokalizalasara, a lokalizacids adatsor szilirésére, valamint az eredmények dbrazo-
lasara, gy mint a lokalizaciok nagyfeloldasu képének vagy kiilonb6z6 hisztogramjainak
megjelenitésére hasznalatos. Azonban a nanorudas mintakrol készilt felvételek kiérté-
kelésének menete nem illett bele a rainSTORM hagyoményos profiljaba, és annak nem
minden 1épését tudtam elvégezni a szoftver kezeldfelilletén keresztiil. Annak érdekében,
hogy a felvételek elemzését egyetlen eszkozzel, tobb kisebb 1épés helyett egyben el lehessen
végezni, a rainSTORM programkédjat felhasznédlva készitettem egy attél kiilonalld kiér-
tékel6 szoftveres eszkozt. Ehhez a meglévo szoftveres eljarasokat, vagyis a felvételsorozat
kezelo, lokalizald, drift korrekcidt végzo, trajektoria illeszto és klaszterizald algoritmuso-
kat gy modositottam, hogy jol rendezett, kiillonalléan is jol is felhasznalhato, akar a
késobbi projekteknél is alkalmazhatd kodot kapjak. Az eszkoz ezeken feliil a hattér levo-

no, a nanorészecske képeit megkereso és azokat kiértékelo kodokat tartalmazta. Tovabba
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javitottam az emlitett algoritmusok adatkezelésén is annak érdekében, hogy csokkent-
sem azok memoria igényét, igy a kiértékelést le lehessen futtatni kevesebb memoriaval

rendelkez6 gépeken is.

Hattér levonas A kiértékelés legelsd 1épéseként a hattér levonast kell elvégezni a fel-
vétel sorozatra. A cél az, hogy eltavolitsuk a felvételekrol a nem a festék felvillanasokbol
szarmaz6, id6ben lassan valtozo, de a képsikban erésen strukturdlt fluoreszcens jelet. A
hattér levond algoritmusnal kritérium volt, hogy az egyedi molekula felvillanasok képeit
és fényességeit torzitatlanul adja vissza, valamint, hogy idében valtozé és képpontonként
is kiillonboz6 értéki, tetszoleges képsikbeli strukturaval rendelkezé hatteret is el birjon
tavolitani, még akkor is, hogyha a felvillandsok idébeli stirtisége viszonylag nagy. To-
vabba, a hattér levonasnak figyelembe kell vennie, hogy mig a fluoroférok kiégése miatt
altalanossagban idoben csokken a hattér, addig a drift-et végz6é mintan a nanorészecskék

autofluoreszcens jele helyenként, bizonyos kamera képkockakon idoben novekedhet is.

Az irodalomban szamos hattér eltavolité modszert kidolgoztak SMLM felvételek el6-
feldolgozasara (lasd: 3.2.3). Azonban ezek kozil nem mindegyik alkalmas a nanorudakon
1évo strukturalt, kozel diffrakeid limitalt, viszonylag erés fluoreszcens hattér eltavolitasara.
A kilénb6zo hattér eltavolitd modszerek koziil a PSF illesztés soran torténd hattér levo-
nas a nanorudak fluoreszcens képének kicsi, festék felvillandsokkal Gsszevetheté mérete
miatt nem alkalmazhaté. Az egymast koveto felvételeket egymasbdl kivond algoritmusok
pedig a fényesség értékeket nem képesek visszaadni. A linedris szlirések jobban megfe-
lelnek a célnak, azonban ezek sem idealisak, mivel a fényesség értéket torzitjak, foleg
fényes vagy siiri felvillanasok esetében. A median sziirés szintén bevezet egy kis mérté-
kil szisztematikus hibat a fényesség értékek meghatarozasaba. A statisztikai elemzéseken
alapul6 hattér levonast azért nem talaltam megfelelének, mivel az eltéré mértékben erosi-
tett felvillanasok és a drift jelenléte osszemoshatja a fényesség eloszlasban a hattérhez és
a felvillanasokhoz tartozo kamera betitésszam értékeket. A felvillandsok beazonositasan
alapuld, és az azokat nem tartalmazd képkockakat felhasznald algoritmusok megbizha-
to alkalmazasa pedig nehézkes, amit tovabb nehezit, hogy jelentésen eltérd fényességi

felvillanésok voltak varhatdak egyazon részecske esetén is.

A problémak megoldasara sajat hattér levond algoritmust fejlesztettem, ami a képkoc-
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kak képpontjain kiilon-kiilon meghatarozza és levonja a hatteret. Kezdetben az algoritmus
az elsé néhany képkockat figyelembe véve, a képpontok fényesség hisztogramjan megkeresi
azt a csucsot, amihez a legkisebb kamera beiitésszam tartozik, és ezt veszi a hattér kez-
deti értékének. Az algoritmus a tovabbi lépésekben alapvetoen egy silyozott mozgdatlag
szir6, ami sorrendben végig megy a képkockakon. Az alkalmazott sulyokat a képpontok
beiitésszamainak és a hattér értékének a kiilonbsége alapjan szamolja. Mivel a sulyok
kiszamolasdhoz sziikséges a hattér értéke, és a hattér kiszamoldsahoz pedig kellenek a si-
lyok, ezért az algoritmus az elso 1épésben a silyokat egy becsiilt hattérbdl szamolja, majd
a becsiilt stulyok értékeibol hatarozza meg a hatteret. Az emlitett hattér becslést az el6z6
képkockakhoz tartozo hattér értékeibdl extrapoldlassal végzi. A sulyok értékeinek kisza-
mitasara Fermi-Dirac fliggvényt valasztottam, igy a stlyozas a fényesség szerint monoton
fiiggvény, kihasznalja azt, hogy a felvillanésok jelei csak hozzaadddni tudnak a hattéréhez,
novelve a kamera beiités szamokat. Vagyis, ha a képkocka adott képpontja minél fénye-
sebb a hattérhez képest, annal kisebb sulyt kap (0-hoz tartva), mig ha minél halvanyabb,
annal nagyobbat (megkozelitve az 1-et). A két széls6 érték kozott van egy levagas, aminek
a pozicidja és szélessége allithatd. A levagas pozicidjat érdemes a becsiilt hattérnél maga-
sabb értékiire beallitani, annak érdekében, hogy a zaj okozta beiitésszam ingadozasokat
is még a hattér részeként kezelje az algoritmus. Ezért a levagasnak az aktudlis becsiilt
hattérhez képesti helyét annak a fotonzaj szoras varhatd értékéhez kotottem, annak a
varhato értékének 5-szorosével magasabb poziciora allitva alapértelmezetten. Tovabba, a
lecsengés lefutasa hangolhaté a Fermi-Dirac eloszlas § paraméterével, annak érdekében,
hogy kevésbé ugrasszerti legyen az algoritmus viselkedése. Igy, ha egy felvillands torténik
a hattéren, akkor annak a jelét tartalmazé tartalmazé képpontok alacsony, 0 kozeli stlyt
kapnak, ellenkez6 esetben pedig magasat. Tovabbi probléma, hogy a felvillanasok nem
jol meghatarozott ugrasszerii valtozasként jelentkeznek a kamera betités szamokban. Ez
igaz, mind a képsikbeli valtozasra a PSF lecsengd volta és a pixelizdlas miatt, mind az
egymast koveto felvételek kozti valtozasra, a kamera expoziciés id6 véletlenszerii kitoltése
miatt. Ennek a kezelésére, egy képpontnak az atlagoldsban megjelend végso sulyahoz az
algoritmus figyelembe veszi az adott képponttal "szomszédos" képpontok stulyait is, Gssze-
szorozva Oket. Ezéltal egy adott képponthoz akkor is alacsony silyt rendel, ha mellette

1év6 valamelyik képponton felvillanast valdszintisit.
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A hattér levonas helyes miikodését és hatékonysagat a TestSTORM szimulaciés szoft-
verrel teszteltem. A szimuldciénal a vezikula mintazatot hasznaltam, amiben a struktarak
pontszertinek tekinthetéek, vagyis minden iranyban a diffrakcié limitnél kisebb kiterjedé-
stiek, hasonléan, mint a nanorudak. Két szimulaciot végeztem, referenciaként az egyiket
hattér nélkiil, a masikon pedig egy lassan valtozo fényességli, kozel diffrakcid limitdlt mé-
retl strukturalt hattér rarakodott a vezikulakra, jelentos mértékii drift jelenlétében. Az
elobbi, a referencia szimulalt adatsorra csak a lokalizalast végeztem el hattér levonas nél-
kiil, mig az utébbira a lefuttattam a hattér levonast is. Osszehasonlitottam a lokalizacidk
kiilonbo6z6 paramétereinek, mint az illesztett Gauss szélesség vagy a fényesség eloszlasait.
Valamint a két szimulaciés adatsor kozott Osszepéarositottam az egyezd felvillanasokat, igy
a visszanyert fényességbeli kiillonbségek kozvetlentil megmutatkoztak. Az atlagos fényes-
ség értékre 0, 36%-os relativ eltérést kaptam, mig az egyes felvillandsok relativ eltérésnek
szorasara 0, 074-ot, ez utobbi a fotonzaj altal is terhelve volt. A szimulaciés eredmények
alapjan a hattér levonds nem okoz szamottevo torzitast a mérheto felvillanas fényességek-

ben.

Trajektoria illesztés A trajektoria illeszt6 algoritmus szerepe, hogy 6sszecsoportositsa
az ugyanahhoz a fluorofér felvillandshoz tartozé lokalizaciokat. Ezt azaltal éri el, hogy
a képsikban az egymashoz kozeli és az idoben egymaést folytonosan kévetod lokalizacidokat
sorrendben 0Osszefiizi. Ehhez az algoritmus idébeli sorrendben végig megy a felvétel kép-
kockain, és megvizsgalja, hogy az adott képkockan 1évé lokalizaciok mely trajektéridhoz
tartozhatnak. Hogyha talal olyan lokalizacidt, ami egy bizonyos r tavolsagnal kisebb ta-
volsagra van egy még le nem zart trajektoria legutolsd lokalizacids elemétol, akkor azt
hozzafiizi a trajektéridhoz (34. dbra). Amennyiben olyan lokalizaciét taldl, amit nem
tud hozzéafiizni egyik trajektéridhoz sem, akkor 1j trajektoriat kezd, és az adott loka-
lizaciot veszi a trajektoria "kezdd" elemének. Hogyha van olyan trajektéria, amihez az
adott képkockan egyetlen lokalizaciot sem bir hozzaflizni, akkor a trajektoriat lezarja és
a trajektoria legutolso lokalizacids elemét tekinti a "végsd" elemnek. Az egy trajektéria

minden nem "kezdd6" és nem "végso' lokalizacids elemét "kozbiilso" elemként kezeli.

A trajektoéria illesztés r értékét gy valasztottam meg, hogy elég nagy legyen, hogy

ugyanazon felvillandshoz tartozé lokalizacidok szinte biztosan beleessenek, de elég kicsi
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34. dbra. A trajektoria illesztés dbrazoldsa. Az aktiv trajektoriahoz (fekete kereszt) a
kévetkezd képkockdn levd lokalizdcidk kézil azokat (z0ld kereszt) filizi hozzd a trajektoriahoz
az algoritmus, amelyik egy bizonyos tavolsdgon belil (pontozott kor) esik hozzd, az ezen
kiviil esdket (piros kereszt) nem veszi figyelembe.

ahhoz, hogy a szomszédos felvillanasok szétkiiloniiljenek. Ehhez egyrészrdl figyelembe
vettem a lokalizacids precizitdst, ami ~20nm koriili az erdsitetlen felvillanasokra, mas-
részrol azt, hogy a multi-Gauss lokalizalé algoritmus milyen kozel 1évé PSF-eket képes
még szétvalasztani. Ez utébbi TestSTORM szimuldciok alapjan 300 — 350 nm két azonos
fényességli PSF esetére, fiiggben azok pixelizaldsatél. Mivel a két emlitett érték kozott
aranyaiban jelenés az eltérés, igy az r paramétert megvalaszthattam egy viszonylag széles
tartomanyon, anélkiil, hogy a végeredmény érzékenyen fiiggott volna tole. Ezek alapjan

az r értéknek 50 nm-t valasztottam.

Annak érdekében, hogy a trajektoria illesztés alkalmas legyen a felvillanasok fényes-
ségeinek meghatarozasara, a meglévo algoritmus funkciéit kibévitettem. A pozicidk és az
elemszamok mellett a felvillanasok egyéb jellemzoi, tobbek az 6sszfotonszam, a legfénye-
sebb képkockan a jel nagysaga, vagy a trajektoriak atlagos fényessége is meghatarozasra
kertilnek. Ezen feliil beraktam a bizonytalanul megalkotott trajektoriak kisztirésének lehe-
t0ségét a hibas eredmények minimalizalasa céljabol. Amennyiben valamelyik trajektoria
megalkotasa nem egyértelmii, vagyis egy adott képkockan egynél tobb lokalizaciot is hozza
birna flizni, vagy egy adott lokalizaciot akar két kiillonbozo trajektoriahoz is tartozhat, ak-
kor az algoritmus a kérdéses trajektoriakat "Osszetett" jelzovel latja el. A kiértékelésnél az
ilyen trajektoridkat figyelmen kiviil hagytam. Megjegyzendd, hogy ilyen trajektoriak rit-
kan fordulnak csak el6, mivel még a multi-Gauss lokalizacios algoritmus sem képes olyan

atfedd felvillanasokat megbizhatéan szétvalasztani, mint amilyen méretii a trajektériak
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keresésének r tavolsaga volt.

Annak értelmezéséhez, hogy a nanorudakhoz kétott festék felvillandsok mennyire tér-
nek el a szabad festékekétol, sziikségem volt a felvillanasok bizonyos paramétereire, mint
az atlagos felvillanas fényesség, vagy az adott nanortdon tortént legerételjesebb felvillands
értéke. Az elobbi paraméterhez a trajektoria illesztés adatait hasznaltam fel, mivel ehhez
olyan lokalizaciokra volt sziikség, ahol a felvillanas teljesen kitoltotte a kamera expozicids
idejét, igy azokon a fényessége szamszeriisithetd. A trajektoriak "kozbiilso" lokalizacidt
véve kivalaszthatoak az emlitett lokalizaciok. Mindez azt is jelenti, hogy az atlagos fényes-
ség meghatarozasba csak azok a trajektoriakat vettem figyelembe, amik legaldbb harom
lokalizacids elemet tartalmaztak, az ennél kevesebb elemszamu tarto trajektoridkat nem
felhasznaltam fel. Itt kompromisszumot kell kdtni, mivel az expozicios idot csokkentve no
a legaldbb harom elemet tartalmazé trajektoéridk szama (35. abra), viszont a mérés jel-
zaj aranya romlik. Annak a valészintisége (Py), hogy egy felvillandst N egymast kovetd

felvételek keresztul detektalunk kiszdmolhato:

Po e_NT/T7 N 2 2
PN = Po e_T/T +p1korr7 N=1 (11)
Po +p0korr7 N = 07

ahol T az egy képkocka felvételéhez sziikséges id0, pg szorzd konstans, a pg korr €S P1 korr

korrekcids tagok. A szamolas részleteit a 10.2 fejezet tartalmazza.
A szamolasok eredményét az 35. dbra szemléltei:

Trajektorianként véve a "kozbiilsé" lokalizacioknak az mért fotonszam atlagat, az adott
felvillanas fényessége megbecsiilheto. Nanorudanként pedig 0sszegytijtve az igy meghata-
rozott felvillanas fényességeket, statisztika kaphato az adott nanorészecskére. A trajek-
toriak atlagos fényessége helyett véve a legfényesebb lokalizacié fotonszamat és a hozza
tartozo expozicios id6 hosszat pedig alsé becslés teheto a felvillanasok fényességére, ami
barmilyen elemszamu trajektoriara értelmezhetd. Az igy szarmaztatott becsiilt fényesség
a nanorudak helyeinek megkeresésére volt alkalmas, illetve a rajtuk tortént legfényesebb

felvillands értékének alsd becslésére volt hasznos.
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35. dbra. A felvillandsok mért hosszainak statisztikdi, (a) annak valdsziniiségi to-
megfigguénye, hogy a felvillandsok hany eqgymdst koveto képkockan kerilnek detektdlasra
(r =27, R =0,1T, H = 0,1T), (b) annak a valdszinisége az ON dllapot T idddl-
landdjanak fligguényében, hogy a felvillandsok legaldbb hdrom egymdst kovetd képkockdn
azonositasra kerilnek.

Klaszterizalas Az egy nanortidhoz tartozo felvillanasok 6sszecsoportositasara a DBSCAN
algoritmust [218] alkalmaztam. Az algoritmus pontszerii adatokon miikodik, mint a lo-
kalizaciok vagy a trajektoriak, és azoknak a képsikbeli koordinatait hasznalja fel egye-
diil. Lényegében a képsikban az egymashoz kozeli pontokbdl képez csomdsodasokat, tn.
klasztereket, azoknak az egyfajta mdédon definidlt stirtisége alapjan. Az igy létrehozott
klasztereket kétfajta pont alkotja, a "kozponti" és a "hatar" pontok. Az el6bbiek a klaszter
legalabb N eleméhez € tavolsagon beliil vannak, sajat magukat is beleszamitva. A "hatar"
pontokra nem teljesiil ez a feltétel, viszont e tavolsagon belil vannak a klaszter legalabb
egy "kozponti' pontjatol. Az 6sszes tobbi pontot, amit nem tud egyik klaszterbe sem

besorolni, "zajnak" tekinti, és figyelmen kiviil hagyja.

A nagy feloldasu képek esetén arra szamitottam, hogy a nanorudak helyein a trajekto-
ridk nagyobb stirtiségben vannak jelen, és fényesebbek, mint ahol nem volt nanorészecske.
Ezt kihasznalva, a kiilonb6z6 nanorudakon tortént felvillanasokat két 1épésben kerestem
meg. Elsé korben a klaszterizaldst (¢ = 160nm és N = 5) azokra a trajektoridkra végez-
tem el, amiknek a maximaélis fényessége nagyobb volt egy bizonyos értéknél. Ez az érték
tgy lett beéllitva (3500 kamera betitésszam), hogy a nem erésitett felvillandsok ne érjék
el, még akkor sem, ha két ilyen felvillanas atfed. Az igy kapott klaszterek kozéppont-
jait feleltettem meg a megtalalt nanorészecskék koordinatdinak. Mésodik koérben ezen

koordinaték kortl kivagtam egy 2 x 2 kamera pixel méretli (320 nm x 320 nm) négyzet
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alakt tertiletet, amin beliil az 6sszes trajektoriara tjbol elvégeztem a klaszterizalast, most
mar kisebb sugarral (e = 5nm) és elem értékkel (V. = 1), tekintettel a megnovekedett
trajektoria stirtiségre. Majd az djonnan kapott klaszterek koziil megkerestem azokat,
amelyek tartalmaztak azokat a fényes trajektériakat, amik az elsé klaszterizalasi korben
megtalalt nanorészecskéhez tartoztak. Az igy kivdlasztott trajektoria klaszterekbdl mar
lehetett atlagos és maximalis fényesség értékeket szamolni a nanorudakhoz kotott festékek

felvillanésaira.

5.3.4. Eredmények

Harom, kiilonb6z6 hossztusagu festékes oligonukleotid szallal jelolt minta esetén végeztem
el a dSTORM méréseket és a felvillanasok fényességeinek kiértékelését. A harom szdl-
hosszisag 14 nt, 27nt és 53 nt bazispar értékek voltak, amik rendre ~4,6 nm, ~8 9 nm,
~175nm festék-nanorud tavolsagnak felelnek meg. Az eltéré festékes szal hosszakat
leszamitva mind a harom minta ugyanazon kolloid oldatbdl szarmazé nanorudakat tar-
talmazta, ugyanazon minta elokészitési alkalommal és ugyanazon protokoll szerint lett
elkészitve. A felvillandsok fényességeinek meghatarozasat és a nanorészecskéken tortént
felvillanasok megkeresését a 5.3.3 alfejezetben leirt moédon végeztem. Tovabba referenci-
aként a nanorészecskéken kiviil, az tvegfeliileten tortént felvillanasokat hasznaltam fel,
ezek fényességével vetettem Ossze a nanorészecskéken torténd felvillanasokat. A kilénbo6zo
mintakon a mért fényesség eloszlasokat a 36. dbra mutatja.
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36. dabra. A lokaliziciok fényességeinek hisztogramjai a kiloénbézo oligomer hossziusdgok
((a): 14nt, (b): 27nt, (c): 53nt) esetén. [A3]

A felvillandsok fényességeinek kiértékelésénél 3500 kamera betitésszam hatarértéket
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allitottam be, ami felett biztosra lehet mondani, hogy a felvillands nem szabad festéktol
szarmazott. Mindharom minta esetén felvillanas hisztogramok mutattak a szabad festé-
kekénél jelentGsen fényesebb felvillandsok jelenlétét. A hisztogramokrél leolvashatd, hogy
aranyaiban a legkevesebb fényes felvillanast a legrovidebb, 14 nt hosszu festékes szélak ese-
tén tapasztaltam, a festék-fém feliilet kozelsége miatt ennél volt varhato a legmagasabb
fluoreszcencia kioltas. A leghosszabb, 53 nt szalhossz esetén mar tobb és fényesebb fel-
villandsok voltak tapasztalhatéak. A legtobb detektalt fényes felvillanast pedig a koztes,
27 nt szalhossz eredményezte, de ennél is csak a felvillandsok ~ 1%-a lépte 4t a beallitott
kiiszobértéket.

A kiértékel6 algoritmus a kovetkezo 1épésben megtaldlta az erds felvillanasok csomo-
sodasait, amiket a nanorudak képeivel azonositottam. A legnagyobb erdsitéseket a rudak
végeihez kotott festékektol vartuk, ez néhany nanorid nagyfeloldasi, lokalizacios képénél
latszodik is (37. abra). Megjegyzendd, hogy a nanorudakra kikotott festékek poziciéit
nem tudtuk pontosan leképezni, mivel a festék az emisszié soran csatolodik nanorészecs-
kével, ami a szabad festékekhez képest eltorzitja a kisugarzott tavolteret és a leképzett

PSF-et. Emiatt a nanorészecskék lokalizalt képe a valés méretekhez képest tipikusan

kisebbnek latszédik [178].
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37. abra. Egy nanorid lokalizdlt képe, csak a fényes felvillandsokat megtartva. A szinkod
a a lokalizdciok fényességét mutatja kamera bettés szam szerint. [A3]

A nanorudak megkeresése utan mar kilon lehetett valasztani a nanorészecskéken tor-
téno felvillandsokat a szabad festékekétdl. Megjegyzendo, hogy a nanorudak keresésénél

alkalmazott fényesség kiiszob 6nkényes volt. Mivel a kiiszobérték ugy volt beallitva, hogy
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lényegesen nagyobb legyen, mint a szabad festékektol varhaté maximalis fényesség, ezért
eléfordulhatott, hogy néhany nanorud képét a szabad festékekhez sorolta, de a forditott
esetnek, hogy a szabad festékek véletlenszert csomoésodéasat nanorudként azonositotta vol-
na, elhanyagolhato volt a valoszintisége. Mivel a szabad festékek nagysagrendekkel tobben
voltak, mint a nanorészecskéhez kotott festékek, ez azok statisztikdjat nem torzitotta.
Statisztikai elemzést a 27nt hosszi jeloléssel késziilt mintdkon végeztem (38. &b-
ra), egyedill ez szolgalt elegendé beazonositott nanorészecskével. A mérés soran, Osszes
nanorudat véve, a legfényesebb mért felvillanasok ~ 20-szor erésebbek voltak a szabad
festékekéhez képest. Azonban csak kevés nanorudon voltak tapasztalhatoak ilyen fényes
felvillandsok. A nanorészecskéket kiilon-kiilon elemezve meghatarozhato a rajtuk tortént
atlagos és legfényesebb felvillanas értékek. Kzt elvégezve, az atlagos felvillanas fényes-
ségre ~ 2,9-szor magasabb értéket kapunk a szabad festékekéhez képest, a legfényesebb

felvillandasokra pedig ~ 6, 7-szerest.

(a) (b)

100 50 —
o 80 o 40
£ — £ = |7
o «0
2 60 % 30
4 =
] ]
E E
5 40 520
c c
: 2
20 10 <]_|,
0 0 [ =
0 2 4 6 8 0 5 10 15 20
Relativ fényesség Relativ fényesség

38. dbra. A 27nt oligmeres mintdn lévé nanorészecskéken tortént felvillands fényesség
statisztikak, (a) az dtlagos relativ fényesség, (b) a maximdlis relativ fényesség értékek.

[A3]
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6. Osszefoglalé

6.1. Bevezetés

A mikroszképok mar évszdzadok Ota nélkilozhetetlen eszkozei a mikrovilag vizsgalata-
nak. Ezen id¢ alatt sokrétli alkalmazast nyertek szamtalan tudoméany tertileten, amik
kielégitésére szamos specialis modszert fejlesztettek ki. Az egyik ilyen optikai technika,
a fluoreszcens mikroszkopia egy fél évszazada terjedt el a biologiai kutatasokban. Nép-
szerliségét elsésorban annak koszonheti, hogy a kiilonboz6 sejtalkotok jo specificitassal
vizsgalhatoak a segitségével. Az optikai mikroszkopok alkalmazhatésdganak azonban egy
jelentos akadalyt allit maganak az optikai rendszernek a diffrakciéboél szarmazo felolddké-
pessége. Ezt csak a kozelmultban sikeriilt lekiizdeni kiillonb6z6 mérési tritkkokkel, amiket
gytjtonéven nagyfeloldast mikroszkopianak hivunk. Ezen beliil is egy igen népszerii ag a
lokalizacids mikroszképia, aminél idében szétvalasztjuk a fluoreszcens jelolések jeleit, igy
azok egyedileg mérhetoek. Példaként a ASTORM technikanal a festékeket specidlis puf-
fer oldatba helyezzik, ami fotovillogdst indukal. Igy a festékeket kiilon-kilén lokalizalva
akar ~20nm-es feloldés is elérhetd. A megnovekedett feloldas azonban nem jar ingyen, a
lokalizacidés médszerek Osszetett adatelemzést és eredmény kiértékelést kivannak.

A lokalizacos mikroszkopiaban igen fontos értékmérd a felvillandasok lokalizalasanak
precizitasa és pontossaga, amik rendre a véletlenszerli és a szisztematikus hibat irjak
le. Ugyanilyen lényeges, hogy a jeloléseket elegendo stiriiségben detektaljuk annak érde-
kében, hogy a vizsgalandé struktiura jol kirajzolédjon. Az elobb emlitett mennyiségek
szamszertsithetéek, azonban a képmindség teljes jellemzésére 6nmagukban nem elegen-
déek. Minden esetben, amikor a mérés nem idedlis, vagyis nem csak az egyedi molekulak
jeleit detektaljuk, képrekonstrukcios hibdkat kapunk. Ilyen fordul el6, amikor nagy stiri-
ségben torténnek a véletlenszeri fotovillogasok, a molekulak képei 6sszemosddnak, és az
algoritmus nem birja 6ket kiilonvalasztani. Ez tipikusan azt eredményezi, hogy tobb felvil-
lanas egyként kertil azonositasra téves kozépponttal, vagy pedig teljesen mellézve lesznek.
Ezen feliil egyéb tényezdk, mint a minta fokozatos elmozdulasaval vagy a beldle szarma-
z6 autofluoreszcens hattérrel is szdmolni kell. Példaként az utobbi téves lokalizaciokat

eredményez, illetve eltolja a lokalizaciok kozéppontjait.

A mitermékek mind elméleti leirassal, mind kisérletileg nehezen vizsgalhatdak. Erre
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leginkabb szoftveres szimulacié ad lehetoséget, ahol is a paramétereket szabadon valtoz-
tatva, konnyen vizsgalhatd, hogy mennyire is tér el a rekonstrualt struktiura a tényleges-
t6l. Igy megallapithaté, hogy az adott mérési modalitds és minta tipus esetén milyen
képminOség varhaté a kiilonboz6 mérési paraméterek alkalmazasaval. A lokalizacids mik-
roszképia a lateralis pozicié mellett szamos egyéb informacié kinyerésére is lehetOséget
nyujt az egyedi molekuldk jeleib6l. A nagy feloldast megtartva, sokasaghdl szarmazo in-
formacio helyett egyedi események statisztikajat kapuk. Az egyik ilyen informécié a 3D
rekonstrukcidhoz sziikséges axialis pozicid. Ez talan a legegyszeriibben a leképzé rend-
szerbe torténd hengerlencse elhelyezéssel érheté el. Ennek a kovetkeztében a fokuszsik
két oldaldn két, egymasra meroleges tengely mentén lesz elnyult a molekula képe, aminek
fluorofort alkalmazva in. tobbszinti mérést is végezhetiink, gazdagabb struktiuralis infor-
maciét nyerve egyazon mintarol. A kiilonb6z6 fluoroférok eltérd spektrélis tulajdonsagait
kihasznalva a gerjesztési vagy az emissziés oldalon, azok jelei szétvalaszthatoak tobb mé-
rési csatornara. Ekkor a csatornak kozti jel aranyokbol allapitjuk meg, hogy a felvillanas
melyik fluoroférhoz tartozhat. A fluoroférokrél, mint dipdl sugarzok iranyultsagardl is
van lehetdség informaciokat szerezni polarizacio érzékeny elemet helyezve a fényttba. Ez
csak azokban az esetekben teheté meg, amikor a fluoreszcens jelolések jol bedgyazodnak
a mintaba, és ennek kovetkeztében a forgasuk korlatozott, vagy akar rogzitett. Ekkor
az orientaciot mérve, a minta molekuldris elrendezédésérol nyerhetiink informéciokat. A
fluoroforok erételjes elektrodinamikai kolesonhatasba is 1éphetnek a kornyezetiikben 1évo
plazmonikus strukturakkal, ami szintén vizsgalhato egyedi molekula szinten. A kélcsonha-
tas tobb emisszios tulajdonsagban is megnyilvanul, de a legkézvetlenebbiil a felvillanasok
fényességen keresztiil mérhetd. Igy a plazmonikus struktirdk tulajdonsagaira lehet kévet-
keztetéseket tenni, vagy pedig az elméleti predikciok ellendrizhetéek kisérletileg.
Mindegyik mérési modalitds mas-méas kisérleti elrendezést és adat kiértékelést kivan,

és ennek megfelelden kiillonbo6zo képalkotasi hibakra lehet szamitani.

6.2. Célok és kutatasi modszerek

Célul tliztem ki, hogy az egyedi molekula lokalizacids mérések szimuldlasara szolgald Test-

STORM szoftver eszkoztarat kibévitsem, és ezaltal tobbféle lokalizacids mérés szimulacios
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vizsgalatat tegyem lehetové, mindezt minél inkdbb valésaghtien. Feladatomnak tekintet-
tem, hogy a valésdght felvillands pontatviteli fiiggvényeket alkalmazva megvizsgaljam a
defokuszaltsag és a dipdl orientacioé rekonstrudlt képre gyakorolt hatasat. Célul tliztem
ki, hogy karakterizdljam az asztigmids 3D és kétszini mérési modalitdsok esetén var-
haté képrekonstrukcios miitermékeket, tovabba, hogy értelmezzem az AdOptlm csoport
kordbbi polarizacié érzékeny mérését. Terveim kozt szerepelt, hogy kiértékelési eljarast
dolgozzak ki, amivel az egyedi molekula jelekbol kinyerheto a felvillanasok fényességeinek
informaciodja, és ezt mérési eredményének elemzésére felhasznaljam.

A TestSTORM szimulacios szoftver fejlesztését és a lokalizacios mérések kiértékelé-
sét MATLAB programnyelven végeztem. A TestSTORM forraskodja nyiltan elérheté az
AdOptIm csoport honlapjén (http://titan.physx.u-szeged.hu/~adoptim/). A tra-
jektoriak képkocka szdmaira vonatkozd szamolasokat Julia nyelven irtam. A dSTORM
és a fehér fényl transzmisszios méréseket az AdOptlm csapat sajat épitésti mikroszkop
rendszerén végeztem. A rendszer Nikon Eclipse Ti-E mikroszkop vazra épiill. A dASTORM
mérések soran az MPB Communications Inc. 647 nm-es lézerét hasznaltam, a felvételeket

Andor iXon3 897 kamera elektron sokszorozo iizemmodjaval készitettem.

6.3. Uj tudomanyos eredmények

T1: Diffrakciés PSF modellek segitségével megvizsgaltam a rétegezett ko-
a lokalizacios képre. Megmutattam, hogy a fazisaberracié altal bevezetett de-
fokuszaltsagra valé aszimmetria megjelenik a lokalizaciés képen, els6sorban PSF
standard deviaciora vagy illesztés reziduumra torténé szilirés hatasara. A vektorialis
PSF modell segitségével megvizsgaltam a fotoszelekcié és PSF alak hatasat henger,
illetve gomb alakt strukturakra, kiillonbozo dipdlus irdnyitottsdgok mellett. Meg-
mutattam, hogy eltérd gerjesztési sémak és dipolus orientaltsagok esetén jelentosen

kiillonboz6 képrekonstrukeiés miitermékek alakulhatnak ki. [Al]

T2: A TestSTORM szimulacids szoftverbe beépitettem és alkalmaztam a po-
larizacié érzékeny, a kétszinii és az asztigmias 3D szimulaciés lehetGsége-

ket. Polarizacié érzékeny szimulacié segitségével értelmeztem az AdOptIm csoport
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T3:

korabbi mérési eredményét, és becslést adtam a mért dipdl orientacioé korlatozottsag
értékére. Kétszinl szimuldcidt alkalmazva megvizsgaltam a fényesség alapi sziirés
hatékonysagat az athallas eltavolitdsara. 3D asztigmids szimulaciok segitségével
megmutattam a defokuszaltsig aszimmetridjanak, az atfedéseknek és a strukturalt
hattérnek a hatasat a rekonstrudlt képre. Megmutattam kiilonféle mitermékek je-

lenlétét, amik lokalizaci6s adat sziiréssel nem korrigdlhatéak. [Al, A2]

Eljarast dolgoztam ki plazmonikus nanorészecskéken torténé dSTORM
mérések végzésére és kiértékelésére az egyedi molekula fényességek meg-
hatarozasa céljabol. Az édltalam fejlesztett szoftveres modszer meghatarozza a
fotovillogast végzo festékek felvillanasainak fényességét. A hii egyedi molekula in-
forméaciok kinyerése érdekében az algoritmust képessé tettem a nanorészecskékbol
szarmazoé fluoreszcens hattér kezelésére. Tovabba a mddszer képes beazonositani a
nanorészecskéket, és kivalogatni a hozzajuk tartozé lokalizacids adatokat. Arany
nanorudakat tartalmazé mintan dSTORM méréseket végeztem és a kidolgozott el-

jardssal vizsgéltam a rajtuk torténd felvillandsok fényességét. [A3]
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7. Summary

7.1. Introduction

Microscopes have been indispensable tools for the study of the microscopic world for
centuries. Since then they have gained a wide variety of applications in many scientific
fields, for which many specialized techniques have been developed. One such optical
method is the fluorescence microscopy which gained widespread adoption in biology half
a century ago. Its popularity is mainly due to its ability to examine the cell components
with great specificity. However, the applicability of the optical microscopes is hindered
by the resolution due to the diffraction of the optical system. This was only recently
overcome with different measurement solutions collectively termed as super resolution
microscopy. Among these, a popular branch is the localization microscopy, which is
based on temporal separation of the signals of individual fluorophores. For example, in
the dSTORM technique, the fluorophores are placed in a special buffer solution which
induces photoblinking. In this way, localizing the dyes separately, ~20 nm resolution can
be reached. However, the increased resolution does not come without drawbacks, these

methods require elaborate data evaluation and result interpretation.

In localization microscopy, a very important measure is the precision and accuracy
of the blinking events, which describe stochastic and systematic errors, respectively. It
is equally important that the labels are detected at a sufficient density, so the structure
under examination emerges in details. The aforementioned quantities can be quantified,
but in themselves are inadequate to fully characterise image quality. In every non-ideal
experimental condition, that is not only the signals of individual molecules are detected,
image reconstruction artifacts are introduced. This happens when the random photob-
linking occurs at high density, the images of the molecules overlap and the algorithm
cannot separate them. This typically results in multiple blinking events being identified
as one with a false center, or being missed altogether. Moreover, other factors such as the
drift of the sample or the autofluorescence background must be taken into account. As
an example, the latter results in false localizations or their centers being shifted.

The imaging artifact are difficult to investigate both theoretically and experimentally.

This is best done by software simulation, where the parameters can be freely varied and
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it is easy to observe the deviation of the reconstructed structure from the ground-truth.
In this way, it is possible to determine what image quality can be expected for the given
measurement modality and sample type in case of different measurement parameters. In
the localization microscopy, beside the lateral position, many other information can be
inferred from the single molecule signals. We obtain statistics of single events instead
of ensemble information keeping the high resolution. One such information is the axial
position which is required for 3D reconstruction. This is perhaps most easily achieved by
placing a cylindrical lens into the imaging system. This causes the image of the molecule
to be elongated along two perpendicular axes on either side of the focal plane, whose shape
encodes its axial position. By applying several fluorophores with distinct spectral proper-
ties, multi-color measurements can be performed, obtaining richer structural information
from the same sample. Exploiting the different spectral properties of the fluorophores on
the excitation or emission side, their signals can be separated into several channels. Then
we can identify the fluorophores based on the signal ratios measured in the channels. It
is also possible to obtain information on the orientation of fluorophores acting as dipole
emitters. This can only be done in cases where the fluorescent labels are well embedded
in the sample and consequently their rotation is limited or even fixed. In this case, infor-
mation about the molecular organization of the sample can be obtained by measuring the
orientation. The fluorophores can engage into intense interaction with plasmonic structu-
res in their vicinity. This can also be investigated at single molecule level. The interaction
manifests in several emission properties, but is most directly measured through the emis-
sion brightness of blinking events. Thus, inferences can be made about the properties of
plasmonic structures, or theoretical predictions can be verified experimentally.

Each measurement modality requires a different experimental setup and data evalua-

tion procedure and, accordingly, different imaging artifacts can be expected.

7.2. Objectives and methods

One of my goals was to extend the functionality of the TestSTORM software tool used
for simulating single molecule localization measurements, and thus to enable the simula-
tion of a wide range of localization measurements, as realistically as possible. I aimed to

investigate the effect of defocus and dipole orientation on the reconstructed image using
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realistic point spread functions. I set the goal of characterising the image reconstruction
artifacts arising for astigmatic 3D and two-colour measurement modalities, and to interp-
ret a previous polarisation sensitive measurement of the AdOptIm group. My task was to
develop an evaluation procedure to extract information on the brightness of the blinking
events from single molecule signals and apply the procedure to analyse the measurement
results.

The development of the TestSTORM simulation software and the evaluation of the
localization measurements were carried out in MATLAB. The source code for TestSTORM
is freely available on the AdOptIm group website (http://titan.physx.u-szeged.hu/
~adoptim/). The frame count calculations for the trajectories were written in Julia. The
dSTORM and white-light transmission measurements were performed on the AdOptIm
group’s custom built microscope system. The instrument is based on a Nikon Eclipse
Ti-E microscope frame. For dSTORM measurements, I used a 647 nm laser from MPB
Communications Inc. and the images were acquired using the electron multiplier readout

mode of an Andor iXon3 897 camera.

7.3. New scientific results

T1: Using diffraction-based PSF models, I have investigated the impact of
the stratified medium’s phase aberration and the effect of static dipole
moments on the localization image. | have shown, that the phase aberration in-
duced asymmetry regarding the defocus appears on the reconstructed image, mainly
as the consequence of filtering on the PSF standard deviation or on the residuum
of the fit. Using the vectorial PSF model I have examined the effect of the photos-
election and the PSF shape on cylindrical spherical structures in case of different
static dipole orientations. I have shown that under different excitation schemes and

dipole orientations, significantly different imaging artifacts can be expected. [Al]

T2: I have implemented and applied the polarization sensitive, the dual-color
and the astigmatic 3D simulation modalities in the TestSTORM software.
Using the polarization sensitive simulation, I have interpreted a previous measure-

ment result of the AdOptIm group and provided an estimate of the dipole moment


http://titan.physx.u-szeged.hu/~adoptim/
http://titan.physx.u-szeged.hu/~adoptim/

7.3 New scientific results 89

T3:

confinement value. Using dual-color simulations, I have examined the effectiveness
of the brightness-based filtering on the crosstalk removal. With the application of
the astigmatic 3D simulations I have shown the effect of the defocus asymmetry,
of the overlaps and of the structured background on the reconstructed image. I
have shown the presence of various localization artifacts that cannot be corrected

by localization data filtering. [A1l, A2]

I have developed a procedure for performing and evaluating measure-
ments on plasmonic nanoparticles to extract the single molecule bright-
ness information. The algorithm I developed determines the brightness of the
photoblinking dyes. In order to extract the faithful single molecule information, I
have made the algorithm capable of removing fluorescence background originating
from the nanoparticles. Furthermore, the method is able to identify the individual
nanoparticles and select the localization data belonging to them. I have performed
dSTORM measurements on samples containing gold nanorods and I have exami-
ned the brightness of the blinking events occurring on them utilizing the developed

procedure. [A3]
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10. Fiiggelékek

10.1. Forgasi szabadsaggal rendelkez6 dipélus PSF-je

A forgasi szabadsaggal rendelkez6 dipélusok PSF-je a "gyors" és a "lassi" esetekre az 5.

egyenletekkel irhaté fel. Ezek a formuldk egyszeriibb alakra hozhatoéak.

A kilép6 aperturan az egymasra meroleges térerosség komponensek egyméstél fiig-
getleniil hozzak létre a képtérben a megfeleloen megvalasztott két egymasra merdleges

térerésség komponenst, igy a PSF szdamolas két tagra bonthat6 [219]:

2
+

2

PSF(p) = PSF*(§) + PSFY(p) = (12)

3
Z Ezypi
i=1

3
Z Ep;
i=1

ahol EY és EY jeloli rendre a dipdlus ¢ komponense altal 1étrehozott elektromos = és
y komponenseket. Mivel a dipdlus orientacié mindharom része hozzajarul a két térerds-
ség taghoz, ezért az intenzitas szamolas soran dipolus orientacié komponens szorzatok

permutacioi jelennek meg:

i,J

Ez 0sszesen hat egymastol fiiggetlen tagot jelent, amik az aldbbi médon fejezhetéek
ki:

PsEl = B[

PSF}; = E'E]” + EI Ej  i#j

Ezen tagokat visszairva a 5. egyenletbe, az egyszertibb alakra hozhato:
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— 2
PSFyyos = S(PSFE, + PSFY) / P(5) | Bgergessisil =

1,
>_(PSE[; + PSE);) C{i™”
v ) (15)
PSEassﬁ = Z(PSFZZ + PSE?,J]) /P(ﬁ) dp/’Egerjeszté’ﬁ' dp -

Z?]
T lasst
Z(PSFM + PSFY)) Oy
.3
Az egyenletek szimmetrikusak az ¢ és j 6sszegzO indexekre, igy a PSF intenzités el-
oszlasanak szamolasa elvégezhetd hat egymastél fiiggetlen, képtér koordinata fiiggd tag

Osszegeként.

10.2. Trajektéria detektalasi hossz

A lokalizacios mikroszképidban a kamera expoziciés ideje 6sszemérhet6 a fluoroférok fel-
villanasainak idejével. Emiatt a felvillanasok pontos id6hosszat nem tudjuk megallapitani,
hanem csak azt, hogy hany egymast kévetd képkockan van rajta a felvillanasokbdl szar-

maz6 fluoreszcens jel.

A feltételezés, hogy a fluorofér fényes ON allapotanak idétartama exponencialis elosz-
last kovet:
1

;e_t/T ; (16)

ahol 7 a fluoreszcens ON id6hoz tartozo idoallando.

Egyéb idéallandok :

T egy képkocka teljes idobeli hossza

R: a kamera kiolvasasi ideje, jel gytijtés nélkili holt id6

H: a detektalashoz sziikséges minimélis ido, ami alatt a fluorofér elegendé jelet ad, hogy

a lokalizal6 algoritmus azonositsa a felvillanast

Vegyiink egy adott képkockan kezdod felvillanast. Ekkor a valdszintiség, hogy a felvil-
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lands a [ts, tso] idGintervallumban kezd6dik, és a [t1, tj2] intervallumban fejezédik be:

ts2 1 rte 1
e 17
ts1 T t11 ZT ( )
Innen levezethetok a formulak, hogy egy adott felvillands hany egymast koveto kép-

kockan van detektalva.

A val6szintiség, hogy a felvillanas tul rovid ideig tartott, hogy detektalhatd legyen:

H+R 1 (H+R+H-t; | T 1 rH 1
P, = / dt, / dty—e "+ [ dty— / dt, = et/ (18)
0 T Jo T H+r T Jo T

Az els6 tag azt az esetet irja le, amikor a felvillanas a kamera holt idejében kezdddik
vagy az elozd képkocka legvégén, amihez mar nem szolgaltat elegend6 fotont, hogy azon
detektalhato legyen, és azelott befejezddik, hogy az aktualis képkockan detektalhato lenne.
A maésodik tag annak felel meg, hogy a felvillanéds az aktudlis képkocka expoziciéja kozben
kezdodik, de tul rovid ideig tart, hogy észlelhetd jelet szolgdltasson. Hasonld logikaval

levezethetd, hogy egy, két, harom, sth. képkockan torténo detektalasra vonatkozé formula.

A valoszintiség, hogy a felvillands egyetlen képkockan volt detektalva:

H+R 1 [H+R+H+T—t,
P1 - / dt
0

1
s dtlfe_tl/7—+
T JH+R+H—t, T

T 1 (H+R+H+T—ts |
/ dt,— / dt,—e /™
H+r T JH T

(19)

Altalanos esetben, amikor a felvillanas N (N > 1) képkockén volt detektalva, a valo-

szinlség:
& H+R | [H+R+H+NT—t, 1
Py :/ dts— dt;—e—t;/T+
0 T JH+R+H+(N-1)T—t, T
T 1 [H+R+H+NT—t, 1
/ dt,— dt; =™/ = (20)
H+r T JH+R+H+(N-1)T—t, T

T | [2H+R+NT—t, 1
|t dty—e~/
0 T JoH+R+(N-1)T—t, T

Az egy képkockas eset felirhatd az altalanos esettel egy korrekcios tag hozzaadasaval:

T 1 [2H+R+NT—t, 1,
Pn—y :/ dt,— dti—e T n=1 + P1corr (21)
0 T T

2H+R+(N—1)T—ts
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2H+R— ts
D1 corr :/ dt */ 7t/T (22)

A P, szintén felirhat6 az altalanos esettel, egy masik korrekcids tag segitségével:

T1 2H+R—t; ] T 2H+R—-t, ]
Py = —dts/ dt;—e /7 —/ dt / dty—e /™ =
o T 0 T R+H T T

T 1 2H4+R—t, 1 2H+R-T—ts |
/ —dt, dty—e /T + / L, / dty—e/7—  (23)
o T 2H+R-T—t; T o T T
T Lo 2H+R—t, " 1 e
—e
/R-s—H T / L
T QH+ R+ NT—t, 1,
Pyn_o = / dts*/ dt;—e” /T|N:0 =+ Do corr (24)
0 T J2H+R+(N-1)T—t, T

T 1 2H+R-T—t; 1] T 1 2H+R—ts ]
S / ~dt, dty—e /T — / ~dt, / dty—e~t/7  (25)
o T 0 T R+H T H T

A fenti integralok mindegyik valamelyik alabbi alaki:

Pl [ q L 0= e
- - T_ 2 c/T T )
/a Tdts/c ti—e —e e~dI7) (26)
d— tc b—a T
tl/T —c/T ' _—d/T/.b/T _ _a/T
/ Tdt / =7 Te (e eT) (27)
d—ts
dt / tl/T %(6—0/7 . e—d/T)(eb/T . e(l/T) (28)

Az integralasok elvégezhetéek, és ekkor az alabbi alakokat kapjuk:

PN — %(eT/T)*l>2€*(R+2H)/767NT/T = ]{ZO’RStpN eiNT/T (29)

A korrekciés tényezo az N = 1 esetre:

T—-R—H
S T - e—HIT %ef(RJrQHfT)/T (30)

A korrekciés tényez6 az N = 0 esetre:

T _(2H+R+T)(€T/T — 1)+

Po corr = 1-— Te

G ];_ B - ey (31)

A formulakbol latszodik, hogy az eloszlasfiiggvény, ami azt irja le, hogy a felvillanas
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hany képkockan van detektalva, exponencialis eloszlast kvet minden legalabb 2 képkocka
szam esetre. Az 0 és 1 képkocka szam esetre azonban eltér ettdl, féleg, ha a festék ON

ideje kisebb a képkocka felvételi idejénél.
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