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AF568:
AF647:
AOTF:
APP:

CW:
DBSCAN:
DIC:
DOF:
dsDNA:
dSTORM:
EGF:

EM:

EPI:

FCS:

FISH:
FLIM:
FOV:
FRET:

GLOX:
GUI:

HETERO-FRET:

HILO:
HOMO-FRET:
MEA:

MTF:

NPL:

OSLO:

PALM:

Gyakran hasznalt roviditések jegyzéke

Alexa Fluor 568 (fluoreszcens festék)

Alexa Fluor 647 (fluoreszcens festék)

Acousto-optic tunable filter (akuszto-optikai modulator)
Amyloid Precursor Protein

Continuous Wave (folytonos sugarzas)

Density-based spatial clustering of applications with noise
Differential Interference Contrast (interferencia kontraszt)

Depth of Focus (mélységélesség)

double-stranded DNA (kett6s szaltt DNS)

direct Stochastic Optical Reconstruction Microscopy

Epidermal Growth Factor (epidermalis novekedési factor)
Electron Microscope (elektronmikroszkop)

EPI kivilagitasi mod (a gerjesztd nyalab merdleges a fedélemezre)
Fluorescence Correlation Spectroscopy (fluoreszcens korrelacios
spektroszkopia)

Fluorescent in situ hybridization

Fluorescence lifetime imaging (fluoreszcencia élettartam mérés)
Field of View (latotér)

Forster-type resonance energy transfer (Forster-féle rezonans
energiaatadas)

Glucose oxidase (gliikoz-oxidaz)

Graphical User Interface

Kiilonb6z6 molekulak kozotti FRET

Highly inclined illumination (nagyszogi kivilagitasi mod)
Azonos molekulak korotti FRET

Mercaptoethylamine (merkaptoetilamin)

Modulation Transfer Function (Modulaciods transzferfiiggvény)
National Physical Laboratory (Nemzeti Fizikai Kutat6laboratorium)
Optics Software for Layout and Optimization (optikai rendszerek
optimalizalasara alkalmas kommercialis szoftver)

Photoactivated Localization Microscopy (fotoaktivacios lokalizacios

mikroszkdpia)
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PFS:
PSF:
ROI:

SC laser:

SIM:

SLM:
SMLM:

STED:

STORM:

ThT:
TIRF:

Perfect Focus System (automatikus mintapozicional6 egység)
Point Spread Function (pontatviteli fliggvény)

Region of Interest (vizsgalando teriilet)

Supercontinuum laser

Structured Illumination Microscopy (strukturalt kivilagitasu
mikroszkdpia)

Spatial Light Modulator

Single Molecule Localization Microscopy (egymolekula lokalizacios
mikroszkdpia)

Stimulated Emission Depletion (kényszeritett emisszios kioltas)
Stochastic Optical Reconstruction Microscopy (sztohasztikus
optikai rekonstrukcidés mikroszkopia)

Thioflavine-T (fluoreszcens festék béta-redok jelolésére)

Total Internal Reflection (teljes visszaverédés)
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1 Bevezetés

Az egyszerli nagyitd elvén alapuld olvasokoveket mar a kozépkorban is alkalmaztak, de
hasznalatuk inkédbb az empirikus tapasztalasra, mintsem az optika elveinek ismeretére épiilt. A
szemiivegek elterjedése mar az Ujkorra tehetd és az iiveg finom megmunkalasat igényelte. A
mikroszkdpok feltalalasa az 1600-as évek elejére tehetd és holland szemiivegkésziték nevéhez
fiiz6dik. Sokaig érdekességként és nem tudomanyos eszkozként hasznaltak. Attorést Robert Hook
Micrographia cimti, szamos illusztracioval gazdagitott munkajanak a megjelenése hozott. Ebben
a miben lathatott a nagyk6zonség eldszor izeltlabtiakrol és novényekrodl készitett mikroszkopikus
rajzokat, és ebben a konyvben hasznaltak eldszor a sejt szot az €16 rendszerek épitékoveire utalva.
A kezdeti mikroszkdpokat kis latotér és alacsony képmindség jellemezte. A tudoméanyos k6zdsség
szamara is alkalmas mikroszkopok kifejlesztéséhez hossza ut vezetett. Ernst Abbe (1840-1905)
tervezte meg az elsd akromatikus objektivet, dolgozta ki a képalkotds elméleti hatterét és adta meg
az aplanatikus leképezés sziikséges feltételét, a szinuszfeltételt. Kiterjedt fényforrasokat
alkalmazva a targy homogén megvilagitasainak modszere August Kohler (1866-1948) nevéhez
fiizédik. Erdemes megjegyezni, hogy a Kohler-féle kivilagitas a térbeli koherencia valtoztatasara
is lehetdséget ad. Az allati sejtek megfigyelésének egyik nehézsége, hogy a magas transzmisszio
miatt a kialakul6 intenzitaskép kontrasztja alacsony. A fény polarizacidjan alapul6 faziskontraszt
¢és differencialis interferencia mikroszkopok kifejlesztése Frits Zernike (1888-1966) és Georges
Nomarski (1919-1997) nevéhez fizédik. Az alacsony hatteri 3D képalkotast lehetévé tévo
konfokalis elvet Marvin Minsky (1927-2016) szabadalmaztatta. A pasztazoé konfokalis
mikroszkopok mara széles korben elterjedt és elfogadott eszk6zzé valtak a biologiai és orvosi
laboratoériumokban.

A fény diffrakcioja hatart szab a térbeli feloldasnak. A Rayleigh-féle feloldasi kiiszob szerint
két pontszerli fényforras akkor megkiilonboztethetd, ha az egyik diffrakcidos képének elsd
minimuma a masik fdmaximumara esik. A lathatd tartomanyban ez ~250 nm-re korlatozza a
feloldast. Egy Albert Einsteinnek tulajdonitott idézet szerint ,,Mindenki tudja, hogy bizonyos
dolgokat nem lehet megvalositani, mignem jon valaki, aki errél nem vesz tudomdst, és
megvalositia”. A mikroszkopiaban az attorés William Moerner, Eric Betzig, és Stefan Hell
nevéhez flizédik, akik a szuperrezolucios mikroszkopok kifejlesztéséért 2014-ben megosztva
nyerték el a kémiai Nobel-dijat.

Dolgozatomban az elmult 15 évben az optikai szuperrezolucio terén elért eredményeimet
foglalom Ossze. A témateriilettel kdzvetleniil az egyetem elvégzése utan 6sztondijas kutatdként a

houstoni Rice Egyetemen kezdtem el foglalkozni. Frank Tittel, Bor Zsolt és Szabd Gabor
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professzorok  témavezetésével optikai mikrolitografiai  alkalmazasokra  fejlesztettiink
feloldoképességet noveld modszereket. A PhD dolgozatomat is ebben a témaban irtam és védtem
meg a Szegedi Tudomanyegyetemen. A doktori utdn posztdoktorként visszahivtak a Rice
Egyetemre, ahol Robert Curl szakmai vezetésével spektroszkopiai kutatdsokban vettem részt. A
téma nem kotddik szorosan a szuperrezolucidhoz, ezért a dolgozatomban nem is térek ki ezekre
az eredményekre, de az itt megszerzett tudas nagyon hasznosnak bizonyult késébb, a fluoreszcens
mikroszkopiai kutatdsoknal. Miutan visszatértem Szegedre, OTKA ¢és OM posztoktori
Osztondijasként végzett kutatdsaim nyoman sziilettek meg a PSF manipulacioval, a sajat
fejlesztésii konfokalis mikroszkoppal és a tomografikus mikroszkoppal kapcsolatos eredmények.
Ezeket foglalom 0Ossze az elsé két tézispontban (4.1 és 4.2 fejezet). 2009-ben haroméves
Osztondijat nyertem a Cambridge-i Egyetemre, ahol lokalizacids szuperrezolciés mikroszkop
fejlesztésével és alkalmazasaval kezdtem foglalkozni. Az angliai évek alatt két dSTORM
szuperrezolicids rendszer megépitésében vettem részt. Miutan 2012 végén visszatértem Szegedre,
egy ,sajat” dSTORM rendszer megépitését tliztem ki célul, amely a mikroszkoép optikai
fejlesztésén tul egy alkalmazasorientalt kutatdi haldzatnak is részét képezi az orvos és biologus
kollégakkal folytatott szoros egyiittmiikodésnek kdszonhetden. Az elmult hat évben kbzel husz
kutatocsoporttal dolgoztam egyiitt ¢és szamos kozds munka eredményét publikaltuk
szakfolyodiratokban. A lokalizacios modszerrel elért eredményeimet négy tézispontban foglalom
Ossze (4.3-4.6 fejezet). Az utolsé pontban a fluoreszcens anizotropia mikroszkopiai kutatasaimat

irom le (4.7 fejezet).

A dolgozatban elért eredmények jellegiiknél fogva szinte mindig csapatmunka soran jottek
létre. Ezt jOl mutatja, hogy a témahoz kapcsoloddan, megosztott vagy teljes témavezetésemmel 4
PhD dolgozat és kozel 20 szakdolgozat, diplomamunka és TDK dolgozat sziiletett. A mikroszkop
fejlesztésénél mindig fontos szempont volt az alkalmazhatdsag, azaz hogy tényleges biologiai
kérdések megvalaszolasara alkalmas rendszert fejlessziink. A dolgozatban szerepld abrak jelentds
részét (a forras megjelolésével) valtozatlan formaban vettem at a megjelent cikkekbdl, ezért

ezeken az dbrékon az eredeti angol feliratok olvashatok.
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2  lrodalmi attekintés, el6zetes eredmények és modszerek

2.1 A Rayleigh-féle feloldasi kiiszob és a mélységélesség

Az optikai képalkotas minéségének kiértékeléséhez szamos josagi tényezot vezethetiink be,
amelyek eltéré szempontbol jellemzik a végso képet. A kép kontrasztja a maximalis és minimalis
intenzitasértékekkel adhato meg (C=(Imax-Imin)/(Imax+Imin)). A moduléciés transzfer fliggvény
(MTF) a térbeli frekvencia fiiggvényében adja meg a kontraszt értékét, ezaltal informativabb
modon jellemzi a képalkotast. A rendszer altal bevezetett monokromatikus és kromatikus optikai
leképezési hibakat megadhatjuk a Zernike vagy Seidel koefficiensekkel. Az optikai
mikroszkopiaban a végsé képet gyakran az optikai rendszer pontatviteli fliggvényével (point
spread function: PSF) jellemezziik. Ha a rendszer optikai leképezési hibaktol mentes, csak a fény
diffrakcidja limitalja a feloldast. A PSF-et ebben az esetben az Airy-féle diffrakcios folttal
jellemezhetjiik, amelynek lateralis méretét a numerikus apertura (NA) és a hullamhossz (A4)
hatarozza meg. A Rayleigh-féle feloldasi kiiszob szerint két pontszerti fényforras (pl. két
fluoreszcens molekula) még akkor is feloldhatd, ha az egyik diffrakcios foltjanak elsé minimuma
a masik maximumara esik. Az optikai feloldast gyakran ennek a kiiszobnek a segitségével szoktuk
megadni: R=k*A/NA, ahol a k aranyossagi tényez6 fiigg az alkalmazott fény koherencia fokatol és
az apertura alakjatol. A Rayleigh-féle feloldasi kiiszob értékei az optikai mikroszkdpiaban
tipikusan alkalmazott négy hullamhosszra és harom numerikus apertirara a 2.1 tablazatban
lathatok. A mélységélesség (depth of field: DOF) azt az axidlis tartomanyt adja meg, amelyen
beliil a kép mindsége egy meghatarozott kiiszobérték felett van. Az optikai leképezés soran ezt az
értéket gyakran a DOF=21/NA? képlettel jellemezziik, de érdemes megjegyezni, hogy nagysaga
erésen alkalmazasfiiggd. Frdemes megemliteni, hogy a térbeli feloldds és a mélységélesség
hasonloképpen fiigg a numerikus apertiratol és a hullamhossztol. Az optikai litografiaban ez
problémat jelent, hiszen a finomabb strukturak leképezése a ,,vastag” fotorezisztbe a lecsokkent
DOF miatt nem lehetséges. Itt a feladatot a feloldoképesség novelése jelenti a mélységélesség
megtartasa mellett. Az optikai mikroszkdpidban a mélységélesség csokkenése a feloldas javulasan
tal azért is elonyds, mert lehetdséget ad a minta 3D leképezéséhez.

Jol latszik, hogy a térbeli feloldas novelésére két tradiciondlis megkozelités létezik: a
hulldmhossz csokkentése €s a numerikus apertura novelése. Az optikai mikroszképidban a
hullamhossz csokkentése tipikusan a hattérzaj novelésével jar, mert a nagyobb energiaji fotonok

nagyobb valészintiséggel nyelddnek el, autofluoreszcenciat okozva. A modern technikak
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érzékenyek a hattérzajra, ezért gyakran preferdlt az infravords tartoméany alkalmazasa, ami az
elérhetd feloldasi kiiszob csokkenését jelenti. A numerikus apertira ndvelése szintén korlatozott;
immerziés objektivekkel 1,5-nél nagyobb érték nem érhetd el. A fentiek alapjan megallapithato,

hogy a klasszikus képalkotas segitségével a hullamhossz felénél kisebb struktirak leképezése nem

lehetséges.
ullamhossz 405 nm 488 nm 561 nm 647 nm
NA
0,1 2471 nm 2977 nm 3422 nm 3947 nm
0,8 309 nm 372 nm 428 nm 493 nm
1,5 165 nm 198 nm 228 nm 263 nm

2.1 tablazat: Rayleigh-féle feloldas fiiggése a numerikus aperturdtol és a hulldimhossztol

2.2 Szuperrezolicios fluoreszcens mikroszkopiai médszerek

A fluoreszcens mikroszkopiaban a mintat fluoreszcens festékkel jelolik meg. A munkam
soran hasznalt mintdk tobbsége immunhiszkémiai jeloléssel lett megfestve, azaz elsddleges és
masodlagos antitesteket hasznéltunk a kérdéses fehérje vagy sejtalkoto jelolésére. A fluoreszcens
festékek specifikus jelolést biztositanak, azaz nagy hatasfokkal a célmolekulahoz kotnek, a nem
specifikus bekotésekbdl szarmazod fluoreszcencia megfeleld protokollok alkalmazédsa esetén
elhanyagolhatd. A fluoreszcens mikroszkopok térbeli felolddsat a Rayleigh-féle feloldasi
kiiszobbel jellemezhetjiik. Az optikai mikroszkopia teriiletén jelenleg harom nagyfeloldast
modszer all a fejlesztések homlokterében: A strukturalt kivilagitas, a kényszeritett emisszios
kioltason alapulé STED és a lokalizaciés mikroszkopia. A kovetkezékben ezeket mutatom be,
kiilonos tekintettel a lokalizacids modszerre, amelynek fejlesztése a dolgozat jelentds részét is

képezi.

2.2.1 Strukturalt kivilagitasi mikroszképia (SIM)

A strukturalt kivilagitast mikroszkopiaban (Structured Illumination Microscopy - SIM) a
fluoreszcens mintat egy térben modulalt, tipikusan sin? intenzitasprofilii nyalabbal gerjesztik [1].
A moduléciot két nyalab interferencidja okozza, ahol a nyaldbokat praktikusan holografikusan,

vagy racsok diffrakcios rendjeivel hozzak létre. A SIM modszerben 2D képet vesznek fel a
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gerjesztési mintazat kiillonbozé fazisai és iranyitottsagai mellett. A modulalt gerjesztés
kovetkeztében kialakuld Moiré mintakat hagyomanyos, széles latoterti mikroszkop elrendezéssel
veszik fel 2D kamerdval (CMOS). A nagy feloldasu kép rekonstrukciéjahoz minimalisan 3x3=9
kép felvétele sziikséges. A végso kép egy Osszetett algoritmus alkalmazasaval rekonstrualhato,
amely soran a fluoroforok térbeli eloszlasfiiggvényének Fourier-transzformaltja R(K) mellett a
gerjesztd mintazatot jellemz6 Kg racsvektorral eltolt R(K+ Kg) és R(K- kg) fliggvényeket is ki lehet
szamitani. Mivel a gerjesztd mintazatot tipikusan ugyanaz a mikroszkdopobjektiv hozza 1étre, mint
amelyik a leképezést is végzi, a SIM mikroszkdppal kétszeres térbeli feloldasnovelés érhetd el. A
minta fluoreszcens jeldlésekor hagyomanyos festési protokollokat kdvethetiink és a leképezés
soran nincs sziikség specialis pufferfolyadék alkalmazasara. Ez lehetdséget biztosit éldsejtes
kisérletek elvégzésére is. A modszer tovabbi eldnye, hogy a gerjesztd mintazat gyors térbeli
eltolasaval (halad6 hulldmu gerjesztés) és forgatasaval valos idejli leképezés (>10 Hz) valosithatod
meg [2, 3]. A SIM technika viszonylag konnyen implementalhato [4], illetve a sziikséges vezérld
¢s kiértékeld programok jorészt szabad hozzaférésiek. E koriilmények nagymértékben segitik a
modszer széles korii elterjedését. A nemlinearis SIM [5] a gerjesztett allapot telitddését hasznalja

ki és tovabb noveli a térbeli feloldast (<50 nm).

2.2.2 Kényszeritett emisszios kioltas (STED) mikroszkopia

A kényszeritett emisszios kioltas (STimulated Emission Depletion - STED) mikroszkop egy
pasztazd konfokalis elrendezésen alapuld modszer [6]. A gerjeszté nyalabot (Ager) @ mintaba
fokuszaljuk, ahol a feloldasi kiiszobnek megfeleld méretii térfogatban a minta fluoreszkal, azaz a
fluoreszcens molekulak abszorbealnak és spontan emisszio révén visszakeriilnek alapallapotba. A
festékek fluoreszencia élettartama tipikusan 1-3 ns és erdsen fiigg a lokalis kémiai kornyezettdl.
A stimulalt vagy kényszeritett emisszid soran egy megfelelé hullamhossza (Astep > Ager) kiolto-
vagy STED-nyalab 1ép kolcsonhatasba a gerjesztett allapotban 1évé festékmolekulaval, és azt
visszakényszeriti alapallapotba. A folyamat soran a festékmolekula a STED-fotonnal egyezd
paraméterekkel rendelkezé fluoreszcens fotont bocsat ki. A STED nyalabprofilja ugy van
kialakitva, hogy a nyaldb kozepén az intenzitasa zérd, azaz a gerjesztett térfogat kozepén a
fluoreszcens molekuldk nem kényszeritett emisszid révén keriilnek vissza az alapallapotba. A
torusz formaba fokuszalt STED nyalab lecsokkenti a gerjesztett térfogatot és ezaltal javitja a
térbeli feloldast. A STED moddszerrel <50 nm térbeli feloldas érhetd el, és a konfokalis
elrendezésnek koszonhetéen 3D leképezés is megvaldsithatd. A feloldds a STED nyalab

intenzitasaval allithato be:
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ahol Isat azt a kiiszobintenzitast jeloli, ahol 50%-o0s valdsziniiséggel kertil vissza alapallapotba a
molekula [7]. A feloldas jelentds javitdsa idonként igen nagy teljesitményti (>1 GW/cm?)
gerjesztést igényel. A STED mddszer kifejlesztéséért 2014-ben Stefan W. Hellnek itélték a kémiai
Nobel-dijat.

2.2.3 Egymolekula lokalizaciés mikroszképia (SMLM)

A hagyomanyos fluoreszcens modszerekben a gerjesztett térfogatban 1évd festékmolekulak
az abszorpcid/spontan emisszioé cikluson keresztiil fotonokat bocsatanak ki. A képalkotas térbeli
feloldasat a rendszer pontatviteli fiiggvénye jellemzi, ami egy idealizalt pontszer( fényforras (pl.
egy fluoreszcens festékmolekula) képe. A leképezés soran detektalt D(r) kép a fluoreszcens
molekulak R(r) térbeli eloszlasfiiggvényének és a rendszer pontatviteli fiiggvényének a

konvolucigja

D(r)=R(r) ® PSF.

A Rayleigh-féle feloldasi kiiszob a PSF méretéhez koti a még megkiilonboztethetd
molekulak tavolsagat. Ha két fluoreszcens molekula e kiiszobnél kozelebb van egymashoz, akkor
a mikroszkoprendszer altal létrehozott PSF-ek nagymértékben atfednek és a két molekula
megkiilonboztethetetlenné valik. Az egymolekula lokalizaciés mikroszkopia (Single Molecule
Localization Microscopy — SMLM) soran a fluoreszcens molekulak gerjesztését idében
szétvalasztjuk. A képfelvétel soran el kell érni, hogy a PSF karakterisztikus méretének megfeleld
gerjesztett térfogatban csak egyetlen fluoreszcenciara képes molekula legyen. A
mikroszképrendszer e térben és idében szétvalasztott egyedi fluoreszcens molekuldk képeit
rogziti. Optikai leképezési hibaktol mentes, Un. diffrakciolimitalt rendszert feltételezve az egyes

képkockakon detektalt kép

()=2%=1 (- ) PSF,

ahol N a képkockan talalhato fluoreszcens molekulak szamat, mig ri ezen molekulak helyvektorait
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jeloli. A feltétel szerint az i-dik molekula PSF kdrnyezetében nincs masik fluoreszcens molekula,

azaz tetszdleges (i, J) molekulaparra

| - |>Rayl-&eeéfgbk feloldasi kiuszo

A festékmolekulak aktiv (fluoreszcens) allapotainak iddbeli szétvalasztasa €és kontrollja az
SMLM modszer kozponti feladata. Szamos modszer ismert, amelyek koziil itt most harmat

ismertetek roviden:

Fotoaktivacios lokalizdacios mikroszkopia (PALM): A PALM (PhotoActivation
Localization Microscopy) technikdban a mintat fotoaktivalhatoé fluoreszcens fehérjével (pl.
paGFP) jelolik [8, 9]. A fotoaktivalhato fehérjék nativ allapotban nem fluoreszkalnak, de egy
aktivacios lézer hatasara a fehérjében konformaciovaltozas jon 1étre ¢és a fehérje bekapcsol, azaz
fluoreszcenssé valik. A gyakorlatban a gerjeszté (readout) és az aktivacios lézerek folytonos
lizemmodban gerjesztik, illetve aktivaljak a mintidt. Amig az aktivalo lézer teljesitménye az
aktivalt molekuldk, addig a gerjesztd 1ézer intenzitdsa az aktivalt molekulék altal emittalt fotonok
szamaval aranyos. A gyakorlatban az aktivalo 1ézer alacsony, mig a gerjesztd lézer magas
teljesitményen lizemel, azaz alacsony értéken tartjak az aktiv allapotban 1évé molekuldk szamat,
de azokat magas fotonszammal detektaljdk. A PALM modszer elénye, hogy a fluoreszcens
fehérjéket maguk a sejtek expresszaljak le, azaz erdsen szelektiv jelolést lehet végezni veliik. A
modszer nem alkalmaz toxikus puffert és éldsejtes kisérleteket is lehetévé tesz. A PALM modszer
kifejlesztéséért és gyakorlati alkalmazhatésagdnak demonstralasdért 2014-ben Eric Betzig és

William L. Moerner kémiai Nobel-dijban részesiilt.

Sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopia (STORM): A STORM (STochastic
Optical Reconstruction Microscopy) technikaban a célmolekulat egy aktivator (pl. Cy5, Cy5.5 és
Cy7) és egy riporter (pl. AF405, Cy3 és Cy2) festékparral jelolik meg [10]. Az aktivacios 1ézer
impulzus, mig a kiolvaso 1ézer folytonos iizemmaddban mitkddik. Tobbszinli leképezés lehetséges
egy aktivalo festékkel, amikor ugyanazt az aktivald lézert hasznaljuk aktivalasra, de a riporter
festékek emisszios jeleit spektralisan szétvalasztjuk. A kromatikus hiba csokkentésére kidolgoztak
az egy riportert, de eltérd aktivald festéket hasznaldé moddszert. Ezen eljaras soran a spektralis
szétvalasztast az eltérd hulldmhosszon miikddd aktivald lézerek végzik, a detektalds mindig
ugyanabban, a riporter emisszidja altal meghatarozott spektralis tartomanyban torténik. A modszer

specialis pufferfolyadékot igényel.
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Direkt sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopia (ASTORM): A dSTORM
(direct STochastic Optical Reconstruction Microscopy) modszerben a célmolekula egy darab
festékmolekulaval van megjelolve [11, 12]. A fluoreszcens festék kikapcsolasa itt is specialis
pufferfolyadékot igényel, ami kettds szerepet tolt be. Egyrészt tartalmaz egy tiol (-R-S-H)
csoporttal rendelkez6 vegyiiletet (altalaban B-Merkaptoetilamint vagy p-Merkaptoetanolt), ami
egy fotokémiai reakcid sordn bekot a gerjesztett triplett allapotban 1évé molekula fluoreszcenciaért
felelds részéhez €s kikapcsolja azt. Ezaltal a molekula egy hosszu élettartamt, nem fluoreszcens
(OFF-state) allapotba keriil. Masrészt a puffer tartalmaz egy enzimatikus oxigénelvonast biztosito
kW/cm?) lézer hatasara bekovetkezé foto-bleachinget. A kikapcsolt 4llapotba keriilt
festékmolekulakat reaktivalni lehet egy, a gerjesztésnél nagyobb fotonenergiaju 1ézerrel (altalaban
405 nm). Itt meg kell emliteni, hogy a témaban megjelent cikkek és konyvek jelentds szdma
ellenére a dSTORM technikdban hasznalt szerves festékek fotokapcsoldsanak pontos

mechanizmusa nem tisztazott [13].

A fluoreszcens molekulak térben és id6ben szétvalasztott detektaldsa lehetdséget biztosit az
egyedi molekuldk térbeli helyzetének nagy pontossaghi megadasara. A fent leirt mérési modszer
biztositja, hogy a detektalt egyedi felvillandsok egy-egy pontszeriinek tekinthetd molekula
képének, azaz a rendszer pontatviteli fiiggvényének (PSF) tekinthetok. A lokalizacios
modszerekben az egyedi molekuldk képeire 2D Gauss-fiiggvényt illesztiink. A Gauss-fliggvény

valasztasanak harom fontos oka is van:

. Az SMLM moédszerekben az egyedi festékmolekuldk kevés fotont (tipikusan <10000)
emittalnak, ezért a detektdlas hatdsfokdnak novelésére nagy NA-ju (>1,4)
mikroszkopobjektiveket hasznalnak. A nagy numerikus apertardju objektivek PSF-je jo
kozelitéssel Gauss-eloszlast mutat [14].

o A 2D Gauss-gorbe illesztése egyszerli matematikai feladat, a valtozok szétvalaszthatosaga
miatt gyors algoritmusok 1éteznek.

crcr

gorbe tényleges lefutdsa masodrangu.

A maximumbhely illesztésének pontossdga adja meg a lokalizdcids pontossagot, azaz a
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fluoreszcens molekuldk helyének a bizonytalansdgat. A lokalizéciés pontossag a zajtol (pl.

autofluoreszcencia) és a detektalt fotonszamtol fiigg [15]:

2, 2 4 2
o _ 2+ 2/12 8
- + 2 4

.....

fluoreszcens zaj szintjét jellemzé mennyiség. Fontos megemliteni, hogy a lokalizacids pontossag
optimalizalasahoz a PSF foltméretét (S) illeszteni kell a kamera pixelméretéhez (a). A szamitasok
azt mutatjak, hogy idealis esetben az s/a hanyados 1 koriil van. Tul nagy nagyitast alkalmazva a
PSF mérete nagy lesz és a fluoreszcens molekula altal emittalt fotonok sok pixelt vilagitanak ki.
Ebben az esetben lecsokken az egyes pixeleken a jel/zaj arany és romlik a lokalizacios pontossag.
Ellenkezd esetben, amikor tul kicsi a nagyitds, az Osszes emittalt foton egy pixelre eshet,
lehetetlenné téve a lokalizaciot. A hanyados optimalis értékét a nagyitds hangoldséval lehet
beallitani. Meg kell azonban emliteni, hogy a PSF hullamhosszfiiggése miatt szigoruan csak egy
gerjesztési hullamhosszra lehet optimalizalni. Tobbszini leképezés esetén célszeri a kozponti
(k6zépsd) hullamhosszat hasznédlni. A fluoreszcens hattér csokkentése nagymértékben fligg a

kivilagitds modjatol. A minta jellegétdl fliggden kiilonbozo kivilagitdsi modokat szokas hasznélni:

EPI fluoreszcens kivilagitds esetén a D atmérdji gerjesztd lézernyalabot a
mikroszkopobjektiv hatso fokuszpontjaba fokuszaljuk. A nyalab méretét a mintan (Dminta) @
fokuszalo lencse €s az objektiv fokusztavolsaganak a hanyadosa adja meg: Dminta=D X fopjesiv/ fiencse-
EPI kivilagitaskor a mintat teljes mélységében gerjesztjiik, a leképezés mélységélességét az
objektiv mélységélessége (DOF~A/NA?) hatirozza meg. Itt érdemes megemliteni, hogy a
mikroszkopobjektivek hatsé fokusza a lencserendszer belsejében van (pl. Nikon M=x100 objektiv
esetén fopjerv=2 mm). Mivel az objektiveket nem az SMLM-hez sziikséges nagy

1ézerteljesitményekhez tervezték, azok idével karosodhatnak.

TIRF (teljes visszaverddésen alapuld) kivilagitaskor a nyalabot a mikroszkopobjektiv hatso
fokuszsikjaba, az optikai tengelytdl d tavolsagra fokuszaljuk telecentrikusan [16]. Az objektivet
az optikai tengellyel a=arctan(d/foseiv) szoget bezard kollimalt nyalab hagyja el. Kelléen nagy
numerikus apertiraju objektivet alkalmazva az « beesési szog meghaladja az {iveg/viz
(fedélemez/minta) hatarfeliilethez tartozé kritikus szoget. Ekkor a nyaldb teljes visszaverddést

szenved €s a minta csak a feliilet kozvetlen kozelében kialakuld vékony (~ 100 nm) evaneszcens
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térben gerjesztodik. A moddszer nagymértékben csokkenti a fluoreszcens hatteret és a
mélységélességet. Gyakran alkalmazott modszer a sejtmembran vizsgalatoknal, mert a leképezés

mélységélességét az evaneszcens tér behatolasi mélysége hatarozza meg.

Semi-TIRF kivilagitas esetén a fedélemez/minta feliiletet a hatarszognél kisebb szogben éri
el a gerjesztd nyaldb, azaz nem jon létre teljes visszaverddés, de a mintaban a nyalab az optikai
tengelyhez képest ferde szogben terjed. A modszer sok esetben csokkenti a fluoreszcens hatteret,

de csak akkor alkalmazhato, ha a vizsgalni kivant tartomany a fed6lemez kozelében van.

HILO (ferdeszogi) kivilagitaskor a nyalabot a mikroszkdpobjektiv hatsé fokuszsikjaba, az
optikai tengelyt6l d tavolsagra fokuszaljuk [17]. A fokuszalassal egyidejiileg a nyalab tengelyét az
objektiv optikai tengelyéhez képest elforgatjuk. Ezaltal a mintat kivilagito ferde nyalab eltolodik
¢s a mintan beliil egy kb. 5 um mélységu réteget vilagit ki. A modszer elénye, hogy szelektiven
lehet a mintan beliil egyes mélységekben gerjeszteni. Mivel a nyalab szélesebb, mint az objektiv
mélységélessége, a leképezés mélységélességét az EPI kivilagitdshoz hasonléan az objektiv

mélységélessége hatarozza meg.

A lokalizacidos mikroszkdpiaban az optimalis kivilagitdsi moéd mindig mintafiiggd, és
célszerli a mérés kezdetén egy optimalizaldsi folyamat soran kivalasztani a legmegfeleldbbet. Az
optimalis modszer nem feltétleniil egyezik meg a hagyomanyos leképezéshez hasznalt legjobb
modszerrel. Sejtmembranban lezajlo folyamatok vizsgalatara példaul tipikusan TIRF kivilagitast
javasol a szakirodalom a citoplazma fluoreszcens hatterének csokkentése végett. A dSTORM
moddszerben azonban a gerjesztd fényteljesitménynek el kell érnie egy kiiszobértéket, hogy a
molekulak donté része Kikapcsolt allapotba keriiljon. A TIRF kivilagitas soran kialakuld
evaneszcens tér exponencidlisan cseng le, azaz a fed6lemeztdl tdvolodva a molekuldk egyre
nagyobb valoszintiséggel bekapcsolt (ON-state) allapotban maradnak. Mivel az evaneszcens tér
behatolasi mélysége kisebb, mint az objektiv mélységélessége, a fluoreszcens allapotban maradt

molekulak megnovelik a hatteret.
A lokalizaciokat altalanossagban harom csoportra bonthatjuk:
I.  Valos pozitiv: Valoban 1étezd izolalt fluoreszcens molekulat detektalunk és lokalizalunk.

ii.  Valds negativ: Valoban létezo fluoreszcens molekulat nem detektalunk.

ili. Nem valds pozitiv: Nem létez6 fluoreszcens molekulat vagy tobb molekulat egyiittesen
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detektalunk és lokalizalunk.

A lokalizacidos mikroszkdpia kifejlesztésének elsddleges motivacioja a lateralis térbeli
feloldas novelése volt. A 2006-ban publikalt PALM és STORM megoldasok egy nagysagrenddel
javitottak a feloldast és <10 nm térbeli struktardk vizsgalatat tették lehetévé. A 2D leképezésen tal
hamar felmeriilt az igény tovabbi modalitasok kifejlesztésére. Az elmult évtizedben szamos 3D,
polarizaci6 érzékeny és tobbszini SMLM technikat fejlesztettek ki és alkalmaztak biologiai
mintak szuperrezolucios leképezésére. A fontosabb multimodalis mddszereket a 2.2 tablazatban

foglaltam Ossze.

3D leképezés polarizaci6 érzékeny detektalas tobbszinil leképezés
PSF kozvetlen
kiértékelés TRABI [18] [19]
. . rizma
Asztigmatikus [20, 21] prizma . .
PSF manipulacié | Airy-nyalab [22] Kettdstorés [23] ﬁgﬁ)"‘sm“ iddbeli moduléciéja (PAINT

Double helix [24] s . . (R Nullad és elsérendben hasznalt racs [28]
Biplane [25] polarizacids nyalaboszto [26-28]

Kep szétvilasatis Dikroikus szétvalasztas [29, 30]

o Interferometrikus [31]
Kettds objektiv Kombinalt asztigmatizmus [32]
On-interferencia [33]

2.2 tablazat: Multimodalis SMLM technikak

DOF limitalt 3D lokalizaciés médszerek

A 3D SMLM megnevezés kissé¢ félrevezetd, mert e technikdk tipikusan a lencse
mélységélessége altal meghatarozott tartomanyon (~1 um) beliil lokalizaljak a molekulak axialis
poziciojat. Valodi 3D képek (az axidlis €s a lateralis képméret kozel azonos) felvételéhez egymast
fedd szeleteket szekvencialisan kell felvenni és regisztralni. Mivel a megfigyelni kivant mintak ezt
a méretet ritkan kovetelik meg, illetve a modszer jelentdsen megndvelné a mintavételi id6t, az
ilyen tipusu, Iéptetéssel kombinalt SMLM felvételekre ritkan keriil sor. A konnyebb

attekinthetdség miatt a 3D mddszereket négy csoportra bontottam.

A PSF kozvetlen kiértékelésén alapulé 3D modszerek a PSF manipulacidja nélkiil, a PSF
TRABI (temporal, radial-aperture-based intensity estimation) modszerben pl. a PSF defokuszalas
hatasara bekovetkezo kiszélesedését hasznaljak fel az axialis pozicid meghatarozasara [18]. A

modszer gyorsan €s egyszerlien implementalhatd a meglévd lokalizacios szoftverekbe. Hatranya,
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hogy a kiszélesedés szimmetrikus, azaz nem tesz kiilonbséget a fokuszsik alatt és felett azonos

J

tavolsagra 1évé molekuldk kozott. Ennek kikiiszobolésére a modszert kombindltdk a biplane

technikaval, és 600 nm tartomanyban 17 nm-es precizitast értek el.

erer

a PSF alakjaba kodoljak. Az egyik legelterjedtebb technika az asztigmias 3D mddszer, amikor egy

megfeleld fokusztavolsagu hengerlencsét helyeziink a detektorkarba. A modszer jol ismert,

példaul CD-lejatszokban alkalmazzak a fokuszalasi hiba meghatarozasara [34]. A STORM

mikroszkopiaban Zhuang kutatocsoportja 2008-ban alkalmazta eldszor [21] és azdta széles korben

elterjedt. A gyors elterjedés oka egyszeriiségében és konnyli implementalhatdosagaban rejlik. A

hengerlencse enyhe asztigmiat vezet be, és az elliptikusan torzult PSF alakja ad informéciot az

axialis poziciordl [20]. A mérés tipikusan egy kalibracios Iépéssel kezdddik, amikor példaul

fluoreszcens gyongyoket hasznalunk mintaként, és egy preciz (pl. piezd) eltold segitségével

felvessziik a PSF alakjat. Az elliptikus torzulas miatt a PSF elveszti hengerszimmetriajat. A ox és

oy értéke eltér a lokalizacid szempontjabol optimalis oxy=1 pixel értéktol, ezért eltérd lokalizacios

pontossagot ad a két lateralis irdnyban.
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2.1 abra: Asztigmatikus 3D lokalizdacios mikroszkdpia.
Hengerlencsét helyezve az emisszios karba (A) a PSF
torzul és elliptikussa valik (B). Az ellipszis alakja

informaciot hordoz a molekula axialis poziciojarol (C).
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A kép szétvalasztasan alapulé 3D modszerek az emittalt fotonokat a detektorkarban
kettévalasztjak. A leképezés soran a kamera egy fluoreszcens molekula képét két foltként
detektalja, melyek relativ intenzitdsa, mérete vagy orientacidja hordoz informdaciot a molekula
axialis pozicidjarol. A biplane [25] eljarasban egy 50%-0s nyalabosztoval valasztjak ketté az
emittalt fotonokat és a két kar kdzott optikai uthosszkiilonbséget (L) hoznak 1étre. Ezért a kameran
detektalt két folt ugyanannak a molekuldnak egymashoz képest L/M?-el defokuszalt képe. A
modszer megtartja a PSF hengerszimmetrigjat, ezért izotrop lokalizaciot biztosit. Moerner
kutatocsoportja 2008-ban egy masik 3D modszert fejlesztett ki, ami kettés-spiral (double-helix)
néven valt ismertté [24]. A modszer egy M=1-es nagyitasu 4f rendszert alkalmaz a detektorkarban.
A 4f rendszer lencséinek kozos fokuszsikjaban egy reflektiv fazismaszkkal (SLM) manipulélja a
PSF alakjat. A kialakul6 kettds spirdl miatt a kamera két foltot detektal, melyek relativ orientacidja
ad informdaciot a festékmolekula axiélis pozicigjardl. A mddszer 2 um axidlis tartomanyban
izotrop, <20 nm lokalizacios pontossagot biztosit [35]. A mddszer hatranya az SLM-en fellépd
fényveszteség, ami kezdetben elérte a 75%-ot.

A Kkettés objektivek alkalmazasan alapulé 3D mddszerek koziil az interferometrikus
modszer a legismertebb [31]. A minta két, egymassal szembeforditott immerzids objektiv k6zott
helyezkedik el. A két objektiv altal 6sszegyljtott fotonok egy specialis hdromutas nyaldboszton
haladnak keresztiil és eltéré fazisokkal harom oOninterferencia képet hoznak létre egyidejiileg
harom kameradn. Az interferenciakép intenzitidsa a molekula axialis pozicigjatol fiigg. A z
koordinata pontos meghatarozasdhoz harom intenzitasértékre van sziikség. A modszerrel <20 nm
feloldast értek el egy korlatozott 0,25 pum axialis tartomanyban. Az eljaras hatranya, hogy nehezen
implementéalhatdé meglévé mikroszkoprendszerekbe, és a harom kamera nagyon koltségessé teszi

a megvalositast.

Polarizacié-érzékeny lokalizacios médszerek

A lokalizacios mikroszkopiaban a fluoreszcens festékek altalaban egy flexibilis linkeren
keresztiil k6tédnek a célmolekulahoz és a bekapcsolt (ON-state) allapot 5-30 ms-o0s ideje alatt az
emisszios dipdlusok irdnya bejarja az egész 4 térszoget. Ennek kdvetkeztében a fluoreszcens fény
nem polarizalt, és a polarizacio érzékeny detektdlds nem ad tovabbi informdacidét a mintardl.
Esetenként a festék dipélmomentuma kotott, ¢és polarizacid érzékeny detektaldssal
meghatarozhatjuk a molekulak iranyitottsagat vagy feltérképezhetjiik kzvetlen kornyezetiiket. Az
egymolekula anizotropids mérésekre szamos technikai megoldés sziiletett az elmult években. A

javasolt eljarasok dontd részében egy polarizacids nyaldbosztoval bontjak ketté a fluoreszcens
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fényt. A fluoreszcencia anizotropiat (r) és a polarizacioé fokat (p) a gerjesztd fény polarizaciojaval

parhuzamos (1)) és merdleges (1) komponensekbdl szamithatjuk ki:

ahol a G-faktor a két karban mért intenzitasok hanyadosat jelenti r=0 esetén. A molekulak
sokasagara idében atlagolt (steady-state) fluoreszcencia anizotropia maximalis értéke r=0,4. Ekkor
a molekulak izotrop elrendezésben teljesen rogzitettek és nincs energiaatadas (FRET) a
kornyezetiikkel [36]. Az anizotropia mértéke csokken, ha a molekulak elfordulnak a gerjesztett
allapot id6tartama alatt, vagy FRET révén egy masik molekula emisszioja jatszik szerepet. Teljes

depolarizéltsag esetén az anizotropia értéke z¢Ero.

Tobbszinii lokalizaciés modszerek

A fluoreszcens mikroszkopia egyik nagy elénye, hogy a minta egyes alkotoelemei (fehérjék,
sejtalkotok, strukturak stb.) specifikusan, kiilonbozo festékekkel jelolhetdk meg, €s a mérés sordn
spektralisan szétvalasztott képek a kiértékelési folyamat soran egyméshoz regisztralhatok. A
lokalizacios mddszereknél is lehetdség nyilik a tobbszinli detektalasra, de szamos, a klasszikus

képalkotasnal nem jelentkezd problémat kell megoldani.

(1) A kromatikus hiba jelent6sebb hibat vezet be, mint a lokalizacios modszer térbeli
feloldasa, ezért a rendszert kalibralni kell.
(i) Az eltérd festékek eltérd puffert igényelnek az idealis villogasi dinamika eléréséhez.

(iii) A festékek bleach-elédése miatt a képek felvételi sorrendje kritikus.

Szamos moddszert és festékkombinacidt javasoltak a tobbszini dSTORM praktikus
megvalositasara. Tapasztalatunk szerint a legjobb festékparnak az Alexa Fluor 647 (vagy ATTO
647) és a CF568 bizonyult.

2.3 Alkalmazott szoftverek

A dolgozatban bemutatott eredmények donto részét sajat fejlesztésii optikai elrendezések és
modszerek segitségével értem el. Természetesen szamos gyari eszkozt és szoftvert is alkalmaztam,
melyekre a dolgozat megfeleld részén hivatkozom. Az ismertetett eredmények elérésé¢hez gyakran

alkalmaztam harom szoftvert, ezért ezeket roviden ismertetem. Meg kell emliteni, hogy az egyes
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rendszerekben alkalmazott kodok egyiittes hasznéalata nem erdsitette a rendszerek felhasznéalobarat
jellegét. Az akadémiai kutatdsok soran tipikusan azokat a szoftvereket kellett hasznalnom,

melyekre az adott kutatohelynek érvényes licencszerzddése volt.

23.1 OSLO

A dolgozatban szamos alkalommal hasznaltam az OSLO optikai rendszertervez6 programot
a kisérleti elrendezés megtervezésére, optimalizalasara €s az eredmények megmagyarazasara. Az
OSLO egy sugarkovetd program, amelyben egy optikai rendszert az azt alkotd optikai feliiletek
fizikai paramétereinek (torésmutato, gorbiileti sugar, vastagsag stb.) segitségével kell megadni. Az
adott elrendezések implementalasa az OSLO-ba azért kihivas, mert a gyartok nem adjak meg e
feliiletek jellemzd paramétereit. A dolgozatban alkalmazott mikroszkopobjektivekhez példaul
olyan szabadalmakat kerestem, amelyekben a megadott gyari paraméterek (nagyitas,
munkatavolsadg, numerikus apertira stb.) a lehetd legjobban kozelitettek a valds értékekhez. Az
adott feladattol fiiggden hasznaltam az OSLO-ba épitett sugarkoveto és kiértékeld algoritmusokat.
A kettésen toré lemezen valod atfokuszalasnal, illetve a nagy numerikus apertaraju objektivek
modellezésénél polarizacio érzékeny sugarkovetésre és az egyes feliileteken a Fresnel-egyenletek
figyelembevételére volt sziikség. Az optikai rendszerek kiértékelésére a Strehl-aranyt, az

aberracios egylitthatokat, a PSF geometriai paramétereit és a befoglalt intenzitast hasznaltam.

2.3.2 MatLab

A MatLab programozasi nyelvet a rendszerek vezérlésére és az adatok feldolgozasara is
hasznaltam. A lokalizacioés mikroszkopiahoz fejlesztett testSTORM, RainSTORM, AVAR,; az
anizotropias mérésekhez irt anitirf és az egyes lézerek vezérlését végz6 kodok MatlLab-ban
irédtak. A projektek soran mindig cél volt, hogy a mikroszkopids kozdsség szabadon
hozzaférjen a programokhoz, ezért honlapunkrol a kédok a leirdsokkal egyiitt ingyenesen

letolthetok.

2.3.3 Labview

A Labview programot elsdsorban kisérleti eszkozok vezérlésére hasznaltuk. A konfokalis
mikroszkdpban hasznalt piezo eltolo vezérlését, a Nemzeti Fizikai Laboratoriumban
Osszeallitott dASTORM rendszer teljes iranyitasat, illetve egyes 1ézerek, forgatok és Kisebb

mechanikus egységek vezérlését is Labview kddokkal oldottuk meg.
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3  Célkitiizések

A dolgozatomban ismertetett munkam altalanos motivacidja az optikai leképezés
mindségének, elsGsorban a térbeli feloldasnak a névelése volt. A kidolgozott modszereket mindig
igyekeztem tényleges biologiai problémak megoldasara felhasznalni, illetve tobb esetben éppen a
biologus kollégak altal felvetett problémak inspirdltdk a fejlesztéseket. Ezen altaldnosan

megfogalmazott motivacion beliil a kovetkezd specifikus célokat tiiztem ki:

. Szimulacioval és kisérletekkel kivanom megvizsgalni, hogy egy kettésen tord lemezen
valo atfokuszalas hogyan és milyen mértékben valtoztatja meg a PSF-et. Megvizsgalom, hogy
mennyire lehet fliggetleniil 1étrehozni a merdleges polarizacids allapotokhoz tartoz6 ordinarius és
extraordinarius fokuszokat. Egy sajat tervezésii konfokalis mikroszkdpot épitek, amellyel
kisérletileg kiértékelem a moddszer alkalmazhatdosagat a mélységélesség novelésére. Eljarast

dolgozok ki radialisan és azimutalisan polarizalt nyalabok generalasara.

o Egy tomografikus elven miik6do vonalpésztazé optikai mikroszkoprendszert (LSTOM)
fejlesztek ki, amelyben a latotér méretét a nyalab diffrakcidja nem korlatozza és a rekonstrualt kép
térbeli feloldasa homogén. A nyalab forgatasa soran fellépd kovalygasi hiba kikiiszobolésére egy
eltolas-invarians kettdsen t6ré lemezt tervezek hasznalni, amely elrendezést szimulacidkkal és

kisérletekkel kivanok tesztelni.

o Egyedi modalitasokkal (EPI-HILO-TIRF kivilagitas, 3D, tobbszinii leképezés) rendelkezd
lokalizacios mikroszkoprendszereket fejlesztek ki, tesztelek €s alkalmazok orvosi €s biologiai
mintdk vizsgalatara. A hardveres fejlesztéseken tul egy lokalizacios kodot fejlesztiink ki.

o A lokalizacios mikroszkop szimulécidjéra, a lehetséges miitermékek vizsgalatara alkalmas
kodot fejlesztiink ki. Osszehasonlito kisérleti és szimulacids vizsgalatokat végziink a miitermékek

jellemzéséhez és lehetséges kikiiszobolésiikre.

o Egy multimodalis lokalizacioés rendszert fejlesztiink ki, amely az 2D SMLM képek

mindségi romlasa nélkiil képes 3D, polarizacio-érzékeny €s tobbszinii leképezés megvalodsitasara.
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o Egy kettésen toré lemez alkalmazasan alapuld polarizacié érzékeny dSTORM modszert

fejlesztiink ki, amely a latotér csokkentése nélkiil képes az egyedi fluoreszcens molekulak

crer

. A szuperrezolucids képek kvantitativ kiértékeléséhez értékmérdket adunk meg, és
protokollokat dolgozunk ki ezen értékmérdk meghatarozasahoz. A kiértékeld rutinokat teszteljiik

¢és beépitjiik a lokalizacios kodba.

o Anizotropia mérésére alkalmas TIRF-EPI kivilagitasa fluoreszcens mikroszkopias

rendszert fejlesztiink ki, kalibralunk és alkalmazunk pl. fehérjék dimerizaciojanak kovetésére.

22



dc_1765_20

4  Tudomanyos eredmények

4.1 A pontatviteli fliggvény médositasa kettésen toré lemez segitségével

cres

inkoherens leképezési modszerek fejlesztése egy aktivan miivelt kutatési teriilet. A bevezetoben
emlitett 3D SMLM ¢és STED eljarasokon kiviil a ,,PSF engineering” modszert szamos teriileten
alkalmazzak, mint példaul a litografiaban [37, 38], az optikai adattarolasban [39, 40] az
anyagtudomanyban [41] vagy a tobbfotonos mikroszkopiaban [42].

A PhD dolgozatomban mar foglalkoztam azzal a kérdéssel, hogy miként lehet egy kettdsen
toré lemezen atvilagitva kettds fokuszpontot generalni. A témaban szamos tanulmany jelent meg,
melyekben tobbszor eléfordult az a félreérthetd megfogalmazés, hogy a kialakuld fokuszokat a
bejovo nyalabok polarizacios allapotaihoz kotik, azaz linearisan polarizalt nyalabbal szelektiven

gerjeszthetd a kivalasztott ordinarius vagy extraordinarius fokusz [43-46].

- SkicdTome 4.1.1 abra: Polarizdcios iranyok ortografikus projekcios

—— Polarization Optic Axis képe (szkiodrom) pontszerii fényforrast feltételezve

extraordinarius esetben (vékony szaggatott vonal), és egy
linearisan  polarizalt  nyalabbal  kivilagitott, 0,45
numerikus aperturdju objektiv utin a polarizdcios

vektorok irdnya (vastag szaggatott vonal) [47].

Két okunk is volt azt feltételezni, hogy a fokuszok fliggetlen gerjesztése kisérletileg nehezen

megvaldsithato:

Q) Linearisan polarizalt beesd nyaldbot alkalmazva a lencsék elforgatjak a polarizécio sikjat.

crer
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polarizatort alkalmazva a szagittalis és meridionalis sikoktol tdvolodva (a négy negyedben) az
intenzitas lecsokken (4.1.1 dbra) [48].
(i)  Extraordinarius esetben egy pontszerli fényforras polarizacios vektoranak ortografikus

vetiilete (szkiodrém) szintén eltérést mutat a linearis polarizacio iranyatol [48].

A két hatas legtobbszor ellentétes modon donti a polarizacio sikjat (4.1.1 dbra), ezért az

extraordinarius fokusz mellett az ordinarius is megjelenik.

4.1.1 Foékuszpontok szeparacidja

A kérdés tisztazasara az OSLO optikai rendszerek tervezésére alkalmas programmal
szimulacidkat végeztiink refraktiv [49, 50] és katadioptrikus [51, 52] rendszerekre. Megvizsgaltuk,
mekkora hatdsfokkal lehet az ,,ordindrius” és ,.extraordinarius” fokuszokat szeparalni az
alkalmazott lencse numerikus apertirajanak fiiggvényében, és mekkora leképezési hibat vezet be
a kettdsen toré lemez. Hatasfokot a tényleges polarizacios vektorok iranyanak (vastag szaggatott
vonal a 4.1.1 dbran) és a szkiodrom (vékony szaggatott vonal a 4.1.1 dbrdn) altal megadott

optimalis irany atfedési integraljabol szamoltunk.

4.1.2 abra: Hatasfok
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A 4.1.2 abra mutatja a négy kivalasztott lencse esetén a hatasfokot a numerikus aperttira
figgvényében. A hatasfok mindegyik lencsénél csokken az apertira ndvelésével. Harom lencsénél
a veszteség kozel hasonld6 mdodon valtozik és 0,5-6s numerikus apertura érteknél eléri a 10%-ot.
Egyediil a katadioptrikus Shafer-lencse hasznalatakor kaptunk jelentdsen kisebb veszteséget
(=2%). A részletes vizsgalat megmutatta, hogy ez az objektiv a polarizaciot éppen ellentétes, a
szkiodrommal jellemzett optimalis irdnnyal megegyezden forgatja el, ezért a veszteség lényegesen
Kisebb. A depolarizaltsagbol eredé 2-10%-os intenzitasveszteség onmagaban altalaban nem jelent
problémat. Az apertaran beliil azonban inhomogén moédon valtozik a fazis és az amplitado is,
melyek a PSF alakjat jelentdsen torzithatjdk. A terjedelmi korlatok miatt itt csak a hatasfok
szempontjabol legjobb eredményt add Shafer katadioptrikus rendszer kiértékelését mutatom be,
amikor 500 um vastag kalcitlemezen fokuszaltunk at (4.1.3 dbra). Harom josagi tényezo (Strehl-

arany, 0 és 45 fokban mért FWHM-ek aranya és befoglalt intenzitds) €és két aberracio (szférikus
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hiba és asztigmia) segitségével jellemeztiik a kialakulé PSF-et. A szimulaci6 jol mutatja, hogy
NA=0,1-ig a PSF félértékszélessége csokken, de ezen érték felett mar jelentds a torzulas. A BK7-
es lemezre vonatkozé hasonlo szamitasok NA=0,5 esetén csak a szférikus hiba gyenge jelenlétét
mutattdk ki. Kalcitlemez hasznalataval, NA=0,1 felett a PSF hengerszimmetridja teljesen
megszlnik. A részletes elemzés azt is megmutatta, hogy a PSF torzulasa nem az intenzitaseloszlas
inhomogenitasanak, hanem a lemez altal bevezetett fazistolasnak kdszonhetd aberracidoknak a
kovetkezménye. Ez utdbbi hatast a késébbi kisérletek soran valtoztathatd fedélemez-korrekcios

objektivek alkalmazasaval igyekeztiink kikiiszobolni.

4.1.3 dbra: Kalcitlemez
NA: 0.02 0.06 0.10 0.14 0.18 . e g ,

mogott, a bejévé nyalab
polarizaciojaval megegyezé
és a fokuszban szamolt
intenzitasprofil (izogir),
PSF, szamolt josagi tényezok

és aberrdciok a numerikus
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4.1.2 A mélységélesség novelésének kisérleti kimutatasa konfokalis mikroszkoppal

A PhD dolgozatomban diffrakcios szamitasokat végezve megmutattam, hogy a kivilagitd
nyaldab polarizacios allapotanak, tovabba a kristaly vastagsdganak és optikai tengelyének
megfeleld megvalasztasaval novelheté a mélységélesség. OTKA posztdoktori éveim alatt

lehetéségem nyilt egy konfokalis mikroszkop megépitésére €s a korabbi elméleti szdmitasok
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kisérleti igazolasara. Ebben a fejezetben ezeket a kisérleti eredményeimet foglalom Gssze. A

terjedelmi korlatok miatt csak az axialis feloldassal foglalkozom részletesebben.

‘ heam o . 414 adbra: A megépitett konfokdlis mikroszkop
collimator— pol splitier Jfocusing  mirror
ens ens Piezo sematikus  elrendezése. A pdsztizas a minta

"f: mozgatasaval tortént, a PSF manipulaciojara MgF»

pol.

@ "o e MgF, lemezt hasznaltam [53].

collector
lens

Laser

pinhole

4.1.4. b abra: A megépitett konfokdlis mikroszkoprol
késziilt fenykep.

A mélységélesség noveléséhez a két fokusz axialis tavolsagat kisebbnek kell valasztani, mint
a lefokuszalashoz tartozd mélységélesség. A kisérletekhez a kristdly optikai tengelyével
parhuzamosan kivagott, 500 um vastag MgF, lemezt haszndltunk. A fokusz 3D feltérképezésére
egy sajat fejlesztésii konfokalis mikroszkopot alkalmaztunk (4.1.4 b dbra). Fényforrasként egy
optikai szalba csatolt 660 nm-en miikodo diddalézer fényét egy mikroszkopobjektivvel (NA=0,25)
kollimaltuk. Egy optikai szélas polarizacios kontrollerrel linearisan polarizalt nyalabot allitottunk
eld. A kollimalt nyalab egy nyalabosztd kockan athaladva vilagitotta ki a kisérletekhez hasznalt
két fokuszalé mikroszkopobjektivet (fed6lemez-korrekcid nélkiil, NA=0,3; 0-2 mm allithato
feddlemez korrekcio, NA=0,45). A minta egy 100x100x100 pm?® maximalis eltolast biztosité piezo
eltolora (P-611 NanoCube, PI) lett felszerelve. A fokuszpont axialis feltérképezéséhez egy tiikrot
hasznaltunk mintaként. A mintarol visszavert nyalabot a nyaldboszt6 a kollektor lencsére
tovabbitotta, amelynek a fokuszpontjadba egy 5 um atmérdjli tiilyukat helyeztiink. A detektor
(PMT) a tlilyuk utdn mérte az atjutd intenzitast. A rendszer vezérléséhez egy LabView-ban irt
programot hasznaltunk. A detektorkarban egy mozgathat6 tiikorrel tudtuk Kicsatolni a nyalabot és
egy CCD kameraval felvenni annak 2D intenzitaseloszlasat. A CCD kamera elé helyezett
polarizator segitségével a rendszert egyszerli konoszkopként [48] is lehetett hasznalni. A kettésen
tor6 lemez nélkil a mért mélységélesség nagysaga ~7,5 um, és fiiggetlen a beesd fény

polarizaciojatol. A MgF2 lemez hataséra kialakulo kettds fokusz axialis normalt intenzitaseloszlasa
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¢s konoszkopikus képe a polarizacio fiiggvényében a 4.1.5 dbran lathat6. A polarizator
forgatasaval a fokuszok helyzete nem valtozik, de intenzitasuk ardnya 180°-os periodicitassal
oszcillal (a-e abrak). A két cstucs kozel azonos intenzitasti, amikor a nyalab polarizacios sikja
45°-ot zar be a kristaly optikai tengelyével. A mélységélesség novelése szempontjabol ez az idealis
bedllitds. Ebben az esetben a mért DOF ~17 um, ami ~127%-0s javulasnak felel meg. Mivel a
MgF: pozitiv kristaly, az axialis pasztazas soran az extraordinarius cstcs jelenik meg hamarabb
(ez van kozelebb az objektivhez). Erdemes megjegyezni, hogy feltételezésiinkkel 6sszhangban az
ordinarius és extraordinarius fokuszokat egymastdl fiiggetleniil nem tudtuk gerjeszteni, csak az
intenzitasaranyukat tudtuk valtoztatni. Az abran a CCD kameraval rogzitett konoszkopikus képek
jOl mutatjak a keresztezett (0° és 180°) és parhuzamos (90°) polarizacié esetén kialakulo sotét és

vilagos kereszteket (izogireket), j0 egyezésben az el6z6 fejezetben targyaltakkal.

4.1.5 abra: Meért axialis
intenzitasprofil a polarizdcio

fiiggvényében [53].

Piezo z-position (pum)

-15 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195
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A mikroszkoppal leellendriztiik a lateralis feloldast is, amelyben a polarizacios viszonyoktol

fliggden ~10%-o0s romlast tapasztaltunk.

4.1.3 Radialisan és azimutalisan polarizalt nyalab generalasa — elméleti eredmények

Ha a kettdsen tord lemez a kristaly optikai tengelyével parhuzamosan van kivagva, akkor az
el6z6 pontban leirt korlatokkal az ordinarius €s extraordinarius fokuszok linearisan polarizalt
nyalabokhoz kothetdk. Ha a kristalyt az optikai tengelyére merdlegesen vagjuk ki, akkor azt
varjuk, hogy radidlisan és azimutalisan polarizalt nyaldbokkal lehet az extraordindrius és

ordinarius fokuszokat gerjeszteni. Egyedi fokuszalasi tulajdonsagaik miatt e specilis, cilindrikus
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vektornyalabnak vagy optikai vortexnek is nevezett nyalabok felhasznéalasa egyre szélesebb korii
[54-58], pl. az optikai litografiaban és mikroszkopiaban [59-61], elektronok 1ézeres gyorsitasanal
[62, 63], vagy optikai csipeszekben [64]. Az alkalmazasok széles kore miatt tobb modszert [65-
75] is javasoltak radialisan és azimutalisan polarizalt nyalabok 1étrehozasara. Mi a kettésen tord
lemezen valé atfokuszalds soran fellépd polarizacid-szelektiv fokuszalast kihasznalva egy

polarizator megtervezését, elméleti vizsgalatat €s kisérleti tesztjét tliztiik ki célul.

A nyalab elméleti leirdsakor leggyakrabban Richard és Wolf vektordiffrakcios modszerét
[76] hasznaljak. A teljes teret a hengerkoordinatakban felirt transzverzalis ( ( , ) ),

longitudinalis (  ( , ) )ésazimutalis( ( , ) ) térer6sség-komponensek eredéje [54] adja:

A szadmolésok soran feltételeztiik, hogy a beesd nyaldb m=1 topologiai toltésli (azimutalisan
egy teljes korbefordulas alatt a fazis 2n-vel valtozik) radialis és azimutalis polarizaciés allapotok
szuperpozicidjaként irhatdé fel. A komplex pupillafiiggvényt a P(®) apodizaciot és a W(®)

aberraciot megado tényezok szorzataként irhatjuk fel:
1,(©) =P(©)-W(©) .
A szémolasok sordn tiszta, kor alaku apertirat és homogén kivilagitast feltételeztiink:

1 if 0<@<sin"@,,,)
0 otherwise '

P(®) = {

A fokuszalo lencse altal bevezetett optikai leképezési hibaktol eltekintettiink, és csak a lemez altal

bevezetett @(®) fazistolas hatasat vettiik figyelembe:
W(®) = &°©)

Ordinarius esetben a @o(0®) fazistag analitikusan szamolhato [77], de az extraordinarius esetben a
sugarirany és a hullamirany eltérése miatt [78] a @(0®) értékét numerikusan szamitottuk ki. A
feddlemez korrekcidt azimutalis esetben (ordindrius nyaldb) a fazistag elhagyasaval
(Diemez(O)=Do(O)- Drorrercis(®)=0), transzverzalis és longitudinalis esetben (extraordinarius

nyalab) a Diemez(O)=De(O)-Dy(O) kifejezéssel vettiik figyelembe.
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Transverse Longitudinal Radial Azimuthal Total 4.1.6 dbra: Szamolt transz-
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A szamitasokat d=500 és 1000 um vastag kalcitlemezzel, NA=0,9 és 0,45 numerikus
aperturaju objektivekkel, feddlemez korrekcioval és korrekcido nélkiil végeztik, 660 nm
hullamhosszat feltételezve. Terjedelmi korldtok miatt csak az NA=0,45 objektivvel kapott
eredményeket mutatom be. A 4.1.6 dabrdn a harom (transzverzalis, longitudinalis és azimutalis)
komponenst szeparaltan, illetve a radidlis (transzverzalis+longitudindlis) és a teljes (total)
eloszlasokat lathatjuk. Korrekcio nélkiil a masodik és harmadik, korrekcioval a negyedik és 6todik
sor mutatja a fokuszokat. Az egyes képeken az intenzitaseloszlas maximalis értékét is feltiintettiik.
A korrekeio jelentésen csokkenti a fokuszpont aberracidjat és ndveli a csucsintenzitas értékét. A
varakozasoknak megfelelden az azimutalis fokusz (ordinarius eset) korrekcidval nem szenved
eltolast az optikai tengely mentén. A radialis és azimutalis fokuszok axialis tavolsagara 60 um és
120 um értékeket kaptunk az 500 um és az 1000 um vastag lemezek hasznalatakor. Az azimutalis
fokusz gytirtis alakja miatt a csticsintenzitas tipikusan egy nagysagrenddel kisebb, mint a radidlis

tagé.
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=

4.1.7 abra: Fokuszok szétvalasztasa 2 um (a, b) és 10 um

=
N

sugaru  tilyukak  segitségével a  defokuszalds

fiiggvényében [79].
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A fokuszok és rajtuk keresztiil a polarizacids allapotok az optikai tengelyre helyezett
tlilyukkal (térszlirés) szétvalaszthatok. A tiilyukon atesé normalt intenzitast 2 um és 10 um sugart
fedélemezre korrigélt eseteket vizsgaltuk. A 2 pum tlilyuk méretét az Airy-féle diffrakcios folt
méretéhez illesztve (FWHMain=0,85 pm) valasztottuk ki. A longitudindlis tag maximumara
(=56%) pozicionalva a tiilyukat a polarizacids szliré kontrasztraja ((T'+T2)/T%) 20000 és 80000
értékeket kapunk az 500 um és az 1000 um lemezvastagsagok esetén. A tlilyuk méretének
novelésével a kontraszt jelentdsen csokken: 165 (500 um lemez) és 1200 (1000 um lemez). A
vastagabb lemez altal bevezetett jelentésebb aberraciok miatt a transzmisszios gorbe axialis

szimmetriaja is megsziinik.

4.1.4 Radialisan és azimutalisan polarizalt nyalab generalasa — kisérleti eredmények

Az elméleti szamitasok soran kapott eredményeket kisérletileg is szerettiik volna igazolni.
Mivel a kisérleti munka és az el6z6 fejezetben bemutatott szamitasok elvégzése kozott két év telt
el, a kisérleteket nem pontosan ugyanazokkal a paraméterekkel végeztiik el. A kisérleteket
bemutato cikkiinkben az OSLO-val végzett szimulaciokkal vetettiik 6ssze a mérési eredményeket.
Terjedelmi korlatok miatt itt eltekintiink az OSLO-s szimulaciok ismertetésétél, de meg kell
jegyezni, hogy nagyon jo egyezést mutattak a kisérletekkel. A mérésekhez 500 um és 1000 um
vastag kalcit, illetve 1000 um vastag LiNb lemezeket hasznaltunk. A lemezeken 532 nm
hulldmhosszsagu, cirkuldrisan és linedrisan polarizalt nyaldbokat fokuszaltunk keresztiil egy
NA=0,45 mikroszkopobjektiv [50] segitségével. Az objektivet 0-2 mm vastag feddlemezre lehetett
korrigalni. A fokuszt két, tandemben elhelyezett mikroszkopobjektivvel nagyitottuk ki és képeztiik
rd egy CCD kamerara. A radidlis komponens képét a harom lemez és a két kivilagitasi polarizaltsag

esetén a 4.1.8 dbra mutatja. Cirkularisan polarizalt beesé nyaldb esetén a polarizator mindig
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kivalasztja a radialis tagot, ezért a kapott profil hengerszimmetrikus lesz, melynek maximuma van
az optikai tengelyen. Ezzel szemben, linedrisan polarizalt nyalabot haszndlva a szimmetria

megszlnik, a nyaldbnak csak az a része latszik, ahol a polarizacio6 irdnya radialis.

B Gaiiite Eiie _— 4.1.8 abra: Meért intenzitasprofilok cirkularisan és

........
Plate thickness: 0.5 mm 1 mm 1mm

linedrisan polarizalt nyalabok, 500 és 1000 mikron
vastag kalcit- illetve 1000 mikron vastag LiNb lemezek
esetén. A kettésen toré lemezek optikai tengelyei

merdlegesek a lemezekre [80].

Incident

Radidlisan és azimutalisan polarizalt nyalabok esetén be tudjuk vezetni a topologiai toltés
fogalmat [81, 82]. Az alkalmazasok jelentOs részében cilindrikus vektornyalab alatt az m=1
topologiai toltésli nyaldbot értik. Ebben az esetben a nyaldbra merdleges sikban az optikai tengely
koril egy teljes fordulathoz 2w fazisvaltozas tartozik. E nyalabok fokuszélasa soran ezért mind a
transzverzalis, mind az azimutalis esetben kioltast kell tapasztalnunk az optikai tengelyen
(4.1.6 dbra elsé és negyedik oszlop). A kisérleti bizonyitashoz egy fazislemezt kellett tervezni és
csinaltatni. A fazislemez hasznalatdval felvett radidlis és azimutalis fokuszok CCD képeit a
4.1.9 dbra mutatja a harom kiilonb6z6 lemez esetén. A felvett képeken az elmélettel j6 egyezésben

o

lathato a vart gylirti alakt eloszlas.

Bistingen materl e e e 4.1.9 abra: m=1 topologiai toltési, radialisan és

azimutalisan polarizalt nyalabok mért

Radially
polarized focus

intenzitdseloszldsa a fokuszban [83].

Azimuthally
polarized focus

Focus separation
value (mm)

Osszefoglalva: Elméleti és kisérleti vizsgalatokat végeztem az egytengelyli, kettdsen t&rd

planparallel lemezen atfokuszalt nyalabokkal.
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. Megvizsgaltam az ordinarius és extraordinarius fokuszok kozotti athallast, amikor a
kristaly optikai tengelye a lemez sikjaban van. Megallapitottam, hogy sikban polarizalt nyalabbal
a fokuszok nem gerjeszthetok egymastdl fiiggetleniil. Az athallds két f6 okénak a fokuszald
objektiv depolarizaciojat és a kettdsen tord lemezt jellemzd szkiodrom polarizacios vektorainak
kidolését jeloltem meg. A két hatas tipikusan ellentétes iranytl, ami noveli az athallas mértékét
(=10%, 0,5 numerikus aperttira esetén). A hiba csokkentésére katadioptrikus rendszer alkalmazasat
javasoltam, ahol az 4thallas 2%-ra csokkenthetd. A numerikus apertira fliggvényében
megvizsgaltam az optikai aberraciok mértékét. Megallapitottam, hogy a torzulasok 0,1 numerikus

apertara felett mar jelentdssé valnak, ezért feddlemezre korrigalt objektiveket kell hasznalni.

. Egy sajat fejlesztésti konfokalis mikroszkoppal kisérletileg megmutattam, hogy a
lefokuszalt nyalab 1tjaba optimalizalt vastagsagu €s orientaltsagu kettdsen tord lemezt helyezve a
leképezés mélységélessége tobb mint 100%-kal ndvelhetd, mikdzben a lateralis feloldas

10%-kal csokken.

o Elméleti és kisérleti vizsgalatokkal megmutattam, hogy megfelelden optimalizalt kettdsen
tord lemezzel (amikor a kristaly optikai tengelye merdleges a lemez sikjdra), a radidlisan és
azimutalisan polaros komponensek szétvalaszthatok. Térbeli sziiréssel a két komponenst nagy
hatasfokkal szét tudtam valasztani. A javasolt optikai rendszert egy fazislemezzel kiegészitve a
beesd, cirkuldrisan polarizalt nyalabot gyakorlatilag fényveszteség nélkiil m=1 topologiai toltési,

radidlisan vagy azimutalisan polarizalt nyalabba alakitottam.

Relevans publikaciok: [47, 53, 79, 80, 83]
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4.2 Tomografia elvén miikodé, vonalpasztazé optikai mikroszképrendszer (LSTOM)
fejlesztése és optimalizalasa.

2004-ben egy TDK projekt soran tomografikus elven mértiik ki lefokuszalt 1ézernyaldbok
intenzitasprofiljat [84]. Az eljaras a késéles modszer 2D valtozata [85], amelynek egyik
legnagyobb elénye, hogy 2D intenzitasprofilt lehet mérni egy egyszeri fotodetektorral. A munka
soran meriilt fel, hogy a tomografikus leképezést probaljuk meg a mikroszkopidban is alkalmazni.
Az optikai projekcios tomografikus (OPT) mikroszképoknal mar korabban is hasznaltik a
felvételéhez longitudinalis projekciokat alkalmaztak [86, 87].

A mi célunk egy vonalpasztdzason alapuld homogén és izotrdp pasztazast biztositd modszer
kidolgozasa és tesztelése volt. A mddszert szabadalmaztattuk [88], két PhD dolgozat [89, 90] és
szdmos diplomamunka ¢€s szakdolgozat sziiletett beldle. A modszer kisérleti megvaldsitdsaban

egylittmiik6dé partneriink volt a Carl Zeiss Microlmaging GmbH.

4.2.1 A tomografikus vonalpasztazé mikroszkop miikodési elve

A tomografikus vonalpasztazé mikroszkopban a mintat egy vonalla lefokuszalt
kivilagito/gerjesztd nyalabbal péasztazzuk. A pasztazas irdnya merdleges a vonalra €s a nyalab
optikai tengelyére is (4.2.1 dbra). A mintat végigpasztazva kapjuk az adott orientaciohoz tartozo
projekciot. A vonal iranyat valtoztatva (A¢) a projekciokbdl eléall a szinogram, melybdl sziirt

visszavetitéssel rekonstrualhatjuk a minta 2D intenzitaseloszlasat.

Projection

4.2.1 abra: A Vonalpasztazas egy adott ¢ szog esetén
llluminated area
megadja a p(r, $) projekciot. A projekciok dsszessége
alkotja a szinogramot, amelybdl sziirt visszavetitéssel
kapjuk meg a rekonstrualt képet. A kivilagito nyalab
optikai tengelye merdleges a lapra [91].

Object

1 é
Reconstructed image
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A modszer elénye, hogy a vonalak merdlegesek a detektalas sikjara, ezért (a hagyoményos
OPT-ben alkalmazott longitudinalis atvilagitassal szemben) a gerjesztés profilja nem valtozik a
trajektoria mentén. A rekonstrualt kép feloldasa homogén €s izotrop lesz €s méretét a fokuszvonal
hossza hatarozza meg. Ennek csak technikai korlatjai vannak, fizikai térvény nem limitalja. A
modszer alkalmazhatod reflexids és transzmisszios lizemmoddban, festetlen vagy fluoreszcens

mintakra, tovabba kombinalhat6 a konfokalis elrendezéssel.

4.2.2 abra: Szimulalt rekonstrualt kép mindségének

Al | PR
&
FEEE

ek

|

ol fiiggése a pasztdzads és a forgatds finomsagatol [91].

A végs6 kép mindsége fiigg a fokuszvonal szélességétdl, a pasztazas (Ar) és a forgatas (Ag)
feloldasatol. A 4.2.2 dbra a pasztazasi paraméterek fliiggvényében mutatja a rekonstrualt kép
mindségét. A szimuldcidkhoz hasznélt 2D racs periddusat 88 pixelnek, a pésztazd fokuszvonal
sz€lességét 1 pixelnek valasztottuk. A pasztdzaskor haszndlt Ar 1épéskdz hatdrozza meg a
rekonstrualt kép pixelméretét. A rekonstrualt kép élessége és kontrasztja javithatd a Ar 1épéskoz
csokkentésével, illetve a projekciok szamanak novelésével (A¢ csokken). Mivel az azonos
numerikus apertiraju objektivvel 1étrehozott fokuszvonal keskenyebb [92, 93], mint az Airy

diffrakcios kép, a modszerrel elvileg ~20%-os térbeli feloldasndvekedést érhetiink el.

4.2.2 Tomografikus vonalpasztazé mikroszkop Kisérleti megvalositasa

A kisérletek elvégzéséhez egy sajat tervezésli és épitésli mikroszkopot haszndltunk
(4.2.3 abra). A fényforras kitagitott nyalabjat egy hengerlencse fokuszalta le, majd térsziirésre egy
rést hasznaltunk. A mérés felgyorsitasara a pasztazashoz galvo-tiikroket, a forgatashoz pedig egy
egyenes latasu képforditd6 Pechan-prizmat haszndltunk. A mintarol visszavert gerjesztd vagy

fluoreszcens jelet a konfokalis karban egy PMT detektorral rogzitettik. A 4.2.3 dbrdn a
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fluoreszcens minta leképezésére alkalmas elrendezés lathatd, de minimalis atrendezéssel (a
dikroikus tlikrot egy nyaldbosztora cserélve) a mikroszkép lézeres pasztazdsra konnyen
atalakithato [91]. A beallitas legkritikusabb Iépése a szinogramot alkoto projekciok egymashoz
illesztése. Ennek oka, hogy a forgastengely a Pechan-prizma leggondosabb beallitdsa mellett is

,kovalyog”. A hiba korrigalasara szamos kalibracios [94-97] és algoritmikus [98, 99] megoldast

javasoltak.

- pelice beam spiter Lﬁ bechan Prism 13 Galvo 4.2.3 abra: Tomografikus fluoreszcens vonalpasztizo
|3 R/T : B%/92% - - , s . r

& mirror
g El(waoa] Mikroszkop kisérleti elrendezése [100].
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A forgastengely kovalygasanak kimérésére az objektiv eldtt kicsatoltuk a pasztazod nyalab
egy részét és egy rogzitett tiilyukon keresztiil atjutd fényt detektaltuk. A tlyuk a minta konjugalt
sikjaban volt elhelyezve, ezért a detektalt jelbdl a korrekcids térkép meghatarozhatd. A méodszer
elénye, hogy valos id6ben, mindig az adott méréshez hatarozza meg a korrekcios térképet. A jel/zaj
viszony ndvelése érdekében a fluoreszcens mintaknal tipikusan lock-in technikaval tortént a
mérés. A 4.2.4 abran egy standard fluoreszcens mintar6l (Convallaria Majalis) 532 nm

gerjesztéssel felvett képeket lathatunk korrekcidval (a) és korrekcio nélkiil (b).

4.2.4 abra: Convallaria Majalis rekonstrualt képe

korrekcioval (a) és korrekcio nélkiil (b) [100].

A modszer térbeli feloldasanak meghatarozasdra a Richardson-féle targylemezen
(Richardson Test Slide: RTS) [101] a csillagmintazatot hasznaltuk. A minta egy adott sugarahoz
egy meghatarozott periddusu racs rendelhetd ezért a leképezés modulacids transzfer fliggvénye
(MTF) megmérhetd. A 4.2.5 dbra egy gyari konfokalis mikroszkoppal (Zeiss Axiovert 135M) és

az altalunk kifejlesztett tomografikus vonalpasztazé mikroszkdppal felvett képek alapjan szamolt
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MTF-eket mutatja. A kisebb sugarak (magasabb térfrekvencia) tartomanyaban a feloldoképesség
kozel 15%-o0s javulast mutat. A sziirke tartomanyokban az MTF nem értékelhetd ki pontosan, mert

ezeken a helyeken fazisugras van a mintan (4.2.8 dbra).

4.2.5 d@bra: Konfokdlis és tomografikus mikroszképok
0.18 — B
e e g | mért moduldcios transzfer fiiggvényei [90].
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4.2.3 Asztigmias LSTOM (aLSTOM)

Az LSTOM elrendezés egyik kritikus pontja a forgatas pontatlansdgabodl eredé miitermékek
megjelenése. Idedlis esetben a fokuszvonal helyzete nem véltozik a forgatéast biztositd optikai elem
lateralis elmo