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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
D(r)=YN,8(r-71) ® 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
|r; — r;| > Rayleigh-féle feloldasi kiiszdb.

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 _ s?+a?/12  8ms*p?

X N a?N4 "’

.....

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:

_ Li=Gx1y _Ij—GXxIp
T on+Gx2l; L+GxIy

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.
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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

23



dc_1765_20

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

24



dc_1765_20

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 hengerkoordinatdkban felirt transzverzalis (E.(r,z)é;),

longitudinalis (E,(r, z)€,) és azimutalis (E, (7, z)€,) térerdsség-komponensek ereddje [54] adja:

E(r,z) = E.(r,2)é, + E,(r, z)e,+Ey(r,2)éy .

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:
,(®) =P(©)-W(©) .
A szémolasok sordn tiszta, kor alaku apertirat és homogén kivilagitast feltételeztiink:

1 if 0<O®<sin™(®
0 otherwise

max) .

P(©) :{

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

bevezetett @(®) fazistolas hatasat vettiik figyelembe:
W (@) =e**®)

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.

29



dc_1765_20

=

4.1.7 abra: Fokuszok szétvalasztasa 2 um (a, b) és 10 um
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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 elmozdulasaval. Az optikaban ilyen transzlaciora invarians elem a polarizator és az el6z6
fejezetben részletesen targyalt kettdsen toré lemez. Ezért megterveztiink, optimalizaltunk és
kisérletileg teszteltiink egy modositott LSTOM elrendezést. Az asztigmatikus LSTOM-ra
(aLSTOM) keresztelt modszerben a fokuszvonalat egy kettdsen tord lemezen vald atfokuszalassal
nyert, erds asztigmiaval terhelt fokusszal hozzuk létre. A rendszert az OSLO programmal
modelleztiik. A modellezés eredményét terjedelmi korlatok miatt nem részletezem, csak a kisérleti

eredményeket targyalom. Az aLSTOM kisérleti elrendezése a 4.2.6 dbrdn lathato.

4.2.6 abra: Asztigmatikus LSTOM kisérleti elrendezése
[102].
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Az asztigmidt az O2 és O3 objektivek kozé elhelyezett kalcit lemezzel vezetjiik be. Az
ordinarius fokusz kikiiszobolésére a fényforras polarizacios sikjat a kalcit lemezzel szinkronban
forgattuk. A polarizator el6tt a nyalabot egy A/4-es retarder segitségével cirkularisan polarizaltta

alakitottuk. A forgatas soran elkeriilhetetlen intenzitasmoduléciot, illetve a lézer teljesitményének
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id6beli valtozasat egy referenciadetektorral (DET2) mértiik. Az asztigmias nyaldbot a mintara egy
NA=0,55 numerikus apertiraju objektivvel fokuszaltuk le. A projekcidk felvételéhez a mintat
piezo eltolora helyeztiik, amivel 100 um maximalis elmozdulast 5 nm-es pontossaggal lehetett
elérni mind a harom dimenzioban. A projekcidkat 90 nm-es 1épéskozzel, a szinogramot 0,9°-0S
szogelfordulassal vettilk fel. A fokuszvonal mért félértékszélessége (0,495 um) jo egyezést
mutatott a szdmolt értékkel (0,487 um). A fokuszvonal hosszmenti eloszldsa inhomogén volt

(4.2.7 abra), ezért a méréskor csak a k6zéps6 10 um-es tartomanyt hasznaltuk.

4.2.7 abra: A minta pasztazasara létrehozott
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A mért szinogramokbdl szlirt visszavetitéssel rekonstrualtuk a képeket. A rendszer
leképezésének vizsgalatdhoz az RTS-t hasznaltuk. A kvantitativ elemzéshez kiszdmoltuk a MTF-
et. A 4.2.8 abrdan az RTS minta aLSTOM-mal mért és szimulalt képei lathatok. A mért MTF
alapjan a feloldds 8%-ban elmaradt a vart elméleti értéktdl. A hiba legjelentdsebb forrasanak a
piezo eltolo hiszterézisét gondoltuk, ami a nagyobb sebességeknél 1épett fel. A hibat a pasztazasi
sebesség csokkentésével vagy a nyalabpasztazasra vald attéréssel terveztiik kikiiszobolni, erre

azonban a projekt soran mar nem keriilt sor.

c.) o7 4.2.8 dbra: Richardson csillagminta aLSTOM
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rekonstrualt (a) és szimulalt (b) képei, illetve a

kiertékelt moduldcios transzfer fiiggvények [102].
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Osszefoglalva:

o Egy vonalpasztazason alapulod, tomografikus képrekonstrukcids optikai elrendezést
dolgoztunk ki, amiben a pasztazas iranya merdleges a vonalra és a nyalab optikai tengelyére.
Megmutattuk, hogy az elrendezésnek koszonhetéen — a hagyomanyos transzmisszids
geometridkkal szemben — a latotér méretét a nyaldb diffrakcidja elvileg nem korlatozza, a
rekonstrualt kép térbeli feloldasa homogén és izotrép. Megvizsgaltuk, hogyan fiigg a rekonstrualt
képek mindsége a szinogramok felvételénél bedllitott paramétertdl. Megmutattuk, hogy

vonalpasztazas miatt az LSTOM =20%-os térbeli feloldasjavulast eredményez.

o Szakmai vezetésemmel megépitettiik és teszteltiik a javasolt LSTOM optikai rendszert
reflektiv és fluoreszcens mintdk vizsgélatara, nyalab- vagy mintapasztazas alkalmazéasaval
konfokalis izemmodban. A nyalab forgatasa soran fellépd kovalygési hiba korrekciojara egy valds
idejii mérési elrendezést javasoltunk és teszteltiink eredményesen. A rendszer térbeli feloldasat
Richardson tesztmintaval ellendriztik és a feloldasi kiiszob kornyékén =~15%-os javulast

mutattunk Ki.

o Javaslatot tettem a pasztazd nyalab tisztan eltolas-invarians optikai elemekkel
(polarizatorral és kettdsen tord lemezzel) torténd generalasara és forgatasara a kovalygasbol adodo
hibak kikiiszobolésére. Szamitdégépes szimulacioval megterveztik és optimalizaltuk a
mikroszkoprendszert, ¢és kisérletileg megmutattuk, hogy asztigmiat bevezetve a TOM
mikroszkdpban vonalpédsztazasra hasznalhaté a moddositott pontatviteli fiiggvény. A pasztazod
nyalab feélértékszelességére kisérletileg kapott 0,495 um j6 egyezést mutatott az elméleti 0,487 um
értékkel.

Relevans publikaciok: [88-91, 100, 102, 103]
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4.3 Szuperrezoluciés lokalizacios optikai mikroszkopok tervezése, technikai
megvalositasa és tesztelése

2010 és 2012 kozott ismerkedtem meg a szuperrezolucios mikroszkopiaval a Cambridge-i
Egyetemen és a Nemzeti Fizikai Laboratoriumban, ahol vezetésemmel két egyedi kialakitasu
lokalizacios mikroszkoprendszer épiilt meg. Az ujszerliséget az is mutatja, hogy tudomasunk
szerint az Egyesiilt Kiralysagban mi épitettiik az els6 dASTORM rendszereket. 2013 januarjaban
visszatértem Szegedre, ahol a lokalizdcids moddszer tovabbfejlesztését tlztem ki célul. A
dolgozatomban bemutatott ASTORM-os eredmények dontd része az altalam tervezett és épitett
mikroszkopok egyikén sziilettek. E fejezet elején bemutatom a harom rendszer fontosabb elemeit,
kiemelve a kozottiik meglévo kiilonbségeket. Fontos megemliteni, hogy a mikroszképrendszerek
megépitése idején nem léteztek kifejezetten a szuperrezoliicidos mikroszkdopiahoz tervezett elemek,
ezért az optikai komponensek, a hardverek, a vezérlé és a kiértékel6 programok 6sszehangolasa,
azok optimalizacidja fontos részét képezték a munkamnak. Mivel a tudomanyteriilet gyorsan
fejlédik és évente tobb uj technikai megoldas sziiletik és valik széles korben elérhetové, a
rendszerek ismertetésekor nem egy reprodukéalhatosdgot biztositd részletes leirds, hanem a
szuperrezolucios funkciok kiemelése volt a f6 célom. A mikroszkoprendszerek bemutatasa utan
roviden kitérek a kidolgozott lokalizacios kodra, majd végiil harom példan keresztiil bemutatom a

rendszerek alkalmazhatosagat.

Cambridge-i rendszer Londoni rendszer Szegedi rendszer

4.2.1 abra: Megépitett dASTORM rendszerek

4.3.1 A Cambridge-i Egyetemen épitett dSSTORM rendszer (CAM_STORM)

A Cambridge-i Egyetemen megépitett rendszerben egy manualis, inverz mikroszkopot
(Nikon TE-300 Eclipse) hasznaltam alapvazként. A bioldgiai mintak vizsgalatahoz sziikséges volt

a minta kivilagitasi szogének tetszdleges valtoztatdsa EPI és TIRF modok kozott. A TEMoo
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nyalabprofil eléréséhez a lézereket optikai szalba csatoltam ¢és dikroikus tiikrokkel egy kozos
tengelyre fliztem. A nyalab méretét ugy allitottam be, hogy a mintdn elérjik a dSTORM
technikdhoz sziikséges ~5kW/cm? fényteljesitményt. A szuperrezoliicios STORM képek
rogzitéséhez egy hatso kivilagitaisi EMCCD (Andor Ixon 897, 512x512, pixelméret: 16 pm)
kamerat hasznaltunk. Az alkalmazott Nikon TIRF objektiv (M=100x, NA=1,49) hats6 fokuszaba
egy f=200 mm fokusztavolsagi akromatikus lencsével fokuszaltunk. Az alkalmazott 1ézerek
kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy a mintan a gerjesztd nyaldb nagysaga 6sszemérhetd
legyen a latotérrel (~80x80 um?). E feltételek teljesitéséhez viszonylag nagy teljesitményti
(>100 mW), folytonos tizemmoda (CW) 1ézerekre van sziikség. A rendszerbe beépitett 1ézerek
listaja a 4.3.1 tablazatban olvashato.

A lokalizacids technika a gerjesztés finom beallitasat koveteli meg. Mig a vizsgalando teriilet
kivalasztasa alacsony, addig a STORM adatgyiijtés nagy gerjesztési intenzitast igényel. A
teljesitmény hangoldsat lézerenként egyedileg kellett megoldani, mert a stabil mikddtetés
érdekében a teljesitményt nem lehetett egy bizonyos kiiszob (tipikusan 30 mW) ald csokkenteni.
A rendszerbe ezért egy polarizatorbol, egy A/2 retarderbdl és egy analizatorbdl allo egységet
épitettem be. A retarder motorikus forgatadsaval az atmend fény intenzitasat a Malus-torvény adja

meg, lehetdvé téve az intenzitas reprodukalhato és tetszOleges beallitasat a 0-lmax hatarok kozott.

Gyarto Modell Hullamhossz Teljesitmény
Toptica iBeam smart 642 nm 150 mW
Oxxius SLIM 561 nm 300 mW
Cobolt DPSS 492 nm 100 mW
Mitsubishi Dioda (ML320G2-11) 405 nm 120 mW

4.3.1 tablazat: A CAM-STORM rendszerben hasznalt lézerek

A fokuszon kiviili és az autofluoreszcenciabol szarmazo fluoreszcens hattér a minta idealis
kivilagitasaval csokkenthetd. A minta gerjesztését biztositd optikai elrendezés sematikus képe a
4.3.2 abrdan lathatd. A rendszerben alkalmazott 1ézereket térszlirés (optikai szalas csatolas) és
nyalabtagitas utan dikroikus tiikrokkel egy kozos optikai tengelyre fliztem fel. A tubuslencse a
beérkezd nyalabot az objektiv hatso fokuszsikjaba fokuszalja, igy a mintat egy kollimalt nyalabbal
vilagitjuk ki. A kivilagitott feliillet nagysagat (Dgerjeszies) a beérkezé nyalab mérete (Diaser) €s a
lencsék fokusztavolsaga hatdrozza meg: Dgerjeszies=TolftxDiaser, @ahol fo az objektiv, f; a tubuslencse

fokusztavolsadga. EPI kivilagitas esetén a tubuslencse az optikai tengelyre fokuszal és a mintat
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merdlegesen, egész térfogataban gerjesztjiik (4.3.2 dbrdn a kék folytonos sugarak). A kivilagitas
szogének valtoztatdsahoz a tubuslencse eliilsé fokuszaba elhelyeztem egy tiikrot (TIRF tiikor).
Lathato, hogy a tiikor és a minta sikjai egymas konjugalt sikjai, a tiikkor o szoggel valo elforditasa
a mintan a nyalabot 2Ma sz6ggel donti meg, ahol a nagyitas értéke M= fi/fo. Kelléen nagy
numerikus apertirdji objektivet alkalmazva elérhetjiik, hogy a feddlemez/minta feliileten a beesési
szO0g meghaladja a teljes visszaverddéshez sziikséges kritikus szoget. Ezért a rendszerben egy

Nikon TIRF objektivet (CFI Apo) hasznaltunk, aminek a numerikus apertaraja NA=1,49 volt.

Mikroszkép Tubuslencse 43.2dbra: A minta a
fekti ()
"b’{;st'v tubuslencse  eliilsé  fokusz-
Objektiv t o
s Hitss L o sikjaba  helyezett  (TIRF)
fokuszsikja PP S L LEELERE —
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4.3.2 A Nemgzeti Fizikai Laboratoriumban épitett STORM rendszer (NPL_STORM)

A Nemzeti Fizikai Laboratériumban (NPL) felépitett dASTORM lokalizaciés mikroszkdp
vazlatos felépitését a 4.3.3 dbra mutatja. A mikroszkoprendszerbe harom keskenysavi és egy
szuperkontinuum lézert csatoltam be (4.3.2 tdbldazat). A 4 W teljesitményli szuperkontinuum (SC)
lézer szélessavi nyaldbjabol a kisérletekhez alkalmazott hulldmhosszakat egy, a lathato
tartoméanyban (420-650 nm) miik6do, nyolccsatornas AOTF sziird segitségével valasztottuk le. Az
egyes csatornak savszélessége 2-5nm volt. Az AOTF-ben fellépd interferenciak miatt tobb,
egymashoz kozeli csatorna egyiittes alkalmazasa tovabbi spektralis sziirést igényelt. Mivel az SC-
1ézer spektralis teljesitménye egy adott hulldmhosszu, keskenysava lézerhez képest nagyon

alacsony, még a nyolc, egymashoz nagyon kozeli AOTF csatorna megnyitdsa sem biztositotta a
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kell6 fényteljesitményt dASTORM képek felvételéhez. Ezért az SC-1ézert elsdsorban kalibralasra
¢s hagyomanyos fluoreszcens képek felvételére hasznaltuk. Az SC-lézert egy polarizacios

nyalaboszto kockaval fliztem fel a tobbi 1ézernyalébra.

Gyarto Modell Hullimhossz Teljesitmény
Toptica iBeam smart 642 nm 150 mW
Coherent Sapphire 488 LP 488 nm 150 mW
Mitsubishi dioda (ML320G2-11) 405 nm 120 mW
Fianium SC400-4 420-2000 nm 4W, 1-2 mW/AOTF

FemtoPower1060 csatorna (400-650 nm)

4.3.2 tablazat: Az NPL-STORM rendszerben hasznalt lézerek

A minta kivilagitdsdnak szogét a CAM-STORM rendszerben alkalmazott elrendezéssel
valositottam meg, de ebben a rendszerben a tiikor forgatdsat motorizaltam. A motorizacidnak
kettds oka volt: egyrészt gyors és reprodukalhatd moédon lehetett az egyes kivilagitasi modok
kozott valtani, masrészt 1ézerbiztonsagi okokbol a rendszernek zartnak kellett lennie. Tovabbi
biztonsagi elem volt a mintatartora tervezett magneses kapcsoloval ellatott fedél, amely nyitasa
esetén lekapcsolta a lézert. A rendszert ugy kellett megtervezni, hogy bioldgus kollégak is
biztonsdggal hasznalhassdk ©ndalléan. A rendszerhez hasznalati utasitds ¢és kockazatkezelési
utmutatd késziilt. A rendszer mechanikai stabilitdsat nagymértékben tudtuk ndvelni a mintatartd

s

hémérsekletvaltozas) volt.

4.3.3 dbra: A Nemzeti Fizikai
Laboratoriumban (NPL)
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4.3.3 A Szegedi Tudomanyegyetemen épitett ASTORM rendszer (SZTE_STORM)

2013-ban visszatértem Szegedre, az Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékre, ahol
nekialltam egy ,,sajat” dSTORM rendszer megtervezésének. A célom az volt, hogy az angliai
rendszerek épitése soran Osszegylijtott tapasztalatok alapjan egy tokéletesebb, stabilabb ¢€s
univerzalisabb rendszert épitsek. Munkdmat a Nemzeti Agykutatasi Program, az MTA Bolyai
Janos Kutatasi Osztondija, az EU Marie Curie ,,hazatéré”, illetve a GINOP Multimodalis Optikai
Nanoszkopia palyazata timogatta.

A szegedi rendszer alapja egy Nikon Eclipse TiE vaz. A gyari EP/TIRF kivilagito egység
helyett sajat rendszert épitettiink. Az NPL_STORM rendszerhez képest itt a TIRF tiikor ¢lé, az
objektiv hatso fokuszanak konjugalt sikjaba beépitettem egy HILO kivilagitast biztosito tiikkrot. E
tilkor segitségével a gerjesztd nyalab a mintan 6nmagaval parhuzamosan eltolhato, igy elérhetd a
biologiai mintak gerjesztéséhez elényds HILO kivilagitas [104]. A nyalab délésének (EPI-TIRF
beallitas) és eltolasanak (HILO) fiiggetlenitése miatt a rendszerben Gimbal tipusu tiikroket
hasznaltam, amelyek a nyalab eltoldsa nélkiill képesek donteni a fazisfrontot. A gyors és
reprodukalhat6 valtasokhoz a TIRF tiikor mindkét tengelyét motorizalt eltolora helyeztem. Ennek
segitségével a minta tetszdleges 27 térszogbdl gerjeszthetdveé valt.

A mikroszkép 647 nm, 561 nm, 488 nm és 405 nm gerjesztési hulldmhosszal miikodik
(4.3.3 tablazat). A 1ézerek teljesitményét a Nikon négycsatornas lézeregységében 1év6 AOTF
segitségével tudjuk finoman hangolni. Az 561 nm ¢€s a 405 nm lézereket kiilon optikai szalas
csatolas utan vezetjiik a 1ézeregységbe. Alkalmazastol fiiggden 450 nm-es és 532 nm-es 1ézerek is

becsatolhatok a mikroszkopba.

Gyarto Modell Hullamhossz Teljesitmény
MPBC VFL-P-300-647_B1 647 nm 300 mw
Cobolt Jive 561 nm 300 mW
Coherent Sapphire 488 nm 200 mW
Nitcia NDHV310APC 405 nm 60 mW

4.3.3 tablazat: Az SZTE-STORM rendszerben hasznalt lézerek
A mintat mérés kdzben a Nikon gyari perfect focus rendszere (PFS) tartja fokuszban. A

mechanikai stabilitds novelésére az egész mikroszkdprendszert bedobozoltuk, csokkentve ezzel a

légaramlas miatt fellépd elmozdulast. A STORM-os képek felvételéhez sziikséges hosszi mérési
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id6 (>3 perc) miatt Allan Variance modszerrel vizsgaltuk a rendszer iddbeli stabilitasat. A
méréshez fed6lemezen fixalt fluoreszcens mikrogdmboket hasznaltunk és rovid expozicios idovel
(t=5 ms), hossza (40 000 képkocka) felvételeket rogzitettiink. A kiértékelés soran az egymast
kovetd képkockakat n= 2, 4, 8 stb. integracios szamu csoportokba rendezve imitaltuk a 10 ms,
20 ms, 40 ms stb. expozicids idOkkel rogzitett felvételeket. Példaul N képkockat tartalmazo
felvétel és n integracios szam esetén Nz expoziciods ideju felvételeket tudunk generdlni, mikozben
a képkockak szama N/n-re csokken (4.3.4 A dbra). Meghatarozva a mikrogdmbdok pozicidjat az
egyes képkockakon kiszamolhatjuk a szomszédos kockak kozotti eltérést. Az igy kiszamolt, adott
N integracios szamhoz tartozd N/n elmozdulas-értékkel jellemezhetjikk az nz expozicidés id6hoz
tartozé lokalizacios pontossagot (4.3.4 B dbra). Egy stabil mérérendszer esetén az expozicids id6
novelésével a lokalizacios pontossdg minden hatdron tali javuldsat varjuk. Ezzel szemben a
tapasztalat azt mutatja, hogy létezik egy optimalis expozicids 1d6 (integralasi szam), ami felett a
valik. A kisérleteket 6t kilonboz6 fixalasi protokollal (poli-L-lizin; glicerin, metanol,
paraformaldehid, glutaraldehid) végeztiik el és minimalis eltéréssel mindig 400 ms expozicids
idovel kaptuk a legprecizebb lokalizaciot. A fixalasi protokolloktol valo fiiggetlenség azt jelenti,
hogy a mikrogombok azonos jelleggel kotddnek a felillethez mind a négy esetben. Annak
megallapitasara, hogy az idébeli instabilitast a minta (mikrogdmbok mozognak a feliileten) vagy
maga a mikroszkdprendszer vezeti be, megismételtiik a kisérletet egy olyan tesztmintaval,
amelyen egy vékony fémrétegben diffrakcios kiiszobnél kisebb méretii tiilyukak voltak. llyenkor
a minta sajat mozgasatol eltekinthetiink, instabilitast csak a rendszer vezethet be. Az eredmények
azt mutattak, hogy az optimalis expozicids 1d6 600 ms-ra novekedett. Feltételezésiink szerint az
instabilitas legfobb forrasa a motorizalt targyasztal és a PFS, ezért a STORM mérések
protokolljdba bevezettiink egy extra (1-2 perc) varakozasi idét a ROI kijeldlése és a tényleges
adatgytijtés kozott. Ez az idétartam elegendd ahhoz, hogy a szoros mechanikai kapcsolatban 1évd
asztal/minta/objektiv rendszer termalisan stabilizalodjon. Az Allan Variance mddszerre alapuld
stabilitasmérést egy igen hasznos €s praktikus eszkoznek véljiik az optimalis STORM paraméterek
meghatarozasahoz, ezért felhasznalobarat GUI feliiletet szerkesztettiink az altalunk AVAR-nak
nevezett Matlab kodhoz, és egy részletes leirdssal egyiitt szabadon letolthetévé tettilk a

kutatocsoport honlapjan [http://titan.physx.u-szeged.hu/~adoptim/].
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4.3.4 dbra: Allan Variance
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A mikroszkoprendszer a STORM modalitason tal képes konfokalis, DIC, faziskontraszt,
FLIM, FCS és anizotropids mérések elvégzésére. E modalitasok részletezése nem targya
dolgozatomnak, de sziikséges 6ket megemliteni, mert e modalitdsok egyiittes alkalmazasa az egyik

fontos tavlati célunk.

4.3.4 RainSTORM

2018-ban megrendezésre keriilt egy dnkéntes jelentkezésen alapuld verseny, amely sordn a
lokalizacios szoftverek teljesitményét lehetett fel- és Gsszemérni [105]. A versenybe harminc
programot neveztek be, ami jol mutatja a kutatasi teriilet dinamikus fejléddését és azt, hogy egyeldre
nincs a szakteriileten bevett, széles korben elfogadott lokalizacios kod. Ennek elsédleges oka, hogy
a felhasznalok egy dinamikus, az egyedi igényeket is figyelembe vevd szoftvert szeretnek
haszndlni. Ez legtobbszor oda vezet, hogy a kutatocsoportok sajat fejlesztésbe kezdenek €s maguk
irjdk meg egyedi lokalizacios kodjukat. 2009-ben még nem 4llt rendelkezésre ennyi kod,
szamunkra nem volt valasztasi lehetdség, csak egy sajat fejlesztésli algoritmus megirdsa johetett
szoba. A RainSTORM-nak nevezett program az elmult tiz évben tobbszor is meghjult és jelenleg
a 3.1.7 verziot hasznaljuk. (A RainNSTORM-ban a ,,rain” nem rovidités, a névvalasztasnal a Cam
folyon a szemerkéld esOcseppek ihlették meg Eric Rees kollégamat.) Az egyes verziok a
kutatocsoport honlapjardl letdltheték és szabadon hasznalhatok. A felhasznalokat hasznalati

utasitas segiti.
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A RainSTORM egy Matlab-ben irt lokalizacios kod, amely képkockanként értékeli ki a
felvételeket és egy szlirési 1épés utan Gauss-fliggvényt illeszt az egyedi molekuldk képeként
azonositott felvillanasokra [106]. A végsé kép mindségét alapvetden befolyasoljak a beallitott
sziirési paraméterek. A két legfontosabb paraméter a felvillanas intenzitdsa (fotonszam) és
félértékszeélessége. A programban mas paraméterekkel egyiitt ezek is szabadon valaszthatok. A
képmindség ellendrzésére leggyakrabban hasznalt kiértékeld hisztogramokat megad6 ablakot a
4.3.5 abra mutatja. Az elso, (a) részabran a sziirke szin az 6sszes, a voros a sziirési feltételeknek
eleget tevo felvillanasok intenzitasainak hisztogramjat mutatja. A (b) részabran az illesztett 2D
Osszes, mig a kék/voros szinli oszlopok a sziirési feltételeknek eleget tevo lokalizacidkat mutatja.
Jol latszik, hogy a maximum az optimalis 1-es pixelértéknél talalhatd. A két irany azonos jellege
bizonyitja, hogy ennél a mérésnél nem volt asztigmiaval terhelt a rendszer. A (C) részabra az
elfogadott (kék) és kisziirt (voros) lokalizaciok szamat mutatja. A 10 000 képkocka felvétele soran
az elfogadott lokalizaciok szama 45-rdl viszonylag gyorsan (1000 képkocka felvétele utan) 20-ra
csokkent, ezért itt bekapcsoltuk a 405 nm-es 1ézert, hogy reaktivaljuk a kordbban inaktiv allapotba
(OFF-state) hozott festékmolekulakat. Az elfogadott lokalizaciok monoton csokkenésének oka a
minta gyenge bleachel6dése lehetett, ami gyakori jelenség dSTORM-os képek felvételekor. A
kisziirt lokalizaciok szdma lényegesen nem valtozott a mérés ideje alatt, ami arra utal, hogy a
felvillant molekuldk detektalt képe iddben allandd volt, a pufferfolyadék a mérés sordn végig
egyenletesen miikodott. A (d) abra a Thompson-képlettel szamolt lokalizaciés pontossagot
mutatja. A végsé kép rekonstrukcidjaban ebben az esetben csak az 50 nm-nél pontosabb
lokalizaciok vettek részt. Lathatd, hogy a hisztogramok segitségével optimalizalhatok a
képfelvétel paraméterei és kovetkeztetni lehet az esetleges hibaforrasokra, ezért ezek nagyon

hasznos szerepet jatszanak a dSTORM mérések soran.
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; 4.3.5 dbra: A RainSTORM
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A RainSTORM szamos beépitett funkcioval rendelkezik. Tobbek kozott képes tobbszini
fluoreszcens mikrogdmbokkel kalibralni a rendszer lateralis kromatikus hibajat, klaszteranalizalni
a végso szuperrezolucios képeket, batch f4jl segitségével rekonstrudlni tetszéleges szamu adatfajlt,
lokalizaciok segitségével. Terjedelmi korlatok miatt ebben a dolgozatban az autodrift korrekciot
kivanom csak részletesebben targyalni, mert ez az egyik leggyakrabban hasznalt funkcio. Az
autodrift algoritmus beépitésének f6 motivacidja, hogy az esetek jelentds részében fluoreszcens
markert nem tudunk hasznalni, csak a felvett dSTORM nyers képsorozatot tudjuk a laterdlis drift

kikiiszobolésére felhasznalni. Az algoritmus a kovetkezd négy 1épést végzi el:

(i) Az N db képbdl allo képsort 2001 képbdl allo csoportokra bontjuk, melyek kozott 1000
kép atfedés van. fgy K=N/1000-1 db, 2001 képbél 4116 csoportot hozunk létre. Mivel a
STORM képek felvétele soran a tipikus expozicios idé 30 ms, minden egyes csoport
7=6 s hosszu felvételi id6ablakot jelent. Feltételezziik, hogy e rovid iddszak alatt a drift
egy Vdrift vektorral jellemezhetd.

(i) Az elfogadott lokalizaciokat minden csoportban a lokalizaciés pontossaguk alapjan
sorrendbe rakjuk és 1000 lokalizacionként alcsoportokat hozunk létre. Igy az els6
alcsoport tartalmazza az adott csoportban az 1000 legpontosabb lokalizaciot. Ezutan
egy parkeresd algoritmus lokalizécios parokat keres alcsoporton beliil és kiilonb6zd
alcsoportokban 1évé lokalizaciok kozott. A parkeresd algoritmus iddébeli és térbeli

atfedést keres. Az egymast kovetd képkockakon a til kicsi vagy nagy lateralis eltérésii
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(iii)

(iv)

lokalizaciokat azonos, illetve kiilonb6zd festékmolekulaként azonosit, és nem jel6li ki
parnak. Mivel a parkereso algoritmus az alcsoportokat sorrendben értékeli ki, a legjobb
lokalizaciok nagyobb valdszintiséggel kertlilnek be a megtalalt parok kézé. Az 500 000
par megtalalasa utan az algoritmus egy Gauss-eloszlas illesztésével kiszdmolja a Varit

vektort a

2
_(di—varifeT)
yo

L

fiiggvényre, ahol di=(Xi1-Xi2) ex+(Yi1-Yi2) €y az i-edik par lokalizaciés koordinatai altal
meghatdrozott tavolsdgvektor. Azonos médon mindegyik csoportban kiszamitjuk a
Vigrire (i=1..K) vektort.

Feltételezziik, hogy ugrasszerli elmozduldsok nem torténnek a mérések soran, ezért a
k-adik és k+1-dik csoportot jellemzé VKuritt és VK*lgrire vektorok amplitidéit és
orientaciodit linedris interpolacidval kotjiik dssze és szamoljuk ki minden egyes eredeti
képkockara a lateralis elmozdulast. A RainSTORM ezt abrazolja. A 4.3.6 (a) dbra egy
tipikus elmozdulastérképet mutat. Jol latszik, hogy a mérés folyaman a perfect focus
rendszer Otszor kapcsolt be, €és a drift irdnya mind az 6tszor hirtelen megvaltozott.
Erdemes megemliteni, hogy adott mérésnél a teljes palya egy 0,3x1pixel? teriileten
beliil marad, azaz egy hagyomanyos képfelvétel soran ekkora elmozdulas nem okoz

miiterméket a végso képen.

4.3.6 dbra: Egy 40 000

Numper of Frames: 40000

a. képkocka  hosszusagu
5 felvetel soran mért drift
h (a) Szarkomer szerkezet
dSTORM képe

korrekcio nélkiil (b) és

Total drift: 0.21683 [pixed]

a korrekcioval (c)

1.2 =1 0.8 0.6 0.4 0.2 (1]
Total drift: -1.0053 [pixel]

A szamolt elmozdulassal képkockanként korrigaljuk az eredeti képet. A 4.3.6 b és

C abra a korrekcid eldtt és utdn mutatja a rekonstrualt szuperrezolucios képet.
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A dolgozatban bemutatott AISTORM szuperrezoltcios képeket a RainNSTORM programmal
rekonstrualtuk. A RainSTORM-ot szamos mas kutatocsoport is sikerrel hasznalja [107-111].
Alkalmazhatdsagat az is bizonyitja, hogy a fejezet elején emlitett versenyben a ,,2D nagy festési

stirliségli” kategoriaban a hetedik helyet érte el [105].

4.3.5 Példak a megépitett STORM szuperrezolicios rendszerek alkalmazasara

A rendszer folyamatos fejlesztése mellett méréseket is végziink orvosi és bioldgiai
kutatocsoportokkal egyiittmiikodve. Szoveti metszetekrdl (agy, gerincveld stb.), sejtkultirakrol,
preparalt mintakrol felvett <20 nm térbeli feloldasu képekkel kovetjiik nyomon és igyeksziink
megmagyarazni a molekularis szinten lejatszodd biokémiai folyamatokat. A kutatasok soran
klaszterizalodasat és sejtvazak szerkezetét vizsgaljuk. A kovetkezd részben reprezentativ példakon
keresztiil szeretném bizonyitani a megépitett STORM szuperrezolucios rendszerek eldnyeit és
alkalmazhatdsagat. A felsorolt példdkban nem a biologia szempontjabol relevans konklizidk
jelentik a dolgozatomban megfogalmazott tézispontok 1ényegét, ezt a kooperalo kutatocsoportokra
hagyom. Ki kell azonban emelnem, hogy a szuperrezolucios dSTORM rendszerek alkalmazasa

nélkiil az 6 eredményeik sem fogalmazodhattak volna meg.

o APBi40, APi4 fehérjék internalizaciéjanak és intracellularis aggregacidjanak

Kimutatasa

Az AB1-40 €s AP1-42 az amiloid prekurzor fehérje (APP) enzimatikus hasitasakor keletkez6
40, illetve 42 aminosav hosszusagu fehérjék. E fehérjék koros feltekeredése €s aggregacidja a
feltételezések szerint kdzponti szerepet jatszik az Alzheimer-kor kialakuldsdban. Az Afi1-42
vizsgalata kiilondsen fontos, mert a hasadaskor sokkal gyakrabban 1étrejovo APi-40 fehérjénél
jelentdsen nagyobb az aggregicidés hajlama (és ezért toxicitdsa). Az extracellularis térben
felhalmoz6do AP1-42-bol allo plakkok az Alzheimer-kor jellegzetes velejaroi. A plakkok tipikusan
az extracellularis tartomanyban halmozddnak fel, de egyes feltételezések szerint endocitdzissal az
intracellularis térbe is visszakeriilhetnek. Mivel az aggregacio kezdeti szakaszaban kialakuld
oligomerek, illetve maguk a vezikuldk is a diffrakciéo alatti mérettartomdnyba esnek,
szuperrezoliicios ASTORM mikroszkopiaval vizsgaltuk meg ideg- (SH-SY5Y) és HelLa sejtekben

az internalizaci6 folyamatat. Az eredmények azt mutattak, hogy a folyamat azonos modon zajlott
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le a két sejttipusban. A sejtkulturahoz adott, direkt modon és antitestekkel jelolt AB1-40 €s AP142
fehérjék endocitdzissal bekeriiltek a sejtekbe, ahol AB1-40 esetén kisebb, mig APB1-42 esetén nagyobb
aggregatumok voltak megfigyelhetOk. Az intracellularis kérnyezetben kialakuld fibrillumok
jellege megegyezett az in vitro kornyezetben aggregalddott fibrillumokéval. A STORM
mikroszkopos felvételek lehetdséget adtak az egyes fibrillumok statisztikus kiértékelésére is.
Ennek alapjan az intracellularis fibrillumok 300-1900 nm hosszuak és tipikusan (>90%)
egyenesek voltak, mig a maradék 10% hajlasszoge a 135-165° tartomanyba esett. A rekonstrukcio
soran <20 nm lokalizacids pontossagot értiink el, és a STORM képeken 40-50 nm szélesnek
talaltuk a fibrillumokat. Az alkalmazott antitestek tipikus méretének ismeretében (~10 nm) a
fibrillumok méretét 20-30 nm-re becstiltiik. A sejtes kornyezetben tipikusan TIRF kivilagitast
alkalmaztunk. A 4.3.7 dabrdn extra- és intracellularis AB1-42 fibrillumokat lathatunk hagyomanyos
és szuperrezoluciés felbontdsban. Kimutattuk, hogy az egyes fibrillumok idével nagyobb
aggregatumokka és kotegekké allnak dssze. Itt érdemes megemliteni, hogy az AP fibrillumokat a

vilagon elséként vizsgaltuk dSTORM szuperrezolucids mirkroszkoppal.

4.3.7 dbra: Apis fibrillumok
hagyomanyos fluoreszcens (4, C)
és dSTORM képe (B, D), in-vitro
(A, B) és sejten beliil (C, D)
[112].
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o FEndocitozis sordan kialakulo vezikulak vizsgadlata

A klatrin medialt endocitdzis soran kialakuld vezikulak mérete a diffrakcios hatar alatt van,
ezért optikai mikroszkopokkal nem feloldhatok. A dASTORM szuperrezolucios modszer alkalmas
a folyamat kovetésére és a TIRF kivilagitas kiilonosen alkalmas a sejtfal kozelében 1évo vezikulak
kimutatdsara. A minta el6készitése soran fontos volt, hogy az EGF-Alexa Fluor 647 jeloléssel valo
30 perces inkubaci6 jégen torténjen, hogy ezzel nagymértékben lassitsuk a vezikulak
internalizaciojat. Ellenkez0 esetben a vezikuldk mélyebbre jutottak a sejtben és méretiik is
nagyobb volt. A 4.3.8 dbra a fenti protokollal festett HeLa sejtekben mutatja a kialakul6 vezikulak
hagyomanyos fluoreszcens (A) és dSTORM (B) képét. A kiértékelés azt mutatta, hogy az 50-
100 nm atmérdju vezikuldk elészeretettel rendezédnek 3-5-0s csoportokba. Meg kell emliteni,
hogy a dSTORM szuperrezoluciés képen lathatd, az egyes vezikuldkat Osszekotd hidak

miitermékek, melyek eredetére a 4.4.4 fejezetben részletesen kitérek.

4.3.8 abra: Klatrin medialt
endocitozis soran kialakulo
vezikulak hagyomanyos
fluoreszcens (a) és dSTORM
(b) képei.

o Lokalizalt feliileti plazmonok kimutatdsa

A bioldgiai mintak vizsgalatan tal a dSTORM mikroszkopia potencidlis lehetdséget nyujt
feliilett plazmonok szuperrezolucids feltérképezésére. A fluoreszcens festék megfeleld
megvalasztdsaval mind a gerjesztési, mind az emisszids hulldimhosszakon csatolds johet létre a
lokalis elektromagneses térrel, ami az adott geometriai paraméterektdl fiiggden fluoreszcencia
erdsités vagy kioltas (quenching) formajaban jelenik meg. 2011-ben Cambridge-ben kezdtiik el
azt a projektet, amelynek célja a strukturalt vékony fémréteggel bevont feliiletek kozelében 1évo
fluoreszcens molekuldk vizsgélata volt. A biologidban FISH (fluorescence in situ hybridization)
néven ismert modszer [113] kitlinben alkalmas a feliilet és a festékmolekula tavolsaganak

finomhangolasara. E jelolés soran az egyik szal végére egy tiol csoportot kapcsolnak, ami
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biztositja az aranyfeliilethez valo kikotddést. A kettds szal masik oligdjdhoz festékmolekulat
kotottiink egy elére megtervezett helyen. Mivel a kettds szala DNS-ben (dsDNS) egy bazispar
hossza jol meghatarozott (~ 0,3 nm), az oligbkban a nukleinsav sorrendjével pontosan lehet
hangolni a festék-tiol csoport tavolsdgat. Ha a dsDNS merdlegesen all a feliiletre, akkor ez a
tavolsag megegyezik a feliilet-festékmolekula tavolsagaval (4.3.9a dbra). A kisérletek soran négy
eltérd hosszsagu oligdt hasznaltunk (7, 14, 27 és 53 bazispar) és az aranyfeliilettél mért tdvolsag
fliggvényében a lokalizaciok szama és a felvillanasok atlagos intenzitasa a 4.3.9b dbrdn lathato.
Minden jelolésnél 4200 képkocka hosszusagu felvételeket készitettiink és a 20 nm-nél pontosabb
lokalizaciot ado felvillandsokat hasznaltuk a statisztikai kiértékeléseknél. A kisérletek azt
mutatjak, hogy a lokalizaciok szama drasztikusan csokken a tavolsag fiiggvényében, mig a
felvillanasok intenzitdsa csak lassan valtozik. A kezdeti hipotézisiink szerint kis tavolsag esetén
az arany kioltja a festékmolekulat, ezért a detektalt fluoreszcens molekuldk szdma alacsony. A
tavolsag novelésével a kioltas hatdsa csokken, optimalis tavolsadgban a fluoreszcencia-erdsités
domindl. A tavolsag tovabbi novelésével a feliileti hatasok elhanyagolhatova véalnak. A detektalt
lokalizaciok intenzitasdnak meghatdrozasa utdn azonban a tavolsdg novelésével enyhe
intenzitascsokkenést tudtunk kimutatni (4.3.9b dbra). Feltevésiink szerint ez a dsDNS szalak
elhajlasanak (4.3.9.a dbra) koszonhetd, amikor a szal végén elhelyezkedd festékmolekula
kozelebb keriil az arany hordozohoz. Az elhajlds okozta hiba a rovidebb szdlakndl kisebb

problémat okoz.

_ 4.3.9 dbra: Aranyfeliilethez
Distance [nm]
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Arannyal bevont klarite (piramis) struktirdk szuperrezolicios vizsgalatdra a FISH jelolést
alkalmaztuk. Cy5 és Hilyte 647 festékeket hasznaltunk 642 nm gerjesztési hullimhossz és 20 ms
expoziciés id6 mellett (CAM-STORM rendszer). A mintat LabTech tartoba, az ,,aktiv” feliilettel
lefelé¢ helyeztiikk el és a pufferfolyadékba nem tettiink MEA-t. Ez utdbbival szerettiik volna
elkeriilni azt, hogy a MEA tiol csoportja levalassza a szintén tiol csoporttal kot6do oligot az arany

feliiletérdl. A jelolést ugy probaltuk optimalizalni, hogy az aranyhoz kotddo oligok telitddésbe
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crer

stiriséget tudtuk bedllitani. A hagyomanyos ¢s STORM képek Osszehasonlitdsa (4.3.10 a és
b dbra) j61 mutatja a szuperrezolucidos képek részletgazdagsagat. A képek kiértékelése soran
levontuk a statikus fluoreszcens hatteret, tovabba kihasznalva a mintazatok periodikus jellegét 60
klarit STORM képet atlagoltunk 6ssze (4.3.10 ¢ dbra). A végso, kiatlagolt képen jol latszanak az
aktiv teriiletek (az ¢€lek €s a cstcs). Itt érdemes megemliteni, hogy az els6k kozott javasoltuk a
minta periodikus jellegének kihasznaldsat a dASTORM szuperrezolucidos képek mindségének
javitasara. Ez a modszer a biologiai mintak leképezése soran valik fontossa, mert lehetové teszi a

mérési 1d6 csOkkentését.

4.3.10 dbra: FISH
modszerrel  jelolt  klarit-
struktira hagyomanyos
fluoreszcens (a), dASTORM (a,
b) és az egyedi dSTORM
felvételek atlagolt képei [114].

—_—

Emission strength

Osszefoglalva:

o Az Egyesiilt Kirdlysagban (Cambridge, NPL) és Magyarorszagon (Szeged) elséként
épitettem dSTORM szuperrezolticios mikroszkoprendszereket, melyeket alkalmassa tettem EPI-
HILO-TIRF kivilagitasra/gerjesztésre, 3D ¢és tobbszini dSTORM felvételek készitésére.
Optimalizaltam ¢és teszteltem a mikroszkopokat, és szamos alkalmazason keresztiil kisérletileg
megmutattam, hogy a térbeli feloldas 20 nm ala csokkenthetd. Az Allan Variance modszerrel
meghatdroztam a mikroszkop stabilitasat és kiilonvalasztottam a minta és a rendszer altal
bevezetett hibakat. A stabilitasi vizsgalatok megmutattak, hogy a rendszerhez kotheté optimalis
400-600 ms-os integralasi id6 egy nagysagrenddel hosszabb, mint a dSTORM technikaban

tipikusan alkalmazott expozicids idok.

. Elséként alkalmaztuk a dSTORM szuperrezolicidos modszert AP és lizozim

crer

hogy az APi-40 és APi42 fehérjék endocitdzissal be- illetve visszakeriilhetnek a sejtekbe, ahol

aggregalodnak. A mérések alatamasztottak, hogy az APi-42 konnyebben formal fibrillumokat,
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melyek hosszat 300-1900 nm-nek talaltuk.

o FISH modszerrel jelolt 3D klaritstruktiran 642 nm gerjesztés hatasara kialakuld lokalis
elektromégneses teret térképeztem fel kisérletileg. A dSTORM szuperrezolucios képek a
Klaritstruktara csucsaban és az éleknél adtak a maximalis intenzitast. Kisérletileg megmutattam,
hogy a feliilettdl tavolodva a felvillandsok szama drasztikusan csdkken, mikdzben intenzitasuk
csak lassan valtozik. A struktira periodicitasat kihasznalva az egyes képek atlagolasaval javitani

tudtam a képmindséget a mérési id6 csokkentése mellett.

o Az els6k kozott egy szabadon hozzaférhet6 lokalizacios kodot (RainSTORM)
fejlesztettink ki a felvett dSTORM adatok feldolgozasara, a szuperrezolicios képek
vizualizacidjara ¢és kvantitativ elemzésére. A RainNSTORM egy folyamatos fejlesztés alatt allo,
szamos egyedi beépitett funkcioval rendelkez6 Matlab kod. Tobbek kozott képes tobbszini
fluoreszcens mikrogdmbokkel kalibralni a rendszer lateralis kromatikus hibajat, klaszteranalizalni
a végsO szuperrezolucios képeket, markerek hasznalata nélkiil 2D-ben korrigélni a mérés soran
fellépd lateralis driftet ¢és trajektoria-fitteléssel Osszekotni az egymast kovetd képkockakon
ugyanazon molekuldhoz tartozo felvillanasokat. A program a kiszlrt lokalizaciokbol is képes
képet alkotni, segitve ezzel a lehetséges mitermékek okainak meghatarozasat. A program
segitségével alatamasztottuk azt a feltételezést, hogy a dSTORM technikdban a vezikuldk
leképezésénél gyakran megjelend, a vezikuldkat 6sszekotd hidak miitermékek, a vezikuldk a

valdsagban nincsenek 0sszekotve.

Relevans publikaciok: [104, 112, 114-118]

4.4 Leképezési hibak a lokalizacios optikai szuperrezolicios mikroszkopiaban:
kovetkezmények és lehetséges kompenzaciok

A lokalizacios mikroszkopidban generalt képek egy Osszetett rekonstrukcids folyamat
eredményeként jonnek létre, amely adatgytijtési, képfeldolgozasi és megjelenitési épésekbdl all.
A végsO kép szamos miiterméket tartalmazhat, melyek kisziirése elengedhetetleniil fontos az
eredmények helyes értelmezéséhez. Miterméket a mikroszkoprendszer mindharom eleme, a
minta, az optikai rendszer és az alkalmazott algoritmusok is bevezethetnek. Ebben a fejezetben a
mitermékek okait, tulajdonsdgait, a végsd képre gyakorolt hatisait és a lehetséges

kikiiszobolésiikkel kapcsolatos eredményeimet foglalom Ossze.
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441 TestSTORM

A mikroszkoprendszer tobb, a mintat, az optikai rendszert és a mintavételezést
szamszerisithetd paraméterrel jellemezhetd. A paramétertér finomhangolasa kisérletileg nehezen
megvalosithatd, illetve nagyon koltséges eljards. Az optimalis paraméterek és az egyes
mitermékek paraméterfliggésének vizsgdlatdhoz egy szimulacids programot, a TestSTORM-ot
fejlesztettiink ki [119, 120]. A TestSTORM képes a lokalizacios mddszerben szerepet jatszo
paraméterek tetszoleges megvalasztasa mellett képsorozatot felvenni. A festékmolekuldk pontos
helyének ismeretében (ground truth model) meghatdrozhatjuk a rekonstrukcio soran fellépd
hibakat, azok forrasat, jellegét, és javaslatot tehetiink kikiiszobolésiikre. Erdemes megemliteni,
hogy nagyon kevés (<5) szabadon elérhetd, a TestSTORM-hoz hasonld generaloprogram 1étezik,
a kutatocsoportok legtobbszor a sajat specialis eseteik szimulalasara irt kodokat hasznalnak. A

TestSTORM-ban egy felhasznalobarat GUI feliileten lehet a paramétereket beallitani.

4.4.1 abra: A TestSTORM

TestSTORM: test sample generator program for localization microscopy

Type of Measurement Patterns Dye Parameters Acquisition Parameters GUI jfeh;ilete a minta és a
[7] Polarization sensitive axons |7 @® Dye 1 Dye 2 Frame size (px) 64
0 vesicles U
Two-Color : . . , . .
Sekcldye  [sexa Florss7 || Nomberoffomess | 3000 leképezés  paramétereinek
Crosstalk 0,0
O Emission WL (nm); 885 Frame rate (1/s) 20
Astigmatic 3D v = I IOV
Char. ON time (s): 0.05 Exp. fime (s): 0.05 beallltasahoz [120] .
Cylindrical . f (m). 10 o
T . Modity Dete Char. OFF time (s) 496 Poxel size (nm):

Bleaching constant (s): 1700 Av. background levet | 200

Tube lens . (cm): 20 Add New Pattern
Emitted photonisec: 104000 Struct. BG strength 00
[+] Fix seed for rand. numbers — —— =
o L Mean binding angle (*): 0 R ofmmareion m.- 1518
PSF Type SD of binding angle () 30 RI of sample m. 1.3
(®) Gaussian i
N of labels/epitope: 1 MNumerical aperture: 14
) Scalar
O Vectorial Var. N of labels/epitope: 0 Elecirons/count 215
Gaussian PSF Farameters Length of linkers (nm): 7 Pre-amplification 25
Opt. coll. eff. 03 Mon-spec. | dens. (1/um3): 0 Actual EM gain: S0
Quantum eff. 08
Drift Panel
Drift type: No drift ~ Std of acc (nmis) 000
Drift velocity (nmis) 000 Damping coeffs (1/s, tinm): |~ 00
Recalculate Piot labels
Save As
Search Export parameters Import paramsters Generate

Progress_report:

AdOptlm Group, University of Szeged, Hungary ., 2016

A testSTORM program fontosabb funkcio6i

Terjedelmi korlatok miatt roviden ismertetem a fontosabb opcidkat, és részletesebben csak

a polarizacio-érzékeny gerjesztés €s detektalas lehetdségére térek ki.

PSE modellek: Harom PSF modellt implementaltunk a szoftverbe. A Gauss-modell

alkalmazasa esetén a fokuszpontban az intenzitaseloszlast a Gauss-nyalabbal [121] lehet
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Vi.

Vii.

jellemezni. Ez a leggyakrabban alkalmazott modell, ami jol illeszkedik a fokuszban 1évé PSF
tényleges alakjahoz, am defokuszalaskor miterméket vezethet be, hiszen az optikai tengelyen
a Gauss-nyalab intezitasprofilja (a valdsaggal szemben) soha nem csokken nullara. A 3D
szimulaciokhoz ezért a skalar diffrakcios [122], illetve polarizacio-érzékeny
gerjesztés/detektalas esetén a vektordiffrakcios [76] PSF modellt célszeri hasznalni.

Tobbszint leképezés: A fluoreszcens molekuldk tobbnyire széles (>100 nm) abszorpcids €s

emisszios spektrummal rendelkeznek [123], ezért a spektralis csatornak kozotti athallas kritikus
a dSTORM-nal alkalmazott viszonylag magas (=1-5 kW/cm?) gerjesztési intenzitasok mellett.
A detektor oldalan savsziir6k alkalmazasaval az athallas csokkenthetd, de teljesen nem
kiiszobolheto ki. A TestSTORM az egyes festékek spektrumai €s a beallitott szlirdparaméterek
alapjan megbecsiili az athallas mértékét, kiszdmolja a fotonszdmot €s legeneralja az egyes
képeket.

Asztigmids 3D STORM: A 3D STORM megvalositdsanak egyik legegyszerlibb maddja, ha egy

hengerlencsével asztigmiat vezetiink be és a torzult PSF ellipticitdsdbol kdvetkeztetiink vissza

“ ey

a TestSTORM-ban.
Strukturalt, konstans hattér: A minta autofluoreszenciaja és/vagy a fokuszsikon kiviil es6 jel616
molekulak allandé hattérrel terhelhetik a STORM képeket. A TestSTORM-ban az egyes

képekhez az 6sszegképbdl tetszbleges stllyal (Struct. BG strength) szamolt strukturalt hatteret
tudunk hozzaadni. Ez a hattér befolyasolja az egyes lokalizaciokat (4.4.3 fejezet).
Elmozdulas: A TestSTORM-ba épitett drift algoritmus két fliiggetlen erd hatasara 1étrejovo
elmozdulasok Osszegeként szimulalja a minta mozgasat. Az elsd egy véletlenszerti (random-
walk), mig a masodik egy el6re beallitott irany mozgast eredményez. A mozgast 3D-ben nyolc
paraméterrel tudjuk megadni. A programban elére beallitott paraméterekkel is kivalaszthatjuk
az elmozdulas mértékét. Erre azért van sziikség, mert a jelentds elmozdulashoz tartozé sebesség
az 1 nm/s nagysagrendbe esik, amit a felhasznalok konnyen félrebecsiilhetnek.

Jelolések kotési geometridja: A fluoreszcens molekulak tipikusan antitestekkel kotddnek a

mintahoz (immunhisztokémiai jeldlés). A kotések (linkerek) hossza allandonak tekinthetd, de

orientaciojuk altalaban gyorsan valtozik. A TestSTORM-ban lehetdség van a linker hosszanak

crer

Polarizacio-érzékeny gerjesztés és detektdlds: A lokalizaciés modszerekben a polarizacids

effektusok az esetek dontd részében elhanyagolhatok. A mintat cirkularisan polarizalt
nyalabban gerjesztik, hogy elkeriiljék a fotoszelekcio hatasat. A képek felvételéhez hasznalt

expoziciés 1d6 (5-50 ms) nagysdgrendekkel nagyobb, mint a fluoreszcens jeldlések
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karakterisztikus rotacios ideje [124], azaz a kamera egy id6ben atlagolt, hengerszimmetrikus
PSF-et detektal. A polarizacié-érzékeny lokalizaciés modszerek akkor valnak fontossa, amikor
a mintat jel6ld molekuldk irdnyara, mozgékonysagara, vagy lokalis kornyezetére vagyunk
kivancsiak. A TestSTORM-ban be tudjuk allitani a jelolések kotési, és a fluoreszcens
molekuldk dipdlmomentumanak irdnyat. A polarizacio-érzékeny STORM szimulacidkhoz a
TestSTORM-ba polarizatorokat implementaltunk a gerjeszté és detektor karokba. Ezt a
funkcidt egy aktingytriiket [125] tartalmazé mintan mutatom be. Az axonokban kialakuld
gylirtis aktinvaz a STORM mikroszkédpiaval kimutatott egyik legkorabbi eredmény. A
szimulacid soran két jelolési geometriat vizsgaltunk. A fluoreszcens molekuldk mindkét
esetben rogzitettek voltak, de az els6 esetben a dipélmomentumuk radialisan (4.4.2 a dbra),
mig a masodikban azimutalisan (4.4.2 b dbra) alltak a gylriih6z képest. A fotoszelekcioé miatt
azt varjuk, hogy a gerjesztéssel parhuzamos dipolmomentummal rendelkez6 festékmolekulakat
tudjuk a legnagyobb hatisfokkal gerjeszteni. Ha a gerjesztd fény polarizaciojat a gytrik
sikjaval parhuzamosra allitjuk (lateralis gerjesztés), akkor a 4.4.2 c dabrdan 90°-ban allo
molekulak lesznek szelektiven gerjeszthetok. A szamolt PSF ebben az esetben enyhén
elliptikus lesz, de a STORM felvételek pixelizacidja miatt ez a lokalizaciot csak kismértékben
befolyasolja. A STORM képeken a fotoszelekcio a vonalak felhasadasat (radialis eset) illetve
ler6vidiilését (azimutalis eset) okozza (4.4.2 a dbra). A gerjeszté fény polarizacios sikjat 90°-
kal elforgatva az optikai tengellyel parhuzamos dipollal rendelkezé molekulak lesznek nagy
hatékonysaggal gerjeszthetdk. Ez a geometria ,,p” polarizacioji TIRF kivilagitassal érhetd el
[126]. A detektalt PSF alakja ebben az esetben gytirii alaku és kevés fotont tartalmaz, ezért a
lokalizacios kod nem tud Gauss-eloszlast illeszteni rd, azaz nem tudja lokalizalni. A STORM
képeken ezért mind a radialis, mind az azimutalis jelolések esetén felhasad és meg is rovidiil a
gytriik képe.

Az eredmények jol mutatjak, hogy a végsé kép jellege mennyire fligg a polarizacios
viszonyoktol. A mért képeken az atlagolas miatt sem a mintazat felhasadasa, sem lerovidiilése
nem volt megfigyelheté [125]. A szimulacidos eredmények kisérleti kimutatdsahoz a
festékmolekulakat direkt modon kell rogziteni az aktin strukturahoz (4.5.1 fejezet), ami a

kutatocsoport egyik tavlati célja.

57



dc_1765_20

(a) lateral polarization (C) radial dipole azimuthal dipole lateral 4.4.2 abra: Polarizacio-
binding binding polarization

B iaancnil e aiuniaiiicais i . 0° P -~ érzékeny dSTORM leképezés

IR T e % Taase AR
8 Y ¥ axial . e . PR
S 67 50 45 e O " polarlzatron szimulacioja aktingytiriitkhoz
a e ¥ 22.5?2

- o b . . I3 r
E i 225? 6750 stabilan régzitett festékek
©

esetén [120].

nsities

oo
o ®
te

o

(b) axial polarization

0.4
.o' FEATEA NN P bt (42 1 1L
BT /\/\/\/\A/\/\

— 00 nm 400 nm -40 00 nm 400 nm 40 00 nm -400 nm 400 n

relative intel

cross section of
normalized PSF's

azim.

A TestSTORM program kifejlesztését elsdsorban a miitermékek vizsgalata motivalta, de
megirdsa utdn szamos mas projektben is hasznos szolgdlatot tett, illetve fliggetlen

kutatdcsoportok is elkezdték hasznalni a programot.
Reprezentativ példak a TestSTORM alkalmazasara sajat projektekben

I. A szénabacilus (Bacillus subtilis) endospdra a t6bb mint 70 kiilonb6zé fehérjét tartalmazo
kopenyének kdszonheti a kedvezdtlen kornyezeti feltételekkel szembeni ellendlld képességét.
A kopenyt alkot6 egyes fehérjék rétegszerkezetének pontos feltérképezéséhez <10 nm
pontossagi mérésekre van sziikség. A kidolgozott mddszerben felhasznaltuk a struktira
geometriai formajanak (ellipszoid) ismeretét, €s a hagyomanyos fluoreszcens képekre illesztve
a rétegek sugarait 10 nm pontossaggal tudtuk meghatarozni. Az illesztési modell validalasdhoz
a TestSTORM-ot hasznaltuk. A teszteléshez egy 500 nm sugart gombfeliiletet jel6ltiink meg
10 000 fluoreszcens festékkel homogén modon. A defokuszalast is figyelembe véve a 3D PSF
modell generalé funkciot alkalmaztuk, 1,3 numerikus apertira és 500 nm emisszios
hullamhossz mellett. Az expozicios id6/ON-state élettartam hanyadost kelléen nagynak
valasztottuk, hogy a molekulak egyszerre legyenek aktivak, ezzel szimulalva a hagyomanyos
fluoreszcens képfelvételt. Az illesztés 497+2 nm sugarat adott vissza, ami bizonyitotta a

modszer kelld pontossagat [127].
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4.4.3 abra: A Biophysical Journal 2015. oktéberi
szamanak boritéja az ellipszisilleszté modszeriink

reprezentativ képével
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Az altalunk kifejlesztett multimodalis STORM (mmSTORM) két objektivet hasznal az emittalt
fotonok nagy hatasfoku dsszegytijtésére (bévebben lasd 4.5.2 fejezet). A két objektivvel példaul
eltér targysikokat tudunk egyidejiileg leképezni, igy a biplane 3D képalkotas megvaldsithato.
Dont6tt miofibrillumok leképezésének szimuldlasdra a TestSTORM szoftvert hasznaltuk.
Minden szal hét szarkomer hosszlisagu (=20 um) volt és 2°-os Iépésekben dontdttiik meg dket
0° és 10° kozott. A zondkban egymastol 130 nm-re 1évé 600 nm sugartt korongokban 40-es
jelolési strtiséggel helyeztik el a festékeket. A RainSTORM-mal kiértékelt képeket a PSF
ellipticitasara szlirve vizsgaltuk. A kiértékelés megmutatta, hogy a 4°-ban dont6tt mintaban a
kettds vonalak kontrasztja mar jelentdsen lecsokken. Az ellipticitasra valo sziiréssel a kontraszt

javithato, mert a defokuszalt PSF-ek jaruléka jelentdsen csokken [128].

crcr

crer

ba épitett Drift algoritmus segitségével generaltunk képsorozatokat. A lateralis drift paraméter
(mean drift velocity) megfelel6 megvalasztasaval a szimulacidos eredményekkel jo egyezést

mutattak a kisérletek [129].

59



dc_1765_20

Reprezentativ példak a TestSTORM alkalmazasara fiiggetlen kutatocsoportoktol

Fluoreszcens molekulak fotofizikai paramétereinek gyors mérésére kidolgozott korrelacios
modszer tesztelésére alkalmaztak a programot [130]. Ebben a munkaban a beépitett
csillagstrukturat hasznaltdk magas festési stirtiség €s drift mellett. Az Alexa 568 ¢és 647 festékek
beépitett értékei mellett 3000 frame-bol allo filmeket generaltak 50 ms expozicios idével.

A cellSTORM-nak nevezett olcsod, mobiltelefonos STORM rendszer tesztelésére vonalakbol és
véletlenszeriien elhelyezett vezikulakbol generalt képeket, illetve a Lebniz Intézet logojat
hasznaltak a Kifejlesztett kameramodellre és neuralis halozatra épiil6é algoritmus kvantitativ
tesztelésére [131].

Mesterséges neuralis halozatot hasznald, tobbszinli dSTORM leképezést lehetoveé tévod
algoritmus tesztelése. A beépitett csillagmintdzatot hasznaltak két festék (Alexa 647 és Alexa

565) jelolések mellett [132].

4.4.2 A mikroszkoprendszer altal bevezetett miitermékek

A lokalizaciés technika kifejlesztése és demonstraldsa hagyoméanyos mikroszkdpokon
tortént. E rendszerek tervezésénél a diffrakciolimitbdl adodo korlatokat vették figyelembe, igy az
egy nagysagrenddel nagyobb térbeli feloldast biztositd szuperrezolucios modszerek gondos
kalibraciot és optimalizalast igényelnek. Az elmult években jelentek meg az elsé olyan objektivek,
szlir6k ¢és komplett mikroszkdpok, amelyeket kifejezetten szuperrezoluciora terveztek. Az
alkalmazott rendszerek tipikusan gyari mikroszkopokra épiiltek, ezért vizsgalni kellett az altaluk
bevezetett optikai leképezési hibakat; a mérések helyes értelmezése lehetetlen e hibdk ismerete

nélkdil.

Monokromatikus leképezési hibak

A szférikus aberracio, koma és asztigmia torzitjdk a rendszer pontatviteli fliggvényét,
egylittesen vagy egyedileg tolhatjak el az illesztett maximumok helyeit, illetve rontjak a
lokalizacios pontossagot. A torzulas mértéke fiigg az optikai tengelytdl mért tavolsagtol. Mivel a
lokalizacios mddszereknél tipikusan redukalt (<50 pum) és centralt latotérrel vessziik fel a képeket,
a szimulaciok soran hengerszimmetriat tételezhetiink fel, azaz a pontforras optikai tengelyt6l mért
tavolsdganak fliggvényében adjuk meg a hiba nagysagat. Meg kell emliteni, hogy specialis
esetekben (egymolekula kovetés, tobbesatornas SMLM stb.) eléfordulhat, hogy a ROl mérete
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jelentdsen megnd. A hiba mértékének meghatarozadsdhoz OSLO szimuldcidkat végeztiink. A hibat
a lokalizacios pontossaggal és a Strehl-arannyal jellemeztiik. A 4.4.4 dbra mutatja a feliil- (A-D)
és alul- (E-H) mintavételezett pontatviteli fliggvényt az optikai tengelytél r=0 um (A, E), =50 um
(B, F), r=84 um (C, G), és =100 um (D, H) tavolsagra 1év6 pontforrasoknal. Kisebb tavolsag estén
(r<50 pum) a PSF torzulasa nem jelentds, am nagyobb tavolsag esetén a PSF aszimmetrikussa valik
¢s a mellékmaximum hengerszimmetridja torzul. Ezzel szemben az alul-mintavételezett képeken
nem észlelhetd a torzulas. Itt érdemes megjegyezni, hogy a STORM képek felvétele soran az alul-

mintavételezésnek kdszonhetden az optikai leképezési hibak nehezen ismerhetdk fel.

4.4.4 abra: Feliil (A-D) és alul (E-H) mintavételezett
pontatviteli fiiggvények az optikai tengelytol r=0 um (4,
E), r=50 um (B, F), r=84 um (C, G), és r=100 um (D, H)
tavolsagra lévé pontforrasok esetén. (1) A lokalizacios

pontossag és a Strehl-arany valtozasa az optikai

tengelytdl mért tavolsag fiiggvényében [133].
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A szimulaci6 szerint 50 pm alatt a lokalizacids pontossag linedrisan fiigg a tavolsagtdl, és a
torzulas jellege olyan, hogy a lokalizdcié mindig kozelebb van az optikai tengelyhez, mint a
molekula tényleges helye. Nagyobb tavolsag esetén a magasabb rendii tagok valnak dominanssa.
A maximalis, 200 nm-es pontatlansagot ~84 um tavolsag esetén érjiik el. A szimulacié eredménye
jol alatamasztja azt a feltételezést, hogy a mikroszkoprendszerben alkalmazott optikai elemek
hagyomanyos, diffrakcio altal korlatozott leképezéshez vannak optimalizalva. A lokalizacios
mikroszkopiaban ezek az aprd torzulasok is téves kovetkeztetésekhez vezethetnek erésen
strukturalt vagy periodikus rendszerek (szarkomer stb.) leképezése soran, illetve megnehezitik a
rendszer kalibracidjat [134, 135]. Biologiai mintdk esetén az esetek dontd részében a
monokromatikus hibak a STORM képeken térbeli feloldas csokkenést vezetnek be, a struktiraban

torténd torzulas nem detektalhato.

Kromatikus leképezési hibak
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Biologiai és orvosi alkalmazasok esetén gyakori igény a tobbszinii leképezés, amikor egyes
sejtalkotokat vagy fehérjéket eltérd fluoreszcens festékkel jeldolnek meg. A kiilonboz6 gerjesztési
és emisszios hullamhosszak kromatikus hibahoz vezetnek, melynek kvantifikalasa és
kikiiszobolése elengedhetetlen a végso képek helyes értelmezéséhez.
mechanikai elmozdulas és az optikai offset kozott. Az rarift(t) mechanikai elmozdulas egy id6t6l
fliggd, de spektralis és helyfiiggést nem mutat6 hiba. Ezzel szemben az optikai offset fiiggetlen az
1d6t61, de hely és hullamhosszfiiggéssel bir roffset(X,Y,4). Az egyszinii leképezés soran a lokalizacios
technikdkban az optikai offset altal bevezetett hibaktol (lasd monokromatikus hiba) tipikusan
eltekintlink, de a tobbszint leképezésnél a hullamhosszfiiggés miatt kozponti szerephez jut. Két
szin esetén a Arofset(X,Y,A1,2)=Foffset(X,¥, A1)-Toffset(X,Y,A2) kiilonbségi optikai offset mértéke
jelentésen meghaladhatja a lokalizacios pontossagot és helytelen interpretaciohoz vezethet. Az
optikai offset mértékét szimulacidval és kisérletileg is meghataroztuk. A szimulaciokat az OSLO
programmal végeztiik. A szimulacié soran feltételeztik, hogy a fluoreszcens molekuldk
pontszerlinek tekinthetdk és emisszidjuk fliggetlen a gerjesztés modjatol (kivilagitas szoge,
polarizacios viszonyok stb.). Az objektivet egy apokromatikus immerzios objektiv (M=100,
NA=1,41, f=1,8 mm) modelljével adtuk meg [136]. A tubuslencsét egy 180 mm fokusztavolsaga
tokéletes lencsével modelleztiik. A dikroikus tiikrot és a spektrélis szlir6ket egy 1,1 mm és egy
3,5 mm vastag, az objektiv és a tubuslencse kdzé helyezett iveglemezekkel (n=1,4584, V=67,82)
modelleztikk. A polikromatikus PSF kalkulacidét hasznaltuk 0,78 pm térbeli feloldéssal
0,2x0,2 mm? kiértékelési ablakban. Az ablak kdzéppontja durvan megegyezik a geometriai optika
altal josolt pozicidval (pontforras tavolsaga az optikai tengelytdlxnagyitas). A pontos értéket az
ablak kozéppontjanak és a PSF lokalizacidjanak az 6sszege adja meg. A szimulaciok soran harom
spektralis ablakot hasznaltunk, amelyek jol illeszkedtek a mérések soran alkalmazott dikroikus
tikor (Di01-R405/488/561/635-25x36) ¢és az emisszios sziiré (FF01-446/523/600/677-25)

transzmisszios spektrumdhoz.

Alkalmazott hullimhosszak az OSLO
Gerjesztési Emissziés sziird . .
programmal végzett szimuliciok soran
hullimhossz transzmissziés savjai
M A2 A2
488 nm 502-544 nm 523 nm 502 nm 544 nm
561 nm 582-617 nm 600 nm 582 nm 617 nm
640 nm 663-690 nm 676 nm 663 nm 690 nm

4.4.1 tablazat: A szimulaciok soran alkalmazott gerjesztési és emisszio hullaimhosszak
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A szamolt PSF fliggvények lokalizacioval meghatdrozott helyei az eredeti pontszerl

fényforrasok optikai tengelytdl mért tavolsaganak fliggvényében a 4.4.5 dbrdn lathatok.

18 - /’ 4.4.5 abra: A lefokuszalashoz hasznalt objektiv (4), egy
= |—&— 640nm/488nm
E_ 16 45 %ban elhelyezett dikroikus tiikor (B) és egy 0,08~
= 14 - 561nm/488nm /
E 12 {_g— 640nm/561nm ban ékes emisszios sziird jaruléka az optikai offsethez
10 -
© g o y — = és fiiggése a decentraltsagtol [137].
T s A ——=
2 4 ‘J//;I—
o "//,/l/;.—
0 {,, T T T 1
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1 /
= 0,8 ——B. -
5-‘ 0,6 adi
- 0
£ 04 o
o
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=
00,2 \\ —
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204
=] ‘.——;’
8-—0,6 \\/
-0,8 T T T 1
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Decentration [pam]

A PSF-eket az emisszios hullamhosszakon szamoltuk Ki, de az eredmények konnyebb
atlathatosaga érdekében a gerjesztési hullamhosszakkal indexeltiik dket. Az abra a lokalizaciok
eltérését, azaz a kiilonbségi optikai offsetet adja meg harom hulldmhossz parositas esetén (kék:
640 Nm/488 nm; zold: 561 nm/488 nm; vords: 640 nm/561 nm). A szlrd és a dikroikus tikor
alkalmazasa nélkiil a tisztan az objektiv altal bevezetett hibat a 4.4.5 dbra A grafikonja mutatja. A
hiba linearisan véltozik és Aroftset(X,y,A1.2)~18 pm nagysagot ér el a 40x40 pm? méretii FOV szélén.
Az optikai iivegek normal diszperzidjanak jellege miatt a varakozasoknak megfeleléen a
legnagyobb hiba a 640 nm/488 nm parositas esetén 1ép fel és az infravords tartomany felé haladva
csokken a mértéke. A B és C grafikonok kiilon mutatjak a 45°-ban dont6tt dikroikus tiikor illetve

a 0,08°-ban ékes emisszios szlrd jarulékat. Megallapithaté, hogy ezen optikai elemek egy
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nagysagrenddel kisebb hibat vezetnek be, azaz a lateralis kromatikus hiba legjelentdsebb forrasa
a mikroszkdpobjektiv. A szamolédsokat elvégeztiik egy masik, nagy numerikus apertirdji Nikon
objektivet [138] szimulald rendszerre is és hasonld eredményre jutottunk. A szimulaciok arra a
kovetkeztetésre vezettek, hogy a lateralis kromatikus hiba legjelent6sebb forrasat a
mikroszkopobjektivek jelentik, igy a gyartdo cégek a diffrakcid altal meghatarozott feloldasi

kiiszobhoz optimalizaljak objektivjeiket.

w0l N\ B T a0, L e, e
$ :?“rff %, v R S 4.4.6 dbra: Az optikai offset
glso \\“' .\"_'-4‘;,{ - 1 150, o 150 \ o helyfiiggésének kisérleti
g mo—ji-; Jd - 100 - meghatarozasa fluoreszcens
S s ’ OO A sl R mikrogombok  segitségével
Vool anoes o 0 s s ap| e 0 s IS g et (g b o) és

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 "] 50 100 150 200 250

640 nm/488 nm (d, e, f)

- 250 \Vi \ P el 0 A ’ ’ ’

2 R, gerjesztési pdrok esetén. A
B 2000 \ / y . ] 20 / PR

= VAR ] ' . nyers (a, d), az dtlagolt (b, e)
g 1500t ™ 7 o B 150 . . ’ . )
§ 0 0 és az illesztett (c, f) adatok jol
S s " Fe e P AR | | mutatjak, hogyan né a
© / W T=1px ¢ v o >~ I'px| | kromatikus hiba az optikai

n0 50 100 150 200 250 00 50 100 150 200 250 GO 50 100 150 200 250 L, ,
CCD camerapixels CCD camera pixels CCD camerapixels tengelytdl tavolodva [137].

A szimulacios eredmények aldtdmasztisara méréseket végeztem a lateralis kromatikus hiba
kisérleti meghatarozasara. A kisérletekhez az NPL-STORM rendszert hasznaltam. Tesztmintaként
tobb szinben gerjeszthet6, 100 nm atmérdji fluoreszcens mikrogémbok (Invitrogen Molecular
Probes, T7279) lettek kivalasztva. A mikrogdmboket egy fedélemezre (Thermo Fisher Scientific,
Lab-Tek chamber, 155411) szaritottuk ra a mérések elott. Az egyes mérések soran 4x200
képkockabol allo sorozatot vettiink fel. Az egymast kovetd gerjesztési hullamhosszak 640, 561,
488 és 640 nm voltak. Az elsé és utols6d 200 képkocka azonos gerjesztési hullamhosszal tortént,
hogy ki tudjuk zarni a rendszer mechanikai driftjét. Az expozicids idét 100 ms-nak valasztottuk,
hogy elérjiik a 3-4 nm-es Thompson-féle lokalizacidos pontossagot. A kisérletek megmutattak,
hogy az elsd és utols6 200 képkockan a lokalizacidk tavolsdga a lokalizacios pontossagon beliil
van, azaz a rendszer mechanikai elmozdulasa elhanyagolhato a mérés ideje alatt. A tovabbi két
gerjesztési hullamhosszon tortént mérések azonban hely- és hulldmhossz-fiiggd relativ optikai
offsetet is mutatnak, amelynek nagysaga az FOV szélén meghaladhatja a 100 nm értéket. A

4.4.6 dbra els6 sora a 640/561, a masodik a 641/488 parositdas mellett mutatja a mérési
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eredményeket. Az a és d abrak a ténylegesen nyers relativ offseteket mutatjak a mikrogdmbdk
helyein. A FOV 5x5-0s egyenld nagysagu teriiletre lett felosztva, és az egyes teriileteken az
atlagolt relativ offset értékeket a b és e abrak mutatjak. Az eredmények jol visszaadjak a
szamolasok soran kapott lateralis kromatikus hiba jellegét. A tokéletes hengerszimmetriatol valod
eltérést az adott teriileten valo alulmintavételezés (mikrogoémbok alacsony atlagos szama) illetve
a mikrogdmbok elmozdulasa is okozhatta. Az elméleti és tapasztalati megfontolasok tokéletes
hengerszimmetriat feltételezhetnek, ezért a mért értékek korrekcidjara masodfoka polinomalis
transzformaciot (polynomial cp2tform MATLAB) alkalmaztunk (c és f dbra) és az optikai
rendszer altal bevezetett lateralis kromatikus hibat a polinom paramétereivel jellemeztik. A
4.4.7 abra a fent leirt 5x5-0s teriileten mutatja a lokalizaciokat 488, 561 és 640 nm gerjesztések

mellett a kalibralas el6tt (4.4.7 a) és a korrekcid utan (4.4.7 b).

a. b. 4.4.7 dabra: T6bbszinii
- - - - - ! - ! - ! Sfluoreszcens mikrogémb lokali-
zaciojanak fiiggése a poziciotol
T e
640 nm  (voros)  gerjesztd
EODEE EEEEE . -
korrekcio elott (a), és utan (b).
EEDEE BREEl .o
EEEEE BEEElm

A kromatikus hiba korrekcios lehetéségét beépitettiik a RainNSTORM-ba, és fluoreszcens

golyok segitségével kalibraltuk a mikroszkop optikai leképezését. A modszert Alexa 647 és Alexa
568 festékekkel jelzett transzferin fehérjékkel teszteltiik. A jelzett fehérjék a membranhoz kétédve
endocitozissal keriiltek be a vizsgalt HeLa sejtekbe. A kialakul6 vezikulékrél kétszinli ASTORM
felvételeket vettiink fel, eldszor a 640 nm-es majd az 561 nm-es gerjesztés mellett. Csatornanként
10 000 képet rogzitettiink 20 ms expoziciés id0 mellett és az AF647-re optimalizalt GLOX
pufferfolyadékot alkalmaztuk. A 4.4.8 dbrdan bemutatott mérési eredmények mutatjadk a két
csatornan felvett képek Osszeillesztésének az eredményét. A kromatikus korrekcid utan a két

csatorna atfedése jelentésen megnott.
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561 nm-TIRF [c. 561nm-dSTORM | ¢ Merged ; ] 4.4.8 abra: Alexa 647 és Alexa
’ 568 festékekkel — jelzett
vezikulak dSTORM képeinek

regisztracioja [137].

FWHM =260 nny
- »

4.4.3 Minta altal bevezetett miitermékek

A dSTORM mikroszkopia a fluoreszcens minta gondos elkészitését koveteli meg. A
felvillanasok iddbeli és térbeli szétvalasztasa egy felso kiiszobot szab a festési stirliségre. A minta
mélyebb rétegeinek leképezése soran a szférikus aberracio csokkenti a Strehl-aranyt, ami a
lokalizacios pontossag romlasat okozhatja. A kvantitativ kiértékelést a nem specifikus, illetve
fokuszon kiviili fluoreszcens hattér is befolyasolja. A terjedelmi korlatok miatt itt csak ez utdbbit,

a strukturalt hattér hatasat mutatom be roviden egy szimulacion keresztiil.

(a) (b) (c) (d) 4.4.9 dabra: A novekvo

X A X AL strukturalt fluoreszcens hatter
N N

' > @ @ @ (b, ¢, d) hatdsa a parhuzamos

163.4nm| NX o 149_0£\m D\ 13}£nm RS

vonalak szimulalt dSTORM

képének mindségére [120].

sum image 0 0.1 . >

structured background strength

A szimul4cioban egymassal parhuzamosan fut6 két vonal szuperrezolucios képeit értékeljiik
ki a strukturalt hattér novelése mellett. A 4.4.9 a dbran a hagyomanyos fluoreszcens képen a
vonalak nem feloldhatok, mert a tdvolsaguk kisebb, mint a feloldési kiiszob. Ha a fluoreszcens

hatteret zérusnak valasztjuk, akkor a szuperrezolicios képen (4.4.9 b) a két vonal tavolsagat
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163,4 nm-nek mérjiik. A strukturalt hattér novelésével a két vonal tavolsagara kapott érték
csokken. A részletes kiértékelés azt mutatja, hogy a strukturalt hattér 1%-os novelése 1 nm-rel
csokkenti a vonalak szadmolt tavolsagat. A csokkenés oka, hogy az egyes felvillanasok egy
strukturalt hattérhez adédnak hozza, amelynek gradiense a masik vonal felé mutat, ezért a
lokalizaciot is abba az iranyba tolja el. A torzulds mértéke egy linedris hattér illesztésével

csokkenthetd.

4.4.4 Algoritmusok altal bevezetett miitermékek

A lokalizaciés mikroszkopidban a kép mindségét a lokalizacids program is nagymértékben
befolyasolhatja. A végs6 képet egy tobblépcsés sziirési folyamat soran elfogadott lokalizaciok
alakitjak ki és ezek vesznek részt a kvantitativ kiértékelésben. A paraméterek helyes beallitasa
kulcsfontossagl, mert a nem valos pozitiv lokalizaciok a végsé kép helytelen értelmezéséhez
vezethetnek. JO példa erre a 4.3.5 fejezetben ismertetett vezikulak leképezése. A mérések
kiértékelése sordn tobbszor beleiitkdztiink abba a problémaba, hogy az egymashoz kozel 1évo
vezikuldkat hidak kotik Ossze. Felmeriilt a kérdés, hogy valds fizikai kapcsolatrol, vagy
mitermékrél van-e sz6. Ez a probléma egyike volt azoknak, amelyek a TestSTORM
Kifejlesztésére inspiraltak. A 4.4.10 dbran a TestSTORM-mal generalt adatok szuperrezolucios
képei lathatok. A minta négy vezikulat tartalmazott és két fliggetlen paramétert, a festési siirliséget
(a vezikulakon 1évo festékek szamat) és a képfelvétel frekvenciajat (=expozicids id6 reciproka)
valtoztattuk. Az expozicios id6 vagy a festési siirliség novelésével nd annak a valosziniisége, hogy
egy felvételen a szomszédos vezikuldkon egyszerre lesznek aktiv (ON-state) allapotban
molekuldk. Ha a lokalizacios algoritmus nem képes ezeket a parokat megkiilonbdztetni az egyedi
molekulak képétdl, akkor egy nem valods pozitiv lokalizaciot kapunk a két valos pozicio, azaz a
két vezikula kozott. A képmindség jellemzésére két josagi tényezdt vezettiink be. A lokalizacid
hatasfoka (77) az egész képre vonatkoztatva adja meg a valos pozitiv és az Osszes lokalizacio
aranyat. Idealis esetben az Gsszes lokalizacio valos pozitiv, azaz n=1. A vezikula-hid kontraszt
(Ch) a kozépso kettd, egymashoz legk6zelebbi vezikulakra vonatkozd josagi tényezo:

_ My—-Mp

C
h M,

ahol My és My a vezikulakban, illetve a hidban 1év6 valds és nem valds pozitiv lokalizaciok szama.

Mindkét josagi tényezd jol mutatja a képmindség fiiggését a két paramétertdl. A 4.4.10 dbra
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segitségével példaul megbecsiilhetjiik az optimalis festési siirliséget a kisérletileg idealis 20 ms

expozicids idohoz.

Frame 4.4.10 abra: Négy vezikula
A szimuldlt dSTORM képe az
o | T expozicios id6 és a festési
stirtiség fiiggvényében [119].
. I -
»

15

Number of molecules
linked to each vesicle

Az algoritmus homogén festés esetén is vezethet be miiterméket. A 4.4.11 dbra egy L
hosszsaga fibrillumot szimulald, TestSTORM-mal generalt adatsor kiértékelését mutatja. Az
adatsorok generdldsanal a festési stirliséget noveltiik meg. Jol latszik, hogy alacsony festési
stirliségnél a szuperrezolicios kép homogén eloszlast mutat. Ekkor az egyes képkockakon csak
egy molekula aktiv, a RainSTORM algoritmusa valds pozitiv lokalizaciokat ad vissza. A festési
stirliség novelésével a vonal két vége intenzivebbé valik. Ekkor egy képkockan tobb molekula is
aktiv. Ha egyszerre két molekula van fluoreszcens allapotban és az egyik a vonal kdzepéhez kozel
helyezkedik el, akkor a masik csak maximum L/2 tavolsagra lehet téle. Nem kellden erds szlirés
esetén a program ezt nem valos pozitiv lokalizacionak érzékeli, azaz két felvillanas egy
lokalizaciot eredményez, vagy az elliptikus jellege miatt nem lokalizalodik. Ezzel szemben, ha az
egyik aktiv molekula a szal végén helyezkedik el, akkor a masik molekula elég tavol villanhat fel
ahhoz, hogy a program két valds pozitiv lokalizacioként tudja szétvalasztani Oket. A leképezési
paraméterek helytelen megvalasztdsa miatt a fibrillumok szuperrezoltcios képe inhomogén lesz,

a két végén ,,forré pontok” jelennek meg.
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4.4.11 dbra: Fibrillum
dSTORM képe homogen, de
novekvé  festési  stiriiség

esetén [119].

450 900 1350
Labeling density (number of linked molecules/pm)

Osszefoglalva:

o Elsoként fejlesztettiink ki a teljes SMLM mikroszkdprendszer szimulécidjara alkalmas
kodot. A vezetésemmel megirt TestSTORM az egyedi fluoreszcens molekulak képeit (PSF)
skalar- vagy vektor-diffrakcios modellel szamolja, 2D vagy 3D (asztigmias) esetben. Tobbszinii
leképezésnél figyelembe veszi a spektrdlis athalldst. Magas autofluoreszcencia vagy nem
specifikus jelolés figyelembevételéhez strukturalt hattérrel terheli a képet. A minta mozgéasanak
definidlni lehet a festékek kotési paramétereit (a linker hosszat és iranyitottsagat). A kod
segitségével optimalizadlhatok a kritikus paraméterek ¢és meghatarozhatdé a végsd kép
paraméterfiiggése (process window). A kod haszndlata gyorsabba, egyszeriibbé €s olcsobba teszi

az elokészileti munkat.

o Az SMLM mikroszképiaban megjeleld miitermékeket eredetiik (minta, mikroszkop és
algoritmus) szerint harom csoportba soroltam, majd elemeztem az egyes hibak hatasat a végsé
nagy feloldasu képekre. Megvizsgaltam ¢€s javaslatot tettem a lehetséges kompenzacios

lehetdségekre.

. Szimulaciokat €s kisérleteket végeztem a rendszerben fellépd laterdlis kromatikus hiba
eredetének és mértékének meghatirozasara. Megallapitottam, hogy a hiba elsddleges forrasa a
mikroszkdopobjektiv, mértéke kisebb, mint a diffrakciolimitalt feloldasi kiiszob, de a 1atotér szélén
meghaladhatja a 100 nm-t. Egy fluoreszcens mikrogémbok leképezésén alapulod kalibracios

eljarast adtam meg ¢és épitettem be a RaINSTORM sajat fejlesztésti lokalizacios kodba.

Relevans publikaciok: [119, 120, 127, 129, 137, 139-141]
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4.5 Multimodalis lokalizacios mikroszkopias eljarasok fejlesztése és alkalmazasa

A lokalizaciés mikroszkopiai modszerek 2006-0S megjelenésiik 6ta tobb fejlddési szakaszon
mentek keresztiil. Ezek soran javultak a technikai (mechanikai stabilitds, fényerd stb.), a
kiértékelési (illesztd algoritmusok, vizualizacio stb.) és a minta el0készitési protokollok (stabilabb
¢s magasabb kvantumhatasfoku festékek, rovidebb linkerek stb.). E munkaknak koszonheten a
2D SMLM napjainkra széles korben elterjedt modszernek tekinthetd.

Hamar felmeriilt az igény tovabbi modalitdsok kifejlesztésére ¢és alkalmazasara. A
bevezetdben ismertetett 3D, spektralis és polarizacio-érzékeny modszerek szamos valtozatat
javasoltak a kutatok. E mddszerek 6sszehasonlitd elemzése utan egyértelmii sorrend ugyan nem
allithato fel, de egy adott felhasznaldsra kivalaszthato a legalkalmasabb. Ezért tovabbra is fontos
az alternativ megoldasok kifejlesztése, tesztelése és dsszehasonlitd elemzése.

Ebben a fejezetben két alternativ multimodalis megoldast ismertetek. Az elsé egy konnyen
implementalhatd ¢és olcsd elrendezést javasol a polarizaciés mérésekhez. A madasodik egy
Osszetettebb, két objektiven alapulo elrendezést hasznal, mely alkalmas mindharom (3D, spektralis

¢s polarizacids) modalitds megvaldsitasara.

45.1 Kettostorésen alapulo polarizacio-érzékeny STORM (bipolSTORM)

A SMLM moédszerekben egy-egy felvillano fluoreszcens molekula képe a rendszerre
jellemz6 PSF, melynek kozéppontjat azonositjuk a molekula helyzetével. A bipolSTORM
helyeziink, amely az emisszids nyalabot ordinarius és extraordinarius nyalabokra bontja. Az
optikai rendszert az OSLO optikai szimulacids programmal modelleztiik és optimalizaltuk. A
kettosen tord lemezt a mikroszkop €s a detektor kozé épitett 4f rendszer (SZTE _STORM)
lencséinek kozos fokuszsikjaba terveztiik (4.5.1 a dbra), mert itt kollimalt nyalab halad at rajta.
A lemez valdjaban két ellentétes orientaltsaggal Osszeragasztott ékes (0,3°) ablak
(4.5.1 b dbra). Az ablakok anyaga BK7 ¢és kalcit, és a lemez teljes vastagsaga 3 mm. A
megtervezett lemezt a DOHRER Elektrooptik GmbH egyedileg gyartotta le szamunkra. A
lemez segitségével kialakulo két folt tavolsagat a detektoron 10 pixelre (=160 um) terveztiik
(4.5.1 b dbra).
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4.5.1 abra: bipolSTORM modszernél a 4f
rendszerbe (a) helyezett kettosen toré
lemez (b) kettévalasztia az emittalt
nyalabot és a kameran a két polarizacios
dllapotnak  megfeleléen egy  kettos
csuccsal rendelkezd PSF keletkezik (c).
Rendezetlen molekulak esetén a gerjeszto

fény polarizacios dllapota hatarozza meg

a két folt relativ intenzitasat (d) [23].

Ekkora szeparacio esetén lokalizalhatok az egyedi foltok. A moddszer nem csokkenti a

latoteret és a foltok ismert tavolsaga miatt a parkeresés is viszonylag egyszer(i algoritmussal

elvégezhetd. Tovabbi eldny, hogy a megtervezett lemez j6 kozelitéssel egyenes latasu, azaz ki- és

crer

a keletkezett kép nem fiigg a lemez lateralis iranyu helyzetétdl (a lemez eltolas-invarians). A

o

kett6zott lokalizaciok miatt a minta festési stirtiségét altalaban csokkenteni kell, ami megndvelheti

az adatfelvétel idejét. A lemezt eredetileg 647 nm-es gerjesztésre (Ngg7=1,51; nyyi=1,48;

Npacic=1,05) terveztiik, de a kisérletek soran felmertilt, hogy mas hullamhosszakra is alkalmazni

kellene. Ezért megvizsgaltuk a rendszer akromatikussagat. Az OSLO programmal kiszamoltuk az

ordinarius €s extraordinarius foltok tdvolsagat a hullamhossz fiiggvényében. A lathat6 tartomany

alsé hataran (430 nm) 10,7 pixel, mig a felsd hatar kozelében (740 nm) 9,9 pixel tadvolsagot

kaptunk. A tavolsag hullamhosszfiiggésére kismértékben masodfoku Osszefliggést kaptunk

(tdvolsdg(pixel)Za/12+b/1+C, ahol a=6,24x10%, b=9,81x103; c=13,74 és a hullamhosszat nm-ben

értjiilk). A szimuléaciés eredmények alapjan a lemezt az egész lathatd tartomanyban tudjuk

hasznalni a kiértékeld programban a parkeresd algoritmus kezdeti tdvolsagértékének valtoztatasa

nélkdil.
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4.5.2 abra:  Aktinszdlak
dSTORM (&) és a kijelolt
teriiletek bipolSTORM (b,
C) képei. A hisztogramok
szalak polarizacios fokait
mutatjak. Skdla: 1 um
[23].
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A modszer teszteléséhez fluoreszcens mikrogomboket vilagitottunk ki linedrisan polarizalt
nyalabbal. A gdmbokon a festékmolekulak rendezetlentil allnak, a fotoszelekcid miatt a kivilagito
fény polarizacios sikjaval parhuzamos dipélmomentummal rendelkezd festékmolekuldk
gerjesztddnek a legnagyobb hatasfokkal. Mivel a festékek rogzitettek, ezért az emisszioban is ez
a polarizaciés komponens fog dominalni (1)=3x1,). A 45.1ddbra a gerjesztd fény
polarizacidjanak forgatdsa esetén mutatja a mért kettds csicsok intenzitasvaltozasat. Cirkularisan

vagy 45°-ban linearisan polarizalt nyalab esetén a két cstcs intenzitdsa azonos.

Rogzitett kotés esetén a polarizacio-érzékeny egymolekula detektalas lehetOséget ad a
jelolt, fedélemezre fixalt F-aktin szalakat (4.5.2 a dbra), a Qerjesztéshez pedig cirkularisan
polarizalt nyalabot hasznaltunk. A kotési pontok koriili forgas bizonytalansagot vezet be a

polarizacio és végsé soron az orientacid meghatarozasaban. A 4.5.2 b és ¢ dbrakon az egyes
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pixeleken jelzett polarizacids fok az adott helyre lokalizalt molekulak polarizacios fokainak a
median értéke. Jol latszik, hogy a polarizacié foka fiigg az F-aktin szal orientacigjatol, ami azt
jelenti, hogy a festékmolekula orientacidja a szalhoz kotott. A képen harom, kiilonbozo
orientaltsagi szakaszt valasztottunk ki (4.5.2 d-f dbra) tovabbi feldolgozasra. A teriiletenként
14 000 lokalizacio feldolgozasabol készitett hisztogramok jol mutatjak a kapcsolatot az orientacio
¢s a polarizacidé foka kozott. A hisztogramok kiszélesedése a festékek szabad forgédsanak a
kovetkezménye. Az eredmények jo egyezést mutatnak mas kutatocsoportok méréseivel [26] és a

jelenleg foly6 molekuladinamikai szadmitasokkal.

4.5.3 d@bra: ThT-val direkt modon jelolt inzulin-szdlak

polarizacio-érzékeny bipolSTORM képe. Skala: 1 um
[142].

A jel616 fluoreszcens molekulak forgasanak csokkentéséhez a mintak direkt (linker nélkiili)
jelolésére van sziikség. A Thioflavin-T (ThT) festéket gyakran hasznaljak Béta-redéket tartalmazo
fibrillumok jel6lésére [143, 144]. Folyadékban a szabadon mozgo6 festékmolekulat alkotd két
gylirtis szerkezet elfordul az 6ket 6sszekotd kotés koriil, ezért a festék fluoreszcencia hatasfoka
alacsony [145]. A fibrillumok Béta-red6jéhez kotve a ThT festékek szabad forgasat gatoljuk és a
fluoreszcencia mérhetévé valik. Sophie Brasselet kutatocsoportja inzulint jeldlt direkt modon
ThT-val [146] és GLOX pufferben villogasra kényszeritette a festéket. Elsé 1épésben célunk e
kisérlet megismétlése volt a sajat fejlesztésii bipolSTORM rendszeriinkkel. Az SZTE_STORM
rendszert modositottuk és kiegészitettilk a 450 nm-es gerjesztéssel. A 4.5.3 dbra a kiértékelt
polarizacios értékeket mutatja. Jol latszik, hogy az egymasra merdlegesen allo inzulinszalak
polarizacios fokai jelentdsen eltérnek. Meglepd, hogy a 45 fokban allé inzulin kétegek atlagos
polarizaciés foka nem nulla, hanem majdnem a maximalis +0,5 értéket veszi fel. Ez azzal
magyarazhatdé, hogy a ThT molekuldk dipélmomentuma kozel 45°-ot zar be a fibrillum

tengelyével, ami meglepd eredmény €s tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.
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45.2 Kettos-objektiv elrendezésii multimodalis STORM (mmSTORM)

Az irodalomban javasolt 3D, polarizacio-érzékeny és spektralis bontason alapulé modszerek
tipikusan csak az egyik modalitasra optimalizalnak, és a tobbletinformacio megszerzése a 2D kép
mindségének romlasaval jar. Ennek legfobb oka, hogy a josagi tényezdk a fotonszammal
skalazodnak, ami alland6. Célunk egy olyan multimodalis STORM rendszer (mmSTORM)
kifejlesztése volt, amely mindharom extra optikai modalitds mérésére alkalmas a 2D STORM kép

mindségi romlasa nélkiil, és egy kamerat igényel.

A javasolt optikai elrendezés elonye, hogy egy standard inverz mikroszkophoz ugy épithetd
hozza, hogy az EPI fluoreszcens detektalasi lizemmodot nem befolyasolja (4.5.4 a dbra). A
gerjesztd lézernyaldbot egy lencse (L1) a mikroszkop elsddleges objektiviének (O1) hatso
fokuszsikjaba fokuszalja. A nyalab egyik felét egy aperturaval kitakarjuk, ezért a latotér egyik fele
lesz csak gerjesztve. A hagyomanyos elrendezésben az O1 objektiv a gerjesztett molekulak (voros
pont a mintan) altal emittalt fotonoknak csupan egy részét képes 0sszegytijteni. Azok a fotonok,
amelyek ,felfel¢” indulnak, nem vesznek részt a képalkotasban. A legnagyobb numerikus
apertiraju TIRF objektiveket alkalmazva (NA=~1,5) a transzmisszios veszteségektdl eltekintve a
fotonok felét lehet Gsszegylijteni és a tubuslencse (TL) segitségével egy elsddleges képet
(4.5.4 abrdn voros pont a képsikban) tudunk alkotni a detektoron (D). A kifejlesztett mmSTORM
modszerben egy masodik segéd-objektivet is hasznalunk, szembeforditva az els6vel, ami képes
Osszegyljteni a mintardl ,,felfelé” indul6 fotonokat. A kisérletek soran immerzids, nagy numerikus
aperturaji objektiveket alkalmaztunk (NAo1=1,49; NAo>=1,4), ezért az emittalt fotonokat az
objektivek egyiittesen nagy hatasfokkal (>95%) tudtak begyijteni. A segéd-objektiv egy
tubuslencse ¢és egy Porro-prizma segitségével egy masodlagos képet hoz 1étre a minta sikjaban a
kivilagitatlan oldalon. A masodlagos karban egy emisszids szlird segitségével levalaszthatd a
gerjesztd fény. Erdemes megjegyezni, hogy TIRF és nagyszogii HILO kivilagitisok esetén erre az
extra szlirOre nincs sziikség. A segéd-objektiv altal létrehozott képet az elsddleges objektiv képezi
tovabb a detektorra, igy azon végiil a minta kettds képe keletkezik, melyek egymas tiikorképet
(4.5.4 c abra). A masodlagos kép fényereje kb. 50%-a az elsédlegesnek az optikai elemeken valo
tobbszords 4athaladas soran fellépd fényveszteség miatt. Mivel az elsdleges kép felvételét a
masodlagos nem befolyasolja, a hagyomanyos 2D STORM képeket az elsddleges kép adataibol

nyerjiik, a méasodlagos kép a multimodalitdshoz sziikséges informéciot szolgaltatja.

A masodlagos kar egy optikailag nyitott rendszer, amelybe tovabbi optikai elemek épitheték
be. A 4.5.4 b dbra harom lehetséges modalitast mutat be. A b(i) dbra az asztigmias 3D STORM-
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hoz sziikséges hengerlencsét mutatja. Az mmSTORM elénye, hogy a lateralis feloldas izotrop
jellegét megtartva tudunk becslést adni a molekula axialis poziciojarol. A b(ii) dbra a polarizacio-
masodlagos karba. A detektoron az elsddleges kép a fluoreszcens molekula polarizalatlan (teljes
intenzitas), mig a masodlagos kép a polarizalt jelnek felel meg. Egy kalibracios mérés utan a
képek intenzitasabol meghatarozhat6 a polarizacié foka. A masodlagos karba helyezett spektralis
sztir6vel (4.5.4 b(iii) dbra) a kétszinli leképezés is megvalosithatd. Ebben az esetben az egyik
festék jele mindkét képen, a masik festék képe csak az elsddleges képen jelenik meg. Parkereséssel

eldonthetd, hogy melyik felvillanas melyik tipusu festékhez tartozik.

4.5.4 abra: Az mmSTORM optikai elrendezésének

vazlata (a). Harom modalitds megvalositasanak

30D astigmatism
via cylindrical lens

lehetbsége a masodlagos karba helyezett hengerlencse

§ RN (b-i), polarizator (b-ii) és spektrdlis sziiré (b-iii)

- . . . . s
[ ](1) e et 2§ segitségével. A detektoron a minta elsédleges és

‘ ) . “+> <o» 3°
% Rt mdsodlagos képei jonnek létre (C) mint egymds

A A 8 e g
3L tiikorképei [128].
(i) 25
Y v | l ‘%;
L1 Ap

A Kkisérletekhez a mintat két fedélemez kozé helyeztiik, melyek tavolsagat a lehetd
legkisebbre allitottuk a szférikus hiba csokkentése érdekében. Az optikai rendszert az OSLO
szimulacids programmal modelleztiik, és elvégeztiik az elsddleges és masodlagos képeket
jellemzd PSF-ek Osszehasonlitd elemzését. Ezzel parhuzamosan a PSF alakjat kisérletileg is
meghataroztuk, a diffrakcios hatarnal kisebb fluoreszcens mikrogombok segitségével. Az
eredményeket a 4.5.5 dbra mutatja. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a PSF félértékszélességét és
elliptikussagat a molekula laterdlis helyzete nem befolydsolja. Az illesztett Gauss-gorbék
félértékszélessége karonként kismértékben (<2%) valtozott. A masodlagos képeken 15%-kal

kiszélesedett és 50%-kal alacsonyabb intenzitasu eloszlasokat kaptunk. A szimulacids és mérési
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eredmények jo egyezést mutattak. A masodlagos karban fellépd degradacié legfobb forrasa a
segéd-objektiv volt, ami kétszer is részt vesz a képalkotasban. Az alkalmazott Nikon CFI Plan Apo

Lambda objektiv mért transzmisszioja 80% koriil volt.

Primary Secondary 455 dbra: Fluoreszcens molekulak  szimulalt
elsddleges (@) és mdasodlagos (b) képeinek
helyﬁiggése. Mert X-y és z-y intenzitdsproﬁlok a

a masodlagos (d) képen. A plxelmeret 160 nm [128].

Opum 20pum 40 um Opum 20um 40 um

(c)(1) (11) (111) (d) (1) (11) (111)

v

A terjedelmi korlatok miatt dolgozatomban csak a 3D biplane mddszer megvalositasat és a

hozza tartozd kisérleti eredményeket mutatom be részletesebben. A 3D biplane modszer a
fluoreszcens molekularol két képet hoz 1étre ismert defokuszalassal. A targysikok tavolsdganak
ismeretében meghatarozhaté a molekula axidlis pozicidja. Az mmSTORM moddszerben a
defokuszalas mértékét a masodlagos kar hosszaval egyszeriien beallithatjuk. Ebben a modalitasban
a masodlagos karba nem kell extra optikai elemet rakni. A 3D modalitas kisérleti teszteléséhez
Tmod fehérjéket festettiink AF647 festékkel miofibrillumokban (4.5.6 dbra). Az elsédleges és
masodlagos képek axialis tavolsagat 350 nm-nek allitottuk be. Az egyes molekulak elsédleges és
masodlagos képei hengerszimmetrikus, de eltérd6 modon defokuszalt PSF-je jol lathato a
4.5.6 a abrdn bemutatott egyik képkockan. A 4.5.6 b dbra a hagyomanyos, csak az elsédleges
képet felhasznald 2D lokalizacidval nyert képet mutatja. A Tmod fehérje jellegzetes 125 nm-es
tavolsagu kettds vonala a H-zonaban tisztan feloldhato. A 4.5.6 c-d dbrdk a masodlagos képek

segitségével nyert axialis koordinatak felhasznalasaval abrazoljak a miofibrillum keresztmetszeti
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képeit. A két kép 183 nm axidlis tavolsagra volt egymastol (4.5.6 e dbra). A zénaban lokalizalt
molekulak x-z keresztmetszeti képét a 4.5.6 f dbra mutatja. A mért lokalizaciokra illesztett 0,8 um

sugaru kor jo egyezést mutat mas fiiggetlen, és a sajat asztigmids mérések eredményeivel.

4.5.6 dbra: Tmod fehérjék 3D biplane STORM képe miofibrillumban. Egy tipikus képkocka (a) az elsédleges kép
alapjan rekonstrudlt 2D (b) és a mdsodlagos lokalizdcidk segitségével felvett 3D struktiira keresztmetszeti képei (C,
d). A keresztmetszeti sikok helyei a miofibrillumban (e) és a H-zénaban rekonstrudlt x-z keresztmetszeti kép. Skala:
1 um [128].

Osszefoglalva:

o Szakmai vezetésemmel egy kettésen toré lemez alkalmazéasan alapuld polarizacio-
érzékeny SMLM modszert fejlesztettiink ki. Az elrendezés akromatikus, a két fokuszpontot
hulldmhossztol fliggetleniil (<10% valtozas) szepardlja. A lemez eltolas-invarians és egyenes
latast, ezért konnyi beallitani, gyorsan lehet valtani a hagyomanyos 2D és a polarizacid-érzékeny
modalitdsok kozott. A modszer — mas polarizacios eljardsokkal szemben — nem csokkenti a
latoteret, az alkalmazott EMCCD kamera teljes detektorfelillete hasznalhat6. A megépitett
rendszert phalloidin-AF647 festékkel jelolt aktin-, és ThT-vel jelolt inzulinszalak leképezésével

teszteltiik és ezek alapjan allapitottuk meg a szalakhoz kotott festékmolekulak polarizacios fokat.

o Egy kettds-objektiv elrendezésen alapuld eljarast javasoltam és dolgoztunk ki, amely az
eredeti 2D SMLM képek mindségi romlasa nélkiil képes 3D, polarizacio-érzékeny és tobbszinii
leképezés megvalodsitasara. Fluoreszcens festékkel jelolt aktinszalak leképezésével kisérletileg is
megmutattuk, hogy a masodlagos fotonok segitségével megfeleld mindségli szuperrezolucios
képeket lehet felvenni. A 3D asztigmias, a 3D biplane és a tobbszinli modalitasok kisérleti
megvalosithatosagat szarkomer és fluoreszcens mikrogdmboket alkalmazva mutattuk meg. A
modszerhez sziikséges kiértékeld (parkeresd stb.) algoritmusokat és protokollokat (képfelvétel

stb.) fejlesztettiink Ki.

Relevans publikaciok: [23, 128, 142]

77



dc_1765_20

4.6 Kvantitativ STORM

A SMLM moédszerekkel felvett, nagy térbeli feloldasu képek mar onmagukban is jelentds
tobbletinformacidt tartalmaznak a mintarél. A tendenciak, szignifikans valtozasok, térbeli
eloszlasok ¢s méretek meghatarozasdhoz sziikséges a minta kvantitativ kiértékelése. Ezért a
kezdeti ,,]atvanyos” képek felvétele utan hamar felmertiilt az igény a mérések szamszerisitésére.
A lokalizacids modszerek ,,bottom-up” elven mitkddoé eljarasok, ezért a kvantifikalas elso latasra
egyszeri feladatnak tiinik. A tényleges értékmérdk ¢s az SMLM képet alkotd lokalizacios adatok
kozotti 0sszefliggés meghatarozasa azonban szdmos kérdést €s problémat vet fel. Az alkalmazott
eljarasok (mintavétel, lokalizacids algoritmus stb.) pontossaganak meghatarozasdhoz jol ismert
tesztmintara van sziikség. A SMLM-ben ilyen minta nem létezik. Az elmult években szamos
javaslat [135, 147] sziiletett, de kiilonb6z6 okok miatt széles korben egyik sem terjedt el. Tovabbi
probléma, hogy a végfelhasznalok szamara fontos értékmérdk gyakran nagyon egyediek és erdsen
fiiggnek a mintatol [133]. A végs6 kép mindsitésére egyedi értékmérdket vezethetiink be. A
korabbi fejezetekben a vezikuldk kiértékelésénél a TestSTORM-os szimulacioknal konnyen szét
lehetett valasztani a valos és a hibas lokalizaciokat, és ezek ismeretében egy josagi tényezot
lehetett definialni [133]. Ehhez hasonloan, az egymast keresztezé vonalakra is tudunk praktikus
értékmér6t definialni [133, 148]. A terjedelmi korlatok miatt ebben a fejezetben két reprezentativ
példan keresztiil szeretném bemutatni a kvantitativ kiértékeléssel kapcsolatos kutatasaimat. Az
elsé példaban a jelolt molekuldk szamszerlsitése, a masodikban a jeldlt mintazat geometriai

paramétereinek a megadasa volt a célunk.

4.6.1 DNS kétszala torési helyeinek klaszteranalizise

Az eukaridta sejtekben a DNS szalak Un. kromatinszerkezetben rendezédnek el. A 2x4
hisztonmolekula 4ltal alkotott nukleoszomdkra tekerednek fel a DNS széalak, amelyek egy még
magasabb rendii struktirat alkotnak. A DNS szal kettds torése esetén a szerkezet kibomlik, €s a
H2AX hiszton foszforilalodik, y-H2AX jon 1étre. A y-H2AX fluoreszcens modon jeldlhetd, ezaltal
a torési fokuszok fluoreszcens mikroszkoppal megfigyelhetové valnak. A fokuszok nagysaga
~1 um, ezért a belsd struktuira illetve az azt alkotd y-H2AX molekuldk szama hagyomanyos optikai

modszerekkel nem hatdrozhat6é meg.

Célunk a DNS torések mentén kialakuld fokuszok kvantitativ elemzése volt. A fokuszok
méretének és eloszlasanak megadasdhoz a klaszteranalizis mddszerét valasztottuk. A DBSCAN

eljarast beépitettiik a RainNSTORM kodba ugy, hogy tobb 1épésben az egész sejtmagra kiterjedéen

78



dc_1765_20

el tudjuk végezni az elemzést. A 4.6.1 dbra a kezeletlen, illetve kezelt U20S és DIVA sejtek
dSTORM képeit (A, C és E dabrak) és klaszteranalizalt (B, D és F dbrdk) eredményeit mutatja. A
klaszteranalizalt képek vizualis kiértékelése homogén eloszlast mutat. Az eloszlas pontos
kiértékeléséhez a magot héjakra osztottuk. Ehhez el0sz6r meghataroztuk a mag kézéppontjat és a
beldle huzott sugarakat tiz egyenld részre osztottuk. Az igy megszerkesztett, azonos sorszamu
pontok képezik az egyes héjak hatdrait. A klasztereket méretiik alapjan két csoportba osztottuk
(5000 nm?-nél kisebbek, illetve nagyobbak) és abrazoltuk a klasztersiiriiséget az egyes héjakban.
A vizsgalt harom minta esetén a klaszterstiriség nem mutatott jelentds inhomogenitast. A
klaszterek teriiletét is meghataroztuk, és azt kaptuk, hogy a kezelt mintak esetén a nagyobb
klaszterek szdma megnd a kisebbekkel szemben. Az eredmények bioldgiai értelmezése tilmutat a

dolgozatom témajan, az a kooperacioban részt vevo biologus kollégak feladata volt.

NT U20S T DIVAT 4.6.1 abra: Kezeletlen (NT)
A B C D E F és kezelt Sejt9k dSTORM (A,
o i C, E) és klaszteranalizalt (B,
b 3 PEied &
R AR D, F) képei. Klasztersuiriiség
- h g
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A fokuszokat kisebb egységek, un. nanofokuszok (4.6.2 A-I abrak) alkotjak. A y-H2AX
molekuldk szaméanak megadasahoz tudnunk kell, hogy egy jelolt y-H2AX hany darab felvillanast

jelent a szuperrezolucios képen. Ennek megvalaszolasahoz ismerniink kell:

(i)

egy felvillanas tipikus élettartamat, azaz hany egymast kovetd képen detektaljuk ugyanazt

a molekulat (Nererartam);
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(i)  hany darab fluoreszcens molekula tartozik egy y-H2AX molekuldhoz (Njewsies), azaz
mekkorak a y-H2AX/elsddleges antitest (Neissareges); elsodleges/masodlagos antitest
(Nimdsodiagos) €s masodlagos antitest/festékmolekula (Nyeser) aranyok;

(iii)  egy festékmolekula a mérés id6tartama alatt hanyszor keriil aktiv allapotba (Naxsivazas).-

A fentiek alapjan egyetlen y-H2AX molekuldhoz kdthetd lokalizaciok szama a dSTORM

szuperrezoltcios képen:

Nlokalizdcio': Nélettartam X Njeli)’lés X Naktivdlds; ahol Njel()’lés: Nelso"dleges X desodlagos X Nfesték-

| 4.6.2 abra:  Nanofokuszok

kvantitativ kiértékelése
kezeletlen (A-C) és kezelt
U20S (D-F) és DIvA T (G-1)
sejtekben. A 7H2AX

molekuldk szama mindhdrom

J
200 2001 . yoosT 200r .« pwAT L .
5 { — Linear fitNT — Linear fitNT 2 esetben linearisan fiigg a
é150 . 150‘ — LinearfitU20ST * 1501 — Linear fit DIVAT * . .
; J6d 4 100‘ e Sfokuszok  méretétél  (J-L),
£ 50 P g8 illetve eloszlasuk a fokuszok
Qe " . o M . . : Seat o X , . ,
01 02 03 04 01 02 03 04 01 02 03 04 meéreteloszlasahoz  hasonlit
Area (um?) Area (um?) Area (um?)
M N (8] (M-0O)[149].
35 35 - NT 357 . NT
30 30/ . U20S T 30} . DWVAT
825 25 25
820 20 20}
315 15} 151
O
S 10 10| 10!
5 5|
o | R JJ.IJ.I.I_._. oln J‘-l.l.-.-_.__
fLQ be hQ '@Q '%Q :\Q 5b° QQ QQ 9{0 :bQ ,D<Q fOQ ,@Q :\Q ,‘bg 90 QQ '19 “‘30 S,JQ /bQ :\Q SDQ 96 QQ
NN o WY gV AN YN NN W RN AN RN \‘L"s\yh"o%\\\\

yH2AX number yH2AX number yH2AX number

AZ Niokaiizacis €rtékére csak statisztikus becslés adhat6d. A becslésnél szdmos feltevést kell
tennlink. A molekulak atlagos élettartamat a RainNSTORM-ba épitett Gn. trajektoria-illesztd
algoritmussal hataroztuk meg. Ez az algoritmus egymashoz rendeli a szomszédos képeken egy
meghatarozott tdvolsagnal kozelebb 1évo felvillandsokat, azaz ugy értelmezi, hogy azok egy
molekula képei. A program megadja az igy generalt trajektoridk hosszanak hisztogramjat, amibdl
meghatarozhatd az Neenaram. 1dedlis esetben ennek az értéke 1-2 képkocka. Olyan méréseknél,
ahol magas a hosszabb trajektoriak aranya, érdemes ndvelni az expozicids idot. A y-H2AX
immunhisztokémiai jelolésénél az antitesteket gyartd céggel és a biologus kollégakkal egyeztetve
feltételeztiik, hogy 1 db elsddleges antitest kot 1 db hisztonhoz; egy elsddleges antitesten 1 vagy

2 db masodlagos antitest van; és 1 db mésodlagos antitestet 4 db festékmolekula jelol. Azaz a
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statisztikus modellben azt feltételeztiik, hogy minden egyes jelolt y-H2AX molekulan 4 vagy 8 db
festékmolekula van. A fluoreszcens molekuldk reaktivacidjanak szamat mérésekbdl lehetett
megbecsiilni. Az alkalmazott modellt a terjedelmi korlatok miatt nem ismertetem, de eredményiil
azt kaptuk, hogy az adott mintanal ~20 lokalizacié tartozott egy jelolt y-H2AX molekulahoz. Ezt
az ¢értéket felhasznalva tudtuk megadni az egyes fokuszokban taldlhatdo y-H2AX szdmat és
abrazolni a klaszterméret fliggvényében (4.6.2 J, K és L dbra). JOl latszik, hogy a két paraméter
kozott linedris az osszefliggeés. Itt kell megemliteni a mdédszernek azt az elényét, hogy a kalibracid
utan a klaszterméretbol vissza lehet kovetkeztetni a fokuszt alkotd y-H2AX molekuldk szamara.
A hisztonszam hisztogramos abrazolasa (4.6.2 M-O abrdk) jol mutatja, hogy a kezelés

kovetkeztében hogyan valtozott az el6fordulas gyakorisdga a méret fiiggvényében.

4.6.2 Szarkomer struktirak geometriai kiértékelése

A szarkomer a hardntcsikolt izomrost periodikusan ismétlodé alapegysége, amelynek
atmérodje
1-2 um, hossza 2-3 um. A kozépen elhelyezked6 M-vonalak €s a két végen 1évo Z-korongok
szdmos fehérjébdl felépiild, erdsen strukturalt rendszert képeznek (4.6.3 A-C dbra). Célunk a
szarkomert alkotd kulcsmolekuldk térbeli pozicidjanak feltérképezése volt dSTORM
szuperrezolicios mikroszkdpiaval. A modszer eldnye, hogy a mintat nem kell kiszéritani (szemben
az EM mérésekkel) ezért a szerkezet megtartja eredeti 3D szerkezetét. A kisérletek soran muslicak
repliléizmat vizsgéltuk és kozel 30 fehérjét jeloltink meg a szarkomeren beliili helyzetiik
meghatarozasara. A 4.6.3 G és H dbrdk 0Osszefoglaloan mutatjak a felvett szuperrezolucios
képeket. A 4.6.3 D dbrdn a tropomodulin jelolésével felvett hagyomanyos fluoreszcens kép, mig
az E dbrdan ugyanennek a szuperrezolucios képe lathaté. A hagyomanyos képen az egyetlen
vonalnak 14tsz6 H-z6na a szuperrezolucios képen két vonalld hasad fel. A mérések kiértékelésénél
kihasznaltuk a minta ismétl6dését, és szamos (altalaban >200) kép kiatlagolasaval [147] javitottuk
a kép kontrasztjat (4.6.3 F dbra). A képek regisztraciojat és atlagolasat a RainSTORM
lokalizacios programhoz irt kéddal végeztiik el. A felvett képeket harom tipusba soroltuk: rés,
egyes ¢és kettds vonalak. A strukturdkat jellemz6 geometriai paraméterek (rés szélessége, vonal
sz¢lessége, vonalak tavolsaga) megadasanal figyelembe vettiikk a jelolésnél hasznalt antitestek
jellemzd méretét és a lokalizacios pontossagot. Minden mérésnél Alexa Fluor 647 festéket és EPI
kivilagitast hasznaltunk. A dSTORM képek kiértékelésénél a sziirési feltételeket nagyon szigortian

hataroztuk meg, és csak a 20 nm-nél pontosabb lokalizacidkat fogadtuk el. Az erfs sziirési
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feltételeknek és az atlagolasoknak kdszonhetéen 5-10 nm pontosan tudtuk meghatarozni a jeldlt

molekuldk pozicidjat a szarkomeren beliil.

4.6.3 dbra: Drosophila (A)

A Drosophila flight muscles B Isolated myofibrils Cc e
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A jelolt molekulak pozicidjanak ilyen pontossagu meghatarozasa lehetdséget adott a
szarkomer molekularis szintli szervezddésének a modellezésére. Ezt a feladatot biologus

kollégaink végezték el, €s ennek targyaldsa tilmutat a dolgozatom téméjan.
Osszefoglalva:

o A dSTORM képek kvantitativ kiértékelése mintafiiggd josagi tényezOk bevezetését
koveteli meg. A dolgozatomban két munkat ismertettem, amelyeken keresztlil bemutattam a
kvantitativ kiértékeléssel kapcsolatos kutatdsaimat. Az elsd példdban a jeldlt molekuldk

szamszeriisitése, a masodikban a jelolt mintazat geometriai paramétereinek a megadasa volt a cél.
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o Vezetésemmel DNS szalak kettOstorési helyeirdl felvett dISTORM szuperrezolucids képek
kvantitativ elemzését végeztiik el. Az adott jelolési protokoll mellett kisérletek segitségével
megallapitottuk, hogy egy jelzett y-H2AX molekula 4tlagosan mennyi felvillandst eredményez a
szuperrezollicios adatsorban, azaz meghataroztuk a rendszer vélaszfiiggvényét. A kiértékeléshez
sziikséges algoritmusokat (trajektoria-illesztés, klaszteranalizis) beépitettik a RainSTORM
lokalizacios programba. A teljes sejtmagra kiterjedod klaszteranalizis lehetdséget ad a fokuszok €s
az azokat alkotdé nanofokuszok térbeli eloszlasanak, méretének és a benniik 1évo y-H2AX
molekuldk szamanak meghatdrozasara. Megmutattuk, hogy az egyes fokuszokban 1évé y-H2AX
molekuldk szama egyenesen aranyos a klasztermérettel, azaz a rendszer kalibralasaval a
klaszterméretb6l (aminek a meghatarozasahoz nem feltétleniil sziikséges szuperrezolucios
mikroszkopia) meghatarozhatdé a y-H2AX molekuldk szama. TestSTORM szimulaciok
segitségével megmutattuk, hogy a 2D mérések kiértékelésével kapott eredmények jo egyezést

mutatnak a tényleges 3D struktirak valodi paramétereivel.

crer

crcr

felvett képeket harom tipusba soroltuk: rés, egyes €s kettds vonalak. A kiilonb6zd strukturakat
jellemzd geometriai paraméterek (rés szélessége, vonal szélessége, vonalak tavolsaga)
megadasanal figyelembe vettiik a jelolésnél hasznalt antitestek jellemzd méretét és a lokalizacios

pontossagot.

Relevans publikaciok: [149, 150, 151]
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4.7 Fluoreszcencia anizotropia mérésére alkalmas TIRF/EPI/HILO Kkivilagitasu
mikroszkop fejlesztése és alkalmazasa

Az el6zé négy fejezetben a lokalizaciés mikroszkopia teriiletén elért eredményeimet
mutattam be. A modszer elOnyeit és korlatait elemezve igyekeztem kiemelni, hogy szamos esetben
az SMLM csak méas mikroszkopias eljarasokkal kiegészitve képes valaszt adni a feltett kérdésekre.
Ezt jol mutatja az is, hogy 2010-ben Cambridge-ben a STORM rendszer megépitésének elsddleges
célja az amiloid aggregatumok FLIM méréseinek kalibracidja, vagyis a fluoreszcencia élettartam
és az aggregatum mérete kozotti Osszefiiggés meghatarozasa volt. Mivel FLIM méréseket €16
sejteken is lehet végezni, a ASTORM-nal viszont a mintat fixalni kell, a FLIM/dSTORM kalibracio
lehetdvé tenné az €16 sejtekben az aggregatumok méretének kvantitativ leirasat. Mivel az azonos
jeloléomolekulak kozott fellépd HOMO-FRET esetén a fluoreszcencia é€lettartam nem valtozik, a
projekt eldrehaladasaval gy dontottiink, hogy kifejlesztiink egy fluoreszcencia anizotropia
méréegységet. A potencidlis alkalmazasokat 0sszegytlijtve egy EPI és TIRF kivilagitasok kozotti

gyors valtasra képes rendszer megalkotasat tliztiik ki célul.

4.7.1 A mérorendszer Kifejlesztése

Az anizotropias feltétet a CAM_STORM mikroszkop eliilsé detektor kimenetére (front port)
terveztem meg ¢€s épitettem fel. Az elrendezés fényképe és sematikus rajza a 4.7.1 a és b dbrdakon
lathat6. A mikroszkop tubuslencséjével 1étrehozott kép sikjaban (képsik #1) egy apertraval a
latoteret a felére csokkentettiik. A polarizacids nyalabosztd kettébontja az emisszios nyalabot és
az optikai rendszer a két képet egymas mellett hozza létre az EMCCD kamerdn. Mivel a
mikroszkop tobb modalitasban is miikddik, a rendszert minden anizotropias méréssorozat elétt egy
szigori protokollt kovetve be kell allitani és kalibralni. A terjedelmi korlatok miatt csak a
legfontosabb lépéseket emlitem meg. A protokoll részeként Kkalibralni kell a két kar relativ
érzekenységét, azaz ki kell mérni a G-faktort. A tényleges mérésnél alkalmazott festék emisszios
savjahoz kell valasztani a kalibral6 festéket (idealis esetben a kettd megegyezik) €s beldle oldatot
kell késziteni. A kalibracios kép felvételénél a fed6lemeztdl tavoli (>5 um) sikra kell fokuszalni,
kihasznalva, hogy folyadékban a festékmolekuldk szabadon mozognak és forognak, ezért
anizotropiajuk zér6. A masodik 1épésben egy finoman strukturalt mintat kell leképezniink,
amelyen 6-8 karakterisztikus pont helyzete pixeles pontossaggal meghatarozhat6. Ha nincs ilyen
mintank, akkor az apertara szélén is talalhatunk megfelel6 referenciapontokat. A tapasztalat azt

mutatta, hogy a regisztracio pontosabb, ha a referenciapontok elszortan a FOV bels¢ teriiletén
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vannak. A rendszerhez fejlesztett Matlab-ben irodott anitirf.m kod ezen adatok alapjan egymashoz

regisztralja a két képet, illetve a G-faktor helyfiiggd térképének felhasznalasaval kiszamitja az

anizotropia értékét. A kod segitségével a képeken tetszdleges teriileteket tudunk kijeldlni,

melyeken a program megadja az atlagos anizotropiat és annak szorasat.

Képsik #2
(kamera)

Takar #3 Polarizicios  Lencse
nyalibosztd  (F=150)

4.7.1abra: A CAM STORM rendszerre épitett
fluoreszcencia anizotropia mérdegység fényképe és
sematikus rajza. Az eliilsé kimeneten (front port) az
anizotrépia mérdegység, az oldalsé kimeneten (side
port) a dASTORM-hoz tartozo EMCCD kamera lathato.

A rendszer beallitasanak egyik legnagyobb kihivasat a gerjesztd nyaldb polarizacids sikjanak

a beallitasa jelenti. EPI kivilagitas esetén a gerjesztd fény polarizacidjat tgy kell beallitani

(polarizatorral vagy A/2 retardacios lemezzel), hogy a gerjesztésre merdleges emisszids karban

(statikus festékmolekulakat tartalmazd mintat feltételezve) a mért intenzitas minimalis legyen.

TIRF kivilagitds esetén a rendszer hengerszimmetridja megsziinik, ezért a beallitds egy Uj

protokoll kifejlesztését kovetelte meg, amellyel biztositani tudjuk, hogy a minta s polarizacidban

legyen gerjesztve.
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4.7.2 dabra: Gerjesztd nyaldab polarizaciojanak bedllitasa
L1 B
Diaphragh s e | TJRF" kivildigitds esetén [126].

OB Back
focal

Object plane (Al ; I
plane H ==\

— — — ——==——

f==f=
\2Ma T L

M1

A mikroszkop gerjesztési oldalanak optikai elrendezését, és az EPI/HILO/TIRF
kivilagitasok kozotti valtast a 4.3.2 dbrdn, illetve a 4.3.1 fejezetben targyaltam. Az anizotropias
mérésekhez ugyanezt az elrendezést hasznaltam, de a rendszer eldtt hasznélt Kepler nyaldbtagitot
ugy pozicionaltam, hogy a masodik lencséje (L2 lencse a 4.7.2 dbrdn) az M1 forgotiikortdl a
lencse fokusztdvolsagaval egyenld tavolsdgra legyen. A nyalabtagitot alkotd lencsék kozos
fokuszsikjaba egy diafragmat helyeztem, ami nem befolyésolta a 1ézert6] a mikroszkop irdnyaba
terjedd nyalabot, de blokkolta a mintardl visszavert, a tiikor elforgatasaval lateralisan elmozdul6
nyalébot. A visszaverddés a fed6lemez-minta feliiletén torténik, és a visszavert fény intenzitasat a
Fresnel-egyenletekkel adhatjuk meg. A tiikor mindkét tengelye mentén forgathato volt, azaz a
mintat elvileg tetszéleges sz0gbdl lehetett gerjeszteni. A 4.7.2 abra p (a-€) és s (a’-e”) polarizaciok
esetén a beesési szOog fliggvényében mutatja a diafragman felfogott, a fedélemezrél visszavert
gerjesztd fény képét. Preciz beallitas esetén elérhetd, hogy a visszavert intenzitas zérd legyen (C).
Belathato, hogy ekkor p polarizacioju nyaldbbal Brewster szogben vilagitjuk ki a mintat. E pontot
referenciapontnak haszndlva be tudjuk allitani a mérések szempontjabol idedlis S polarizaciods
allapotot.

A pontos anizotropids mérésekhez a két (gerjesztéssel parhuzamos €s arra merdleges)
csatorna kozotti minimalis athallasra van sziikség. A depolarizacié egyik f6 forrasa a nagy
numerikus apertiraju objektivek altal bevezetett athallas [152, 153]. Az OSLO optikai
rendszertervezé programmal szimulaciot végeztiink, hogy meghatarozzuk, mekkora a depolarizacio
nagy numerikus apertirdju mikroszkopobjektiv esetén. A gerjesztési oldalon az athallas mértékeét
TIRF és EPI kivilagitas mellett 10 és 10°® nagysagiinak talaltuk, ezért azt a mérések kiértékelésekor
a tovabbiakban elhanyagoltuk. Az emisszids oldalon azonban 1,16%-os athallast josolt az OSLO.
Erdemes megemliteni, hogy mas szamolasok [154] az OSLO-s szamolasoknal tipikusan nagyobb
athallas értéket (4,4%) josolnak a nagy numerikus apertiraja objektivekre. Megitélésilink szerint az
eltérést az okozza, hogy az OSLO figyelembe veszi az objektivet felépitd lencsék feliiletén fellépd

toréseket is. Mivel a sajat és mas kisérleti eredmények is az alacsonyabb depolarizacios értéket
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tamasztottak ala [155], a kiértékelések soran az OSLO-s eredményeket hasznaltuk fel. A

depolarizaciobol adodo athallas miatt a két polarizacios allapotban mért intenzitdsok modosulnak:

I =@Q-mI) +nI?
I,=Q-mI? +n1},

ahol 7 az objektiv depolarizaciés foka, az I|(|’ és 19 pedig a zéro athallashoz tartozo
intenzitdskomponensek. Ezek segitségével megadhatdo a mért és a tényleges anizotropia értékek

kozotti f(r,77,G) korrekcids faktor:

7(1-6?)+r[36(n-1)-n-216?]
n(1+36+262)+rn(462-1)-36 °

rO(r!n’ G) = f(r,ﬂ, G) Xr =

Meéréseink soran az emisszios oldalon fellépd depolarizacios korrekcid az anizotrdpia értékét
tipikusan 2,4-2,8%-kal novelte meg. A detektoroldalon az alkalmazott polarizacidés nyalabosztd
<102 josagi tényezdvel (extinction ratio) valasztotta ketté az egymasra merdleges polarizacios
komponenseket, ezért az altala bevezetett hibat (<0,3%) elhanyagoltuk. Osszefoglalva elmondhato,
hogy az emisszids oldalon a depolarizacio elsédleges forrasa a mikroszkopobjektiv volt.

Az anizotropias egység alkalmazdsaban rejld lehetdségeket harom alkalmazdson keresztiil

mutatom be.

4.7.2 P2Y1 receptor fehérje dimerizacidjanak idobeli kovetése és kvantitativ elemzése

A feltételezések szerint a P2Y1 receptor fehérje a sejtben vald expresszidja utdn a
citoplazmaban monomer formaban van jelen és csak a plazmamembranban dimerizalodik [156].
A membranbdl azutan ismét visszakeriilhet a sejt belsejébe, ezért a monomer-dimer koncentraciod
arany jelentdsen eltér a membranban ¢€s a citoplazmaban. Célunk ennek a koncentracidaranynak a
meghatarozasa volt. A kisérletekhez HEK293T sejteket hasznaltunk, amelyek DNS
transzfekcioval a P2Y'1 fehérjékhez kotott mTFP fluoreszcens fehérjét is expresszaltak. Az mTFT
[157, 158] abszorpcios maximuma 462 nm, emissziés maximuma 492 nm. A mérések soran EPI
¢és TIRF kivilagitasok kozott valtottunk és vettiink fel képeket az anizotropia megadasahoz. A
feltételezések szerint a P2Y 1 molekuldkhoz k6tott mTFP fluoreszcens fehérjék mért anizotropidja
a dimerformalddas soran megvaltozik. A mérési eredmények értelmezését nehezitette, hogy két

folyamatot is szamitasba kellett venni, amelyek hatdsa éppen ellentétes modon valtoztatja az
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anizotropia értékét:
(1) A dimerek a megnovekedett méretiikk miatt lassabban forognak, ezért az anizotropia
értekének novekedését okozzak.
(i) A dimerekben az mTFP fluoreszcens fehérjék kozel keriilnek egymashoz, ezért a FRET

energiatranszfer lehetdsége megnd, ami csokkenti az anizotropia értékét.

Annak eldontésére, hogy melyik folyamat jatszik dontd szerepet, eldkisérletet végeztiink,
amely soran un. ,red-edge” gerjesztést alkalmaztunk [159, 160]. Red-edge gerjesztés soran a
gerjesztO 1ézer hulldmhosszat ugy valasztjuk meg, hogy az abszorpcios spektrum maximumahoz
képest a voros (hosszabb hullamhossz) tartomanyba essen. Az mTFP esetén 488 nm Ar-ion 1ézert
mérve nem kaptunk kimutathat6 valtozast. Ez azt jelenti, hogy a rotacids diffuziobol szarmazéd
anizotropia novekedés nem jatszik jelentds szerepet a folyamatban. A tovabbi kisérleteknél
visszatértiink a 450 nm-es gerjesztéshez, és a mérési eredményeket a dimert formalé P2Y1
receptorokat jel6l6 mTFP molekulak FRET energiatranszferével magyaraztuk. A mérési
eredményeket a 4.7.3 dbra mutatja be. Minden sejtnél EPI (kék oszlop) és TIRF (vords oszlop)
kivilagitast alkalmaztunk, feltételezve, hogy EPI esetén a citoplazméaban, TIRF esetén a
plazmamembranban 1év6 mTFP molekulak emisszidjat detektaljuk. Referenciaméréseket
végeztiink az onalléan expresszalt mTFP és a tisztan dimerként expresszalt mTFP-20AA-mTFP
kontroll mintakkal. A véarakozasoknak megfeleléen a monomer forma magas (0,24), mig a dimer
alacsonyabb (0,18) anizotropia értéket adott fliggetleniil a kivilagitas jellegétol. Az agonistaval és
antagonistaval végzett mérések jol mutattak a citoplazmaban és a plazmamembranban a monomer,
illetve dimer koncentraciok valtozasat. Az antagonista hatasara pl. a dimerformalddas teljes
mértékben blokkolva lett és az anizotropia értéke megegyezik az mTFP monomerrel mért
referencia értékkel. A mérések soran az anizotrdpia értékét 2-4%-os relativ hibaval tudtuk mérni.

crer

az egyedi sejtek kozott mért értékek szorasa okozta.
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. - . 4.7.3 dbra: Mért fluoreszcencia
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4.7.3 Centralspindlin motoros doménjeinek regulacidja

A citokinézisben, azaz a citoplazma kettéosztddasaban a centralspindlin fehérje komplex
kozponti szerepet jatszik [161-163]. Részt vesz a kozponti orsd és a kiilonbozé mikrotubulus
kotegek kialakitdsaban és szervezddésében. Heterotetramer szerkezetli, melynek két alegységét C.
elegans-ban a ZEN-4 motoros és a CYK-4 nem motoros kettdsok alkotjak. Korabbi kutatasok arra
mutattak ra, hogy a CYK-4 a ZEN-4 nyakrészéhez kotddve képes annak mobilitasat befolyasolni
[164], de a molekularis szintli folyamatok nem tisztazottak. Ezért a kifejlesztett anizotropias
rendszer segitségével a CYK-4 bekotésének hatasat kivantuk megvizsgélni a ZEN-4 motoros
valtoztatja meg a konfiguraciot, hogy az antiparallel mikrotubulusok kétegelését tudja segiteni.

A fluoreszcens anizotropia mérésekhez a ZEN-4 mindkét motor doménjét sarga
fluoreszcens fehérjére (VenusZ434-555) cseréltiik. A 488 nm-es gerjesztésen bekovetkezd
anizotropia csokkenést a fluoreszcens fehérjék kozotti HOMO-FRET kovetkezményeként, azaz a
két domén tavolsaganak csokkenésével értelmeztiik. Ebben a kisérletben is alkalmaztuk a red-edge
gerjesztést (532 nm-es gerjesztés) a rotacios diffuzidé hatasanak kimérésére, a HOMO-FRET
mérések korrekcidjara és a FRET hatasfok [165] kiszamitasahoz. A mérések a HOMO-FRET
szignifikans ndvekedését mutattdk a CYK-4 jelenlétében. Mivel a ZEN-4-ben hianyzott a motor
domén, arra lehetett kévetkeztetni, hogy a CYK-4 a ZEN-4 nyakrészéhez kotdédve valtoztatta meg

crer
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4.7.4 Kvantitativ fehérje-ligand kolcsonhatas mérése mikrofluidikai rendszerekben

4.7.4 abra: Az anizotropia-méré mikroszkophoz szerelt

mikrocsatornds rendszer és annak adagolo/vezerlo

egysege.

A megépitett rendszer alkalmas képsorozatok felvételére, azaz idoben lassan valtozo
fluoreszencia anizotropia mérésére. Ezt kihasznalva célul tiztiik ki, hogy fehérje-ligand kotési
affinitast hatarozunk meg tobbcsatornas mikrofluidikai rendszerekben 1étrehozott nanoliter méretii
cseppekben. A kisérletekhez a mikroszkopot nem kellett atalakitani, de a mikrofluodikai rendszert
a lehet6 legkozelebb kellett rakni a mintatartohoz (4.7.4 dbra). A 150 pm széles és 220 um magas
mikrocsatornak egy fed6lemezen lettek kialakitva. A felvételek tipikusan 84 Hz-en, 10 ms
expozicios iddvel késziiltek. Az olajban diszpergalt vizcseppek dramlési sebességét ugy allitottuk

be, hogy a latotéren percenként és csatornanként ~50 csepp haladjon at.

A kisérletek soran fluoreszcein [166] festékkel jelolt BRC4 fehérje kotését vizsgaltuk a
RAD-51 ligandhoz. A festett BRC4 jelentésen kisebb, mint a RAD1 ligand, ezért a szabad és a

crer
crer

crer

kiértékelését mutatja. Az A és B grafikonokon a magas intenzitasu idétartomanyok mutatjak a
cseppekben mért fluoreszcencia intenzitast. A szamolt fluoreszcencia anizotropiat (FA) zold
szinnel tiintettiik fel. A ligand hozzéadéasa utan a mért anizotropia jelben bekovetkezd valtozast az
egy- és a négycsatornas rendszerben a C és D abrak mutatjdk. A rendszer kalibracidja és

modellezése utan nM kotési koncentracid kimeérése volt lehetséges.
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0 4.75 dbra: BRC4 fehérje — RADS5I ligand kotési
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Osszefoglalva:
o Idéatlagolt fluoreszcencia anizotropia mérésére alkalmas feltétet terveztem és épitettem

egy gyari mikroszkophoz. A rendszert ugy terveztem, hogy gyors valtasra legyen alkalmas EPI és
TIRF gerjesztési modok kozott. Protokollt fejlesztettem ki TIRF kivilagitas esetén az s
polarizacios gerjesztés pontos bedllitdsara, a rendszer G-faktoranak kimérésére és a 1étrehozott
képek regisztracigjara. Megbecsiiltem a polarizacids athallasbol szarmazo depolarizacio fokat.
Szoftvert fejlesztettem a polarizacios képek regisztralasara, a depolarizaltsag és a G-faktor

figyelembevételével a fluoreszcencia anizotropia kiszamitasara. A rendszert kisérletileg harom

mintan teszteltem.

o A kifejlesztett rendszerrel a P2Y 1 fehérjék dimerizaciojanak idébeli kovetését vizsgaltam.
A mérés soran EPI és TIRF kivilagitasok kozott valtva fluoreszencia anizotropiat mértem. A
fehérjéket (P2Y1) fluoreszcens fehérjével (mTFP) lett jeldlve. A ,red-edge” gerjesztéssel kiilon
tudtam valasztani a forgasbol és a HOMO-FRET-bél eredd anizotropia valtozast, és megmutattam,
hogy a dimerekben az anizotropia dontd részben a fluoreszcens molekulak kozott fellépé HOMO-

FRET miatt csokken. E csokkenést térben szepardlva mértiik a sejtmembranban (TIRF) és a sejten

91



dc_1765_20

beliil (EPI). Az anizotropiat 2-4%-os relativ pontossaggal mérve a sejtmembranban a
dimer/monomer aranyt 45+20%-nak becsiiltiik, ahol a hibat az egyedi sejtek kozott mért értékek

szorasa okozta.

. A kifejlesztett anizotropids rendszer segitségével a centralspindlin fehérjekomplexben a
gerjesztést hasznaltunk a rotacids diffuzid hatasanak kimérésére, a HOMO-FRET mérések
korrekciojara. A fluoreszcens anizotropia mérésekhez a ZEN-4 mindkét motordoménjét sarga
fluoreszcens fehérjére (VenusZ434-555) cseréltik. A mérések a HOMO-FRET szignifikans
novekedését mutattdk a CYK-4 jelenlétében. Mivel a ZEN-4-ben a motordomén hidnyzott, arra

lehetett kovetkeztetni, hogy a CYK-4 a ZEN-4 nyakrészéhez kotddve valtoztatta meg az egység

crer

. A megépitett rendszerrel idOben lassan valtoz6 fluoreszencia anizotropia méréseket
végeztiink a fehérje-ligand kotési affinitds meghatarozasara, tobbcsatornds mikrofluidikai
rendszerekben létrehozott nanoliter méretli cseppekben. Fluoreszcein festékkel jelolt BRC4
fehérje kotését vizsgaltuk a RADS1 ligandhoz. A rendszer kalibracidja és modellezése, tovabba a
ligand hozzaaddsa utdn a mért anizotrdpia jelben bekodvetkezd valtozas alapjan nM kotési

koncentracidt mértink.

Relevans publikaciok: [126, 167, 168]
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5 Osszefoglalas és tavlati célok

A dolgozatomban igyekeztem felvazolni az elmult 15 évben az optikai szuperrezolucié terén
elért elméleti és kisérleti munkam eredményeit. A kutatasokat megosztva végeztem a Szegedi
Tudomanyegyetem Optikai és Kvantumelektronikai Tanszékén, Cambridge-ben a Chemical
Engineering and Biotechnology tanszéken és Londonban a Nemzeti Fizikai Laboratériumban
(NPL). A dolgozat gerincét jelentd6 dSTORM szuperrezolucidos mikroszkopia olyan témanak
bizonyult, amit hazatérésem utan 2013-ban folytatni tudtam. Nagy segitség volt ebben az akkor
indulé Nemzeti Agykutatasi Program ¢és egy elnyert Marie Curie ,,hazatérd” palyazat. A korabbi
projektekbdl sokat tanultam, és a STORM mikroszkdp fejlesztésénél mindig szem el6tt tartottam,
hogy a végfelhasznal6 bioldgus/orvos partnert milyen konkrét probléma érdekli. Ezért igyekeztem
mindig példdkon keresztiil bemutatni, hogy az elért fejlesztésekkel milyen konkrét kérdéseket
valaszoltunk meg. Jellegiiknél fogva a feladatok mindig megkdvetelték a csapatmunkat. Szegeden
gyakorlé oktatoként mindig torekedtem arra, hogy egyetemi hallgatok csatlakozzanak a
kutatasokhoz. Biiszke vagyok arra, hogy a jelen dolgozat témdajahoz csatlakozva
témavezetésemmel négy PhD dolgozat és tobb tucat diplomamunka, szakdolgozat és TDK
palyamii sziiletett. Hallgatdimnak lehetdségiik volt részt venni tudomanyos konferenciakon és
rovid tanulmanyutakat tenni kiilfoldi kutatohelyeken.

A dolgozatban bemutatott eredmények jelentés része ,,pillanatfelvételt” ad a folyo
kutatdsokrdl. A fejlesztések és a kutatdsok folyamatosan zajlanak 0j kutatocsoportok, egyetemi és
PhD hallgatok és egyiittmi{ikodd partnerek bevondséaval. A teljesség igénye nélkiil a kutatécsoport

a kovetkezd évekre az alabbi célokat tiizte ki:

i. A TestSTORM ¢és a RainSTORM programok tovabbfejlesztése és kiegészitése a
kvantitativ kiértékelést tamogat6 statSTORM alkalmazassal
ii. A mintak direkt jelolésével a linkerek okozta miitermékek kikiiszobolése
iii. Az mmSTORM médszer felhasznaldbarat tovabbfejlesztése
iv. A fluoreszcens festékek paramétereinek kozvetlen meghatarozasa a mintaban
V. A PAINT modszer optimalizalasa és alkalmazasa
vi.  Korrelalt FRET-dSTORM mérések kalibralasa €16 sejtes kisérletekhez

vii.  Nanotestek alkalmazasa antitestek helyett
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6 Koszonetnyilvanitas

A dolgozatban gyakran eléforduld tobbes szam elsé személyli fogalmazas is arra utal,
hogy az eredmények jelentds része csapatmunkanak koszonheté. Csapatmunka alatt azonban
nem csupan a szakmai segitséget ¢és az egyiitt gondolkodast értem, hanem a megeldlegezett
bizalmat, az 0nallé kutatas lehet6ségét, a mindennapi munkahoz sziikséges feltételek
megteremtését, az Oszinte beszélgetéseket és a megfogadott (és persze a figyelmen kiviil
hagyott) tanacsokat.

Koszo6nom Dr. Szabo Gabor és Dr. Bor Zsolt professzor uraknak, hogy mar egyetemi
éveim alatt lehetOséget adtak arra, hogy bekapcsolodjak a tanszéken folyd kutatasokba és
frissdiplomasként kijussak az Egyesiilt Allamokba, ahol Dr. Frank Tittel és Dr. Robert Curl
professzorok kutatocsoportjaban dolgozhattam négy éven keresztiil.

Kiilon koszonetet érdemel Dr. Clemens Kaminski professzor ar a Cambridge-i
Egyetemrdl, és Dr. Alex Knight a londoni székhelyli Nemzeti Fizikai Laboratoriumbol, akik
kutatocsoportjaiban 2010 és 2012 kdzott médom volt megismerni a dSTORM szuperrezolucios
modszert. A kutatocsoportbol kiilon meg kell emlitenem Dr. Eric Rees kollégamat, akivel
egyiitt kezdtiikk a RainSTORM program irasat, és aki mindig ramutatott a kodban az altalam irt
»interesting solution” részekre.

Koszonet illeti az 6sszes hallgatot, akik a vezetésemmel irtak/irjak szakdolgozatukat,
diplomamunkajukat és PhD dolgozatukat (Dr. Kakonyi Rébert, Dr. Gajdatsy Gabor, Dr.
Dudas Laszlo, Dr. Sinké Jozsef, Gajdos Tamas, Varga Daniel, Novak Tibor, H. Kovacs
Balint, Biro Péter). A hosszadalmas kozos kisérleti munkak, magyarazatok, irodalmi
attekintések, és végiil a dolgozatok és a benniik szerepl6 abrak végtelennek tiiné javitgatasa
soran én is legalabb annyit tanultam, mint 6k.

Koszonom az AdOptlm kutatdcsoport Gsszes tagjanak, hogy 2013-t61 lelkesen és teljes
energiabefektetéssel segitettek az els6 magyarorszagi dSTORM rendszer megépitésében.
Kiilon koszonet illeti Dr. Tamas Gabor professzor urat, hogy a szuperrezoliicios modszer
fejlesztése és alkalmazasa helyet kaphatott az indul6 Nemzeti Agykutatdsi Programban. Az
egyiittmiikddo partnerek koziil meg kell emlitenem Dr. Pankotai Tibort, Dr. Mihaly Jézsefet
¢és Dr. Szikora Szilardot, akik nem hatraltak meg a dSTORM gyermekbetegségei miatt és
kitarto munkaval megsziilettek az els6 biologiai témaju kozos cikkeink.

Koszonet illeti az Optikai és Kvantumelektronikai Tanszék munkatarsait azért, hogy a
kutatashoz sziikséges adminisztrativ munka jelent0s részét levették a vallamrol; Dr. Hopp Béla
tanszékvezet6 professzor urat, hogy mindig igyekezett segiteni a kutatdcsoport munkajat, és
Dr. Bozoki Zoltan professzor urat, aki a kozos kavézasok alkalmaval mindig ellatott néhany
JO tanaccsal.

Es végiil, de nem utolsdsorban koszonetet mondok csaladtagjaimnak, akik nélkiil ez a
dolgozat biztosan nem sziiletett volna meg. Kiilon kdszonom feleségemnek, hogy nemcsak a
feltételeket biztositotta ahhoz, hogy otthon otthon érezzem magam, hanem nyelvi lektorként
olvashatdva tette az 6sszes dolgozatomat és cikkemet.
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