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Osszefoglalé

Bevezetés

A mikroszképok mar évszdzadok Ota nélkiilozhetetlen eszkozei
a mikrovilag vizsgalatanak. Ezen id6 alatt sokrétli alkalmazast
nyertek szamtalan tudomény teriileten, amik kielégitésére sza-
mos specialis médszert fejlesztettek ki. Az egyik ilyen optikai
technika, a fluoreszcens mikroszkopia egy fél évszazada terjedt
el a bioldgiai kutatdsokban. Népszeriiségét elsésorban annak ko-
szonheti, hogy a kiilonb6z6 sejtalkotok jo specificitassal vizsgal-
hatéak a segitségével. Az optikai mikroszképok alkalmazhatd-
saganak azonban egy jelentos akaddlyt allit maganak az opti-
kai rendszernek a diffrakciobdl szarmazé feloldoképessége. Ezt
csak a kozelmultban sikeriilt lekiizdeni kiilonb6z6 mérési triik-
kokkel, amiket gytijténéven nagyfeloldasi mikroszképianak hi-
vunk. Ezen beliil is egy igen népszersi 4g a lokalizaciés mikrosz-
képia, aminél id6ben szétvalasztjuk a fluoreszcens jeldlések jeleit,
igy azok egyedileg mérhetdek. Példaként a dSTORM technikandl
a festékeket specialis puffer oldatba helyezziik, ami fotovillogast
indukal. Igy a festékeket killon-kiilon lokalizalva akér ~20nm-
es feloldds is elérhet6. A megnovekedett feloldds azonban nem
jar ingyen, a lokalizdciés modszerek Osszetett adatelemzést és

eredmény kiértékelést kivannak.



A lokalizacds mikroszkopidban igen fontos értékméro a felvil-
lanasok lokalizaldsanak precizitasa és pontossaga, amik rendre a
véletlenszerl és a szisztematikus hibat irjak le. Ugyanilyen 1é-
nyeges, hogy a jeloléseket elegendo stirtiségben detektaljuk annak
érdekében, hogy a vizsgdlandé struktira jol kirajzolédjon. Az
elobb emlitett mennyiségek szdmszertisithetéek, azonban a kép-
mindség teljes jellemzésére dnmagukban nem elegendéek. Min-
den esetben, amikor a mérés nem idealis, vagyis nem csak az
egyedi molekulak jeleit detektaljuk, képrekonstrukciés hibdkat
kapunk. Ilyen fordul el6, amikor nagy stirliségben toérténnek a
véletlenszerl fotovillogasok, a molekuldk képei Gsszemosodnak,
és az algoritmus nem birja Oket kiilonvalasztani. Ez tipikusan
azt eredményezi, hogy tobb felvillanas egyként keriil azonosi-
tasra téves kozépponttal, vagy pedig teljesen mell6zve lesznek.
Ezen feliil egyéb tényez6k, mint a minta fokozatos elmozdulasa-
val vagy a belOle szarmazd autofluoreszcens hattérrel is szamolni
kell. Példaként az utébbi téves lokalizacidkat eredményez, illetve

eltolja a lokalizaciék kozéppontjait.

A mitermékek mind elméleti leirdssal, mind kisérletileg nehe-
zen vizsgalhatoak. Erre leginkabb szoftveres szimulacié ad lehe-
tGséget, ahol is a paramétereket szabadon valtoztatva, konnyen
vizsgalhatd, hogy mennyire is tér el a rekonstrudlt struktira a

ténylegestél. Igy megallapithaté, hogy az adott mérési modali-



tas és minta tipus esetén milyen képmindség varhato a kiilonbozé
mérési paraméterek alkalmazasdval. A lokalizacidés mikroszkopia
a lateralis pozicié mellett szamos egyéb informécié kinyerésére
is lehetOséget nyujt az egyedi molekuldk jeleibol. A nagy felol-
dast megtartva, sokasdgbdl szarmazé informécio helyett egyedi
események statisztikdjiat kapuk. Az egyik ilyen informécié a 3D
rekonstrukcidhoz sziikséges axidlis pozicié. Ez taldn a legegy-
szerlibben a leképz6 rendszerbe torténé hengerlencse elhelyezés-
sel érheté el. Ennek a koévetkeztében a fokuszsik két oldalan
két, egymasra merdleges tengely mentén lesz elnytilt a molekula
képe, aminek alakja magdban kédolja annak az axidlis pozicié-
jat. Tobb eltérd spektralis tulajdonsagu fluorofért alkalmazva
in. tObbszini mérést is végezhetiink, gazdagabb struktiralis
informéaciot nyerve egyazon mintarél. A kiilonbozé fluoroférok
eltérd spektrélis tulajdonsagait kihasznalva a gerjesztési vagy az
emisszios oldalon, azok jelei szétvalaszthatoak tobb mérési csa-
tornara. Ekkor a csatornak kozti jel aranyokbdl allapitjuk meg,
hogy a felvillands melyik fluoroférhoz tartozhat. A fluoroférok-
rél, mint dipdl sugarzok irdanyultsagarol is van lehet6ség informa-
cidkat szerezni polarizacié érzékeny elemet helyezve a fénytutba.
Ez csak azokban az esetekben teheté meg, amikor a fluoreszcens
jelolések jol beagyazdédnak a mintdba, és ennek kovetkeztében a

forgasuk korlatozott, vagy akar rogzitett. Ekkor az orientaciot



mérve, a minta molekuldris elrendez0désérol nyerhetiink infor-
mécidkat. A fluoroférok erételjes elektrodinamikai kolesonha-
tasba is léphetnek a kornyezetiikben 1évé plazmonikus strukti-
rakkal, ami szintén vizsgalhat6 egyedi molekula szinten. A kol-
csOnhatas tobb emisszids tulajdonsagban is megnyilvanul, de a
legkdzvetlenebbiil a felvillandsok fényességen keresztiil mérhetd.
Igy a plazmonikus struktirdk tulajdonségaira lehet kovetkezte-
téseket tenni, vagy pedig az elméleti predikcidk ellenérizhetéek
kisérletileg.

Mindegyik mérési modalitds méas-mas kisérleti elrendezést és
adat kiértékelést kivan, és ennek megfelel6en kiilonb6z6 képalko-

tasi hibakra lehet szamitani.

Célok és kutatasi mddszerek

Célul tiztem ki, hogy az egyedi molekula lokalizaciés mérések
szimulaldsara szolgalé TestSTORM szoftver eszkoztarat kibovit-
sem, és ezaltal tobbféle lokalizacids mérés szimulaciés vizsgalatat
tegyem lehetévé, mindezt minél inkabb valosaghtien. Feladatom-
nak tekintettem, hogy a valdsaghti felvillands pontatviteli fligg-
vényeket alkalmazva megvizsgaljam a defékuszaltsag és a dipdl
orientacié rekonstrualt képre gyakorolt hatasat. Célul tiztem ki,
hogy karakterizdljam az asztigmids 3D és kétszinli mérési moda-

litasok esetén varhaté képrekonstrukcios miitermékeket, tovabba,



hogy értelmezzem az AdOptIm csoport korabbi polarizaci6 érzé-
keny mérését. Terveim kozt szerepelt, hogy kiértékelési eljarast
dolgozzak ki, amivel az egyedi molekula jelekbdl kinyerheté a
felvillandsok fényességeinek informaécidja, és ezt mérési eredmé-
nyének elemzésére felhasznaljam.

A TestSTORM szimulaciés szoftver fejlesztését és a lokaliza-
ciés mérések kiértékelését MATLAB programnyelven végeztem.
A TestSTORM forraskodja nyiltan elérhet6é az AdOptIm csoport
honlapjin (http://titan.physx.u-szeged.hu/~adoptim/). A
trajektoriak képkocka szdmaira vonatkozd szamolasokat Julia
nyelven irtam. A dSTORM és a fehér fényl transzmisszios mé-
réseket az AdOptlm csapat sajat épitésii mikroszkép rendsze-
rén végeztem. A rendszer Nikon Eclipse Ti-E mikroszkép vazra
épiil. A dASTORM mérések soran az MPB Communications Inc.
647 nm-es lézerét haszniltam, a felvételeket Andor iXon3 897

kamera elektron sokszorozo tizemmoédjaval készitettem.

Uj tudoményos eredmények

T1: Diffrakciés PSF modellek segitségével megvizsgal-
tam a rétegezett kozeg fazisaberracidjanak és a di-
po6l momentum rogzitettségének hatasat a lokaliza-
ciés képre. Megmutattam, hogy a fazisaberracié altal be-

vezetett defokuszaltsagra valo aszimmetria megjelenik a lo-


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

T2:

T3:

kalizacios képen, els6sorban PSF standard deviaciora vagy
illesztés reziduumra torténé sziirés hatasara. A vektoridlis
PSF modell segitségével megvizsgaltam a fotoszelekcid és
PSF alak hatasat henger, illetve gomb alaku struktirak-
ra, kiilonb6z6 dipdlus irdnyitottsagok mellett. Megmutat-
tam, hogy eltérd gerjesztési sémak és dipdlus orientéltsdgok
esetén jelent6sen kiilonboz6 képrekonstrukeiés miitermékek

alakulhatnak ki. [A1]

A TestSTORM szimulaciés szoftverbe beépitettem
és alkalmaztam a polarizacié érzékeny, a kétszinii
és az asztigmids 3D szimulaciés lehet6ségeket. Po-
larizacié érzékeny szimulacié segitségével értelmeztem az
AdOptIm csoport kordbbi mérési eredményét, és becslést
adtam a mért dipdl orientéci6 korlatozottsag értékére. Két-
szinl szimulaciét alkalmazva megvizsgaltam a fényesség
alapi sziirés hatékonysagat az athallas eltdvolitasidra. 3D
asztigmids szimuldcidk segitségével megmutattam a defo-
kuszaltsag aszimmetriajanak, az atfedéseknek és a struk-
taralt hattérnek a hatasat a rekonstrualt képre. Megmu-
tattam kiilonféle miitermékek jelenlétét, amik lokalizdcids

adat szliréssel nem korrigdlhatéak. [Al, A2]

Eljarast dolgoztam ki plazmonikus nanorészecské-



ken torténé dSTORM mérések végzésére és kiérté-
kelésére az egyedi molekula fényességek meghata-
rozasa céljaboél. Az altalam fejlesztett szoftveres mod-
szer meghatarozza a fotovillogast végz6 festékek felvilla-
nasainak fényességét. A hii egyedi molekula informaci-
o0k kinyerése érdekében az algoritmust képessé tettem a
nanorészecskékbdl szarmazo fluoreszcens hattér kezelésére.
Tovabba a mddszer képes beazonositani a nanorészecské-
ket, és kivalogatni a hozzajuk tartozé lokalizacios adatokat.
Arany nanorudakat tartalmazé mintdn dSTORM mérése-
ket végeztem és a kidolgozott eljardssal vizsgaltam a rajtuk

torténd felvillandsok fényességét. [A3]
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