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Bevezetés

Ernst Karl Abbe neve leginkabb a mikroszkopok feloldasara vonatkozo formularol ismert,
amit 1873-ban publikélt [1]. Ennek alapjan megjelentek a kiilonb6z6, mikroszkopok
felold&sara vonatkozé formuldk, mint példaul a Rayleigh- vagy Sparrow-kritérium. Sokaig
ezeket tartottdk szamon, mint ket még éppen felbonthatdo targy kozotti tavolsag
meghatarozoi, amik alapjan a mai mikroszkopok elérték a kritériumok alapjan felallitott
néhdny 100 nm-es feloldasi hatart. Ennek eléréséhez a geometriai optikai dton is
magyarazhatd lencsehibakat az optikai rendszer minéségének javitasaval minimalisra kell
csokkenteni. Ekkor beszélink diffrakcio limitalt leképezésrél, vagyis a fény
hullamtermészetébdl adodd elhajlas a feloldasnak a fenti  kritériumok értelmében
mindenképp hatért szab.

A finomabb strukturak lathatova tételére viszont az id6 elére haladtaval egyre nagyobb volt
a motivacio, kulondsen a mikro- illetve nanobioldgiai kutatdsokban, ugyanis sok biolégiai
funkcio flgg kritikusan a szovetek molekularis szerkezetének finom részletein. Kilénosen
igaz ez az idegrendszer szdveteiben, ahol az informaciofeldolgozasi folyamatok a
bonyolult halézatoktol és a szinaptikus architekturadktol flggnek. Szinapszisok
szerkezetének vizsgalata molekularis képfeloldast, és specifikus megfigyelést igényel, ami
mindig is kihivast jelentett a hagyomanyos leképezeési technikaknak.

Nagyfeloldasu képek készitéséhez egyik eszkéz az elektronmikroszkép, de a minta
elokészitése komplikalt, draga nem csak a késziilék, de Uzemeltetése is, illetve az €16 sejtes
megfigyelések nehezen, vagy egyaltalan nem Kkivitelezhetéek, mivel a targyteret
vakuumban Kkell tartani hasznalat kozben. Masik lehetéség a szuperrezollcios
mikroszkopok alkalmazasa. A hagyomanyos feloldasi hatarokat atlépd, azoknal jobb
feloldast igér6 technikakat szuperrezolicids mikroszkopiai technikaknak hivjuk [2]. Ezek
kozll én a lokalizicids mikroszkopidval foglalkoztam. A lokalizacios mikroszkopia 2006-
os kifejlesztése 6ta a figyelem kézéppontjaban all. 2008-ban a Nature Methods folydirat az
év modszereként jellemezte és az idei, 2014-es kémiai Nobel-dijat is ennek a teriiletnek a
kifejlesztéséeért itélték oda.

Ennek oka szamos eldnyének koszonhetd. Ezek kozott megemlitendd, hogy optikai
tartomanyban kinal tipikusan par tiz nanométeres feloldast. Masik nagy elénye, hogy nem
igényel bonyolultabb minta eldkészitést és lehetéséget nyujt €16 sejtes kisérletekre,
folyamatokat figyelhetink meg in vivo. Ezen fellil lehetévé teszi a szelektiv

megfigyeléseket. Szelektiv megfigyelésen azt értem, hogy a minta kiilonb6z6 elemeit



kiilonb6z6 fluoreszcens molekuldkkal megjelolve az alkotok megkiilonboztethetové
valnak. Valamint a lehetéség, hogy képesek vagyunk vele 3D-s képek készitésére, szintén
jelentdsen hozzasegit a molekularis sejten bellli folyamatok megértéséhez.

Az intenziv fejlodéssel azonban egyltt jar a problémak és gyenge pontok felszinre
kerlilése, amelyek kikuszobolést vagy korrekciot igényelnek. A hagyomanyos optikai
mikroszkopidban is alkalmaznak korrekcidkat, de mivel a feloldasban nagyjabdl egy
nagysagrenddel lejjebb mentiink, ezért pontosabb korrigalas sziikséges, illetve olyan
hatasokat kell szamitasba venni, ami kisebb feloldasoknal elhanyagolhatdé. Ez egy
viszonylag 0j médszer és a kutatok egyik fontos feladata a technikai limitek korbejarasa,
hatarainak megkeresése a lehetséges alkalmazasi teriiletek felderitése mellett (amik eddig
leginkabb biologiai alkalmazasok).

Mint kordbban emlitettem, a lokalizaciés mikroszkopia egyik nagy elénye, hogy
lehet6séget ad szelektiv megfigyelésre. Eltéré hullamhossz tartomanyban sugarzo
molekulak esetén megjelenik a kromatikus aberréacio, ezért ezt vizsgaltam meg. Kétféle
szini hibardl beszélhetiink, axialis és lateralis (melyekrdl a Kromatikus offset alfejezetben
bdvebben irok).

A lateralis kromatikus aberracid hatasara egy molekula képe mashova keriil a detektoron,
attol fiiggden, hogy milyen hullamhosszusagu fényt emittal. Hagyomanyos fluoreszcens
mikroszkopoknal a hiba elhanyagolhatd, azonban a szuperrezolucids technikaknal elért
feloldasoknal és tobbszinii kisérleteknél mar a kép félreértelmezéséhez vezethet.
Kutatbmunkamban a kromatikus hibabdl addddé Gn. kromatikus eltolddast (offsetet)
vizsgaltam behatoan. Dolgozatomban egy rovid elméleti ttekintést adva, célkitlizésem és
modszereim ismertetése utan ebben elért eredményeimet k6zlém. Miutan a konkldziokat

levontam, réviden ismertetem a kutatas fontosabb vonzatait, a tovabblépési lehetdségeket.



Elméleti hattér

A Bevezetésben lattuk, hogy a képesség, hogy a nanométeres tartomanyban vizualizaljunk
példaul biologiai struktirakat, jelentésen segiti a vildgunk megértésében elért
eredményeinket. Felvetddik tehat a kérdés, hogy a nagyitast meddig lehet ndvelni, illetve
van-e hatara a térbeli feloldasnak.

Barmely leképzendd targy tekinthetd idealis pontszerii fényforrasok halmazaként. Azonban
az optikai rendszeriink hibaibol, illetve a fény hullamtermészetébdl addddan egy pontszeri
fényforrds képe nem egy pont, hanem egy Kkiterjedt folt lesz, aminek pontos alakjat a
leképez6 rendszer jellemzi. Ennek a foltnak a keépét, vagyis a rendszer valaszat a
pontforrasra egyértelmiien le lehet irni a pontatviteli fiiggvény (PSF, Point Spread
Function) segitségével. A targyrdl kapott képunk tehat a targy egyes pontjainak a PSF-el
vett konvollcioja lesz. Ennek kovetkeztében a kép elmosddottabba valik, és morfoldgiai
informéaciok vesznek el.

Az elméleti felbontoképesseg kvantitativ meghatarozasara a tortéenelem folyaman tobb
definicio is sziletett, amelyek kozil a legelterjedtebbek a Rayleigh- illetve a Sparrow-
kritériumok, amik a leképez6 rendszer altal még éppen feloldhatd pontszeri objektumok
tavolsagat, vagyis a kritikus tavolsagot (CD, Critical Distance) hatarozzak meg az alabbi

formulék segitségével:
2
CDRayleigh =0,61- NA (1)
) = 0,472 2
Sparrow — Y/ ( )
ahol 4 a megfigyelt foton hulldmhossza, NA pedig a leképezéshez hasznalt optikai rendszer

numerikus apertirdja. A numerikus apertara az optikai rendszert jellemzé dimenzidtlan

szam. Kiszamitésa:

NA = n-sin (0) 3)

ahol n a kozeg torésmutatdja, amiben a lencse elhelyezkedik, 8 a maximalis fénykup

szogenek fele, ami még be tud 1épni a lencsébe vagy ki tud 1épni abbdl.



Rayleigh hatar Sparrow hatar
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1. abra: Rayleigh- és Sparrow-féle feloldasi hatarok szemléltetése két pontforras
segitségevel [3].

A Rayleigh-kritérium esetén a CD az a tavolsag, amilyen tavolsagra elhelyezked6 két
pontszerii objektum PSF-jei kozll az egyiknek fémaximuma egybeesik a masik elsé
minimumaval (1. abra elsé oszlopa). A Sparrow-kritérium esetéen a CD az a tavolsag,
amilyen tavolsagra elhelyezkedd két pontforras képénél éppen eltiinik a PSF-ek kozotti
lokélis minimum (1. abra masodik oszlopa).

A feloldasi hatar (1) és (2) formulék altal adott kiszamitasait figyelembe véve a lateralis
iranyu feloldas javitasara két kézenfekvo Ut latszik: A hulldmhossz csokkentése, illetve a
numerikus apertura novelése. Az egyik oldalrdl nehézség, hogy a révidebb hulldmhosszak
felé valé elmozdulas soran egyre kevesebb anyagot talalunk, ami ebben a tartomanyban jol



transzmittal, tehat az optikai elemek gyartasa problémas. Tovabbi nehézségek, hogy a
nagyobb energiaju fotonok miatt megné a fény mintaroncsolé hatasanak esélye, biologiai
mintak esetében a fototixicitdas, ami gatolja az ¢él6 sejtes kisérleteket, illetve az
autofluoreszcencia, aminek kovetkeztében nagyszamu molekula sugaroz egyszerre, ami a
lokalizacios mikroszkopiai eljarast lehetetlenné teszi. Masfelél a numerikus apertdra
ndvelésének szintén technikai akadalyai vannak. A kereskedelmi forgalomban kaphatd,
legnagyobb numerikus aperturaju, olaj immerzids objektiv numerikus aperturaja: ~1,4-
1,49.
Axialis iranyban a feloldast a rendszer mélységélessége (DOF, Depth of Field) hatarozza
meg. Nagysaga, hasonléan a laterdlis iranyl feloldashoz, fugg a numerikus apertdratol
(NA) és a hullamhossztol (4):

DOF =22 (4)

NA

A fentebb definidlt limitek miatt a fénymikroszkdpok klasszikusan 200-300 nm-es
lateralis, és 500-800 nm-es axialis feloldassal rendelkeznek. Azonban mindkét kiterjedés
Iényegesen nagyobb, mint a legtdbb sejten bellli struktdra. A diffrakcié tehat gatolta
ezeknek a tanulmanyozasat egészen addig, amig meg nem jelentek a szuperrezoluciés
mikroszkdpiai eljardsok. A kordbban ismertetett kritikus tdvolsagok csokkentése azért valt
lehetségessé, mert a hagyomanyos feloldasra adott elméleti hatarok csupan definiciok, nem
fizikai torvények. Nem vesznek figyelembe bizonyos napjainkban fontossa valt
paramétereket, példaul a detektor pixelméretét vagy a beérkez6 fotonok szamat. Bizonyos
trikkoket alkalmazva tehat ezek a korlatok meg is keriilhetok.
A legtobb leképezési technikaban nagyszamu molekula egyidejii megfigyelésérdl van szo,
ami eleve korlatozza a feloldast, mert az eészlelt molekulak kozotti tavolsag sokkal kisebb,
mint a CD. Ujabb képalkoto eljarasok, mint példaul a 4Pi mikroszkopia [4], a STED [5, 6],
a RESOLFT [7] vagy a SIM [8] mikroszképok csokkenteni tudjdk a CD-t a megfigyelt
vagy gerjesztett térfogat csokkentésével, vagy novelve a hozzaférhetd Fourier teret (a
hozzaférhetd térbeli frekvenciak szamat) egy ismert mintazatu kivilagitassal.
A lokalizacios mikroszkdpiai eljarasok (PALM, STROM, dSTROM, stb.) [9-14] esetében
lényegében fluoreszcens mikroszkopiardl beszélhetiink, de nem sok fluorofor egyiittes
leképezésén alapul, hanem fotokémiai folyamatok révén idében szétvalasztjuk az egyes
molekuldk detektalasat. Ez tigy valik lehetségessé, hogy a mintat jelold festékmolekulakat

fluoreszcens (aktiv) es nem fluoreszcens (passziv) allapotok kdzott lehet kapcsolgatni. A
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molekulaknak lehet egy harmadik allapota is, a bleachelt, amikor a festékmolekula
szétesett. Ez egy irreverzibilis folyamat. A mintat bizonyos stiriiséggel megfestjiik ezekkel
a molekulakkal és gerjeszté fénnyel megvilagitva az aktiv molekulak gerjesztett allapotba
kertilnek. Alapesetben a festékmolekula gerjeszt6dés utan vagy ujra alapallapotba keriil
egy fluoreszcens foton emisszidja révén, vagy bizonyos besugarzé intenzitastol fuggd
valosziniiséggel egy metastabil allapotba jut, ahonnan Gjra a kiindul&si, fluoreszcencia-
képes alapallapotba kertil. A dSTORM lokalizacios mikroszkopiaban a mintat un. puffer
oldatba helyezzik, ami a festékmolekuldk mikrokdrnyezetének megvaltoztatasat szolgélja.
A puffer oldat hatasara a passziv allapotok élettartama megnovekszik. A folyamat soran
tehat a molekulak villédzasat lehet megfigyelni. Ezt Iényegében egy vided felvétellel
rogzitjik. A kamera expoziciés idejét optimalisan megvalasztva elérjik, hogy az egyes
képkockakon a felvillanasok detektoron létrehozott képei kis valoszintiséggel fedjenek at,
lehetdséget adva a lokalizaciora.

Az egyes képkockakon kiilonb6z6 szamitogépes algoritmusokkal a fluoreszcens
festékekhez tartozd pontatviteli fliggvényekre alkalmas fuggveényt illesztve meghatarozzuk
azok helyzetét (ami az illesztett fliggvény maximumanak helye lesz). Sok képet készitve
(~10000 képkocka) és a poziciokat eltarolva és egy képen megjeldlve, létrehozhatunk egy
nagy feloldasu képet a mintaban elhelyezked6 molekulakrol. A lateralis feloldas ezzel a
modszerrel jelenleg 20-30 nm. A folyamat sematikus abraja a 2. abran lathato.

Mivel a folyamat soran egy molekula relative gyengen emittal, meg kell jegyezni, hogy
ennél a modszernél kevés foton detektdlasara alkalmas kamerakat hasznélnak. Ilyen
példdul az EMCCD (Electron Multiplying Charge-coupled Device), vagy a sCMOS

(Scientific Complementary Metal-Oxide Semiconductor). A pixelméretek atlagosan 16-24

um-esek.
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2. &bra Az egymolekula képalkotas elve, amin a lokalizacios mikroszkopia alapul és a
festékmolekulak allapotai kdzotti kapcsolasok, amiket a mddszer hasznal. A folyamat
egy diffrakcio limitalt feloldasnal kisebb gyiiri alak( targy leképezését szemlelteti
[15].



Egy valés példa a lokalizaciés mikroszkopia biolégiai alkalmazésaibol, amikor
preszinaptikus proteinek leképezése torténik (3. abra):

A
Conventional Stochastic activation and 3D localization of a subset of probes Super resolution
image ‘\ \ “\ ‘\ image
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3. &bra: STORM képalkotas Pre- és Postszinaptikus fehérjék (A) 3D STORM
sematikus abréja. (B-G) Preszinaptikus proteinek. A hagyoméanyos fluoreszcencias
felvétel (B) részlegesen atfedé mintizatokat mutat, mig a STORM kép (C) ugyanarrdl
a teriiletrol egyértelmiien felbontja a kiilonallo szinaptikus strukturékat. Tovabbi
nagyitas hatasara a hagyomanyos képek (D és F) nem adnak tovabbi informacidt, mig
a STORM képek (E és G) jol megkilonboztetheté csoportosulasok jelenitenek meg
[16].

A minta el6készitése soran lehetdség nyilik arra, hogy specifikus kotéseket alkalmazva a
kiilonb6zé bioldgiai objektumokat mdas fluoreszcens molekuldkkal jeloljik meg, igy
kiilonb6z6 szinekben tudjuk leképezni azokat. Ezzel lehet6ség nyilik példaul dinamikai
vizsgalatokra. Ilyen tobbszinti kisérleteknél kétféle modszert szoktak alkalmazni, az egyik
a szimultdn vagy tObbcsatornas (4. abra (a) része), a masik a szekvencialis vagy

egycsatornas (4. abra (b) része) leképezés.
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4. abra Szimultéan (tdbbcsatornés) (a) és szekvencialis (egycsatornas) (b) leképezésen
alapul6 mikroszkaépiai technika [3].

Szimultan tébbcsatornas modszer soran tobb hullamhosszal egyszerre térténik a gerjesztés,
¢s a detektor karban egy dichroikus tiikor segitségével valaszthatok szét a kiilonbdz6 szinl
fluoreszcens képek, melyeket vagy kulonallo kamerakkal rogzitenek, vagy pedig a képeket
egyetlen kamera kiilonboz0 teriileteire iranyitjak, ez csokkentheti a képtér (FOV, Field Of
View) méretét. A képek szétvalasztasahoz szilkséges plusz optikai elemek fényveszteséget
jelentnek és aberrécidkat vezethetnek be, azonban relative gyors modszer.

Szekvencialis, egycsatornas rendszerben egyszerre csak egy hullamhosszon torténik a
gerjesztés és a kiilonb6zé szinii képeket egymas utan képezik le a CCD kamera chipjére,
igy a teljes aktiv feluletet kihasznalhatjuk, valamint a fenyutakat sem kell kilénvalasztani.
Héatranya viszont, hogy a mérési idé6 megnovekszik az el6z6 modszerhez képest, ami a
lokalizaciés mikroszkopiaban, ahol a random mechanikai elmozdulasok (drift, pl.:
hétagulas miatt) 6sszemérhetoek a feloldassal, problémat jelent es korrekciot igenyel.
Tobbszinli leképezésnél fontos a kiilonboz6 szinlt képek pontos illesztése, a regisztracio.
Erre azért van sziikség, mivel a fellépd aberraciok miatt a képek nem illeszkednek
tokéletesen. Ennek egyik legszignifikansabb okozdja a kromatikus aberracid. A képek
illesztésekor megszokott, hogy referenciapontokat, példaul arany nanorészecskéket
helyeznek el a mintdban. A kevés sz&mu foton miatt hasznalt érzékeny kamerakat viszont

karosithatja a fém nanorészecskék erds sugarzasa, ezt figyelembe kell venni.
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Kromatikus offset

Az optikai rendszerben fellépd leképezési hibak a szuperrezolicios mikroszkopidban
kiilonosen jelentéssé valnak, hiszen a nagy feloldas legalabb olyan mértékii precizitast
igéenyel.

Az 6t monokromatikus Un. Siedel aberraci6 [17] a szférikus hiba, az asztigmia, a kéma, a
Petzval hiba és a torzulas. Ezek 6nmagukban nem modositjak a lokalizacids pontossagot,
csak torzitjak a képet, ami altaldban nem vezet félreértésekhez, nem gatja a megértésnek.
Tobbszinli leképezés eseten viszont mér fellépnek a kromatikus aberraciok is és ezeknél
mar nem lesz igaz a monokromatikus hibakra vonatkozé allitas. A torzitas hullamhossz
fliggd, és ennek mértéke a lokalizacids technikaban elért feloldasokndl mar szamottevao.
fgy a kiilonboz6 tarsulasok, egyiittallasok nem ismerhetéek fel, a detektalasok széteshetnek
a kiilonb6zo szinekben.

A kromatikus aberraciok az anyagok azon fontos tulajdonsagabol kdvetkeznek, hogy a
torésmutatojuk fligg a hulldmhossztol: n(4). Ezt nevezzlk diszperziénak. Ennek egyik
kovetkezménye, hogy egy lencse a kiilonbozé hullamhosszsaga nyaldbokat kiilonbdzo
helyekre  fokuszalja  (axialis  kromatikus aberracio). Ezt lehet korrigalni
lencserendszerekkel, de megjelenik egy masik diszperzié okozta hiba. Ha el is ertik, hogy
az optikai rendszer a kiilonb6z0 hullamhosszisagi nyaldbokat egy sikba fokuszalja, a

kiilonboz6 szinekre mas lesz a nagyitas (lateralis kromatikus hiba).

Longitudinal chromatic aberration

5. dbra: Az axialis és lateralis kromatikus aberracio szemléltetése [18].
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Lateralis kromatikus hiba hatdsara egy pontszerti targy képe eltolodik a detektoron. Ennek
az eltolédasnak a mértéke fligg az objektum pozicidjatdl, és az &ltala kibocsatott sugarzas
hullamhosszatol. Dolgozatomban ezt az eltolodast hataroztam meg. llyen mddon két
kiilonb6zé hulldmhossztartomanyban sugarzé pontforras lokalizalt poziciol kozotti

tavolsagot neveztem kromatikus offsetnek:

Aroffset = 7"offset(xr YV A) — 7"offset(xr V,42) (5)

Mikroszkop objektiv

CCD chip sikja

Tubuslencse
Fokuszsik
A2
leképezés Leképezes két
helye idealis hulldmhossz A
-+ <=esetben tartomanyb A ;
yban I'offset
e +
{
Optikai I::> +
tengely

CCD chip részlet

6. 4bra Kromatikus offset szemléltetése.

Célkitizés

Célom a szini hibabdl addédé kromatikus offset modellezése és szamitdgépes programokkal
szimulaciok végzése volt, annak reményében, hogy az ebbdl szerzett informaciokbol és az
esetleges 1j ismeretekb6l megoldast talaljak a hiba megsziintetésére vagy csokkentésére.
Az effektust a Szegedi Tudomanyegyetem AdOptim kutatocsoportja fokuszsikban mar
megvizsgalta [19], azonban az axialis iranya fliggés vizsgalatara idaig nem kerdlt sor.
Feladatom tehat a megfeleld modell megtalalasa, a sziikséges programok megirasa illetve a
mar létezd6 programok megismerése, az optikai offset leszimuldlasa, és a konkluziok

levonasa volt.
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Felhasznalt modszer

A vizsgalodasaim soran OSLO-t [20] hasznaltam, ami egy optikai rendszer tervezd és
optimalizal6 program. Az offset meghatarozasahoz el6szor is modelleztem a folyamatot. A
molekulakat ideélis pontforrasnak tekintettem, és feltételeztem, hogy az emisszijuk
fliggetlen a gerjesztési koriilményektdl, mint példaul a polarizacid, igy a véletlenszertiséget
imitdlva cirkularisan polaros emittalt fennyel szamoltam. Az OSLO a leképezéshez
sugarkovet6 szamitasokat és hulldmoptikai megfontolasokat alkalmaz. A leképezéshez egy
640 nm-re optimalizalt 100-szoros nagyitasu mikroszkdép objektiv modellt hasznéltam. A
fokuszsik pedig 5 um mélyen volt a mintdban. A detektaldshoz egy 256 x 256 pixeles, 16
um pixelméretii EMCCD kamerat feltételeztem [21].

Az alabbi képen a grafikus kezel6feliilet lathato. Fontr6l lefele haladunk a targysiktdl a
képsikig, balrdl jobbra pedig rendre a fellillet gorblleti sugarat, a lencse vastagsagat,

apertarajat és anyagat hatarozhatjuk meg.

£ Surface Data EI (=l -E3
]
2 Bl
?
| Gen |[ setup |[ wavelength |[ Field Points |[ variables |[ braw on_|[ Group |[ wotes | -
Lens: No name Zoom 1 of 1
Object num aper 1.000000 Field angle 0. 000000 Primary wavin 0.523000
SRE RADIUS THICKNESS APERTURE RADIUS GLASS SPECIAL
0E1 0.000000 | 1.0000e-20[ | 1.0000e-26 WATER =1
o.oooo00 | o.oos000 | 1.1300e-20 WATER
p.oooooo | o.ivoooo[ | o.300000 | cover [(M] [_]
g.oooooo0 ] o.izizss [ | o.350000 [ o [M] [
o.ooooo0 | o.eoooo0 | z.o00000[ | ©_S-BSL7 1
[ 5] -z.z05600[__] 1.s30000[ |  1.400000 [ | O_S-LAHGE& 1
[ &] -t.sswsco[__] o.4s3700 | z.oo0000[ ] arr [ ] [
[ 7] -14.2a8700__] 3.sesso0[__|  4.500000 [ | O_S-FPLS1Y L1
-s.1r1900 | 0.934200 |  4.500000 ] ar ] [
[ 2] s.oss400[ ] s.za3so0[_|  &.500000 [ | O_S-FPLS3 1 1
-10.183100 |  t.256200 |  6.500000 [ | O_S-YGHS1 L1 3
1z.18s000 | 4.680700[ ]  &.500000 | O_S-FPLS3 1
-g.412700 ] o.7oo000 | &.s00000 [ | ar | [
23.770400 |  4.246100[__|  &.000000 [ | O_S-FPLS3 1
-7.3z3700 | t.o0zsoo[__|  &.000000 | O_S-YGHS1 1
-25.586900 | 0.430000__| e.000000[ | ar | [
s.zozsoo | r.iziooo | 7.000000 | O_S-FPLS1Y 1
-3.414800 | 1.224400__| 7.oo0000 [ | FEDC28-42 1
45.763800 |  1.1s1100 |  7.oooo00 [ | atr [ | [
s.sg1o00 |  s.ozFio0 | s.o00000 [ | O_S-FPLSLY 1
-g.513700 | t.oo0000[ | s.oo0o000 [ | FEDC38-42 1
z.612900 | t.4z7900[__|  t.eooooo | arr [ | [
-1.901100 |  4.343900[__] t.eo0000[ | O_S-BSLY 1
19.145500 |  z.503700[ |  4.000000 | H_ADF405 L1
-6.633200 |  4.000000 ]  4.000000 ar [ | [
o.o00000 ] so.0o0000 | 4.c00000 [ ar [ ] [ -

7. &bra OSLO grafikus kezel6 feliilete, a feliiletek megadasa.

13



Az OSLO az aladbbi abran lathat6 moddon veszi fel a koordinata rendszert, és
dolgozatomban ezen koordinatakkal adtam meg a vizsgalt targypont helyét. Az orig6 a

targyoldali fokuszpontban van.
Xa

Z

L

Targy oldal

8. abra OSLO altal felvett és a dolgozatomban hasznalt koordinata-rendszer illetve az
objektiv, mint lencserendszer modellje.

Els6 1épésként MATLAB-ot [22] hasznaltam, hogy egy adatfajlt hozzak létre, ami a
sugarzé molekuldk (emitterek) koordinatait tartalmazza. Ezeket az adatokat beolvastattam
OSLO-ba, amiben egy ccl fajl (Appendix 1) segitsegevel kiszdmoltattam minden egyes
emitterhez tartozd, az adott optikai rendszer altal létrehozott PSF helyét és alakjat. Ezt a
fajit MATLAB-ban TIFF fajlla konvertaltam. A TIFF fajlokon lefutattam a lokalizacios
algoritmust, amihez rainSTORM-ot [23, 24] hasznaltam.

A rainSTORM egy MATLAB-ban futtathatd, ingyenesen elérheté lokalizacios
mikroszkopiahoz irddott szoftver, amibe a képkockéakat beolvasva létrehozhatjuk a
nagyfeloldasu képet. A lokalizalasnal az egyes képeken megkeresi a lokalis maximumokat,
mint lehetséges molekulakeépeket, amik a detektor miatt pixelizaltan jelennek meg. Ezek
kornyezetére alkalmas fliggvényt illeszt. Az egzakt pontatviteli fliggvény helyett Gauss
haranggorbe alaku fliggvényt hasznél. Ez kelléen pontos modell [25], illetve tovabbi
elénye, hogy egyszerli és nem igényel nagy szamolasi id6t. Az illesztett fuggvények
maximumanak helyét a program a kiilonboz6 felhasznalé altal megadhato kritériumoktol
fliggben eltarolja vagy elveti. Az eltarolt koordinatakat egy virtudlis pixelhalén helyezi el,
aminek pixelmérete tizede a valdsagos detektor chip méretének.
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9. &bra: A rainSTORM miikodési elve [25].

Ezeket a szamitasokat két hullamhossztartomanyra végeztem el, két jellemzé lokalizacios
mikroszkopidban hasznélatos festékmolekulat feltételezve: Alexa 647, Alexa 488. A
hullamhossztartomanyokat egy gyakran hasznalt dichroikus sziird paraméterei alapjan

allapitottam meg (Di01-R405/488/561/635-25x36 és FF01-446/523/600/677-25, Semrock).

1. tdblazat: Az OSLO-ban alkalmazott hullamhosszak

Gerjeszt Alkalmazott hulldmhosszak az OSLO-ban a leképezésnél [nm]
hullamhosszak [nm] | &, A2 A3

491 523 502 544

640 676 663 690

A 640 nm-es gerjeszt6 hullamhosszhoz tartozé lokalizacids koordinatakat vettem
referencianak, a tovabbi lokalizacidok ettdl vald eltérését vettem a kromatikus offsetnek,

amit MATLAB-ban irt programmal szamoltattam ki és &brdzoltam (10. &bra).
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® itterek koordinatamak
MATLAB lgeoilhse

R2011b (7.13.0.564)
64-bit (win64) :
OSLO |,
kiszamitasa

August 14, 2011
License Number: 161052 _

«) MathWorks"

256x256 pixels; 16-bif, 128K

MATLAB’

: 150

TIFF fajlok

létrehozasa 200

250

molckulik rainSTORM

lokalizalasa 5 Bl .
a folyamat megismétlése a ket
hullamhossztartomanyra és a kromatikus
offsetek kiszamitasa
200
100 i
Adattajl a lokalizalt 2
molekulak x, y és z
koordinataival = W w 0

10. &bra: Kromatikus offset kiszamitasanak folyamatabraja.
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Eredmények

A mikroszkop objektivek adatait a gyartok nem adjak meg, igy egy objektiv szabadalmat
hasznaltam a szimulaciokhoz. Ez egy 1,41 numerikus apertdraju, 100x olajimmerzios
Olympus objektiv volt [26]. A tubuslencse 180 mm fokusztavolsagu tokéletes lencse volt.
Mivel a trendek ugyanazok, mas objektivet alkalmazva az eredmények nem térnek el
szignifikansan, igy ezzel az objektivvel torténd szimulaciok is alkalmasak az effektus
vizsgalatara, intuiciokra. A kromatikus aberracié miatti fokuszeltoldédas és PSF torzulas
erre az objektivre szdmolva a 11. abran lathato.

Thsel

—~ 54

£

E

" ¥

i

=

= 9

~

5]

— et

O

S

[ 75_
-7.5_
-10 | ; | | | | ; |
004 045 05 | 05 08 085 | 0.7 075 0.8

0.523 0.676

/ Wavelength (um) \

No name 05L0
C7 nov. 14
CHROMATIC SHIFT W

Lateralis eltolas: 0 um

ag B

Lateralis eltolas: 19,2 um

o] - ol

11 abra: A vizsgalt két hullamhossz tartomanyra a kromatikus hiba miatti fokusz
eltolddas, illetve a képtérben a PSF-ek torzulasa, valamint a detektoron megjelend
kép.
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A Felhasznalt modszerek fejezetben részletezett szisztémat ket hullamhossz tartomanyra és
kiilonb6z6 sikokban elhelyezkedd emitter matrixokra elvégezve egy MATLAB-ban irt
programmal abrazoltam a kromatikus offsetet. Hét sikot valasztottam ki a Z koordinata
mentén -300 nm té1 +300 nm-ig 100 nm-es 1épéskdzzel. Ez a tartomany a DOF-bél adodik,
ugyanis a fokuszsiktol tadvolodva a molekuldk PSF-jei a képsikban kiszélesednek, a
maximumok értéke leesik, s ~300 nm utén valik olyan mértékiivé, hogy az elektronikus
zaj miatt mar lehetetlen a detektalas.

Az abrazolt képeken a tengelyek CCD kamera pixel értékkel vannak skalazva, a
kromatikus offset értékeét a szinskéla mutatja, értékét szintén CCD kamera pixelértékben
adtam meg (12. &bra). Visszavetitve a pixelértékeket a targytérbe 1 CCD pixel nagysaga
160 nm.

Z=-300 nm e Z=-200nm : Z=-100 nm
annenemannnnnaeeare QNN S e e a—— 15 [T
. E P
: u i “"I 1 i h it 1
= 150 o 150 150
= 22 s
o 23
00 . 100 . 100
50 m H 50 EH 50
50 100 150 20 ) u;n“ 150 20 &0 00 150 0
pixel Z=0nm ;
. !
=
200 1T
1
150
100
5
i Ht §
&0 10 120 20
Z=100 nm . Z=200 nm . Z=300 nm
20 - 200 200
BHHH i i HE 5 :
150 i :l 2 Sasan 150 ;; . i 10 | :.‘.:
T i i i i
100 E 100 Bt 100
f 5 o st 5 i
- 2 & "":: : ﬁ i FEE
—EEE S
£ 100 150 20 0 100 120 20 50 1 150 X0

12. 4bra Kromatikus offsetek abrazolasa kiilonboz6 sikokban az optikai tengely
mentén (a tengelyek CCD kamera pixel egységekben).

Az abrakbol jol latszik, hogy a képtér szélén az offset értéke mar nagyobb, mint 160 nm.
Azt is megallapitottam, hogy az offset értéke nem szimmetrikus a fokuszsikra. Tehat a
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korrekcional nem csak az szamit, hogy a minta milyen tavolsagra van a fokuszsiktol,
hanem ennek a tavolsagnak az el6jele is.

Feltételeztem, hogy a molekulék cirkularis polarizacioval sugaroznak, igy az offset értékek
hengerszimmetrikusak az optikai tengelyre. Linearisan polaros feny esetén az utdbbi allitas
nem mondhato el. Az axidlis iranyban a szimmetria hianyanak bemutatasara a fenti dbrak

kdzil a Z =0, -300 és +300 nm-hez tartoz6 abrak keresztmetszeteit (13. abra).

Kromatilus offset

1.4

z=0nm
Al g = 300 nim _

z =300 nm /

Offset [kamera pixel]
= =
o (wn] —_
| | T

o
e
I

0.2+

|:| | |
0 a0 100
Optikai tengelvtdl vald tavolsag [kamera pixel]
13. 4bra Kromatikus offset értéke a detektor optikai tengelyt atszel6 pixelsorara 3
vizsgélt sikban cirkularisan polaros fény esetén.
A grafikonrdl leolvashatjuk, hogy a Z = 300 nm-es sikban az eltolddas az optikai tengelytol
mérve ~100 kamerapixel tavolsagra mar nagyobb, mint 1 CCD kamera pixel, amit egy 256

x 256 CCD kamera pixeles képtér esetén mar figyelembe kell venni.
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Konkllzié

A szimulaciok ramutattak, hogy lokalizacios mikroszkopidban a lateralis kromatikus
aberracio nem elhanyagolhat6. Megvizsgaltam annak axialis iranya fliggését és a hiba a
fokuszsikra nézve nem mutat szimmetriat. A szamitogépes képalkotasnak koszonhetden
azonban, megfeleld algoritmusok alkalmazasaval, az effektus korrigalasara nyilik
lehet6ség. Egy ilyen algoritmus elkészitése jovébeli terveimben szerepel. A tovabbiakban a
szimuldciokat megismétlem tesztmintdkra, a bioldgidban el6forduld strukturdkra és
megvizsgalom a hiba hatasat. Erre alkalmas lesz a TestSTORM szoftver Gjabb verzioja,
melynek fejlesztésében magam is részt veszek [27]. Tovabblépést jelent az eredmények
kisérleti uton torténé megerdsitése, illetve egy korrekcios algoritmus tesztelese valds
mintak esetében. A korrekcids program alkalmazasaval jobb minéségii tobbszinii és térbeli
képeket készithetink, ami hozzasegithet a természetben lejatsz6d6 folyamatok
megértéséhez.
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Flggelék 1

A témavezet6imt6l kapott feladatom az volt, hogy szimulaciokkal meghatarozzam a
kromatikus offset nagysagat a targypont térbeli elhelyezkedésének fliggvényeben
szuperrezolucios lokalizacios mikroszkopidban hasznélatos hullamhosszakra.

MATLAB-ot [22] hasznaltam targy létrehozasahoz. OSLO-val [20] a kiilénb6z6
hullamhossztartomanyokat és targytavolsagokat beéallitva kiszamittattam a létrehozott targy
képét. A mar l1étez6 lokalizécids szoftverrel nyert adatfajlokat hasznalva a kromatikus
offset értékét MATLAB-ban szamittattam ki és az eredményeket szintén ott abrazoltattam.

Az kutatas jelent6sége, hogy az eredmények segitsegével korrekcios algoritmusokat lehet
késziteni, amelyekkel jobb mindségli képeket hozhatunk Iétre.
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Flggelék 2

Az OSLO-nak van karakteres feliillete, ami lehetdséget ad programok megirasara ccl

nyelven. A szimulacioim soran hasznalt programot mutatom be réviden:

I%T&n’t&iﬂor—_

File Edit

inpfile=fopen{"D:"\vargad\sc23'\ egyetem'\MSch AdOptIm\wor k\Cromatic_offset_2014_10_16\datas'emitter_rows\emitter_row_z_ *

while(fgetline(inpfile,&tempch)!=-1) //get the number of active molecules
nummoT++;

i

double params[nummol] [4]; //defined parameter matrix

fseek(inpfile,0,0); //back to the beginning of the input file

for (indmol=0;1indmol<nummol;indmol++) //get the parameters from input Tile
{for (indcol=0;indcol<4;indcol++)

fscanf(inpfile, %" ,&tempparams);
params[indmol] [indcol]=tempparams;

¥

out=Fopen(fn, " w"); J/open output file

for (indrow=0;indrow<nummol;indrow++) // get psf for each molecule
{if(indfr!=params[indrow] [0]) ST fr number increases relative to the fromer loop, save the actual frame fro

for (indx=0;indx<FRAME;indx++])
{for (indy=0;indy<FRAME; indy++)

fprintf{out, s\ t",temp_frame[indx] [indy]);
fpr'l'n’tf(_out Y1
Tndfr’H—;

for (indx=0;indx<FRAME;indx++) //temp frame with zeros
{for (indy=0;1indy<FRAME;indy++)

m

temp_frame[indx] [indy]=0;
H
Is
]
dcx 1 params[indrow] [1]/1000000-FRAME,/2*PIX/1000,/MAG; //place emitter in x,y,z position (conwversion nm to pix ar
dcy 1 params[indrow] [2] /1000000-FRAME,/2*PIX,/1000,/MAG;
dcz 1 params[indrow] [32]/1000000;

sbr; /f/reset buffer

trr; //get the reference ray position
refray[0]=a3;

refray[1]=b3;

J/stp outp on;
Srprintf (s axfon®,refray[o],refray[1] );
//stp outp off; ==

intnorm=0;

for(indxpix=-RAD; indxpix<=RAD; indxpix++) //get psf in the given area and the normalization to the total inten
i

for{indypix=-RAD; indypix<=RAD; indypix++)
i

pixy=rint(refray[0]*1000/PIX)*PIX/1000+1ndxpix*PIX,/1000-refray[0];
pixx=rint{refray[1] *1000,/PIX)*PIX/1000+indypix=PIX/1000-refray[1];

tempint=0;
Tor (idx=0; idx<N; idx++) {
pox=pixx+step*idx;
Tor (idy=0; idy=<N; idy++) {
poy=pixyt+step=idy;
sbr; //spreadsheet buffer reset
pst rs chr poy pox 0; //get intensity
tempint=tempint+di;

H
b >

14. dbra OSLO ccl rutin egy részlete.

Az OSLO kiszamolta a beolvasott DAT fajlban téarolt koordinatdk, mint fényforrasok
polikromatikus PSF-jét hullamoptikai megfontolasokat alkalmazva a korabban bemutatott
objektivre vonatkozdéan. Az emitterek 3 megadott hullamhosszon sugaroztak. A program
minden emittert egy 5 x 5 pixeles szegmenssel vesz korbe. Minden pixelhez hozzarendel

egy relativ intenzités értéket és ezeket egy adatfajlban tarolja.
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