Optikal

SZTE Optikal és Kvantumelektronikal Tanszek

mikroszkopial kutatocsoport

Az Optikal mikroszkopiai (Advanced Optical Imaging: AdOptim) kutatocsoport modern —_ =
optikal leképez6 modszerek es eljarasok fejlesztesevel, optimalizalasaval es alkalmazasaval Ad\&ncgd

foglalkozik. F6 kutatasi iranyunkat a bioldgiai mintak nagy térbeli feloldasu, polarizacidora - (7).
érzékeny leképezése jelenti, amely lehetéséget ad a sejtekben és szovetekben lejatszodd = "°
molekularis szinti mechanizmusok kovetésere es megértesére. A modszerek fejlesztese Imaging
0sszehangolt fizikai, informatikal és biologiai kutatasokat kivan meg.
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Optikal mikroszkopia

A fluoreszcens mikroszkopiai eljarasokban a mintat
'specifikusan fluoreszcens fehérjevel vagy festekkel jeloljik
meg. E jelolé molekulakat lezerrel gerjesztjiik, és a hosszabb
hullamhosszon emittalt fotonokat a gerjesztd fénytol
spektralisan levalasztva 0Osszegyujtjik. Az emittalt feny
Intenzitasanak, lecsengesi Idejenek, polarizacios
tulajdonsagainak merese alapjan kepet készithetiink a
mintarol.

szinti lekepezésre. A kutatocsoport fo témaja egy ilyen elven
megepitese, Uzemeltetése, fejlesztese es alkalmazasa.
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meg a lathato tartomanyban. Ezért ezekkel a modszerekkel finom - feloldas alatti - strukturak nem detektalt fotonok szamatdl és a zajszinttsl. A
képezhetdk le. Az elmult évtizedben szamos nagyfeloldasu eljarast fejlesztettek ki (STED, SIM, madszer alkalmazhato tobb szinii leképezésre
STORM, PALM stb.). Ezek koOzul a lokalizacios mikroszképok <10nm terbeli feloldasukkal a és kiterjeszthetd a  harmadik, axialis
jelenlegi legnagyobb térbeli feloldasu optikai mikroszkopok, amelyek alkalmasak molekularis koordinatara is. A molekulak kapcsolasi

Linkerrel 6sszekotott mTFP fluoreszcens aktiv molekulak jol szeparaltan helyezkednek

fehérjék szamitogépes modellezése

mikod6 mikroszkoprendszer | [ mechanizmusatdl fiigg8en a  lokalizacios
modszerek szamos tipusa kiilonitheto el.
(STORM, dSTORM, PALM, PAINT,

rendszerek fejlesztesét koveteli meg.

| okalizacios eljaras, az ,,Optikal Pointillizmus”

A lokalizacios modszerek lenyege, hogy a . c
mintat jelolo fluoreszcens festekeket idoben
es terben szetvalasztva detektaljuk es igy
hatarozzuk meg nagy pontossaggal a
molekulak helyzetét. Ez tipikusan 10000-
50000 kép felvetelet jelenti, amelyeken az

. EACY : 4 Egyetlen molekula detektalt képe a kameran (A), illesztett
: - L ol o : el. Egy algoritmus kivalasztja a szeparalt intenzitasprofilja (B) és lokalizalt poziciéja (C)
A hagyomanyos modszerek (EPI fluoreszcens, konfokalis, TIRF) terbeli feloldasat a feny molekulakat, és illesztéssel meghatarozza

diffrakcigja limitalja, ami a Rayleigh-kritérium alapjan a terbeli feloldast =250 nm-ben hatarozza azok helyét. A lokalizacié pontossaga fiigg a

Négy vezikula hagyomanyos optikai mikroszkopos képe (D) és
NASCA Stb,), lokalizaciés modszerrel felvett ASSTORM képe (E)

A modszer jelenleg leginkabb fixalt sejtek es szovetek vizsgalatara alkalmas, mert a festekek
villogtatasa rendszerint toxikus pufferfolyadékok alkalmazasat koveteli meg, illetve a tobb
perces adatgyljtés alatt a minta elmozdulhat. A kutatasok egyik fo iranya a maodszer
Kiterjesztése ¢él6 mintak vizsgalatara, ami az alkalmazott festekek, algoritmusok, optikai

Kutatasi temak es eredmenyek

A kutatocsoport jelenleg a lokalizacios mikroszkoprendszer tervezesen és megepitésen dolgozik. Hasonlo rendszer Szegeden még nem, és az orszagban is csak egy helyen mikodik lokalizacios
mikroszkop. A sajat fejlesztési szegedi rendszer elonye, hogy a felhasznaloi igenyekhez alkalmazkodva tudjuk modositani illetve tovabbfejleszteni. Alkalmat nyudjt alap- (optikai, plazmonikail,
festekdinamikai) es alkalmazott (neurodegenerativ betegségek vizsgalata, fehérjek dimerizacioja) kutatasok folytatasara itthoni es nemzetkozi kutatocsoportokkal egyiittmuikodve.

A rendszer hasznalata és a
meresi eredmények megbizhato
kiertékelese = megkdveteli a
rendszer minden réeszletre
kiterjed6 Ismeretét. A folyamatos
tesztelés sziilksegesse teszi méresi
protokollok  es  standardok
kifejlesztését.

struktirajat és polarizaciojat is valtoztatni || = Mikroszkép szimulacioja
kivanjuk. 635 nm és 532 nm gerjesztési és 405 (kisérleti paraméterek Gyakorlati szempontbol fontos
nm-es aktivalasi hullamhosszakat hasznalunk. A optimalizacioja) az egyszerre ket vagy tobb
rezgesmentes asztalra épiilo rendszer alkalmas || = Adatok kiértékelése és festekkel jelolt mintak

A <10 nm alatti térbeli feloldas megk()\/ete“ 3 gondos tervezést és pontos beallitast. A e | ne
tervezesben segitsegiinkre van az OSLO optikal rendszertervezo program, amelynek ‘
segitsegevel pl. az objektiv altal bevezetett optikai lekepezési hibak vizsgalhatok.

Rendszerfejlesztés Algoritmusfejlesztes Tobbszinu leképezés

| A rendszer egy fluoreszcens mikroszkopra épul, || Az informatikai fejlesztesek

4 amelynek gerjesztesi és detektalasi oldalait a || harom 0 célja: *
bWl celoknak megfelelden tervezzik és épitjik meg. || = Mikroszkop vezérlése i Composite
9 A minta Kkivilagitasi szoget, orientaciojat, (felhasznalobarat feliilet) Két szinnel festett in vitro actin dSTORM képe

/8 lesz interferometrikus (SIM) méresek elvegzesere megjelenitése (slirlin festett leképezese. Alkalmazhato pl.
SR TS Is. A mikroszkop minden elemét (lézerek, mintakban az egymashoz kozel || fehérjek kdlcsonhatasanak
Az NPL-ben (London) megépitett dSTORM rendszer ~ POlarizatorok, nyalabiranyok) szamitogep vezérli. 1évo molekulak mérése) vizsgalatahoz vagy pontosabb

térbeli lokalizaciojukhoz. A
tobbszinll leképezes azonban
szamos optikai eredetii
hibaforras kiklszoboleset
kovetell meg.
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Optikai rendszertervezo programmal optimalizadlt autofokuszalo rendszer részlete Neégy vezikula szimulalt STORM képe a Harom festékkel jelolt fluoreszcens gombaok

festéksiiriiség és az expozicios ido fiiggvényében kromatikus hibaval terhelt dSTORM képe

Alkalmazasok

A lokalizacios mikroszkopot
elsddlegesen biologiai €s orvosi
alkalmazasokra fejlesztjik
(agykutatas, sejtek energia- es
anyagtranszportja stb.) szoros
egylttmiikodesben biologus €s
orvos kollégakkal.

Distance (nm) Distance (nm)

Az Alzheimer-kor kialakulasaban szerepet jatszo
ApB,, aggregacioja sejten kivul és bellil. A szalak
mért drmérdje 47 nm, ami a jelzomolekulik
meéretét is figyelembe véve jO egyezést mutat a
valosaggal.

Nemzeti Agykutatasi Programban.

NN Advanced Optical

Egyuttmiukodések, projektek

A kutatocsoport hazai (SZBK, KOKI, sth.) és nemzetkdzi (University of Cambridge, National Physical Laboratory, stb.)
kutatocsoportokkal egyiittmikodve vegzi tevekenyseget. Ennek kereteben lehetdség van rovidebb, hosszabb tanulmanyutakat
tenni a partnereknél. A lokalizacios mikroszkopiai kutatasainkat jelenleg egy Marie Curie integracios palyazat, egy Bolyai Janos
Kutatasi 6sztondij, egy Apaczai Janos Gsztondij, két TAMOP-palyazat tamogatja. Tovabba részt vesziink a 2014-ben induld N PL _-

NP University of Szeged e Department of Optics & Quantum Electronics

National Physical Laboratory

Imaging (AdOptim) Group

The vision: The research group aims to develop, test and apply
novel optical methods such as single molecule localization
microscopy (STORM), optical beam engineering and tomographic
reconstruction imaging. The main development direction iIs high-
resolution, polarization sensitive microscopy. We are planning to
apply the microscope in neuroscience and molecular cell biology.
Due to the high spatial resolution (<20 nm) we will be able to
follow and monitor biochemical mechanisms in cells and tissues at
single molecule level.

Our most important studies in the last years:

1. Miklos Erdelyi, Eric Rees, Daniel Metcalf, G. S. Kaminski, L. Dudas, J. Sinko, A. Knight, and
Clemens F. Kaminski, Correcting Chromatic Offset in Multocolor Super-resolution Localization
Microscopy, Optics Express 21(9), 10978-10988, 2013

2. M. Ahn, E. De Genst, G. Kaminski, M. Erdelyi, C. Kaminski, C. Dobson and J. Kumita
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Honlap: http://titan.physx.u-
szeged.hu/~adoptim/
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Investigating the effect of a chemical probe on the native stability and misfolding of human lysozyme
Plos One, 7(11) €50192, 2012

3. Kaminski SGS, van de Linde S, Erdelyi M, Esbjorner EK, Klein T, Rees E, Bertoncini CW, Dobson

Intracellular 3-Amyloid Fibrils by Super-Resolution Fluorescence Imaging,
J. Am. Chem. Soc., 133 (33), pp 12902-12905, (2011), DOI: 10.1021/ja201651

CM, Sauer M, and Kaminski CF: In Situ Measurements of the Formation and Morphology of SZECH ENY' TERV e Ezecharyitary.gov.hu
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& projekt az Europai Unid tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valdsul meg.
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