Vypocetni metody v jednomolekulové lokaliza¢ni mikroskopii

Abstrakt

Fluorescen¢ni mikroskopie je jednim z hlavnich nastroji biomedicinského vyzkumu diky tomu, Ze
se jedna o neinvazivni nedestruktivni a vysoce specifickou zobrazovaci metodu. Bohuzel opticky
mikroskop je difrak¢éné limitovany systém, coZ znamend, Ze nejvyS$si dosaZitelné rozliSeni je priblizné
250 nm laterdlné a 500 nm axidlné. JelikoZ vétSina bunécnych struktur, o které se vyzkumnici zajimaji,
je mensi, zvySeni rozliSovaci schopnosti je velice dileZité. V poslednich letech bylo vyvinuto nékolik
metod, které umoZiiuji zobrazovéni za hranici difrakce. Jednou z nich je jednomolekulov4 lokalizacni
mikroskopie, kterd dokaze rozlisit detaily az do Snm. Tato metoda je vSak velmi vypocetn€ narocna.
Vyvoj metod pro zobrazovani a analyzu dat z jednomolekulové lokaliza¢ni mikroskopie je predmétem
této préce.

V lokaliza¢ni mikroskopii je obraz se superrozliSenim zrekonstruovan z dlouhé sekvence kon-
vencnich obrazki jednotlivych fidce distribuovanych fotoaktivovanych molekul. Ty jsou systematicky
lokalizovédny se subdifrakéni pfesnosti. V této praci jsme navrhli, implementovali a experimen-
talné ovérili sadu metod pro automatické zpracovani, analyzu a vizualizaci dat pofizenych jed-
nomolekulovou lokaliza¢ni mikroskopii. Tyto metody jsou dostupné ve formé otevieného softwaru,
ktery jsme nazvali ThunderSTORM. ThunderSTORM se stal jednim z pfednich softwart v této
oblasti.

Dale pfedstavujeme nds ndvrh nového dvouobjektivového mikroskopu schopného superrozliSent,
ktery zhruba zdvojnédsobuje pocet detekovanych fotoni. To déle zvySuje dosazitelné rozliSeni na-
sobkem v/2. Sestavili jsme funké&ni prototyp tohoto mikroskopu. Dile jsme vyvinuly a experimentdlng
ovérili metody pro kalibraci a pro analyzu obrazu z tohoto mikroskopu.

V posledni Césti této prace se zaméfujeme na to, Ze navzdory vysokému prostorovému rozliSeni
lokaliza¢ni mikroskopie, neni tato metoda vzdy vhodnd pro zobrazovani zivych bunék z divodu
své Spatné rozliSovaci schopnosti v ¢ase. Jednou ze strategii je zvySit hustotu fotoaktivovanych
molekul v kazdém obrazku. Nicméné takovy pristup predstavuje dalsi vyzvu pri analyze obrazu. Zde
prezentujeme 3denseSTORM, novy algoritmus, ktery je schopny zrekonstruovat 2D nebo 3D obrazy
se superrozliSenim ze sekvence difrakéné limitovanych obrazkid s vysokou hustotou fotoaktivovanych
molekul. Tento algoritmus vyuZivd metody komprimovaného sniméni a pouziva Poissontiv model
Sumu, coZ je velmi dulezité v temnych podminkach. Odvodili jsme teoreticky limit rozliSeni této
metody a ukdzali obrazové rekonstrukce 2D a 3D dat pofizenych simulaci i snimanim redlnych
biologickych vzorkl. Vyvinutd metoda je vhodna pro rychlou akvizici obrazki husté oznackovanych
biologickych vzorkl, cozZ zlepSuje mozZnosti studovat Zivé buiiky pomoci jednomolekulové lokalizacni

mikroskopie.
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