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Tézisfiizet

Optikai spektroszkopiai modszerek tovabbfejlesztése

Bevezetés és celkitiizés

A fluoreszcencia spektroszkdpia modszereit, eljarasait egyre szélesedd korben hasznaljak az
orvosi, biokémiai €s biofizikai kutatdsokban. Az elterjedt mddszerek nemcsak a tisztdn
kémiai, vagy fizikai méréseket segitik, hataraik egyre jobban 0Osszeolvadnak. A
tudomanyteriiletek egylittese alkalmas arra, hogy minél ¢érzékenyebb, hatasosabb
modszerekkel lehessen kimutatni egyes elemeket egy keverékoldatban egy drogteszt esetén,
vagy bizonyos folyamatok hatdsat egy biologiai minta esetén. Ezen spektroszkdpiai eljarasok

vitathatatlan elényei koz¢ tartozik rendkiviili érzékenységiik és idobeli felbontoképességiik.

Azonban a technika fejlédésével az elméletnek is fejlddést kell tartania, hiszen minél kisebb
iddtartomanyban mériink, annal nagyobb az esélye a szisztematikus hiba fellépésének, illetve
az érzékenység novelésével a mérés zaja is novekszik. Kelléen nagy energidji
megvilagitasndl egyéb nem vart hatasok is felléphetnek, mint példaul a komplexképzddés,
mellékreakciok, vagy egyéb energiatranszferrel jard bels6é konverziok.

A modern eszkozokkel a mérések soran kapott, kellden nagy felbontasti adathalmaz
feldolgozasakor a legnagyobb hangsuly az alkalmazott algoritmusokon van. Minél pontosabb
az alkalmazott simito, illesztd és keresd algoritmus, anndl jobb az eljaras érzékenysége és

reprodukalhatosaga.

Kutatasi tevékenységem f6 célja az eddig ismert optikai spektroszkopiai kiértékeld technikak
tesztelése és Osszehasonlitasa volt, valamint olyan ) numerikus mddszerek kifejlesztése,

melyekkel tovabb novelheté a kiértékelések megbizhatosaga és pontossaga. Munkam els6



felében hasonlo kvantumhatasfokt komponensekbdl allé keverékoldatokbdl torténd kimutatés
modszereit vizsgaltam ¢és fejlesztettem tovabb. A masodik részben szdmunkra ismeretlen
biologiai és kémiai folyamatok eredményeként megjelend tulajdonsagok alapjan torténd

szétvalogatas lehetdségeivel foglalkoztam.

Kutatasi eredmények

1. Derivativ matrix izopotencialis szinkronfluorimetria és a legkisebb négyzeteken

alapulo illesztés modszerei

Munkam sordn olyan technikdkat kerestem, amelyek kelléen jo felbontoképességgel
rendelkeznek és kellben ellenalldak a mérési hibakkal szemben. Két, a témakorben
elterjedten hasznalt spektralis felbontasra alkalmas modszert hasonlitottam Ossze. Elsdként az
egyre nagyobb népszerliségnek 6rvendd derivativ matrix izopotencidlis szinkronfluorimetriat
(angolul Derivative Matrix Isopotential Synchronous Fluorescence, roviden DMISF) [1-5]. Ez
egy derivativ mddszert alkalmazd spektroszkopiai modszer, amelynek segitségével az
ismeretlen hattérkomponensek hatésa kikiiszobolhetd a mérés soran. Masodszor egy régota
alkalmazott, klasszikusnak mondhaté6 moddszert, a legkisebb négyzeteken alapul6 illesztést
(angolul Least Squares Fitting, roviden LSF) teszteltem [6-7]. Mindként eljarasnak
megvannak a maga eldnyei €s hatranyai. Elényeik kozé felbontasbeli érzékenységiik, mig
hatranyaik kozé a felhaszndlt modszerek miatti zajfliggésiik sorolhat6. Habar mindkét eljaras
kivaléan alkalmas a hattérben megbjo komponensek kimutatdsdra, a mogottik 1évo
matematikai apparatus még nem keriilt Osszehasonlitasra spektroszkopiai szempontbol. Mint
az koztudott a mért szinképek mindig tartalmaznak szisztematikus és véletlen zajokat, melyek
megnehezitik ezen eljarasok preciz Gsszehasonlitasat, ezért sziikségesnek tartottam modell
adatok eldallitasat, melyek az eredetit nagyon jol kozelitd, de kontrollalt zajjal rendelkezd

adathalmazok voltak.



T 1. A két médszer detektalasi és zajtiirési hatarainak meghatarozasa mért és szimulalt

adatok felhasznalasaval

1.1, Programokat fejlesztettem ki a mért adatokkal jol egyez6 szimulalt adatok elGallitasahoz és
azok zajjal val6 ellatasahoz.

Az egyes moddszerek teszteléséhez a valddi, altalam mért szinképeken kiviil szimulalt, mesterséges
spektrumokat allitottam elS. Segitséglikkel kikerilheté a szisztematikus mérési hiba lehet6sége,
valamint a jel-zaj viszony a megfelelé algoritmusokkal pontosan beallithaté. A spektrumok alakjat
lognormalt formaval kozelitettem, hiszen szamos irodalmi hivatkozds bizonyitja, hogy segitségiikkel a
szerves molekuldk valddi, mért szinképe jol kozelitheté [8-10]. Steady-state mérések sordn
fotonszamldld médban a mért zajt legjobban a Poisson tipusu eloszlassal lehet kozeliteni. Ezért ilyen
tipusu zajt adtam hozza a lognormalt alakot leird szimuldlt matrixokhoz. Az addendumot Poisson-

eltérések visszautasitasos mddszerével generaltam.

1.2, Programot fejlesztettem ki a MISF spektrumok elGallitasahoz két és harom komponensii
keverékek esetén.

Programot fejlesztettem Origin C nyelven, amellyel megadllapitottam a keresett komponens
fluoreszcencia intenzitasanak maximumat, majd meghatdroztam az ezen intenzitasértékhez tartozo
izopotencidlis trajektériat az interferald hattérkomponens matrixaban. Egy adott intenzitasértékhez
vagy konkrét gerjesztési és emisszids hullamhossz tarsithatd, vagy az egyik értékét két adott egész
mérési pont kézé kell elhelyezni. Ezen szamitashoz Lagrange, majd Bezier-interpolacié haszndlataval
kiszamitottam a pontos hulldmhossz értékét. 3, 5 és 7 pontos Bezier interpoldcidval is futtatasokat
végezve, az 5 pontos illesztésnél a hiba mértéke 1%-on bellil maradt. Az igy megtaldlt, nem
ekvidisztans pontok sorozata alkotja azon izopotencidlis Utvonal pontjait, amelyeken mérve a keverék
fluoreszcencia intenzitdsait kaphatjuk meg annak MISF spektrumat. A program altal inverz Bezier-
interpolacidval kigydjtott MISF spektrumokat Savitzky-Golay algoritmus segitségével simitottam,

majd el6allitottam azok derivaltjat.



1.3, Programcsomagot fejlesztettem ki az LSF modszer haszndlatahoz két és harom komponens(i
keverékek analizalasahoz.

A modszer hasznalatdhoz egy dltalam tovabbfejlesztett programot futtattam MathCad® 14
kornyezetben. A program egy linedris matrixegyenletet old meg, melynek eredményéil a keresett
komponens bemeneti matrixahoz viszonyitott szorzdszamat kapjuk meg. Az algoritmus minél t6bb
adatpontot haszndl, annal pontosabb illesztést tesz lehetévé, azonban a kiugré értékek kdnnyen
leronthatjdk hatékonysagat. Ezért a szamoldsok sordn korlatozott teriletl kiértékelést hasznaltam,
elkerliilve a mért mintak madtrixainak Rayleigh- és Raman-széras tartomanyait, hogy javitsam a
kimutatatds pontossagat. A program segitségével lehet6ség nyilik keverékoldatok egyes
komponenseinek mennyiségi meghatarozasara. A mddszer alkalmazasa soran az illesztést kovetéen
kiilonbségi matrixot szamoltam, amely az illesztett és az eredeti keverék kilonbségét adja. Ezt
abrazolva a pozitiv és negativ kilénbségek kis érték( és véletlenszer( eloszlast mutatnak. Ett6l eltéré
esetben az illesztési modell nem jo. Vagy spektralis csuszas tortént a mérések soran
(monokromatorok pontatlan beallitasa), vagy az illesztés sordn tovabbi spektralis komponenseket
kell alkalmazni.

1.4, Meghatdroztam a DMISF és LSF mddszer detektdlasi hatarait két és harom komponensbél allé
keverékek esetén, valamint a két mddszer zajtdl valé fiiggését.

Megallapithatd, hogy mind a derivativ technikdval segitett MISF, mind az LSF mddszer egyarant
alkalmas erésen atfedé6 komponensek esetén azok szimultdn kimutatdsara. A DMISF mddszer jé
érzékenységgel és szelektivitdssal rendelkezik, de magasabb mérési zajok esetén érzékenysége
rohamosan csokken. Alacsony zajszint mellett, azonos kvantumhatdsfokd és hasonld
koncentraciéban jelen lév6 interferdlé komponensek esetén alkalmas 1%-os keverékaranyu
komponens kimutatasara. Meghataroztam a keresett komponens megtaldldsanak hatarait MISF

maodszer esetén:

- 0% relativ zaj mellett 1%-os keresett/hattér komponensarany

- 0.5% relativ zaj mellett 10%-os keresett/hattér komponensarany



- 2% relativ zaj mellett 50% keresett/hattér komponensarany

Gyakorlatilag zajmentes esetben a mddszer alkalmas (kilonb6z6 koncentracidban jelen lévé

komponensek keveréke esetén) két nagysagrenddel kisebb komponens kimutatasara.

Az LSF moddszer zajérzékenysége joval kisebb. 0,1%-0s koncentrdcidarany esetén is képes a megfeleld

szelekciora. A keresett komponens megtalalasanak hatarai:

- 0% relativ zaj mellett 0,1%-os keresett/hattér komponensarany
- 5% relativ zaj mellett 1%-os keresett/hattér komponensarany

- 10% relativ zaj mellett 10% keresett/hattér komponensarany

T 2. Derivativ Matrix Izopotencialis Szinkronfluorimetria tovabbfejlesztése

2.1, Tovabbfejlesztettem a DMISF mdédszert. Szimulacidkkal igazoltam a fejlesztés hatékonysagat
két és haromkomponensi keverékek esetén.

Azt talaltam, hogy elég két adatpont egy harom komponensbél allé keverék emisszids-gerjesztési
matrixabdl ahhoz, hogy meghatdrozhassuk a keresett komponens koncentraciéjat. A megfelel
meghatdrozasara egy, vagy akar két ismeretlen koncentrdcidju hattérkomponens mellett. Ehhez
elegendé a megfelel6 spektrdlis pontokban mért fluoreszcencia intenzitasok kilénbségének
el6allitasa: [I(Aexcl, Aemil)-I(Aexc2, Aemi2)]. Az 4j, QMISF (Quick Matrix Isopotential Synchronous
Fluorescence) mddszerrel méréseket végeztem két és harom komponensbdl allé valédi és modell

keverékek esetén is.

2.2, Meghataroztam az uj mddszer zajtdl valo érzékenységét.

A QMISF moddszer alkalmas a tobbihez képest kevesebb, mint 1:200 intenzitdsaranyu fluorofér
koncentraciéjanak kimutatasara még viszonylag magasabb (a hattér komponens maximum
intenzitdsnak 1-2%-a) zaj megléte esetén is. Az Uj mddszer jelentds, kb. két nagysagrenddel jobb

kimutatasi faktorral rendelkezik a klasszikus DMISF mddszerhez képest. Eredményeként egy keverék

oldat mérése soran elég két spektralis pontot kivalasztani ahhoz, hogy mennyiségi elemzést



végezhessink. Ez egy érzékeny, rendkivil gyors, szinte valds idejli kimutatast tesz lehetévé. A QMISF

legfontosabb jellemzéi:

- ahattér komponensek koncentracidja gyakorlatilag indifferens
- az érzékenység sokkal jobb a klasszikus DMISF-hez képest

- elég két pontban mérni

A méréseim soran a QMISF mddszerrel rovid idén belll a hattérhez viszonyitva relative nagy, 3-4
nagysagrendi koncentraciokilonbség mérhetd, hasonld kvantumhatasfoku 6sszetevék esetén. Ezen

eredmények alapjan nagyon gyors rutinmérések dolgozhatdak ki.

2. Normalizalt relativ reflexios- és ISSI spektrumok analizise

T 3. Fusarium Graminearum altal felt6zott blizaszemek szennyezettségének

megallapitasa digitalis spektroszkopiai modszerekkel

3.1, Megvizsgaltam a blzaszemek fert6zottségének floureszcencia spektroszképiai modszerekkel
torténd kimutatasanak lehetséges mddszereit.

Kilénb6z6 mértékben fert6z6tt buzaszemek gerjesztési-emisszids matrixat mértem. A fert6zés
jelének tulajdonithaté emissziés maximum spektralis pozicidja: Age=365 nm és A.n,=445 nm. A
spektralis alak és annak pozicidja kis mértékben a fertG6zéssel egyitt valtozik. Mindezek ellenére
megallapithatd, hogy fluoreszcencids mérésekkel nem lehet megbizhatdé kimutatasi mdodszert alkotni
a fert6z6tt szemek szelekcidjara. A tovabbiak soran mért reflexidés spektrumok mar szignifikansabb
Osszefliggést mutatnak a spektrumalak és a fert6zottség mértéke kozott. A kimutatashoz referencia
spektrumok felvétele sziikséges az adott buzafajta kiilonb6zé mértékben fert6zott szemeinek
csoportjairél. Ezen spektrumok felhaszndldsaval j6 kozelitésl becslést lehet adni az Ujonnan mért

minta fert6zottségi szintjérdl. Szamolasaim alapjan 2-5 szazalék-pontos hibaszint érhet6 el.



3.2, Uj moédszert dolgoztam ki a buizaszemek fert6zo6ttségi szintjeinek gyors megallapitasahoz.

Megallapithatd, hogy a fert6zés mértéke inkabb a révidebb hullamhossz régidkban okoz lathato
valtozasakor, igy e spektrumok o6sszehasonlitasdhoz sziikséges egy normalizaciés metddus
bevezetése. Az igy megalkotott Normalizalt relativ reflexids spektrumok esetén megallapithatd, hogy
az egészséges szemek reflexidja 25-30%-kal kevesebb a rovidebb hulldmhossz tartomanyokban.
Felhasznalva ezen megallapitdsokat a fert6z6ttség megallapitdsahoz egy haromszin( karakterizacids
eljarast dolgoztam ki, amely a buzaszemekrél felvett képek voros, zold és kék (RGB) koordinatait

felhaszndald spektralis analizisen alapul. A szinképek jellemzésére az alabbi fliggvényt vezettem be:

|SS|(/11,/12)=@

I, +1,
A fenti egyenlet esetén A, és A, az egyenként 8 bites R, G vagy B intenzitasok egyikét kapjak értékdl.
Ezen fert6zottségt6l fliggd spektralis (Infection Sensitive Spectral Index, roviden ISSI) figgvények
segitségével Uj spektralis paramétereket tarsithatunk a felvett képek minden egyes képpontjahoz.
Hasznalva az ISSI(RG), ISSI(RB) és ISSI(GB) fliggvényeket minden egyes pixelen, hisztogramokat
allithatunk el6, melyek két fontos paraméterrel szolgadlnak: a maximum helyét megadd X... és a
félértékszélességet megadé FWHM paramétereket. Az ISSI képek el6allitasahoz és az RGB értékek

kinyeréséhez programcsomagot fejlesztettem ki.

3.3, Meghataroztam az ISSI mddszer vizsgalathoz sziikséges paramétereit.

A buzaszemek digitdlis fényképeinek ISSI analizise egy megbizhaté és gyors moddszer azok
szennyezettségének megdllapitdsdhoz. Legjobban az ISSI(RG) képekhez tartéz6 paraméterek jelzik a
fert6zés mértékét. Ez minél magasabb, annal alacsonyabb az X,., és FWHM értéke. A legnagyobb
kiilonbség természetesen a teljesen egészséges és teljesen fert6z6tt szemek kozott taldlhato, viszont

a fert6zottség emelkedésével az X,. értéke kevésbé kifejez6 paraméter. Megallapithatd, hogy e

« sz



haszndlhatd. Ehhez minddsszesen egy gyors digitalis kamerdra van sziikség, majd a kapott kép
ISSI(RG) hisztogramjanak el6allitasara és annak X..,. paraméterének meghatarozasara. Ezen
paraméterek felhasznalasaval becslést adtam a fert6zott buzaszemek infekcidszintjére.
Megallapitottam, hogy a fert6zés szintjének kvantitativ megdllapitasara nem, viszont elsédleges

céljara, az egészséges szemektdl vald elvalasztasara alkalmas az Uj modszer.
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