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Samevatting

Fotosintese is die direkte bron van energie vir lewe op Aarde. Hierdie proses begin
met die opvang van fotone deur ligoestingskomplekse, soos ligoestingskompleks I1
(LHCII) in plante en fikobilisoom in sianobakterieé. Hierdie sisteme se kombinasie
van komplekse, individuele gedrag en sterk foto-aktiwiteit maak dit 'n goeie teiken
vir enkelmolekule-spektroskopie (SMS). Standaard-SMS-benaderings gebruik egter
'n omgewing wat 'n swak weerspieéling is van die natuurlike een. In besonder word
'n deeltjie tipies geisoleer en vasgeheg aan 'n oppervlak. 'n Tegniek wat in staat is
om 'n deeltjie in die opsporingsvolume te hou sonder om die omliggende omgewing
te versteur is reéle-tyd enkeldeeltjie-nasporing (SPT). In hierdie verhandeling word
die onderliggende teorie rondom SPT ondersoek en toegepas. Voorlopige ekspe-
rimentele ontwikkeling word ook beskryf. Statistiese modellering en dinamiese
simulasies is gebruik om die teoretiese verrigting van verskillende metodes te verge-
lyk. Die orbitaal- en ruitersprongmetodes asook MINFLUX is vergelyk, en beide
fluoressensiegebaseerde en interferometriese verstrooiing (ISCAT)-benaderings is
ondersoek. Daar is bevind dat die ruitersprong-metode die vinnigste diffusie kan
naspoor, terwyl MINFLUX die beste presisie het, hoewel slegs vir stadige deeltjies.
Om iSCAT en fluoressensie te vergelyk, is verskeie biologiese voorbeelde beskou,
insluitend deeltjies wat op sigself fluoresseer, asook deeltjies met 'n fluoresserende
merker. Die relatiewe sukses van iSCAT in vergelyking met fluoressensie is afthanklik
van die deeltjiegrootte, fotofisiese eienskappe van die fluorofoor, en die fluorofoor-
digtheid. Die uitbreiding van 'n SMS-opstelling vir enkeldeeltjie-nasporing word
ook beskryf. Dit sluit in hardeware- en sagtewareontwikkeling asook voorlopige

toetse en metings. Toekomsvooruitsigte word ook bespreek.



Abstract

Photosynthesis is the direct source of energy for life on Earth. This process begins
with the absorption of photons by light harvesting complexes, such as light har-
vesting complex II (LHCII) in plants and phycobilisome in cyanobacteria. These
systems’ combination of complex, individual behaviour and high photoactivity
make it a good target for single-molecule spectroscopy (SMS). However, standard
SMS approaches utilise an environment that badly resembles the natural one. In
particular, a particle is typically isolated and attached to a surface. A technique
that is capable of keeping a particle in the detection volume without disturbing the
surrounding environment is real-time single particle tracking (SPT). In this disser-
tation, the underlying theory around SPT is investigated and applied. Preliminary
experimental development and testing are also described. Statistical modeling and
dynamic simulations were used to compare the theoretical performance of different
methods. The orbital, knight’s tour and MINFLUX methods were compared, and
both fluorescence-based and iISCAT approaches were investigated. It was found
that the knight’s tour method can track the fastest diffusion, while MINFLUX
has the best precision, albeit only for slow particles. To compare iISCAT and
fluorescence, various biological examples were considered, including intrinsically
fluorescing particles and particles with a fluorescent label. The relative success of
iSCAT compared to fluorescence is dependent on the particle size, photophysical
properties of the fluorophore, and the fluorophore density. The extension of an
SMS setup for single-particle tracking is also described. This includes hardware and
software development, as well as preliminary testing and measurements. Future

prospects are also discussed.
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Physics is really nothing more than a search
for ultimate simplicity, but so far all we have
1s a kind of elegant messiness.

A Short History of Nearly Everything
BILL BRYSON
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Hoofstuk 1

Inleiding

1.1 Fotosintese

Fotosintese is die belangrikste biologiese proses op Aarde. Dit is omdat lewende
organismes 'n lae-entropie-toestand moet handhaaf, wat slegs moontlik is met 'n
konstante vloei van energie [1]. Die son bestraal die aarde teen 173 PW [2], wat
omtrent 99.97 % van die totale energie-inset is - die hittevloei vanaf die binnekant
van die aarde is omtrent 47 TW [3]. Die son is nie net die uiteindelike bron van
energie vir lewe nie, dit is ook die direkte bron daarvan. Behalwe vir 'n relatief
klein aantal spesies wat in ekstreme toestande, soos byvoorbeeld diep in die oseaan,
voorkom, is alle outotrowe (organismes wat energie ontgin uit nie-organiese stowwe)
afhanklik van sonlig. Die energie van die son word deur hierdie organismes in
chemiese energie omgeskakel, waarna dit uiteindelik in die voedselketting opbeweeg.
Fotosintese gebeur in groen plante, sowel as baie soorte alge en bakterieé. Die
meeste fotosintetiese organismes het die vermoé om COs vas te lé, d.w.s. dit om te
skakel na (energie-digte) organiese molekules. Dit vorm deel van die koolstofsiklus,
omdat organismes wat hoér op in die voedselketting is, weer hierdie CO, vrystel

wanneer hulle die produkverbindings van fotosintese verbrand. Die organisme
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wat verantwoordelik is vir die meeste COq-vaslegging is sianobakterieé [4]. Die
naam verwys na die blougroen kleur van meeste spesies (kyands is Grieks vir blou).
Sianobakterieé beslaan egter 'n hele filum en baie spesies is nie blougroen nie. Die
kleur kom vanaf pigmente genaamd fikobiliene sowel as chlorofil en karotenoiedes.
Die spesifieke kombinasie van hierdie pigmente bepaal die kleur, wat byvoorbeeld
ook rooibruin of geelgroen kan wees. Sianobakterieé was die eerste organismes
wat suurstofproduserende (oksigeniese) fotosintese ontwikkel het, 2.7 miljard jaar
gelede. Dit het uiteindelik gelei tot 'n suurstofryke atmosfeer, sowel as 'n osoonlaag
wat UV-strale uitfilter. Dit het landplante en -diere in staat gestel om te floreer [5).

Daar is twee benodigdhede vir die vaslegging van CO,: energie en reduseerkrag
('n elektronskenker). Sommige bakterieé gebruik waterstofsulfied of waterstof as 'n
primeére elektronskenker, terwyl plante, alge en sianobakterieé¢ water gebruik [6].
Hierdie stowwe is nie sterk elektronskenkers nie en dus neem dit energie om hierdie
reaksie te bewerkstellig. Fotosintese vind plaas in drie stappe: (1) sonligenergie
word vasgevang en terselfdertyd word 'n (swak) elektronskenker geoksideer (as
die elektronskenker water is, gaan dit gepaard met die produksie van suurstof);
(2) hierdie energie word gebruik vir die sintese van adenosientrifosfaat (ATP) ('n
bron van energie) en nikotienamied-adeniendinukleotiedfosfaat (NADPH) ('n sterk
elektronskenker); en (3) die ATP en NADPH word gebruik om CO, om te skakel
na organiese molekules. Die eerste twee fases staan bekend as die lig-afhanklike
reaksies, terwyl die derde stap gebeur in 'n proses genaamd die Calvin-siklus. Die
lig-afhanklike reaksies kan gesien word as die omskakeling van 'n moeilik bruikbare
energiebron (sonlig) en 'n swak elektronskenker (water, waterstof of waterstofsulfied)
na 'n maklik bruikbare energiebron (ATP) en 'n sterk elektronskenker (NADPH).

Die sianobakterie Synechocystis PCC6803 word beskou as 'n modelorganisme vir
fotosintese [7]. Dit is 'n eensellige bakterie wat, soos alle sianobakterie€, oksigeniese

fotosintese uitvoer. Soos alle sianobakterieé (en die chloroplaste van groen plante),
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bevat dit interne membraanstrukture bekend as tilakoiede. Die binnekant van die
membraan staan bekend as die lumen, terwyl die buitekant van die membraan
bekend staan as die stroma (die stroma is aaneenlopend met die sitoplasma van
die sel) . Die lig-afhanklike reaksies vind plaas in die tilakoiedmembraan self,

terwyl die Calvin-siklus plaasvind in die stroma.

Figuur 1.1: TEM-mikrofoto van Synechocystis [@]

1.1.1 Lig-afhanklike reaksies

Hierdie afdeling en die volgende een is gebaseer op die beskrywing in Madigan
et al. (2012) [6] behalwe waar ander bronne gegee word. Die lig-afhanklike
reaksies vind in die tilakoledmembraan plaas (Fig. en is basies dieselfde in
alle suurstof-produserende organismes (plante, alge en sianobakterie€). Daar is
'n elektrontransportketting wat bestaan uit drie proteienkomplekse, fotosisteem
I en II (PSI en PSII), sowel as sitochroom (Cyt) bgf. Fotosisteme bestaan uit
reaksiesentrums, waar ladingoordrag gebeur, sowel as ligoestingskomplekse wat
fotone absorbeer en na die reaksiesentrum oordra. Beide hierdie komponente

bestaan uit pigmente vasgevang in 'n proteien-en-lipied-raamwerk. Die proses begin
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by PSII. Wanneer 'n foton geabsorbeer word deur enige pigment in die kompleks,
word die energie binne-in die kompleks gekanaliseer tot by die ‘spesiale paar’, twee
chlorofil-molekules genaamd P680 (omdat dit lig absorbeer by 680 nm). Hierdie
opgewekte molekules dra dan 'n elektron oor na feofitien. Die P680" wat so gevorm
word, is die kragtigste biologiese oksideermiddel wat bekend is, en word gebruik
om water te hidroliseer, soos hieronder bespreek.

Die ontvanger vir die elektrone wat PSII verlaat, is kinoon. Elke kinoon
ontvang twee elektrone en hierdie gereduseerde kinoon staan bekend as plastokinoon
(aangedui as PQ). Dit bind met twee protone uit die stroma om plastokinol (PQHs)
te vorm, wat weer bind aan Cyt bgf. Deur middel van 'n stel redoksreaksies
genaamd die Q-siklus [10] word die elektrone vanaf PQH, oorgedra na een van
twee proteiene, naamlik plastosianien (pC) of Cyt cg. Albei hierdie proteiene word
gevind in sianobakterieé en meeste groen alge, terwyl slegs eersgenoemde gevind
word in plante en sommige alge [11,[12]. Die protone vanaf PQH, word in die lumen
vrygestel. Vir elke elektron oorgedra, word daar dus 'n proton gepomp vanaf die
stroma na die lumen. Plastosianien of Cyt cg dra die elektron oor na fotosisteem 1.
PSI se reaksiesentrum (spesifiek nog 'n spesiale paar, P700), ontvang die elektron
vanaf pC. Hier word heelwat energie bygevoeg, deur middel van opwekkingsenergie
vanaf ligoestingskomplekse, en die elektron word oorgedra na ferredoksien (Fd),
aan die stromale kant van die tilakoledmembraan. Twee ferredoksienmolekules
dra dan elk hul elektron oor na 'n NADP™ molekule plus 'n proton om NADPH
te vorm, gekataliseer deur ferredoksien-NADP-reduktase (FNR). Hier kan daar
ook elektrone teruggevoer word na Cyt bgf, vir die produksie van ATP sonder
NADPH (omdat ATP vir ander metaboliese prosesse ook gebruik word en nie net
vir koolstoffiksering nie).

Die Cyt bgf-protonpomp, sowel as die NADP*-reduksie, dra albei by tot 'n

protongradiént oor die tilakoiedmembraan. Die protone beweeg van die lumen af
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na die stroma deur 'n ensiem genaamd ATP-sintase, wat die vloei van protone
gebruik om ADP te fosforileer na ATP, met 3-4 protone wat gebruik word vir die

produksie van een ATP.

NADP* NADPH

' 1
' Cyt bef ’
/—\ \ e- ”’_—> Ht
\ PC e
2H,0 0, + 4H* \ * .

pid ATP Sintase

~<
~~
~_————

Figuur 1.2: Elektrontransportketting in die tilakoiedmembraan.

1.1.2 Lig-onafhanklike reaksies

Die ATP en NADPH wat geproduseer word deur die lig-athanklike reaksies word
gebruik om n proses aan te dryf wat bekend staan as die Calvin-Benson-Bassham-
siklus, ook bekend as die Calvin-siklus (Fig. [1.3)). Dit begin met die reaksie
van ribulose-bisfosfaat (RuBP) met COq, 'n reaksie wat gekataliseer word deur
'n ensiem genaamd ribulose-bisfosfaat karboksilase (RuBisCo). COs reageer in
'n 1:1 stoichiometriese verhouding met RuBP. Om die siklus beter te verstaan
beskou ons egter 3 CO, molekules. Die reaksie met RuBP lewer 3 hoogs onstabiele
seskoolstof-verbindings wat ontbind om 6 molekules van 3-fosfogliseraat te vorm.
Elkeen van hierdie molekules word dan gefosforileer deur 'n ATP en produseer 1,3-

bisfosfogliseraat. Dit word gereduseer deur NADPH en vorm gliseraldehied-3-fosfaat
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(G3P). Vyf uit elke ses G3P molekules word gebruik om 3 RuBP te hergenereer,
deur met nog 3 ATP-molekules te reageer. Die oorblywende G3P kan gebruik word
om onder andere glukose te vervaardig. Daardeur is die 3 koolstofatome waarmee

ons begin het nou vasgele.

3@
CO2

Rubisco 3 n:""

3 0-0-0-0-0-0-9 kort-lewende tussenganger
Ribulose bisfosfaat (RUBP)
3 ADP
6 0000
3 ATP 3-fosfogliseraat
Calvin-Benson-Bassham
Siklus
50-0-0-0 oATF
G3P
6 ADP
6 000®
1,3-bisfosfogliseraat
199000
G3P 6 0-9090@®

gliseraldehied-3-fosfaat (G3P)
6 NADPH

6® 6 nADP

Figuur 1.3: Calvin-Benson-Bassham siklus.

1.1.3 Ligoestingskomplekse

Die reaksiesentrums van PSI en PSII is op hul eie ten volle funksioneel. Op hul eie
is hulle egter nie baie effektief met die absorpsie van fotone nie. Om hierdie rede
is hulle gekoppel aan ligoestingskomplekse - groot komplekse wat baie pigmente

bevat. As enige van hierdie pigmente 'n foton absorbeer, kan die energie na die
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reaksiesentrum oorgedra word en sodoende word die effektiwiteit van ligopvangs
grootliks verbeter. Ligoestingskomplekse het ook die vermoé om energieoordrag
te reguleer, en kan onder hoé ligintensiteite die hoeveelheid energie wat na die
reaksiesentrum oorgedra word afskaal, en daardeur fotoskade beperk [13].

Die reaksiesentrums van PSI en PSII is bykans identies tussen verskillende
organismes |14]. Daarteenoor is daar baie variasie in die ligoestingskomplekse. In
plante is die hoofligoestingskompleks van PSII byvoorbeeld ligoestingskompleks
IT (LHCII). Dit bevat chlorofil a en b sowel as karotenoiedes en is binne-in die
tilakoiedmembraan geleé. In groen swael- en groen nie-swaelbakterieé¢ is daar
groot antennestrukture genaamd chlorosome, wat bestaan uit bakteriochlorofil-
stafies wat nie in 'n proteienmatriks omsluit is nie. In Synechocystis en ander
sianobakterieé, sowel as rooi alge, is die hoofantennekompleks die fikobilisoom. Dit
is 'n wateroplosbare kompleks wat op die oppervlak van die tilakoiedmembraan
gevind word [15].

LHCII is drievoudig simmetries (trimeries) met drie amper identiese subeenhede
(monomere) (Fig. [1.4). Elke monomeer bestaan uit die volgende pigmente: 8
chlorofil a, 6 chlorofil b en 4 karotenoiedes: 2 luteien, 1 neoxantien en 1 violaxantien
[16,/17]. Dit is binne-in die tilakoledmembraan geleé, tesame met die reaksiesentrums
en bykomstige ligoestingskomplekse (Fig. . Behalwe daarvoor dat hulle ook lig
absorbeer, is hierdie bykomstige komplekse belangrik vir oordrag van energie vanaf
LHCII na die kern.

Fikobilisoom bind pigmente genaamd fikobiliene, waarvan vier soorte in siano-
bakterieé voorkom: fiko-eritrobilien, fikosianobilien, fiko-urobilien en fikobiliviolien.
Die pigmente bind aan fikobiliproteiene, waarvan daar 3 hoofsoorte is: fiko-eritriene,
fikosianiene en allofikosianien [20]. In Synechocystis word slegs laasgenoemde twee
gevind. Die struktuur van die Synechocystis-fikobilisoom is halfmaanvormig, met

'n kern van allofikosianien en radiale stafies van fikosianien, sien Fig. [[.6] Daar is
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Figuur 1.4: Struktuur van LHCII met aangedui chlorofil a (siaan), chlorofil b (groen) en
karotenoiedes (oranje) [18].

Figuur 1.5: PSII CoSoMs-superkompleks in plante. Die twee kernkomplekse bevat die reaksie-
sentrums en dit word omring deur LHCII en die kleinere ligoestingskomplekse CP24, CP29 en

CP26 .
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ses stafies wat elk bestaan uit drie heksameriese skywe wat identies is, maar wel
verskillende skakelproteiene tussenin het. Daar is dus 6 kopieé van elke heksameer-
skakelproteienkombinasie in die kompleks, met 18 pigmente elk. Die kern het
drie silinders wat elk bestaan uit vier trimere (met ses pigmente elk), waarvan
daar vier soorte is, soos getoon in Fig. . Die fikobilisoom is 'n massiewe
proteienkompleks: in Synechocystis is dit 60 x 60 x 12nm? en dit bind n merk-
waardige 396 fikosianobiliene! . Die fikobilisoom is wateroplosbaar en sit bo-op
die tilakoiedmembraan. Energie word gekanaliseer na die middel, vanwaar dit na

die fotosisteem oorgedra word.

FB Kern

(af) (aB)
(aB)slc® (@B)s {AchA;cF) (APCDESL::B

Figuur 1.6: Skematiese diagram van 'n fikobilisoom, met die komponente van die kern aangedui.
o en 3 dui die aP¢ en BAPY polipeptiede aan. L% is 'n skakelproteien, terwyl ApcE en ApcD
polipeptiede is wat aA”C vervang en ApcF 'n polipeptied is wat BAP © vervang. Aangepas uit .

1.2 Enkeldeeltjie-nasporing

1.2.1 Enkelmolekule-spektroskopie

Optiese spektroskopie is 'n besonder nuttige manier om ligoestingskomplekse te

bestudeer, aangesien hulle baie foto-aktief is. Fluoressensie-spektroskopie behels
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die beligting van die monster met bv. 'n laser en die waarneem van die resulterende
fluoressensie. Hierdie eksperiment behels egter gewoonlik die waarneem van die
gemiddelde gedrag van 'n baie groot aantal individuele komplekse. Die komplekse
se individuele gedrag is baie kompleks en nie gesinkroniseer met ander komplekse
nie. Hierdie gedrag gaan dus maklik verlore in 'n ensemble-meting. Daarom is
dit baie waardevol om die komplekse individueel te bestudeer. 'n Tegniek wat
dit regkry, is enkelmolekule-spektroskopie (SMS). Hierdie tegniek is al suksesvol
toegepas op 'n verskeidenheid van fotosintetiese sisteme, insluitend dié van pers
bakterieé¢ [23], groen swaelbakterieé [24], sianobakterieé [25] en groen plante |26].

Daar is twee basiese benodighede vir enkelmolekule-spektroskopie. Eerstens
moet n enkele fluoressente deeltjie belig word, en tweedens moet die resulterende
fluoressensie waargeneem word.

Om aan die eerste vereiste te voldoen moet 'n baie klein gebied belig word.
Vir dié doeleinde word 'n laser en 'n mikroskoopobjektief gebruik. As 'n vlakgolf
deur die objektief gefokus word, produseer dit 'n Airy-patroon, en die eerste-orde
maksimum het 'n radius wat afhang van die golflengte (A) sowel as die objektief se

sg. numeriese lensopening (NA), en word gegee deur

A
~ 0.61—2—.
" NA

Die objektief in ons opstelling het byvoorbeeld 'n NA van 1.45 wat beteken dat
met 'n goeie laserbundel en 'n golflengte van 630 nm ons (in die afwesigheid van
enige aberrasies) 'n Airyskyf kan behaal met 'n radius van 260 nm. Om 'n enkele
kompleks waar te neem, moet ons dan net die (baie suiwer) monster genoegsaam
verdun, waarna die komplekse toegelaat word om aan ’'n substraat (bv. 'n glas-
skyfie) vas te heg, met die gemiddelde afstand tussen komplekse heelwat groter as
die gefokusde laserkol.

Die tweede vereiste is moeiliker om te realiseer. Die fluoressensie vanaf 'n

enkele kompleks is 'n besondere swak sein en is 'n paar ordegroottes kleiner as
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die agtergrond. Daarom benodig mens dus beide 'n sensitiewe detektor sowel as
'n manier om die sein-tot-agtergrondverhouding te verbeter. Wat die detektor
betref, gebruik ons opstelling twee soorte: vir die meet van fluoressensie-intensiteit
en -leeftyd word 'n enkelfoton-stortingsdiode (SPAD) gebruik, wat enkele fotone
waarneem met hoé sensitiwiteit en tydresolusie, en vir die meet van fluoressensie-
spektra word 'n hoogs sensitiewe CCD-kamera gebruik, nadat die fotone deur 'n
diffraksierooster ruimtelik volgens energie versprei word. Die grootste bron van
agtergrondruis is terugverstrooiing van die opwekkingslig. Die meeste hiervan
word uitgefilter deur 'n dichroiese spieél en 'n fluoressensiefilter, wat albei slegs
lang golflengtes deurlaat. 'n Belangrike verdere tegniek is die gebruik van 'n
konfokale pengat (Fig. , wat as volg funksioneer: die fluoressensie kom vanaf n
puntbron by die fokus van die objektief, terwyl omtrent al die agtergrond uit fokus
is. Deur 'n baie klein pengat by die ander fokusvlak (die konfokale vlak agter die
objektief) te plaas, word slegs die fluoressensie deurgelaat en sodoende word die

sein-tot-ruisverhouding grootliks verbeter.

1.2.2 Diffunderende deeltjies

Enkelmolekule-spektroskopie soos hierbo bespreek het verskeie nadele wanneer dit
toegepas word op ligoestingskomplekse. In besonder is die omgewingstoestande in
standaard SMS 'n swak weerspieéling van die natuurlike omgewing. Dit beperk tot
'n groot mate die relevansie van die resultate oor die gedrag van die proteiensisteme
onder natuurlike toestande. Een belangrike manier waarop die standaard SMS-
omgewing van die natuurlike een verskil, is die feit dat die komplekse geisoleer en
vasgeheg is aan 'n oppervlak. As SMS toegepas kan word op vry diffunderende
deeltjies, sal dit moontlik wees om ligoestingskomplekse te bestudeer in 'n omgewing
wat naby aan in-vivo is.

Die tegniek wat gebruik word om vry diffunderende deeltjies te bestudeer,
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Dichroiese
Konfokale Pengat ] .
; 9 spieel Objektief
E =
| e -
’’’’’’’’’ &
: \\ - ””‘,’
>><
1 \\\\
....... e
Bl S S=o
Detektor T
[}
]
Konfokale Fokusvlak
viak

Figuur 1.7: Konfokale mikroskopie. Die soliede geel verteenwoordig die opwekkingslig. Die rooi
lyne verteenwoordig die sein vanaf die monster, wat in fokus is. Die blou en groen stippellyne
verteenwoordig lig wat nie vanaf die fokus kom nie, en dus deur die konfokale pengat geblokkeer
word. Aangepas uit [27].

staan bekend as enkeldeeltjie-nasporing (SPT). Die term verwys eintlik na 'n wye
verskeidenheid van tegnieke wat verskillende toepassings het. Vir ons doeleindes
kan ons die tegnieke in twee hoofkampe verdeel. Eerstens is daar tegnieke wat slegs
poog om die beweging van 'n deeltjie te meet. Hierdie tegnieke kan beskou word as
gevorderde mikroskopie. Tweedens is daar tegnieke wat toelaat dat spektroskopiese
metings gedoen word op 'n diffunderende deeltjie. Hierdie tegnieke berus op 'n
terugvoerlus wat die posisie van die deeltjie meet en dit dan herposisioneer in die
fokus van die laserbundel. Tegnieke wat in hierdie kategorie val is onder andere die
ABEL-val [28], die tetrahedron-opsporingsvolume [29], orbitale nasporing [30], 3D-
multiresolusie-mikroskopie [31], en iISCAT [32] , sowel as die onlangse TSUNAMI [33]
en MINFLUX [34].
In Hoofstuk [2| word verskeie tegnieke in diepte bespreek.
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1.3 Statistiek

Hierdie afdeling is gebaseer op Silvey (1975) [35]. Die beraming van 'n onbekende
waarde is 'n algemene probleem in statistiek. In werklikheid is alle eksperimentele
groothede eintlik (moontlik baie presiese) beramings. Ons beskou hier n spesifieke
geval van hierdie probleem, naamlik die beraming van 'n parameter 6§ van 'n
verdeling FPy. 'n Eenvoudige voorbeeld sou wees die bepaling van die gemiddelde
lengte van 'n groot groep mense deur middel van 'n steekproef. Ons aanvaar
byvoorbeeld dat die lengtes van mense beskryf word deur die normaalverdeling P, ,,
met ;1 en o onderskeidelik die gemiddeld en standaardafwyking. Ons meet dan N
mense se lengtes [ = {l,ls, ..., Iy }. Die gemiddeld hiervan is natuurlik 'n beraming

van p. As ons nog 'n steekproef doen ('n ander waarde van [), sal ons egter 'n
ander beraming kry van p. In die algemeen staan die funksie i(l) = + > [ bekend
as 'n beramer van p, terwyl die waarde van () vir 'n spesifieke [ 'n beraming
is van . Die beramer i is self ook 'n stogastiese veranderlike met 'n spesifieke
verdeling, aangesien dit vanuit 'n ewekansige steekproef bereken word. Ons kan dus
die verwagte waarde E(fi) sowel as die variansie var(ft) van fi beskou. As E(1) = pu,
dan sé ons dat die beramer onsydig is. Die variansie van 'n beramer kan beskou
word as 'n aanduiding van hoe ‘goed’ die beramer is (hoe kleiner die variansie is,
hoe beter). Ons kan dus vir enige verdeling Py vra wat die ‘beste’ beramer is vir 6.
Dus verkry ons die konsep van 'n minimumuariansie-onsydige beramer. In praktyk

bestaan daar nie altyd so 'n beramer nie, maar daar is egter 'n kragtige stelling,

naamlik die Cramér-Rao-ongelykheid:

Stelling 1 Laat Py : 0 € © 'n familie van verdelings wees in 'n steekproefruimte
X, met 0 'n reéle parameter in 'n interval ©. Neem aan dat Py gedefinieer word
deur ‘n digtheidsfunksie p(x,0) vir alle 6, met x € X. Dan, onderhewig aan sekere

reélmatigheidsvoorwaardes, voldoen die variansie van enige onsydige beramer 6 van
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0 aan die ongelykheid:

X 1
var(0) > E [(% lnp(ﬂfae))z} ‘

Hierdie stelling verskaf vir ons 'n manier om 'n ondergrens te kry vir die variansie

van enige onsydige beramer, en dit plaas dus 'n perk op die presisie waarmee 'n
beraming van ¢ gedoen kan word. Die term E [(£ Inp(z,6))?] staan bekend as
die Fisher-inligting Iy, aangesien dit 'n aanduiding is van die hoeveelheid inligting
wat die gemete veranderlike = verskaf oor die parameter 6. Dit kan bewys word
(gegewe reélmatigheidsvoorwaardes) dat:

2

IQZE[‘w

lnp(xﬁ)] : (1.1)

Verder kan die Fisher-inligting veralgemeen word vir 'n parametervektor 6 € R®. In

hierdie geval is die Fisher-inligting 'n s x s matriks Fjy waarvan die ¢, j-de komponent

9 Inp(x,0)
E {_—%a@ ] | (1.2)

weereens gegewe reélmatigheidsvoorwaardes. In hierdie geval stel die Cramér-Rao-

gelyk is aan:

ongelykheid dat as 0 n onsydige beramer is van 6, dan sal die variansiematriks
daarvan, die s x s-matriks E[(§ — 0)(6 — 0)7], s6 wees dat var(d) — F, ! positief
semi-definiet is. In hierdie sin is Fe_l dus 'n ‘ondergrens’ vir die variansiematriks

van 6.

1.4 Beheerteorie

'n Dinamiese stelsel is 'n tyd-athanklike stel veranderlikes x(t) wat beskryf kan
word deur differensiaalvergelykings met tydafgeleides. Die term word ook gebruik
om te verwys na die fisiese proses wat deur middel van hierdie wiskundige model

beskryf word. In beheerteorie word gewoonlik gewerk in terme van 'n stelsel x(t)
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waarvan die dinamika bepaal word deur een of meer insetveranderlikes u(t). Verder
bepaal die stelsel se dinamika een of meer uitsetveranderlikes y(¢), en is dit ook
onderhewig aan versteurings wy(t). Verder is daar ook ruis w,(¢) in die meting

van y(t). Dit kan voorgestel word met 'n blokdiagram (Fig. [L.8).

u—> X — —>»Yy

Whn

Figuur 1.8: Blokdiagram van 'n stelsel met toestand x, inset u, versteurings wgq, ruis wy, en
uitset y.

Die eenvoudigste vorm van beheer is sogenaamde ooplusbeheer (Fig. [1.9). Hier
word die inset bepaal deur die beheerder gebaseer op gegewe doelwitte tesame
met 'n model van die stelsel. In geslotelusbeheer of terugvoerbeheer word die
uitsetveranderlikes gemeet en gebruik om beheer toe te pas (Fig.[1.10]). Dit het
die groot voordeel dat daar beide vir versteurings vergoed word, sowel as vir
gedrag wat afwyk vanaf die model (wat altyd in 'n werklike stelsel gevind word).
Terugvoerbeheer is natuurlik 'n alombekende verskynsel, beide in mensgemaakte
en natuurlike stelsels. Eenvoudige voorbeelde sluit in 'n termostaat in 'n oond of
waterverwarmer, of die aanpassing in die oog van die grootte van die pupil by die
hoeveelheid invallende lig.

Beheerteorie is grootliks ontwikkel rondom lineére stelsels, dit wil sé stelsels
wat deur lineére differensiaalvergelykings beskryf word. Dit is omdat daar krag-
tige wiskundige metodes bestaan om lineére stelsels te analiseer. Die stelsels in
ingenieurswese-toepassings is ook baiekeer ontwerp om lineére dinamika te toon.

Verder, omdat daar tipies 'n spesifieke toestand is waarin die stelsel gehou moet
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Y

r—> L u x —?—»y

Wha

Figuur 1.9: Blokdiagram van 'n ooplusbeheerstelsel. Hier bepaal die beheerder L die inset u
gebaseer op die gewenste resultaat r.

Y

r—> L u X ?—»y
A

w

n

Figuur 1.10: Blokdiagram van 'n terugvoerbeheerstelsel. Die beheerder L bepaal die inset u
deur die gemete uitset y te vergelyk met die gewenste resultaat r.

word, kan selfs 'n nie-lineére stelsel rondom daardie punt gelineariseer word.

Die standaardvorm vir 'n lineére stelsel is:

x = Ax + Bu+ wy (1.3)
y = Cx + w,, (1.4)
waar X die toestandvektor is, u die inset is, y die gemete uitset is en w,; en w,, on-
derskeidelik versteurings (ook bekend as prosesruis) en metingsruis verteenwoordig.

Ons aanvaar dat A, B en C konstant is in tyd.

Die beheerder is tipies ook 'n lineére stelsel, byvoorbeeld met die vorm:
u = —Lx. (1.5)

Daar is verskeie maniere om 'n geskikte waarde vir L te verkry. In hierdie verhan-

deling gaan ons gebruik maak van 'n beheerwet genaamd 'n lineére kwadratiese
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reguleerder, wat verder bespreek word in Par. [[.4.3] Let wel dat die beheerder
gebruik maak van die ware toestand x, maar dit wat ons direk meet is die uitset y.
In besonder het die ruis w,, moontlik 'n groot impak op die doeltreffendheid van
die beheer, as ons nie daarvoor vergoed nie. Dit is die doel van die Kalmanfilter.
Gegewe 'n lineére stelsel met Gaussiese proses- en metingsruis, is die Kalmanfilter
'n manier om die ware toestand x te beraam. Dit kan met 'n blokdiagram voorgestel

word soos in Fig. [1.11} en word verder bespreek in Par. [1.4.2]
Wq
r—>| L u x ?—) y
A

— !

K

Y

>

-
-

Figuur 1.11: Blokdiagram van 'n terugvoerbeheerstelsel met 'n Kalmanfilter. Die Kalmanfilter,
aangedui deur K, vergelyk die meting y met die verwagte toestand (gebaseer op die inset u)
en verkry 'n beraming van die werklike toestand X, wat deur die beheerder L gebruik word om
terugvoer toe te pas.

1.4.1 Diskretisering

Beide die beheerwet sowel as die Kalmanfilter word in 'n digitale rekenaar geimplementeer.
'n Rekenaarprogram is egter noodwendig 'n diskrete-tydstelsel. Dus skakel ons nou
die kontinue-tydstelsel in Vgls. (1.3]) en (1.4) om na 'n diskrete-tydstelsel. Hierdie

afleiding is gebaseer op Simon (2006) [36]. Die algemene oplossing vir die stelsel in

Vgls. (1.3)) en (1.4) is:
¢
x(t) = eA(t_t")X(to) +/ BA(t_T)Bu(T)dT. (1.6)

to

Ons kies nou 'n diskrete tydstip ¢ = t; en laat ty = t;_; (die vorige diskrete

tydstip). Ons aanvaar ook dat A(7), B(7) en u(7) by benadering konstant is in



1.4 Beheerteorie 18

die integrasieinterval. Dan verkry ons:

ty
x(ty) = eAt by (¢, ) +/ AU Bu(r)dr (1.7)
tp—1
ty
= Aty + [ A TarBur), (L8)
tp—1

aangesien B en u(7) konstant is in die integrasieinterval. Nou definieer ons

At =t —t_1 en a =7 — t}_1 en verkry:

At
x(tp) = A% (tg_y) +/ eAA g0 Bu(ty) (1.9)
0
At
= A (t_y) + eAAt/ e A%daBu(ty) (1.10)
0
x; = Fx;_1 + Guy. (1.11)

Weereens gebruik ons die benadering dat u konstant is en dus is u(7) = u(ty). Die

matrikseksponensieel A2 kan bereken word met die Taylor-uitbreiding:

(AAL)?

A — T+ AAL + 5

+ . (1.12)

wat dit maklik maak om F te bereken (by benadering). As A omkeerbaar is, dan

word die integraal oor e A7 gegee deur:

At

/ e ATGr — (T — e~ ABY AT (1.13)

0

en G word dus gegee deur:

At
G = A / e A7drB (1.14)
0

=FI-e**A"'B (1.15)
=(F-1)A'B. (1.16)

1.4.2 Kalmanfilter

Om die Kalmanfilter te implementeer benodig ons ook die proses- en metingsruis-

kovariansies D en N. Die volledige afleiding van die Kalmanfilter val buite die



1.4 Beheerteorie 19

bestek van hierdie verhandeling, maar die basiese beginsel is as volg: Die toestand
x;, word eers ‘voorspel’ gebaseer op xj_; en die dinamikamodel (dit word genoem
die a priori-beraming). Daarna word die voorspelling ‘opgedateer’ gebaseer op die
meting y (dit word genoem die a posteriori-beraming.) Die relatiewe groottes van
D en N bepaal die relatiewe gewig van onderskeidelik die a priori-beraming en die
meting op die a posteriori beraming. As ons byvoorbeeld 'n stelsel het met baie
metingsruis maar min versteurings, gaan die Kalmanfilter minder gewig gee aan
die meting en die toestandberaming gaan meestal wees wat die dinamika voorspel.
As ons 'n stelsel het met min metingsruis maar baie versteurings sal die filter weer
meer gewig gee aan die meting. Die Kalmanfilter is wiskundig gebaseer op 'n
kleinstekwadraat-minimering en verskaf (solank die ruis Gaussies is) die optimale
beraming van die werklike toestand. Behalwe vir die toestand x beraam ons ook
die toestandkovariansie P, wat die onsekerheid verteenwoordig in die beraming van

x. In elke iterasie word die a priori-beraming gegee deur [306]:

)_Ck = FXk_l + Buk (117)

P, =FP, ,F' + D, (1.18)

waarna die a posteriori-beraming gegee word deur:

K, =P,C"(CP,C" + N))™* (1.19)
P, = (I- KC)P,. (1.21)

Die beginwaardes xq en Py is die aanvanklike toestand en die aanvanklike toestand-
kovariansie gebaseer op ons aanvanklike kennis oor die toestand. K staan bekend
as die Kalmanversterking, en dit bepaal hoe groot die invloed van die meting is op

die toestandberaming, soos gesien kan word in Vgl. (|1.20)).
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1.4.3 Lineére Kwadratiese Reguleerder

Hierdie afdeling is gebaseer op Brogan (1991) [37]. Met 'n beraming vir die ware
toestand, kan ons 'n terugvoerbeheerder bekend as 'n lineére kwadratiese reguleerder
gebruik om terugvoer toe te pas op die verhoog. Die LQR is 'n beheerwet in die

VOorimi:
up — —LXk .

Die wiskundige basis vir die LQR-beheerder is dieselfde as vir die Kalmanfilter,
en ons gaan weereens nie die afleiding hier insluit nie. Ons gaan wel hier aanvaar
(anders as met die Kalmanfilter) dat ons by 'n ewewigstoestand werk en die
verrigtingsindeks minimeer wat gedefinieer word as:

J = Z(ngxk +u, Ruy),

k=0
waar Q en R die LQR-gewigte genoem word. Hierdie gewigte word gekies volgens

die toepassing en is analoog aan D en N van die Kalmanfilter. Basies verskaf
Q die ‘koste’ van 'n ongewenste toestand terwyl R die ‘koste’ van beheerinset
verteenwoordig. Die gewenste respons word dus gebalanseer met die beperkings op
beheeruitset.

Die waarde van L wat J minimeer word gegee deur:
L=(R+B"WB) 'B"WA,
waar W die oplossing is vir die diskrete tyd-Riccativergelyking:
W=A"WA - (ATWB)(R+B'WB) '(B"WA) + Q.
Die res van die verhandeling is as volg ingedeel: Hoofstuk [2| beskou verskeie me-
todes vir enkeldeeltjie-nasporing vanuit 'n teoretiese oogpunt. Die hoofresultate van
die verhandeling word ook daar uiteengesit. Hoofstuk [3| bespreek voorlopige ekspe-

rimentele ontwikkeling en toetsing, wat die grondslag 1é vir verdere eksperimentele

werk. Daarna volg 'n opsomming in Hoofstuk [4]
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Teorie

Hierdie hoofstuk vergelyk verskillende SPT-metodes vanuit 'n teoretiese oogpunt.
Eerstens word die statistiek ontwikkel in Par. toegepas om die beste moontlike
verrigting vir elke metode te bepaal, waarna dinamiese simulasies bespreek word

wat gebaseer is op die beheerteoriekonsepte in Par. [1.4]

2.1 Inleiding

Die kern van reéle-tyd SPT is 'n beheerstelsel wat die beweging van 'n deeltjie meet
en 'n korrektiewe beweging toepas om die deeltjie terug te skuif na die middelpunt
van die waarnemingsvolume. Daar is dus drie komponente van so 'n stelsel. Die
‘sensor’ wat die deeltjie se posisie meet, die beheerstelsel self en die uitset wat die

korrektiewe beweging toepas. Laasgenoemde twee komponente is eenvoudiger as

die eerste een en hulle word kortliks hieronder bespreek.

Uitset Die mees algemeen gebruikte uitset-aandrywer vir die waarneem van
deeltjies in oplossing is 'n piéso-elektriese verhoog [38]. Dit is vinnig en presies,

met nanometer-akkuraatheid en 'n responstyd van omtrent 1 ms. Piéso-elektriese

21
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toestelle het ook 'n lineére respons, wat dit maklik maak om te modelleer en te
beheer. 'n Belangrike alternatief is die ABEL-val [28,39], wat baie vinniger is. Dit

is egter ongeskik vir gebruik in 'n lewende sel.

Beheerstelsel Die beheerstelsel in SPT is tipies gebaseer op optimale beheerteo-
rie [40-42], en die eksperimentele implementering hang meestal af van die bereke-
ningspoed wat benodig word. 'n Tafelrekenaar met 'n standaardbedrysfstelsel kan
tipies 'n betroubare lus uitvoer met 'n periode van 1 ms. Vinniger responstye kan
bereik word deur 'n reéletyd-bedryfstelsel, mikrobeheerder of veld-programmeerbare
hekopstelling (field-programmable gate array of FPGA). Laasgenoemde opsie is die
beste en 'n gewilde keuse [34}43}|44]. Enige beheeralgoritme kan natuurlik op enige
van hierdie stelsels geimplementeer word. Die gewildste benadering wat gebruik

word om 'n algoritme saam te stel is gebaseer op die Kalmanfilter, soos bespreek

in Par. [L4.2]

2.1.1 Posisiebepaling

Die aspek van SPT waarin daar die meeste variasie voorkom, is die bepaling van
die deeltjieposisie. Die metodes wat fluoressensie gebruik kan as volg verdeel word:
Patroonopwekking, gemodifiseerde opsporing, en beeldgebaseer [38]. In hierdie
verhandeling fokus ek op die eerste soort.

Patroonopwekking werk breedweg as volg: 'n Opwekkingsbundel wat veran-
der oor tyd, word gebruik. Die deeltjie se posisie kan dan afgelei word uit die
resulterende tyd-afhanklike variasie in die fluoressensie-sein. In twee dimensies is
daar drie belangrike metodes, naamlik die orbitaalmetode, die ruitersprong-metode
en MINFLUX. Hierdie metodes is tot dusver meestal toegepas deur gebruik te
maak van fluoressensie, maar ek gaan ook 'n tegniek genaamd interferometriese

verstrooiing (iISCAT') [45] beskou, wat strooilig gebruik.
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Orbitaalmetode

Die orbitaalmetode werk deur 'n Gaussiese laserkol in 'n sirkel rondom die deeltjie
te beweeg (Fig. [2.1). Enige beweging van die deeltjie vanaf die middel veroorsaak
'n sinusvormige variasie in die fluoressensie-intensiteit (solank die omwentelings-
frekwensie vinnig genoeg is). Die amplitude en fase hiervan word gebruik om
die posisie in die x-y-vlak te bepaal ,,. Die gemiddelde intensiteit as 'n
funksie van die afstand na die middel word getoon in Fig. Vir groot waardes
van die rotasieradius R kom 'n lokale minimum in die middel voor. Die grootste
waarde van R wat 'n maksimum in die middel het is R = w/+/2 ~ 0.7w met w die

bundelradius, en dit word beskou as die optimale waarde .

Figuur 2.1: Orbitaalskandeerpatroon met bundelradius w en nasporingslengte L. 'n Deeltjie is
getoon by 'n afstand r vanaf die middelpunt van die skandeerpatroon.

Met 'n gemete fluoressensie-sein I'(¢) en hoekfrekwensie wy = 27 /T met T die

rotasieperiode, kan aangetoon word dat 'n beraming van die posisie gegee word
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R=0.7

I(r) (au.)

R=0.8
R=09
R=10

0 0.5 1 1.5 2
r/w

Figuur 2.2: Gemiddelde intensiteit by 'n vaste afstand vanaf die middelpunt van rotasie, vir
verskillende waardes van die rotasieradius R [46].

deur:
o w_QfOT ['(t) cos(wot)dt o)
2r [T D(t)dt :
w? [ () sin(wot)dt
YT Trwma (2.2)

Ruitersprong-metode

Die Ruitersprong-metode behels ook 'n Gaussiese laserkol, maar die kol word oor
'n rooster van punte geskandeer, met die gebruik van 'n ruitersprongpatroon om
eweredige dekking te kry (Fig. 2.3)). Die bundelradius en roosterspasiéring word
gekies om 'n eenvormige intensiteit in die sentrale gebied van die rooster te verseker
(die middelste 4 x 4 punte in Fig. [2.3]). Die tipiese implementasie van hierdie metode
behels 'n skandering wat vinnig genoeg is dat op die meeste een foton by elke punt
waargeneem word. Die gemete posisie word dan aanvaar om die laaste punt te wees
waar ‘n foton waargeneem is [42]. Dit is ook dan die rede vir die gebruik van n

ruitersprongpatroon in plaas van skandering van 'n kant af - aangesien 'n volledige
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skandering nie hoef plaas te vind voor die volgende terugvoerstap nie, is dit beter

om 'n patroon te gebruik wat deurentyd die hele skandeergebied besoek.

Figuur 2.3: Ruitersprong-skandeermetode met bundelradius w en nasporingslengte L.

MINFLUX

MINFLUX is 'n metode wat 'n opwekkingsminimum gebruik (tipies deur middel
van 'n kransvormige laserkol) om die deeltjie se posisie te ondersoek (Fig. [2.4).
Die gebruik van 'n minimum beteken dat die totale aantal waargenome fotone
geminimeer word wanneer die deeltjie in die middel is, in teenstelling met die
ander twee metodes waar die aantal fotone gemaksimeer word. Die resultaat
hiervan is dat meer inligting uit elke waargenome foton onttrek word [34},48]. Dit
kan as volg intuitief verstaan word: Die waarneming van selfs één foton by n
sekere bundelposisie (in die afwesigheid van agtergrondtellings) beteken dat die
deeltjie nié by daardie posisie is nie. Hoe verder die deeltjie is, hoe meer tellings

word waargeneem (solank die deeltjie binne die skandeergebied is). Die radiale
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intensiteitsprofiel van die bundel word gegee deur:

2 2
—4ln2—"—
I(r) = Apdeln 2fwhm2e fohm? (2.3)

met Ay die piekintensiteit en fwhm 'n bundelgrootte-parameter (dit is nie werklik
die halfwaardewydte nie; ek gebruik hierdie benaming om konsekwent te wees met

Balzarotti et al. (2017) [34]).

Figuur 2.4: MINFLUX-skandeerpatroon met nasporingslengte L en bundelgrootte-parameter
fwhm.

Met 73, die posisievektor van die bundelmiddelpunt by punt ¢ en n; die aantal

fotone wat by daardie posisie waargeneem is, definieer ons:

bi = == (2.4)

Die posisieberaming word gegee deur:

1 3
T Pl L210g (Z BJP%) Zﬁi T, s (2.5)
=1

fwhm? =

=
I
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waar ons die parameters kies as fy = 1.27 en ; = 3.8 [34]. Hierdie parameters is

semi-empiries bepaal.

iSCAT

Interferometriese verstrooiing of iISCAT verskil van die voorgenoemde metodes
deurdat dit gebruik maak van strooilig eerder as fluoressensie. In besonder word
die interferensie van die verstrooide en weerkaatste lig gebruik, aangesien hierdie
sein sterker is as die suiwer strooilig-sein vir klein deeltjies. Die beginsel is as
volg [45]: 'n Invallende veld E; skep 'n verstrooide veld E; vanaf die deeltjie asook
'n weerkaatste veld F, vanaf 'n intervlak, byvoorbeeld die glas-water intervlak van
'n nabygeleé¢ dekglas. Hierdie velde interfereer, sodat die waargenome intensiteit

L4er gegee word deur:
Liet < |Ey + EJ|* = |E,|* + 2| E, || Es| cos 0 + | E|*. (2.6)

E,. word bepaal deur die reflektiwiteit r van die intervlak, sodat E, = rE;. FE,
word bepaal deur die komplekse verstrooiingskoéffisiént s, sodat F, = sFE;, en 6
is die faseverskil tussen die weerkaatste en verstrooide veld. As ons aanvaar dat
die deeltjie belig word deur 'n laserkol met oppervlakte A, kan ons s vind uit die

verstrooiingsdeursnit o eqs: [8|* = 0gear/A. Dan word Vegl. (2.6):
Lier < |7 E; + sEi|* = |E;j|*(r® + 2r|s| cos 0 + |s]?). (2.7)

Vir 'n klein deeltjie is die suiwer verstrooiingsterm |FE;|?|s|> weglaatbaar in vergely-
king met die interferensieterm | E;|?*r|s| cos . Die meting word egter oorheers deur
die weerkaatsingsterm |E;|?r?. Omdat hierdie term konstant behoort te bly, kan
ons dit beraam deur die agtergrondtellings Ny, te meet wanneer daar geen deeltjie

in die waarnemingsvolume is nie. Die uiteindelike iSCAT-meting word dan gemaak



2.2 Statiese Lokalisering 28

in terme van die kontras C't, gedefinieer as:

Ndet - ka’g

C, =
/ Niig

: (2.8)

waar Ng; die waargenome aantal fotone tydens die meting is.

Let op dat hierdie metode in wese net 'n ander bron van fotone is en dat die
posisiebepaling dus steeds met 'n verskeidenheid van metodes gedoen kan word.
Die metode is tot dusver meestal deur middel van 'n kamera toegepas [45,/49}50],
maar dit is ook onlangs toegepas deur middel van 'n ruitersprongskandering [51].

Om hierdie metodes te vergelyk, stel ek eers die teoretiese presisie van elke
metode vas deur middel van statistiese analise, waarna ek die metodes vergelyk

met ‘n dinamiese simulasie.

2.2 Statiese Lokalisering

As 'n deeltjie stadig genoeg beweeg relatief tot die terugvoerbandwydte, kan dit
benader word as staties tydens een siklus. Dit is daarom sinvol om die akkuraatheid
vas te stel waarmee 'n statiese deeltjie se posisie bepaal kan word. Gegewe 'n
oneindige aantal fotone, kan enige metode natuurlik 'n presiese akkuraatheid behaal.
Wat ons dus wil vasstel is die akkuraatheid gegewe 'n beperkte aantal fotone. Dit
kan gedoen word deur gebruik te maak van die Cramér-Rao-ongelykheid soos
bespreek in Par. [I.3] Vir fluoressensie-gebaseerde metodes kan die CRB bereken
word soos beskryf in [34]. Die belangrikste aspekte van die afleiding word hieronder
weergegee. Vir iSCAT is 'n aangepaste benadering nodig, aangesien die onsekerheid

in die meting oorheers word deur die weerkaatsingstellings. Dit word verder bespreek

in Par. 2.2.9]
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2.2.1 Fluoressensie

Ons beskou n deeltjie by 'n posisie 7,,, € R? belig deur 'n aantal verskillende liginten-
siteite {Io(7), ..., [x_1(7)}, met 'n resulterende versameling n = {ng, n1,...,nx_1}
fluoressensiefotone per beligting. Die totale aantal fluoressensiefotone word dan
gegee deur:

N:no—l—nl—i—...—l—n[(,l. (29)

Die waarskynlikheid van die meting n word gegee deur multinomiale statistiek:

POIN) = ] a2 (2.10)

met die komponente van die parametervektor p gegee deur:
I;
Pi = SRk-1
D i—0 1

J=0

(2.11)

met 0 < ¢ < K — 1. Die p; gedefinieer in Vgl. is 'n beraming van hierdie
waarde.

Aangesien ons 'n konstante N aanvaar, is die aantal onafhanklike fotonmetings
n; en parameters p; gelyk aan K — 1. Die resultaat is dat die voorwaardelike

waarskynlikheid van n gegewe N gegee word deur:

N1 K—2 K—-2 nK-1
P@IN) = = (ll p?i) <1 - Z;pg) , (2.12)
= j=

met pr1 =1— 31 p;.

Die algemene uitdrukking vir die Fisher-inligting is (Vgl. (1.2)))
2

(Fid = B |~ g ot )| (213

met 6 'n parametervektor wat ons wil beraam en p(x,0) die waarskynlikheid
van die meting x, gegewe die parameter §. In hierdie geval is ¢t = n, § = p en
p(z,0) = P(A|p) = P(7|N). Die Fisher-inligting Fj word dus gegee deur:
32
{Fpti = E (_

Opi apj

In P(ﬁ|N)) met i,j € [0,..., K — 2], (2.14)
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wat lei na:

1 1

PK-1 Di
Die resultaat in terme van posisie, F5,_, word gegee deur:

F,, =J" "EJ, (2.16)

met J* € RE-D*d dje Jacobiaanmatriks van die transformasie vanaf die #-ruimte

na die gereduseerde p-ruimte. Dit lei uiteindelik na:

( Opi )2 Opi _Opi
K—1 1 Orm1 T Orm1 Ormg
Fr,=N>Y — : : : (2.17)
i=0 pi 2
Op; _Opi ( Op; )
Ormg Orm1 7 OTmd

wat in twee dimensies gegee word deur:

SR T

I - x T Oy

E.. szi o o (@)2 . (2.18)
i=0 Oy Oz dy

Die Cramér-Rao ondergrens (CRB) op die kovariansiematriks (7,,) word gegee
deur Xcrp = Ff_ml. In ons resultate gebruik ons die rekenkundige gemiddeld van

die eiewaardes van hierdie matriks:

. 1
OCRB — ESp (ZCRB)- (219)

Vir die berekening van die CRB vir die orbitaalmetode is gebruik gemaak van 60
eweredig gespasieerde skandeerpunte. Vir MINFLUX en die ruitersprong-metode
is gebruik gemaak van die patrone in Fige. [2.3]en [2.4] Die matriks in Vgl. is
vir elke metode bereken met die simboliese wiskunde-Python-programbiblioteek
sympy. 'n Baie handige funksie in hierdie programbiblioteek is lambdify. Dit laat
n mens toe om 'n simboliese funksie (in hierdie geval die volledige uitdrukking vir

dcrp) te omskep in 'n numeriese funksie, met die belangrike parameters, soos L
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en w, as insette. Hierdie funksie kan dan gerangskik word (‘serialise’) - in Python
gedoen met pickle - en in 'n léer gestoor word. Dus hoef die tydsame simboliese
wiskunde net een keer vir elke patroon gedoen te word.

Die resultate vir die fluoressensiemetodes word gegee in Fige. tot [2.7]
vir verskillende waardes van die nasporingslengte L (N = 100 fotone). Vir die
orbitaalmetode is die bundelradius geskaal met L om die relasie L = 2w/v/2 te
behou. Vir die ruitersprong-metode is die roosterspasiéring gekies sodat L = 3.75w,
met die patroon in Fig. [2.3] Vir hierdie metodes is daar dus 'n ondergrens op L
wat gestel word deur die diffraksielimiet, wat nie die geval is vir MINFLUX nie.

4 x 10!
3 x 10!
e
c
— 2% 10*
m
o
|
—— L=300nm
L=500nm
10" —— L=700nm
—— L=900nm
I I | I I
—400 —200 0 200 400

x (nm)

Figuur 2.5: CRB langs die x-as vir verskillende L-waardes, orbitaalmetode.

Vir die orbitaalmetode (Fig. is die kenmerke dat die CRB laer is in die
middel as aan die buitekant van die skandeergebied en dat die presisie beter is (in
die middel) vir kleiner waardes van L. Die ruitersprong-metode (Fig. het 'n
baie plat CRB, te danke aan die eweredige beligting. Hier is daar ook 'n verbetering
in presisie vir kleiner L, sonder 'n noemenswaardige verskil in die vorm van die
CRB-kromme. Vir MINFLUX (Fig. is daar weereens 'n kleiner CRB in die
middel by kleiner L, maar terselfdertyd 'n groter CRB aan die buitekant van die
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Figuur 2.6: CRB langs die x-as vir verskillende L-waardes, ruitersprong-metode.

103
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Figuur 2.7: CRB langs die x-as vir verskillende L-waardes, MINFLUX.

skandeergebied. Hier sien ons ook 'n groot variasie in die vorm van die CRB as 'n
funksie van posisie. Vir al drie metodes is daar dus 'n algemene afname in die CRB
in die middel soos wat die skandeergebied verklein word. By MINFLUX is hierdie
verskil egter groter, hoofsaaklik omdat ons hier die skandeergebied heelwat kleiner
kan maak, aangesien ons nie deur die diffraksielimiet beperk word nie. Hierdie
verbetering in presisie in die middel gaan egter gepaard met 'n verswakte presisie

aan die buitekant van die skandeergebied. Die vergelykende figuur (Fig. dui aan



2.2 Statiese Lokalisering 33

10° -
E 10? |-
=
m \—’/
o
|
10t - —— RS L=1500nm
MINFLUX L=50nm
—— MINFLUX L=566nm
—— Orbitaal L=566nm
I I I I | | | | |

—400 —-300 -—200 -—100 0 100 200 300 400
x (nm)

Figuur 2.8: CRB langs die x-as vir verskillende metodes.

dat MINFLUX wel meer inligting per foton lewer, maar ten koste van 'n verkleinde
skandeeromvang. As die skandeer-omvang dieselfde is as dié van die orbitaalmetode,
is die verrigting vergelykbaar. Die grootte van die skandeergebied is fundamenteel
vir suksesvolle nasporing van diffunderende deeltjies. As die deeltjie te vinnig uit
die nasporingsvolume diffundeer, kan dit nie nagespoor word nie. Die implikasie is
dus dat MINFLUX goed behoort te wees vir presiese nasporing van stadige deeltjies,

terwyl die ruitersprong-metode die beste behoort te wees vir vinnige deeltjies.

2.2.2 iSCAT

Die CRB-berekeninge vir fluoressensie is gebaseer op die aanname van 'n spesifieke
aantal waargenome fotone en 'n spesificke sein-tot-agtergrond verhouding. Hierdie
benadering is nie geskik vir iSCAT nie, aangesien in hierdie geval die onsekerheid
hoofsaaklik bepaal word deur die Poissonruis van die weerkaatsingstellings. As ons
aanvaar dat die weerkaatsingstellings hoog en Poisson-verdeel is, is dit maklik om
aan te toon dat die variansie in die meting van die interferensietellings gelyk is aan
2Nini/Cy (sien Vgl ), waar IV;,; die aantal interferensietellings is. Siende dat

C tipies minder as 5% is, is hierdie variansie relatief groot in vergelyking met die
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gemiddeld. Dit beteken dat die presisie van die posisiemeting baie sterker beinvloed
word deur hierdie faktor as by fluoressensiemetodes. Om hierdie rede moet ons vir
iSCAT die CRB-berekeninge aanpas (in [34] is slegs fluoressensie beskou).

Soos by fluoressensie beskou ons 'n deeltjie by 'n posisie 7, € R? belig deur
'n aantal verskillende ligintensiteite {Iy(7), ..., [x_1(7)}, met 'n resulterende versa-
meling 7 = {ng, n1,...,nk_1} interferensiefotone per beligting. Die totale aantal

interferensiefotone word dan gegee deur:
Nmt = Ny +n+ ...+ ng_q. (220)

As hierdie grootheid groot genoeg is, sal dit by benadering Gaussies wees met
gemiddeld Nj,; en standaardafwyking oy. Dan kan ons n; benader as Gaussies
met verwagte waarde piNmt en standaardafwyking p;oy, met weereens:

I;
Pi= SR
Yoo L

J=0

(2.21)

met 0 <i< K —1.
Die resultaat is dat die voorwaardelike waarskynlikheid van n gegewe Nint gegee

word deur:

K—-1 exp _% (ni_Nin?tpi>2
P(7i| Nipg) = SR (2.22)
Ll | e
met pg_1 =1— Z]K:_(f p;. Die Fisher inligting F; word dus gegee deur:
0? -
{F;}i; =F (—apiapj In P(ﬁ|Nm)) met i,7 € [0, ..., K — 2], (2.23)
wat lei na:
N2, —o% [ 1 1
{Fp}, = —™ 5 N ( — + 5@'—2) met i,7 € [0, ..., K — 2], (2.24)
oN Pr—1 D;
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wat verskil van die uitdrukking vir fluoressensie in die N-athanklike faktor sowel as

die kwadraat op p;. Die resultaat in terme van posisie is:

( Opi )2 Opi _Opi
~ _ Orm1 T 0Orm1 Orma
N2 _ g2 K21y ' '
Fr, = —— N 2 (2.25)
o =0 7 Opi _Op: Opi 2
Ormd Orm1 7" Ormd
In ons resultate gebruik ons weereens die grootheid:
. 1
OCRB = d Sp (XcrB), (2.26)

met Yorp = anl.

Die resultaat vir die orbitaalmetode word gegee in Fig. [2.9] met N = 100
fotone en Cy = 1%. Die belangrikste verskil tussen hierdie resultaat en die een vir
fluoressensie (Fig. [2.5) is die vorm van die CRB-kromme, wat in hierdie geval 'n
maksimum in die middel het. Om te verstaan hoekom dit so is, beskou Fig. [2.10]
waar die parametervektor (Vgl. ) getoon word as 'n funksie van posisie in
een dimensie (middelste paneel), tesame met die CRB van die parametervektor
self (onderste paneel). Vir duidelikheid toon ek ook die bundelposisies (boonste
paneel). Die CRB vir die parametervektor het 'n maksimum in die middel vir beide
fluoressensie en iSCAT (die spesifieke waardes is nie hier belangrik nie, slegs die
vorm van die kromme). Met ander woorde, die onsekerheid van die parametervektor-
beraming is die grootste in die middel. Die rede vir die minimum in die posisie-CRB
met fluoressensie, is te danke aan die feit dat die parameterfunksie 'n maksimum
negatiewe helling in die middel het, wat as teenwig dien vir die onsekerheid in die
parameter self (let op die afgeleidematriks in Vgls. en ) As gevolg
van die kwadratiese afhanklikheid van die parameter by iSCAT (Vgl. (2.24)), weeg
hierdie onsekerheid in hierdie geval sterker en is daar 'n maksimum in die middel

vir posisie ook.
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Figuur 2.9: CRB langs die x-as vir verskillende L-waardes, orbitaalmetode met iSCAT-lokalisering.

As ons fluoressensie- en iSCAT-metodes direk met mekaar wil vergelyk, moet
ons twee faktore bepaal vir 'n spesifieke monster. Eerstens, die relatiewe aantal
fluoressensie- en iISCAT-tellings by 'n vaste beligtingsintensiteit, en tweedens,
die gemiddelde iSCAT-kontras. Die gemiddelde kontras is direk eweredig aan
2\/0scat, Met 04cqe die verstrooiingsdeursnit. Die verhouding van iSCAT-tellings tot
fluoressensie-tellings Nscat/N is direk eweredig aan 2v@scat/o,,,@;, met 045 en P 5 die
absorpsiedeursnit en fluoressensie-kwantumopbrengs onderskeidelik. Monsters wat
deur albei metodes nagespoor sou kon word sluit in gemerkte proteiene sowel as
proteiene wat op sigself fluoresseer. Ons beskou vier voorbeelde: MI-virus gemerk
met QD 525, GFP (EGFP-mutant), LHCII vanaf plante ('n membraanproteien)
en fikobilisoom (FB) uit Synechocystis PCC6803 ('n wateroplosbare proteien).
Ons kan die verstrooiingsdeursnit beraam deur middel van die formules o =
3V (nZ—n2)/(n2+2n2) en oyq = §7%0%(N/ny) "4, met V die voorwerp se volume,
ns die brekingsindeks van die voorwerp, n,, die brekingsindeks van die omliggende
medium en A die golflengte van die inkomende lig. Die waardes word getoon in
Tab. 2.1} Vir MIV-QD word aanvaar dat die deeltjie sferies is met radius 73 nm. Vir
FB is die vorm halfskyfvormig met radius 30 nm en dikte 10 nm. Vir LHCII is die
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Figuur 2.10: Eendimensionele lokalisering met 'n Gaussiese bundel. Die bundel word tussen
twee posisies geskandeer aan weerskante van die deeltjie by 'n posisie z = 0 nm. Boonste paneel:
posisies van die bundel vir die twee beligtings. Middelste paneel: parametervektor as 'n funksie
van posisie. Let op die maksimum negatiewe helling in die middel. Onderste paneel: CRB van
die parametervektor (nie posisie nie) vir iSCAT en fluoressensie.

vorm silindries met radius 3.65 nm en hoogte 4.5 nm. LHCII in 'n wasmiddelmisel
is ook beskou, aangesien dit 'n algemene manier is om LHCII in 'n oplossing te
bestudeer. In hierdie geval is die lengte van 'n n-dodesiel-3-D-maltosied (3-DM)
molekule (2.3 nm) by die effektiewe radius gevoeg. GFP is silindries met radius 1.2
nm en hoogte 4.2 nm. In elke geval is die effektiewe radius soos aangedui die radius

van 'n sfeer met dieselfde volume as die deeltjie. Die piek-absorpsiegolflengtes is
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gebruik. Vir FB is die absorpsiedeursnit bereken deur die afsonderlike komponente
se deursnitte bymekaar te tel volgens die aantal komponente van elke soort (ses
van elke heksameer en die trimere soos getoon in Fig. [1.6]).

Die CRB as 'n funksie van waargenome fotone word getoon in Fig. [2.11]vir iSCAT
en fluoressensie. Die aantal fotone getoon is vir fluoressensie. Vir iSCAT is die aantal
fotone meer, met verskillende verhoudings vir die verskillende monsters, soos getoon
in die laaste kolom van Tab. (daar is aanvaar dat dieselfde beligtingsintensiteit
vir fluoressensie en iISCAT gebruik word). Dit is duidelik dat vir baie groot
deeltjies soos 'n virus, iISCAT 'n aantal ordegroottes meer presies is as fluoressensie-
gebaseerde lokalisering, terwyl vir 'n relatief klein fluoresserende deeltjie soos GFP,
fluoressensie-gebaseerde lokalisering meer presies is. LHCII en FB is tussen hierdie
uiterstes, en vir hierdie monsters is die twee metodes vergelykbaar. In die geval van
LHCII, vervierdubbel die misel die volume, wat 'n heelwat groter iSCAT-presisie
tot gevolg het. Die resultaat vir LHCII in 'n SMA-nanoskyf sal iewers tussen die
resultate vir suiwer trimeer en 'n wasmiddelmisel wees, met 'n ekwivalente radius
van 5 nm [52]. As ons suiwer LHCII en FB vergelyk, vind ons dat iSCAT meer
presies is by laasgenoemde. Dit is vanweé die laer pigmentdigtheid by FB, wat
'n kleiner absorpsiedeursnee tot gevolg het vergeleke met die fisiese grootte van
die proteien. Die vorm van die kromme vir iSCAT is as gevolg van die faktor
N:i=o%/o% in die Fisher-inligtinguitdrukking (Vgl. ), wat naastenby gelyk is
aan NiQnt/U]QV vir groot waardes van Nmt- Daarom, omdat me/afv ox ]\Afmt, het ons
dieselfde afhanklikheid as vir fluoressensie, by hoé tellings.

'n Belangrike verdere punt is dat dit moontlik is om iSCAT te doen by enige
golflengte en dus kan 'n golflengte gebruik word waar die monster nie sterk absorbeer
nie. Dit beteken dat 'n hoér beligtingsintensiteit gebruik kan word sonder fotoskade,

wat sal lei tot 'n verbeterde presisie.
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monster A (nm) | 0sear (1M?) | aps (1m?) [ Cy Nint/N
MIV-QD 350 8.16x10° %1 | 2.72%x1077 |55 0.15 [55] | 0.057 1.4x10°
PB 621 4.40x107% | 1.81x107° ﬁ' 0.68 [56] | 4.2x107* | 33
LHCII 435 2.58x1011 | 8.06x10~7 [63] 0.26 [64] | 1.02x107° | 48
LHCII-misel 435 4.99%10710 | 8.06x10-7 63| 0.26 [64] | 4.47x107° | 213
GFP 488 2.92x10713 | 2.14x 1078 [67] 0.60 |67 | 1.08x10~¢ | 84

Tabel 2.1: Berekeningswaardes vir verskillende monsters met betrekking tot iSCAT.

CRB (nm)

CRB (nm)

Figuur 2.11:

10t

1071
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- —— Orbitaal (Fluoressensie)
—— Orbitaal (iSCAT)
L —— Ruitersprong (Fluoressensie)
—— Ruitersprong (iSCAT)
! !
103 10° 10°
LHCIl-misel FB
L 10t -
L 107
1 1 1 1
103 106 10° 10° 108 10°
GFP MIV-QD
10°
B \ 10!k \
- 104 _\
! ! ! ! I
103 106 10° 102 10° 108

Aantal fotone (fluoressensie)

Aantal fotone (fluoressensie)

CRB as 'n funksie van die aantal fotone vir beide iSCAT en fluoressensie, vir
verskillende monsters by dieselfde beligtingsintensiteit. Die x-as wys fluoressensietellings - iISCAT-
tellings is hoér volgens die verhouding getoon in Tab. 2.1}
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2.3 Dinamiese Simulasie

2.3.1 Beheerstelsel-ontwerp

Om die metodes se dinamiese verrigting te vergelyk, is die hele beheerstelsel
numeries gesimuleer. Daar word aanvaar dat die verhoog 'n lineére respons het, wat
'n algemene kenmerk is van piéso-elektriese toestelle. Eenvoudigheidsonthalwe kies
ons 'n tweedeorde-vergelyking met 'n traprespons soortgelyk aan dié¢ van 'n regte
verhoog (Fig. . Ons werk ook in een dimensie en implementeer uiteindelik
twee identiese beheerders vir die twee dimensies, aangesien vir beide diffusie en die

verhoogbeweging die twee dimensies se dinamika onafhanklik is van mekaar.
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|
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Figuur 2.12: Gesimuleerde traprespons van die verhoog.

Die vergelyking vir die verhoogheweging is:
Ts + 225 + x5 = 20 + u, (2.27)

met x, die verhoogposisie en v die insetposisie.

Die standaardvorm vir 'n lineére stelsel is (Vgls. (1.3)) en (1.4))):

x=Ax+Bu+wy (2.28)

y =Cx+w,. (2.29)
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As ons Vgl. (2.27)) in hierdie vorm wil hé, met u = v en y = y die gemete posisie,

dan verkry ons dat die toestandvektor gelyk is aan:

Ts
x*= [w + oz, — 2u} ! (2.30)

met die stelsel wat gegee word deur:

a2t B |’ 0:[1 0]. (2.31)
10 1

Dit is nodig om die inset by die toestandvektor te voeg, aangesien daar nie afgeleides
aan die regterkant van Vgl. (2.28)) is nie. As ons die deeltjie se posisie z, by die
toestandvektor byvoeg, word dit:

X = . , (2.32)
dy + 21, — 2u

en aangesien z, slegs afhang van die diffusie, word die stelsel:

0 0 0 0 V2D

x=10 -2 1|x+ |[2|lu+]| 0 |&@1) (2.33)
0 -1 0 1 0
y=[1 -1 0}x+wn, (2.34)

waar D die 2-dimensionele diffusiekoéffisiént is, £ 'n witruis (Gaussiese) proses is
met gemiddeld 0 en variansie 1, en w,, 'n foutterm is wat meestal die resultaat is
van Poissonruis wat deur die metingsproses voortplant. Ons kies ook C sodat y 'n
meting is van die relatiewe posisie x, — x.

Om 'n diskrete beheerder te implementeer, moet ons, soos bespreek in Par. [1.4.1],

die stelsel omskakel na 'n diskrete-tyd-stelsel in die vorm:

X = FXk,1 + Guk, (235)
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met

At)?
2!

A
F:eAAt:IJrAAtJr( - (2.36)

Vir ons doeleindes is die eerste orde genoeg (At is klein genoeg):

F=1+AAt (2.37)
1 0 0
=10 1—-2At At]. (2.38)
0 —At 0
G word gegee deur:
G=(F-D)A'B (2.39)
0
= [2A¢t] . (2.40)
At

waar ons A en B vanuit Vgl. gebruik, en 'n nul voeg by die term wat
ooreenstem met die deeltjieposisie, aangesien dit nie direk deur die inset beinvloed
word nie.

Om die Kalmanfilter te implementeer, benodig ons ook die proses- en metingsruis-

kovariansies. Die prosesruis-kovariansie word eenvoudig gegee deur:

2D 0 0
D=0 0 0o, (2.41)
0 00

terwyl die metingsruis-kovariansie N 'n skalaar is wat empiries verstel moet word,
om die oordrag van ruis vanuit die intensiteitsmeting in ag te neem asook om

te vergoed vir ander bronne van onsekerheid (in 'n werklike eksperiment). Die

Kalmanfilter word geimplementeer met Vgls. (1.17)) tot (1.21)).
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Met 'n beraming vir die ware toestand, kan ons 'n LQR-beheerder gebruik om
terugvoer toe te pas op die verhoog, soos beskryf in Par. [1.4.3]

Die verrigtingsindeks wat geminimeer word, word as volg gedefinieer:

J = (x/Qx; + uiRuy) = > (x Qx,, + Rup),
k=0 k=0

waar Q en R die LQR-gewigte is en ons in ag neem dat u; 'n skalaar is. Q word

gekies as:
1 -1 0
Q=1|-1 1 0},
0 0 1
sodat:

xp Qx), = (7, — 2,)? + 32 + 222, — 2u) iy + (27, — 2u)?,

en hierdie uitdrukking word dus geminimeer (in die ideale toestand is dit 0, aangesien
u =1z, =1sen &, =0), terwyl R 'n kosteparameter is, wat gebruik word om die

beheerder meer of minder aggressief maak, en wat empiries verstel moet word.

2.3.2 Resultate

Die beheerstelsel is gebruik om 'n dinamiese simulasie van elke metode te doen,
deur Vgl. numeries te integreer in twee dimensies. Die fluoressensie- of
verstrooiingsintensiteit is bereken volgens die deeltjieposisie tesame met Poisson-
ruis. Posisieberamings vir die orbitaalmetode en MINFLUX is bereken volgens
onderskeidelik Vgls. en en Vgl. (2.5). Vir die ruitersprong-metode, het
ons om konsekwent te wees 'n soortgelyke beraming as vir MINFLUX gebruik,

naamlik:

=n»

40
= i T, (2.42)
i=1
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Die parameters wat ons gebruik het is as volg: vir die orbitaal- en ruitersprong-
metodes is w = 400 nm, vir MINFLUX is L = 50nm en fwhm = 500 nm. Vir al
die metodes is 'n skandeerfrekwensie van f = 3.125 kHz gebruik, en die terugvoer
is teen dieselfde frekwensie toegepas (sodat elke stap in die ruitersprongpatroon
presies 8 ps neem en elke stap in die MINFLUX-patroon presies 80 ps neem). Die
relatiewe beligtingsintensiteit is geskaal sodat al die metodes 'n gemiddelde flu-
oressensieintensiteit het van I'y = 12 tellings/ms. Die simulasies is gedoen in
Python, met die belangrikste funksies geimplementeer in Cython vir spoed. Dit is
'n uitbreiding vir Python wat dit moontlik maak om statiese tipering te gebruik,
asook om die kode te vertaal (d.m.v. 'n omskakeling na C-kode). 'n Tydstap van
1 ps is gebruik, en die bewegingsvergelykings is met die vierdeorde-Runge-Kutta
metode geintegreer. 'n Tipiese nagespoorde trajek word getoon in Fig. [2.13 (dif-
fusiekoéffisiént 1m?s™!). Die verhoog volg die diffusie goed en die intensiteit

)

toon slegs Poissonruis. 'n ‘Amper nagespoorde’ trajek word getoon in Fig. [2.14
waar die diffusiekoéffisiént 50 pm?s~! is. Hier is die stelsel nie in staat om vinnig
genoeg te reageer nie en is daar groot variasies in die gemete intensiteit soos die
deeltjie in en uit die beligtingsbundel beweeg (die deeltjie sal uiteindelik heeltemal
ontsnap). Deur baie sulke simulasielopies te doen vir verskillende waardes van die

diffusiekoéffisiént D, kan ons die gemiddelde nasporingsfout bereken. Dit word

gedefinieer vir 'n trajek oor tyd 7 as:

o= [ ) =)+ ) — (0 (2.43)

Fluoressensie

Ons beskou eers die fluoressensiemetodes soos getoon in Fig. [2.15] Vir elke waarde
van D is 5 lopies gedoen van 100 ms. Baie inligting kan uit hierdie resultaat

onttrek word. Eerstens het elke metode 'n ‘nagespoorde’- en 'n ‘nie-nagespoorde’-
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Figuur 2.13: Goeie nasporingstrajek. Die blou kromme toon die deeltjieposisie terwyl die oranje
kromme die verhoogposisie toon. Die onderste paneel toon die fluoressensie-intensiteit.

gedeelte. Eersgenoemde kom voor aan die linkerkant van die grafiek en stem
ooreen met 'n kleiner fout. In laasgenoemde toon die nasporingsfout nagenoeg die
vrye-deeltjie-statistiek: e, = v/2D7. Vir die orbitaal- en ruitersprongmetodes is
daar 'n skerp afsnypunt tussen hierdie gebiede. Vir MINFLUX is die oorgang meer
geleidelik. Dit gebeur rondom die punt waar 'n deeltjie deur die nasporingsvolume
diffundeer met 'n diffusietyd van 7' = 1/f en is dus afhanklik van die grootte van
die skandeergebied. Tweedens is daar 'n verskil in die presisie van die nasporing vir
verskillende metodes. By 'n stadige tydskaal is MINFLUX meer presies. Dit kan
verstaan word deur middel van vergelyking met Fig. 2.8l Wanneer die deeltjie goed
nagespoor word, bly dit binne die sentrale gebied waar die MINFLUX beraming baie
goed is. By vinniger tydskale word meer tyd spandeer in die ‘middelgebied” waar
die verrigting soortgelyk is aan die orbitaal- en ruitersprong-metodes. MINFLUX

het ook die laagste afsnypunt, aangesien 'n klein skandeergebied nodig is vir goeie



2.3 Dinamiese Simulasie 46

X Posisie (pm)
N
T

40 -

20 -

Intensiteit (tellings/ms) Y Posisie (pm)

0 20 40 60 80 100
Tyd (ms)

Figuur 2.14: Trajek van 'n ‘amper nagespoorde’ deeltjie. Die blou kromme toon die deeltjieposisie
terwyl die oranje kromme die verhoogposisie toon. Die onderste paneel toon die fluoressensie-
intensiteit.

akkuraatheid. Die rede vir die meer geleidelike oorgang by MINFLUX is moontlik
as gevolg van die feit dat die skandeergebied (50 nm) klein is relatief tot die bundel
(500nm). Daar word dus nog fotone waargeneem wanneer die deeltjie net buite
die skandeergebied is, wat gebruik kan word om die deeltjie terug te bring. Daar
is inderwaarheid méér fotone wanneer die deeltjie buite die skandeergebied is, te
danke aan die kransvormige bundelprofiel. Die ruitersprong-metode is nie meer
presies as die orbitaalmetode nie, aangesien die bundelgrootte en -vorm dieselfde
is. Dit het wel die grootste skandeergebied en dus ook die hoogste afsnypunt, wat

beteken dat vinniger deeltjies daardeur nagespoor kan word.
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Figuur 2.15: Vergelyking van die nasporingsfout as 'n funksie van die diffusiekoéffisiént vir
verskillende fluoressensiemetodes.

iSCAT

'n Vergelyking tussen iSCAT en fluoressensie vir die verskillende monsters soos
vroeér bespreek word getoon in Fig. (die orbitaalmetode is gebruik). Eenvoudig-
heidsonthalwe aanvaar ons 'n konstante fluoressensie-intensiteit van 10 tellings/ms
vir al die monsters, aangesien ons slegs belangstel in die relatiewe verrigting van
iSCAT teenoor fluoressensie-gebaseerde lokalisering. Dus is daar net een kromme
vir fluoressensie. Vir iSCAT is die gemiddelde kontras en aantal tellings bereken
volgens die verhouding in Tab. (Vir FB sou daar bv. 450 interferensietellings/ms
en 450 + 4.2 x 107" =107 x 10* agtergrondtellings/ms). Die werklike kontras is
bereken (met Vgl. (2.8)) deur Poissonruis te aanvaar vir die agtergrond sowel as die
interferensietellings. Hierdie kontraswaardes is dan gebruik vir die posisieberamings
met dieselfde vergelykings as vir fluoressensie, met die kontras wat die plek neem
van die fluoressensie-intensiteit. Vir elke waarde van D is 5 lopies gedoen van 100
ms, behalwe vir FB en LHCII in 'n misel, waarvoor dit nodig was om 50 lopies

te doen om 'n goeie gemiddeld te kry (omdat hierdie deeltjies op die grens is van



2.3 Dinamiese Simulasie 48

naspoorbaar).

Die algemene tendens in Fig. is dieselfde as in Fig. Vir LHCII en
GFP is daar by hierdie intensiteit (die ekwivalent van 10 000 fluoressensietellings
per sekonde) nie regtig nasporing nie (daar is 'n fout van ~1pm). LHCII in 'n
misel en FB blyk net-net nie naspoorbaar te wees nie, blykende uit die feit dat
die krommes baie onreélmatig is. MIV-QD is naspoorbaar met 'n heelwat beter
presisie as fluoressensie. Wanneer die iSCAT-beligtingsintensiteit verdubbel word
(Fig. 2.17), is beide LHCII en FB wel naspoorbaar, met 'n ietwat beter presisie as

vir fluoressensie.

10" - —e— Fluoressensie —e— FB
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—e— LHCII-Misel —e— MIV-QD
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Figuur 2.16: Vergelyking van die nasporingsfout as 'n funksie van die diffusiekoéffisiént vir
verskillende monsters met fluoressensie en iISCAT-lokalisering (orbitaalmetode). 'n Konstante
fluoressensie-intensiteit word aanvaar en daar is dus net een kromme vir fluoressensie, terwyl die
ander krommes vir iSCAT is.

2.3.3 Bespreking

Die diffusiekoéffisiénte van die monsters wat ons beskou het is as volg: GFP in sito-

plasmais D = 30 pm?s~! , vir LHCII in die membraan is D = 8.4 x 1073 pm?s~!
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Figuur 2.17: Vergelyking van die nasporingsfout as 'n funksie van die diffusiekoéffisiént vir
verskillende monsters met fluoressensie en iISCAT-lokalisering (orbitaalmetode). 'n Konstante
fluoressensie-intensiteit word aanvaar en daar is dus net een kromme vir fluoressensie, terwyl
die ander krommes vir iSCAT is. Die beligtingsintensiteit vir iSCAT is hier 2 keer meer as vir

Fig.

, vir FB bo-op die membraan is D = 3 x 1072 pm?s~! en vir MIV in water

vind ons D = 3.4 pm?s!

uit die Stokes-Einsteinvergelyking. Wat fluoressensie
betref is die monsters dus almal naspoorbaar met die ruitersprongmetode soos hier
beskou, terwyl GFP te vinnig is vir die orbitaalmetode en MIV op die grens is.
LHCII en FB is naspoorbaar met die orbitaalmetode en behoort ook naspoorbaar
te wees met MINFLUX, alhoewel daar nie 'n voordeel sou wees bo die ander twee
metodes nie. LHCII is op die grens waar MINFLUX se presisie beter word.
LHCII in 'n misel en FB is naspoorbaar met iSCAT by 'n beligtingsintensiteit
wat slegs twee keer meer is as wat vir fluoressensie gebruik sou kon word. Alhoewel
iSCAT vir die nasporing van MIV potensieel baie meer presies kan wees, is die
diffusie daarvan te vinnig om noodwendig hierdie voordeel te kan benut. Daar is

egter baie veranderlikes betrokke by 'n eksperiment, en vir hierdie simulasies is sekere

aannames eenvoudigheidsonthalwe gemaak, spesifiek dieselfde beligtingsintensiteit
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en golflengte vir fluoressensie en iSCAT, asook die omgewing van die monster (bv.
water vir MIV). Vir 'n werklike eksperiment sal die haalbare fotontellings verskillend
wees vir verskillende monsters. Die maksimum moontlike beligtingsintensiteit sal
ook afhang van die monster en die golflengte wat gebruik word, maar sal potensieel
heelwat hoér wees vir iSCAT, wat baie beter presisie sal verskaf. Vir verdere
navorsing sou simulasies gedoen kon word om vir elke monster te bepaal watter
parameters optimaal is. Beide die absorpsie- en verstrooiingsdeursnitte hang af
van golflengte, en dus is die optimale situasie vir elke monster 'n kombinasie van

nasporingsmetode, golflengte en beligtingsintensiteit.

2.4 Gevolgtrekking

Die orbitaalmetode is aanvanklik gedemonstreer in 2004 en is relatief eenvoudig en
bekostighaar om te implementeer. Die ruitersprong-metode is ontwikkel in 2010,
spesifiek as 'n verbetering op die orbitaalmetode vir die naspoor van vinnige diffusie.
Uit hierdie studie is dit duidelik dat hierdie oogmerk bereik is, met 'n toename
in die maksimum naspoorbare waarde van D. Dit moet genoem word dat hierdie
metode baie meer kompleks en duur is om te implementeer as die orbitaalmetode, te
wyte aan 'n baie vinniger laserskandeerspoed en meer komplekse beheerhardeware.
MINFLUX is geskep om nasporingsakkuraatheid te verbeter. Dit slaag in hierdie
doel, maar ten koste van ’'n stadiger nasporingspoed. Die diffusiegebied waar
MINFLUX nuttig is is redelik klein, en dit is daarom 'n superresolusietegniek
eerder as 'n tegniek vir enkeldeeltjienasporing. Dit is ook meer kompleks om te
implementeer as die orbitaalmetode, alhoewel dit nie so 'n vinnige skandeerspoed
benodig soos die ruitersprong-metode nie, aangesien dit net 4 punte behels (die
spoed waarmee die bundel geskandeer word is een van die belangrikste faktore met

betrekking tot die koste van 'n patroonbeligtingsopstelling). Die iSCAT-konsep
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bestaan al net so lank soos fluoressensie-gebaseerde SPT, maar dit is eers onlangs
geimplementeer met 'n patroonbeligtingsbenadering. Die metode se groot voordele
is dat dit nie-fluoresserende deeltjies kan naspoor en dat dit vir seker monsters
heelwat verbeterde akkuraatheid toon. Dit, tesame met 'n relatief eenvoudige
implementering, behoort te verseker dat hierdie tegniek baie belangrik sal wees vir

die toekoms van enkeldeeltjienasporing.



Hoofstuk 3

Eksperiment

In hierdie hoofstuk kyk ons na die eksperimentele toepassing van enkeldeeltjie-
nasporing gebaseer op die orbitaalmetode met fluoressensie. Die doel van hierdie
werk is voorlopige toetsing en ontwikkeling, wat die grondslag vorm vir opvolgwerk
gemik op resultate. Ek bespreek die harde- en sagtewareontwikkeling, asook verdere

stappe wat nodig is om by eksperimentele resultate uit te kom.

3.1 Eksperimentele opstelling

3.1.1 SMS-opstelling

Die SPT-funksionaliteit is geimplementeer as 'n toevoeging tot 'n bestaande SMS-
opstelling, wat eers beskryf sal word (Fig. . Die lighron is 'n Fianium su-
perkontinuumlaser (C400-4-PP) met 'n uitsetspektrum van 420 nm tot 2200 nm,
'n pulswydte van 6 ps en 'n verstelbare puls-herhalingsfrekwensie tot en met 40
MHz. Die uitset hiervan gaan via 'n vesel na 'n akoesties-optiese instembare filter
(AOTF). Dit word gebruik om tot en met 8 verskillende golflengtes te selekteer met
n bandwydte van 2-7 nm. Hierna word die bundel deur 'n ruimtelike filter gestuur

om 'n meer Gaussiese ruimtelike intensiteitsprofiel te kry. Na die ruimtelike filter

52
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gaan die bundel na 'n Nikon Eclipse Ti-E/B omgekeerde mikroskoop waar dit deur
'n dichroiese spie€l weerkaats word na die objektief. Die dichroiese spie€l weerkaats
lig met 'n golflengte korter as 'n sekere afsnypunt en laat lig met 'n langer golflengte
deur. Met 'n gepaste afsnypunt word die opwekkingslig dus weerkaats terwyl
fluoressensie deurgelaat word. Die objektief is 'n Nikon CFI Plan Apochromat
A-reeks 100x olie-dompelings objektief met 'n numeriese lensopening van 1.45. Die
monster word geplaas op 'n glasmikroskoopskyfie wat gemonteer word op 'n Mad
City Labs (MCL) Nano-LPS200 nanoposisioneringsverhoog. Die fluoressensie vanaf
die monster word deur die objektief opgevang en gaan deur die dichroiese spieél.
Daarna word dit deur die buislens van die mikroskoop gefokus op die konfokale
pengat, waarna die lig deur 'n fluoressensiefilter gaan. Hierdie filter het dieselfde
afsnypunt as die dichroiese spieél en dit is tipies nog skerper. Die kombinasie van
die twee filters sorg dat byna alle opwekkingslig uitgefilter word. Hierna gaan die
bundel deur 'n kollimasielens waarna daar verskillende detektor-opsies is, naam-
lik twee enkelfoton-stortingsdiodes (SPAD’s) en 'n spektrograaf bestaande uit 'n
diffraksierooster, lens en lading-gekoppelde toestel (CCD)-kamera. Die SPAD’s
is 'n Micro Photon Devices PD-050-CTE sowel as 'n Excelitas SPCM-AQRH-16.
Eersgenoemde het 'n vinniger tydrespons terwyl laasgenoemde stadiger is maar 'n
beter sensitiwiteit het. Die CCD-kamera is 'n Andor iXons. Vir hierdie studie is
slegs die sensitiewe SPAD gebruik.

Die SPAD’s se uitsette gaan na 'n tydgekorreleerde enkelfotontelling (TCSPC)
PCl-kaart van Becker & Hickl (BH) (SPC-130-EM). Dit is 'n apparaat wat 'n
baie presiese meting kan doen van die tyd tussen twee insetpulse (ons s'n se
tydkanaalwydte is 12 ps). Deurdat daar vir elke laserpuls ook 'n elektroniese puls
gegenereer word (deur middel van 'n ingeboude fotodiode in die laser), kan ons die
tyd meet tussen 'n laserpuls en 'n waargenome foton. Dit kan dan gebruik word om

fluoressensieleeftye te bepaal. Die absolute arriveertye word ook gemeet en hieruit
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Mikroskoop
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FF: Fluoressensiefilter
KP: Konfokale Pengat
BD: Bundeldeler
APD: Enkelfoton-stortingsdiode

CCD: Ladinggekoppelde toestel

Lens

APD ccbh

Figuur 3.1: Skematiese diagram van die SMS-opstelling. Aangepas uit |27].

kry ons intensiteitinligting. Die inset na die kaart is via 'n 8-kanaal roeteerder (BH

HRT-82), wat beteken dat daar tot en met 8 verskillende insette kan wees.

3.1.2 SPT-funksionaliteit

Die eerste verandering wat gemaak is aan die opstelling, is om 'n helium-neonlaser
met 'n skoon Gaussiese bundel te gebruik (JDSU 1137P). Die Fianium het heelwat
aberrasies en is dus nie baie geskik vir SPT nie, veral nie tydens die ontwikkelings-
fase van die eksperiment nie. Die laser het 'n bundeldeursnit van 0.8 mm en 'n
uitsetdrywing van 7mW. Die bundel gaan eerstens deur 'n teleskoop bestaande
uit 'n 25mm en 100 mm lens om die bundel 4x te vergroot (na 3.2mm deursnee),
sowel as neutrale-digtheidsfilters om die drywing af te bring na ~10nW. Daarna

gaan dit deur 'n opstelling wat die bundelafwyking bewerkstellig. Dit is gebaseer
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op Cohen en Moerner (2008) [28] en werk as volg (Fig. [3.2): Die einddoel is om 'n
bundel te hé wat gekollimeer is en deur die agterste fokus van die objektief gaan.
Sé 'n bundel sal die objektief parallel aan die optiese as verlaat en by die voorste
fokusvlak fokus (ons kan aan die bundel dink asof dit 'n enkele straal is). Die
afstand d tussen die gefokusde bundel en die optiese as word bepaal deur die hoek 6
tussen die inkomende bundel en die optiese as (d = f, tan 6 met f, die fokale lengte
van die objektief). Die sirkelvormige patroon in die optiese as word dus verkry
deur hierdie hoek in twee dimensies te varieer. Deur 'n lens [, 'n afstand 2 f; vanaf
die agterste fokusvlak van die objektief te plaas, verkry ons dat die invalshoek van
hierdie lens ook gelyk is aan 6. Ons kan dus die afwykingspieél 'n afstand 2 f5 voor
Iy plaas. Al wat nou nodig is, is dat die bundel fokus by die voorste fokusvlak
van [y, en vir dié doeleinde gebruik ons die lens [; met fokale lengte f; > f5. In
ons eksperiment is f; = 2f; = 1000 mm en die twee lense vorm dus 'n teleskoop
wat die bundel 2x verklein na 1.6 mm deursnee. Die objektief het 'n fokale lengte

fo = 2mm en die verwagte radius van die gefokusde laserkol is dus:

2X fo
- 7Jo 1
w=—3 (3.1)
2 x 633 nm 2mm
= 2
T x 1.6 mm (32)
= 504 nm, (3.3)
en die konfokale parameter (dubbel die Rayleigh-lengte) is:
2mw?
b= 4
! (3.4
= 2.6 pm. (3.5)

Vir die afwyking van die bundel gebruik ons 'n Physik Instrumente (PI) S-
331.5SH piéso-elektriese twee-as kantelbare spieél. Dit het 'n maksimum-afwykingshoek

van 5 mrad en 'n maksimumfrekwensie van 2000 Hz (vir afwykingshoek ~1 mrad).
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Dit word aangedryf deur 'n beheerder met 'n ingeboude hoogspanningsversterker

(PI E500).

2f,
6/?* I,
Kant.elt?_are Objektief
S e I — o o
fi-f,
ly fy 2f, TT

Figuur 3.2: Opstelling om bundelskandering te bewerkstellig (nie op skaal nie). In ons opstelling
is f1 = 1000 mm, fo =500mm en f, = 2mm.

3.2 Sagteware

Vir die sagteware-ontwikkeling is gebruik gemaak van National Instruments Lab-
VIEW. Dit is omdat LabVIEW sekere baie handige kenmerke het. Dit is by-
voorbeeld goed geskik vir parallelisering, en dit het heelwat ingeboude toets-en-
metingsfunksionaliteit. Verder het meeste toets-en-metingsapparate (insluitend
al die toerusting in ons opstelling) LabVIEW-sagteware beskikbaar. Daar is ook
'n groot hoeveelheid bestaande LabVIEW-kode vir die opstelling, waarvan party
hergebruik is vir die SPT-sagteware. 'n LabVIEW-program staan bekend as 'n
‘Virtual Instrument’ of VI, ook wanneer dit as 'n subroetine gebruik word. 'n
Tipiese LabVIEW-VI maak dus gebruik van verskeie sub-VI’s. Daar kan ook

subroetines gebruik word in die vorm van 'n dinamiese-skakel programbiblioteek

(DLL), net soos in meeste ander programmeertale.
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Daar is 3 stukke hardeware waarmee daar gekommunikeer moet word. Die
PI-beheerder, die MCL-verhoog en die BH-TCSPC-kaart. Die PI-beheerder maak
gebruik van teksgebaseerde kommunikasie wat via USB geskied. Dit het ook 'n
ingeboude geheue wat golfvorms kan stoor. Daar hoef dus net deur middel van
'n paar opdragte 'n golfvorm gedefinieer te word, waarna die beheerder dit vir 'n
onbepaalde tyd sal uitset. Vir die doeleindes van SPT word daar eenvoudig twee
sinusgolwe in die twee kanale van die beheerder ingestel (90° uitmekaar), en dit
word uitgeset vir so lank as wat die eksperiment voortduur.

Die MCL-verhoog se kommunikasie geskied via DLL’s wat deur MCL verskaf
is. Die funksionaliteit wat SPT benodig is baie eenvoudig, en behels slegs die
oombliklike lees en skryf van posisies.

Die intervlak met die BH-kaart geskied ook deur middel van DLL’s, maar vir
die SPT sagteware is gebruik gemaak van VI’s wat voorheen deur Joshua Botha
ontwikkel is en wat die rou data wat die BH-funksies lewer verwerk na 'n meer
bruikbare formaat.

Die mees komplekse aspek van die SPT-sagteware is die verkryging van posisie-
inligting uit die waargenome fotondata. Vir hierdie doeleinde is dit natuurlik nodig
om die tyd-inligting van die fotondata te sinkroniseer met die beweging van die
laserbundel (en dus die kantelbare spieél). Omdat die beweging van die spieél direk
beheer word deur die PI-beheerder, en nie gegenereer word deur die SPT-sagteware
nie, benodig ons 'n sinkronisasie-sein. Dit neem die vorm aan van TTL-pulse wat
op vasgestelde punte in die golfvorm deur die PI-beheerder uitgeset word. Ons kan
hierdie uitset direk in die BH-roeteerder invoer (dit is juis vir doeleindes soos hierdie
dat die roeteerder 8 kanale het). Dit het tot gevolg dat die BH-kaart kwasi-fotone

met presiese tydinligting waarneem.
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3.2.1 LabVIEW-kode

Die algemene ontwerp van die sagteware is in die vorm van 'n grafiese gebrui-
kersintervlak (GUI). Die struktuur van die kode volg 'n patroon bekend as 'n
toestandmasjien (ook bekend as 'n eindige toestand-outomaat). Dit is 'n funda-
mentele konsep in rekenaarwetenskap en een van die mees algemene patrone in
LabVIEW-sagteware-ontwikkeling. In ons kode kan dit voorgestel word soos in
Fig.[3.3] As die program begin word, word daar eerstens 'n inisialisering gedoen,
waar hoofsaaklik getoets word of alle nodige hardeware gereed is. Dan gaan die
program na 'n wagtoestand, vanwaar dit na een van verskeie toestande kan gaan,
gebaseer op die inset van 'n gebruiker. Die bundelrotasie kan begin of beéindig

word, 'n meting kan gedoen word of 'n roosterskandering kan gedoen word.

Begin Inisialiseer

\

P> Wag vir inset

{ ———————— I e R I
S Doen
Begin/eindig Doen meting rooster-
rotasie skandering

| [ J

Figuur 3.3: Vloeidiagram van die SPT-sagteware wat die toestandmasjien-ontwerp voorstel. Die
groen diamante stel die begin en einde van die algoritme voor, terwyl blou reghoeke funksies
voorstel wat uitgevoer word. Die stippel-pyle dui aan dat slegs een van die moontlike roetes op 'n
slag gevolg word.

Die belangrikste en mees komplekse gedeelte van die kode is die uitvoer van

die SPT-meting (die roosterskanderingskode is ook kompleks, maar is voorheen
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ontwikkel deur Joshua Botha). Vir hierdie proses is gebruik gemaak van LabVIEW
se kragtige paralleliseringsvermoé. Die algemene struktuur van die kode word
aangedui in Fig. [3.4] waar die ronde oranje reghoeke lusse voorstel wat in parallel
uitgevoer word. Die eerste lus is verantwoordelik vir die lees van fotondata, die
tweede bereken 'n posisieberaming, die derde een bereken die nodige bewegings
vir nasporing en die vierde lus kommunikeer met die verhoog. Die parallelisering
stel ons in staat om die kode op 'n sinvolle manier onder te verdeel, sonder die
tipiese kompleksiteit wat gewoonlik in ander programmeertale met parallelle kode
gepaardgaan. Die eerste lus kommunikeer met die BH-kaart om binére data uit
te lees en skakel dit om na fotondata (aankomstye en kanaalinligting). Hierdie
data word gestuur na die posisieberekeningslus, wat die kwasi-fotontye gebruik om
die werklike fotontye in te deel, waarna Vgls. en gebruik word om n
posisieberaming te bereken. Die posisieberaming word gestuur na die nasporingslus,
waar die beheeruitset bereken word. Op hierdie stadium is die Kalmanfilter en LQR-
beheerder nog nie geimplementeer nie, en ons gebruik 'n eenvoudige proporsionele
beheerder. Die relatiewe posisieberaming word vermenigvuldig met 'n verstelbare
versterkingswaarde (0.7 is wat ons tans gebruik). Dit word dan getel by die vorige
verhoogposisie en die nuwe posisie word na die verhoogbeheerlus gestuur. Die
verhoogbeheer word in 'n aparte lus toegepas, hoofsaaklik sodat 'n gebruiker tydens
'n meting met die hand 'n bewegingsopdrag kan uitvoer. Dit is baie nuttig vir

toetsing.

3.3 Monstervoorbereiding

Die monster wat ons gebruik het, is fluoresserende krale (FluoSpheres™ F8807,
Invitrogen). Dit is polistereendeeltjies (ons s'n is 200 nm in deursnee) wat bedek is

met 'n groot hoeveelheid kleurstof en wat baie sterk fluoresseer sonder om vinnig



3.3 Monstervoorbereiding 60
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Figuur 3.4: Vloeidiagram van die kode vir 'n SPT-meting. Groen diamante stel die begin en
einde van die algoritme voor, blou reghoeke stel funksies voor wat eenmalig uitgevoer word en
ronde oranje reghoeke stel parallelle lusse voor. Die rooi pyle dui deurlopende data-oordrag aan.

fotoverbleiking te ondergaan (in ons eksperimente bestraal ons tipies dieselfde
kraal vir tientalle minute sonder enige afname in fluoressensie). Hierdie deeltjies
heg geredelik aan glas, veral as daar sout (ons gebruik MgCly) by die oplossing
gevoeg word. Die sout stel positiewe ione vry, wat aanhegting verbeter. Om
aanhegting te voorkom en agtergrondsein te verminder, maak ons die glas skoon
deur dit te sonikeer vir 10 min. elk in asetoon, etanol en gedeioniseerde water.
Die monster word verdun tot ~0.1nM konsentrasie, waarna 'n ~3 pL. druppel op 'n
mikroskoop-dekglas geplaas word, met nog 'n dekglas bo-op. Die resulterende laag
vloeistof is 1 pm—10 pm diep (ons kan dit bepaal deur te kyk na die objektiefposisie
wanneer die fokus by die onderste en boonste glas-water-intervlakke is). 'n Diepte

van 1 pm is minder as die konfokale parameter van die bundel, en die diffusie kan
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dus as tweedimensioneel beskou word.

3.4 Eksperimentele ontwikkeling

Die eerste stap was om die grootte van die gefokusde bundel te bepaal, sodat ons
die afwykingshoek kon bereken vir die bundelskandering. Dit word gedoen deur
'n vasgehegte kraal deur die fokus te skandeer en die fluoressensie-intensiteit te
meet (sonder 'n konfokale pengat). Die gemete profiel word getoon in Fig. en
'n passing gee n bundelradius van w = 718 nm (1/e?-wydte), ietwat groter as die
verwagte waarde. Dit gee dan R = w/v2 = 508 nm (Par. . Die afwykingshoek

is dus 6 = tan™! (4/7,) = tan™! (508x107"/2,10-3) = (0.254 mrad.

y (um)

"0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
x (um)

Figuur 3.5: Gemete Gaussiese bundelprofiel, verkry deur 'n 200 nm fluoresserende kraal oor 'n
rooster te skandeer en die fluoressensie te meet. 'n Passing van die data gee 'n bundelradius van
wo = 718 nm.

Die volgende stap was om voorlopige fluoressensiekorrelasie-spektroskopie (FCS)
metings te doen. FCS is 'n tegniek wat tipies toegepas word op diffunderende

deeltjies en wat onder andere diffusie-inligting verskaf . Dit behels die berekening
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van die outokorrelasiefunksie G(7), gedefinieer as:

(@It +T7))
Giry= LT (3.6)
(I(1))?
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Figuur 3.6: Gemete fluoressensie-intensiteit oor tyd vir diffunderende krale in waterige oplossing
met 'n stilstaande laserbundel.

met I(t) die intensiteit as 'n funksie van tyd ¢ en skerp hakies wat die gemid-
deld aandui. 'n Voorbeeld van 'n intensiteit-tydspoor met diffunderende deeltjies
word getoon in Fig. Aangesien ons data in die vorm van fotonarriveertye
is, bereken ons die korrelasiefunksie direk uit hierdie tye, deur middel van die
Python-programbiblioteek pycorrelate, wat die algoritme in [72] gebruik. Hierdie
algoritme is 'n uitbreiding van die ‘multi-tau’-algoritme wat willekeurige tydindelings
toelaat (die ‘multi-tau’ algoritme vereis logaritmiese tydindelings en tradisionele
algoritmes gebruik lineére indelings). Die verwagte korrelasiefunksie vir 2D diffusie

is [73]:
(3.7)

met N die gemiddelde aantal deeltjies in die meetvolume, 7p die diffusietyd, w die

bundelradius en D die diffusiekoéffisiént. Vir die roterende bundel met radius r en
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hoekfrekwensie wy is die verwagte korrelasiefunksie :
G, = Go(T)exp {—2;—22 (11__:%)] . (3.8)
In Fig. word 'n outokorrelasiefunksie getoon vir diffusie in 'n stilstaande
bundel, terwyl Fig. |3.8 'n outokorrelasiefunksie toon vir diffusie in 'n roterende
bundel. Hierdie is net voorlopige metings en die belangrikste inligting wat ons
hieruit kan leer is dat die diffusietyd van 0.2s-0.6s beslis naspoorbaar is met ons

opstelling.

0 L L L L L L L
107° 1074 1073 1072 1071 10° 10t

7 (s)

Figuur 3.7: Eksperimentele autokorrelasiefunksie (soliede blou kurwe) vir diffunderende krale
in 'n dun laag water, tesame met passing volgens Vgl. (3.7)) (swart stippellyn). Die passing gee

N =0.14 en 7p = 0.59s.

3.5 Volgende stappe

Die volgende stap is om 'n vasgehegte deeltjie ‘na te spoor’. Dit beteken dat ons
'n deeltjie vind deur middel van roosterskandering, waarna ons die meting begin
met die deeltjie iewers in die roterende bundel. As die nasporing werk, sal die

deeltjie na die middel van die bundel beweeg en 'n konstante posisie handhaaf. 'n
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Figuur 3.8: Eksperimentele autokorrelasiefunksie (soliede blou kurwe) vir diffunderende krale in
n dun laag water met 'n roterende bundel. Die eksperimentele passing volgens Vgl. (3.8) (swart
stippellyn) gee N = 0.03, 7p = 0.26s en °/uw? = 0.24.

Probleem iewers in die opstelling of kode kan lei tot ossillasies of selfs dat daar
vanaf die deeltjie wegbeweeg word. Hierna wil ons graag 'n bewegende deeltjie volg
en 'n maklike manier is as volg: die MCL-beheerder het 'n analoé inset wat gesom
word met die posisie ontvang oor USB (1V stem ooreen met 20 pm). Deur hierdie
inset te koppel aan 'n seingenerator kan ons 'n deterministiese ‘beweging’ uitvoer.
'n Suksesvolle lopie word dan gekenmerk deur 'n konstante posisie, aangesien die
beheerder die analoé inset presies uitkanselleer.

Sodra ons vasgehegte deeltjies suksesvol kan naspoor, sal die volgende stap
wees om sogenaamde ‘nasporings-FCS’ te doen [74]. Dit is 'n eksperiment wat
iets tussen werklike nasporing en vry-diffusie-FCS is. Dit sal baie nuttige inligting
verskaf wat ons kan gebruik om die nasporingsvermoé te verbeter. Sodra ons
suksesvolle nasporing het van fluoressente krale, kan ons aanbeweeg na ligoestings-
komplekse, waar daar verskeie moontlikhede is vir navorsing, waarvan twee in die
nabye toekoms kan gebeur: een is die naspoor van 'n ligoestingskompleks naby
'n plasmoniese nanoantenne, soortgelyk aan [75], wat 'n natuurlike uitbreiding is

van vorige navorsing deur ons groep [76]. 'n Ander een is SMS-eksperimente op
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ligoestingskomplekse in 'n membraan, met behulp van 'n Langmuir-Blodgett-trog.
Daar is ook eksperimentele verbeterings wat beplan word - 'n belangrike een is die
saamstel van 'n vinniger beheerder vir die verhoog, wat die naspoor van vinniger

diffusie sal moontlik maak.



Hoofstuk 4
Opsomming

Fotosintese is noodsaaklik vir lewe, en vind plaas in verskeie organismes. Die
eerste stap in hierdie proses is die opvang van fotone deur ligoestingskomplekse.
Daar is 'n groot verskeidenheid hiervan, insluitend LHCII in plante en fikobilisoom
in sianobakterieé. Hierdie sisteme toon komplekse, individuele gedrag wat nie
gesinkroniseer is met ander komplekse nie. Hierdie feit, tesame met die komplekse
se foto-aktiwiteit, beteken dat enkelmolekule-spektroskopie 'n goeie manier is om
ligoestingskomplekse te bestudeer. Die omgewingstoestande in standaard-SMS
is egter 'n swak weerspieéling van die natuurlike omgewing en in besonder is die
deeltjies gewoonlik vasgeheg aan 'n oppervlak. Enkeldeeltjie-nasporing kan gebruik
word om hierdie beperking te oorkom.

In hierdie verhandeling is die onderliggende teorie van SPT ondersoek en
toegepas. Alhoewel die fokus op ligoestingskomplekse is, is die resultate toepaslik
op enige nanodeeltjies. Die voorlopige eksperimentele ontwikkeling wat hierby
aansluit is ook beskryf.

Hoofstuk 2 het verskillende SPT-tegnieke ondersoek, gebaseer op fluoressensie
en interferometriese verstrooiing, vir verskillende biologiese voorbeelde, insluitend

die ligoestingskomplekse hierbo genoem. Analitiese berekeninge is gedoen om
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Cramér-Rao ondergrense te bereken, wat die beste moontlike presisie aandui vir
'n spesifiecke metode en monster. Dinamiese simulasies is ook gedoen om hierdie
resultate te bevestig. Daar is bevind dat die ruitersprong-metode die vinnigste
is, terwyl MINFLUX 'n beter presisie behaal solank die diffusie stadig genoeg is.
Die orbitaalmetode is tussen hierdie metodes, vinniger as MINFLUX en met 'n
soortgelyke presisie as die ruitersprong-metode, alhoewel dit stadiger is. Hierdie
metode is wel goedkoper en eenvoudiger om te implementeer en behoort gebruik te
kan word op LHCII en FB. iSCAT is 'n metode wat op verstrooiing gebaseer is en
dus meer fotone beskikbaar stel om nasporing mee te doen. Vir sekere monsters
verskaf iSCAT 'n beter presisie as fluoressensie, by dieselfde beligtingsintensiteit.
Hierdie studie is die eerste om 'n aantal metodes op albei hierdie maniere te vergelyk.
Die teorie wat ontwikkel is vir iSCAT is ook nuut. Die analise wat ontwikkel is kan
ook uitgebrei word na ander metodes en monsters, wat dit baie nuttig behoort te
maak vir enige iemand wat 'n SPT eksperiment wil doen.

Hoofstuk 3 beskryf die voorlopige toetsing en ontwikkeling van 'n SPT-opstelling
gebaseer op fluoressensie en wat gebruik maak van die orbitaalmetode. Die harde-
en sagtewareontwikkeling word bespreek, sowel as voorlopige eksperimente en

toekomsvooruitsigte.
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