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DESCRIZIONE

La presente invenzione si riferisce alle tecni-
che di microscopia ottica.

La microscopia ottica €& uno degli strumenti
analitici piu potenti nelle scienze della vita per-
ché permette di visualizzare la morfologia tridi-
mensionale di campioni viventi (da cellule a tessu-
ti, da organi ad animali) con elevata risoluzione

spazio-temporale. Se combinata con la fluorescenza,

10174216




la microscopia ottica (microscopia ottica a fluore-
scenza) € in grado di fornire elevate specificita e
sensibilita molecolari che permettono la compren-
sione dei processi biomolecolari che avvengono nei
campioni viventi. Infatti, molecole fluorescenti
(note come fluorofori) possono essere legate con
elevata specificita a biomolecole di interesse (ad
es. proteine) all’interno del campione, grazie a
numerosi protocolli e metodi di labeling. Un micro-
scopio ottico focalizza luce sul campione per in-
durre il fenomeno della fluorescenza e visualizzare
solo le biomolecole di interesse. La fluorescenza &
il processo con il quale un fluoroforo, dopo esser
stato eccitato grazie all’assorbimento di un fotone
(SPE) con una certa energia, emette un fotone aven-
te un’ energia minore (emissione spontanea) .
Nell’eccitazione multi-fotone (MPE) 1’energia ne-
cessaria per eccitare il fluoroforo & ottenuta per
assorbimento “simultaneo” di piu fotoni di energia
minore. Il microscopio ottico, separando spettral-
mente la luce fluorescente generata dalle biomole-
cole di interesse dalla luce diffusa/riflessa, for-
nisce una mappa tridimensionale specifica e alta-
mente sensibile delle biomolecole di interesse.

Inoltre, i fluorofori possono essere usati come



sensori per estrarre altre importanti informazioni
sulla biomolecola di interesse. Ad esempio, la
fluorescenza pud essere usata per investigare le
caratteristiche dell’ambiente nel quale & posizio-
nata una biomolecola o per comprendere la sua pros-
simita ad altre biomolecole. In molti casi, cid pud
essere ottenuto misurando la cosiddetta vita media
di fluorescenza. Quando € in uno stato eccitato, un
fluoroforo ha diversi percorsi per diseccitarsi
(tra questi l’emissione spontanea o la fluorescen-
za); di conseguenza, il tempo che un fluoroforo
passa nello stato eccitato e un processo stocasti-
co. Il tempo medio passato dal fluoroforo nello
stato eccitato suddetto € indicato come vita media
dello stato eccitato (o vita media di fluorescen-
za). La presenza di altre molecole in prossimita
del fluoroforo pud modificare il rate (o probabili-
ta istantanea) del percorso di diseccitazione, e
quindi la vita media del fluoroforo. Quindi, moni-
torando la vita media di un fluoroforo é possibile,
in generale, rilevare (indirettamente) la presenza
di altre molecole (ad esempio per il rilevamento
del pH). Un'altra opzione & quella di sfruttare il
meccanismo del trasferimento di energia per riso-

nanza (FRET) per misurare la distanza nanometrica



fra due fluorofori (un donatore e un accettore). Ad
esempio, la FRET e usata in modo estensivo per mi-
surare variazioni strutturali macromolecolari le-
gando i fluorofori donatore e accettore a differen-
ti sotto-unita della macromolecola: variazioni del-
la struttura comportano una variazione della di-
stanza fra donatore e accettore e, di conseguenza,
una variazione della vita media del donatore. Il
time-correlated-single-photon-counting (TCSPC) é
uno dei metodi piu comuni per misurare la vita me-
dia dello stato eccitato; tale classe di esperimen-
ti viene anche indicata come misurazione risolta
nel tempo. Un laser pulsato viene utilizzato per
eccitare i fluorofori in corrispondenza di un ben
definita posizione temporale e per fornire un se-
gnale di sincronizzazione a un dispositivo di ac-
quisizione dati. Lo stesso dispositivo registra il
segnale fornito dal rivelatore dopo la raccolta di
un fotone fluorescente. Grazie al segnale di sin-
cronizzazione del laser, il dispositivo di acquisi-
zione dati misura il ritardo temporale fra 1l’evento
di eccitazione e la registrazione del fotone, il
cosiddetto tempo di arrivo del fotone. L’operazione
viene ripetuta diverse volte per costruire il co-

siddetto istogramma dei tempi di arrivo dei fotoni.



La vita media del fluoroforo pud essere estratta da
tale istogramma mediante un’analisi ad-hoc, che
nella maggior parte dei casi & basata su una routi-
ne di fitting o su una trasformazione in fasori.
Dal momento che i fluorofori pilu comuni (organici o
proteine fluorescenti) hanno una vita media
nell’intervallo fra 1 e 10 ns, i componenti di
un’ apparecchiatura TCSPC devono soddisfare certi
vincoli temporali: (i) gli impulsi di eccitazione
devono avere un’ampiezza piccola (centinaio di ps);
(ii) il rivelatore deve registrare il singolo foto-
ne con un’elevata risoluzione temporale, cioé con
un basso jitter (incertezza) temporale (poche cen-
tinaia di ps); (iii) il dispositivo di acquisizione
dati deve fornire il ritardo fra il segnale di sin-
cronizzazione e 1l segnale del rivelatore con
un’elevata risoluzione temporale (meno di 100 ps).
Il microscopio a scansione laser confocale a
fluorescenza (CLSM) & una specifica implementazione
del microscopio ottico a fluorescenza che offre di-
versi importanti vantaggi rispetto alla microscopia
a campo largo (WFM) a fluorescenza, quali seziona-
mento ottico, maggior penetrazione ed elevata riso-
luzione temporale. In un CLSM, un fascio laser in

grado di eccitare il fluoroforo (mediante eccita-



zione a singolo fotone o multi-fotone) viene foca-
lizzato dalla lente obiettivo sul campione generan-
do un volume di eccitazione limitato dalla diffra-
zione. La luce di fluorescenza emessa dai fluorofo-
ri entro tale volume viene raccolta dalla stessa
lente obiettivo e registrata da un rivelatore a
singolo punto/elemento. Un pinhole, posizionato
prima del rivelatore e in un piano otticamente co-
niugato con il piano immagine del sistema, agisce
come un filtro spaziale che blocca la luce fluore-
scente fuori-fuoco e riduce il volume di osserva-
zione effettivo del microscopio (rispetto al volume
di eccitazione). La scansione punto per punto di
tale volume di osservazione sul campione permette
la ricostruzione di immagini che rappresentano una
sezione ottica del campione (capacita di seziona-
mento ottico) con risoluzione spaziale laterale ol-
tre il limite di diffrazione.

Quando si registra solo la quantita totale del
segnale di fluorescenza (o dei fotoni fluorescenti)
il CLSM fornisce un’immagine di intensita. Dal mo-
mento che il segnale fluorescente & proporzionale
alla concentrazione di fluorofori nei volumi di ec-
citazione associati a ciascun pixel, 1’immagine di

intensita fornisce una mappa di concentrazione dei



fluorofori nel campione.

Il CLSM pud essere combinato con un contatore
di singoli fotoni in funzione del tempo (TCSPC) per
fornire sia un’ immagine di intensita sia
un’ immagine risolta nel tempo. Un’immagine risolta
nel tempo € un’immagine tridimensionale nella quale
il terzo asse rappresenta gli istogrammi di tempo
di arrivo per i fotoni di fluorescenza registrati
nel pixel. Chiaramente, le immagini di intensita
possono essere ottenute dall’immagine risolta nel
tempo mediante integrazione nella terza dimensione.
Data 1’immagine risolta nel tempo & possibile rico-
struire la mappa della vita media dello stato ecci-
tato del campione, la cosiddetta immagine di vita
media di fluorescenza (microscopia FLI, FLIM), ap-
plicando un fitting o un’analisi in fasori.

In termini di risoluzione spaziale, 1l CLSM &
stato il primo metodo in grado di superare il limi-
te imposto dalla diffrazione della luce. Specifica-
mente, esso offre teoricamente un miglioramento
della risoluzione di un fattore di ~1.4 rispetto
alla convenzionale WFM: usando la luce visibile e
un obiettivo con un’elevata apertura numerica, la
CLSM offre una risoluzione di ~140 nm, invece di

~200 nm. Purtroppo, tale miglioramento di risolu-



zione puo essere ottenuto solo con una apertura
(pinhole) ideale avente dimensioni infinitesimamen-
te piccole, che comporterebbe una grossa diminuzio-
ne del livello del segnale; di conseguenza si usa
sempre un pinhole relativamente piu grande per ot-
tenere immagini con un accettabile livello di se-
gnale a discapito della risoluzione spaziale. La
microscopia a scansione di immagine (ISM) offre una
soluzione a tale problema. In essenza, tale tecnica
permette di ottenere il miglioramento di risoluzio-
ne di 1.4 senza sacrificare il segnale. La micro-
scopia a scansione di immagine & stata teoricamente
proposta da Bertero, Pike e Sheppard [1,2] e rap-
presenta il primo tentativo per superare il compro-
messo fra risoluzione e segnale nella CLSM; fonda-
mentalmente, essa consiste di un upgrade della CLSM
standard ove il rivelatore a singolo punto/elemento
viene sostituito da una matrice bidimensionale di
rivelatori, posizionata in un piano immagine coniu-
gato, e 1’imaging viene effettuato in una configu-
razione a pinhole aperto per evitare perdita di se-
gnale. Per preservare il sezionamento ottico si usa
solitamente un pinhole la cui dimensione proiettata
sul piano oggetto corrisponde a 1 unita di Airy.

L’ immagine finale ad alta risoluzione e alto rap-



porto segnale/rumore viene ottenuta combinando (in
post-elaborazione) le immagini acquisite singolar-
mente dalla matrice di rivelatori in corrispondenza
di ciascun punto di eccitazione del campione. Re-
centemente la ISM e stata implementata con un sen-
sore ottico bidimensionale (ad esempio CCD o CMOS)
o con un fascio di fibre a ingresso arrotondato, i
cui nuclei a un capo della fibra (ingresso) sono
posti seguendo una ben nota geometria bidimensiona-
le e all’altro capo (uscita) sono sigillati a una
schiera lineare di rivelatori.

Le caratteristiche tecniche di un sistema ISM,
quali la sua effettiva risoluzione spaziale, la sua
risoluzione temporale di imaging, la sua versatili-
ta e la sua compatibilita con tutti gli altri meto-
di avanzati di microscopia a fluorescenza, in par-
ticolare con 1’imaging di vita media di fluorescen-
za, dipende da due aspetti chiave: (i) le caratte-
ristiche tecniche della matrice di rivelatori uti-
lizzata per 1’implementazione ISM e (ii) il metodo
computazionale utilizzato per generare le immagini
finali.

Nella microscopia a scansione laser convenzio-
nale, 1’idea di sostituire un rivelatore a singolo

punto/elemento con un rivelatore di imaging (matri-



ce di rivelatori) che prende un’immagine di inten-
sitd della luce emessa per ciascun punto di eccita-
zione del campione & stata proposta inizialmente da
Bertero e Pike in [1]. Per ciascuna posizione di
scansione del campione, essi proponevano di “inver-
tire” la matrice bidimensionale (immagine) ottenuta
dalla matrice di rivelatori. L’inversione della ma-
trice & ottenuta utilizzando una decomposizione ai
valori singolari (SVD) dell’operatore lineare che
descrive il processo di formazione dell’immagine
nella matrice di rivelatori. L’immagine finale “mi-
gliorata” e il mosaico ottenuto fondendo tutte le
matrici ottenute dall’inversione SVD. Successiva-
mente Sheppard in [2] ha descritto la stessa appa-
recchiatura e proposto le cosiddette strategie di
riassegnazione dei pixel (PR) per ottenere 1'imma-
gine finale ad alta risoluzione. Essenzialmente,
ciascun singolo elemento della matrice di rivelato-
ri produce un’immagine traslata del campione.
L’immagine finale & ottenuta (i) traslando al con-
trario tutte le immagini, prodotte da ciascun ele-
mento rivelatore, di meta della distanza
dell’elemento rivelatore (che produce 1’immagine)
dall’elemento centrale (scalata dell’ingrandimento

del sistema); (ii) sommando tutte le immagini tra-
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slate.

La prima implementazione dell’architettura ot-
tica proposta da Bertero, Pike e Sheppard & ripor-
tata in [3]. Questo € stato anche il lavoro che per
primo ha introdotto il termine microscopio a scan-
sione di immagine (ISM), comunemente utilizzato per
descrivere tale tecnica di microscopia. In questo
caso si usava una camera convenzionale. Rispetto
alla microscopia a scansione convenzionale che uti-
lizza veloci rivelatori a singolo punto/elemento,
guali tubi fotomoltiplicatori (PMT), fotodiodi a
valanga (APD) o diodi a valanga a singolo fotone
(SPAD), tale implementazione riduce significativa-
mente la risoluzione temporale di imaging (basso
frame-rate, cioé basso numero di immagini per se-
condo): l’intera immagine (o parte di essa) deve
essere letta (dal computer) prima di spostare il
punto di illuminazione su una differente regione
del campione. Inoltre, tale implementazione basata
su camera (CCD o CMOS) non e compatibile con una
tecnica TCSPC per ottenere un’immagine risolta nel
tempo dalla quale si ricostruisce un’immagine FLIM.

Per migliorare la risoluzione temporale di ima-
ging (frame-rate) sono state implementate alterna-

tive di ISM completamente ottiche basate su camera
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[4,5]; tuttavia queste aumentano la complessita
dell’architettura, poiché richiedono un completo
re-design del sistema (ottico e/o elettronico). Ta-
1li implementazioni non richiedono calcoli per rico-
struire 1’immagine di intensita ad alta risoluzio-
ne, perché il metodo di riassegnazione dei pixel
(spostamento e somma) €& ottenuto grazie alla ri-
scansione del fascio di fluorescenza e
all’integrazione del segnale fluorescente effettua-
ta dalla camera durante 1’esposizione. Tuttavia,
dal momento che non vengono piu prodotti dati
“grezzi”, non €& piu possibile effettuare una post-
elaborazione per compensare disallineamenti e aber-
razioni. Inoltre, 1l’uso di CCD o CMOS preclude an-
cora la combinazione con la tecnica risolta nel
tempo basata su TCSPC.

E stata proposta un’ulteriore implementazione
di ISM completamente ottica basata su camera, che
riduce la complessita dell’architettura [6], ma che
ancora impedisce la post-elaborazione e la combina-
zione <con la TCSPC, e per di piu richiede
un’eccitazione non lineare: in questa architettura
il sezionamento ottico €& ottenuto wutilizzando
un’eccitazione non lineare, perché non € possibile

utilizzare un pinhole di dimensioni dell’unita di
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Airy (primo disco di Airy). In tale contesto, & im-
portante sottolineare che in un’implementazione ISM
convenzionale, ove la matrice di rivelatori regi-
stra un’”immagine” per ciascuna posizione del cam-
pione e 1l’immagine ad alta risoluzione viene rico-
struita in maniera computazionale, un pinhole fisi-
co pud essere sostituito da un pinhole virtuale:
solo un sottoinsieme di elementi vicini
all’elemento centrale vengono utilizzati per rico-
struire 1’immagine finale ad alta risoluzione.
Infine, si menziona la cosiddetta implementa-
zione Airy Scan rilasciata sul mercato da Zeiss.
Tale implementazione sostituisce 1l rivelatore a
singolo elemento di un microscopio a scansione con-
venzionale con una matrice di rivelatori, senza va-
riazione dell’architettura ottica; essa & compati-
bile con un’eccitazione a fotone singolo e richiede
una post-elaborazione per ottenere 1l’immagine fina-
le ad alta risoluzione. Nello specifico, tale im-
plementazione utilizza un fascio di 32 fibre a in-
gresso arrotondato, i cui nuclei all’ingresso se-
guono una ben nota geometria esagonale e all’uscita
sono sigillati a wuna schiera lineare di PMT.
L’ apparecchiatura e il metodo computazionale (post-

elaborazione) wutilizzato per ottenere 1’immagine



finale sono descritti in [7]. Lo stesso sistema ri-
velatore & anche utilizzato in [8,9], ove gli auto-
ri descrivevano differenti metodi computazionali
per ottenere 1’immagine finale.

Nessuno dei metodi summenzionati descrive la
possibilita di combinare ISM con misurazione TCSPC
per ottenere un’immagine risolta nel tempo ad alta
risoluzione, dalla quale & possibile ricostruire
un’ immagine FLIM.

Si inizia ora a formulare da un punto di vista
matematico il problema che i metodi computazionali
sopra descritti tentano di risolvere per dJgenerare
un’ immagine di intensita ad alta risoluzione.

Data la matrice/set di immagini di intensita

g =8;,;(n)
con i=1,.,My,j=1,.,My, ic=[M/2]jc=[M,/2],
n=(n,ny)n,=1,..,N,n,=1,..,Ny,
raccolte usando un microscopio a scansione provvi-
sto di wuna matrice di rivelatori composta da
M, x M, elementi (ove (ic,jc) denota 1’elemento cen-
trale della matrice di rivelatori), il problema di
ricostruire un’immagine ad alta risoluzione consi-
ste nello stimare la funzione oggetto (o campione)

f(n). In breve, la funzione oggetto/campione descri-



ve (& proporzionale a) la concentrazione di fluoro-
fori nel punto n del campione. E stato dimostrato
che la ricostruzione di f dalla matrice di immagini
g porta a una piu fedele stima di f (genera cioé
un’immagine di intensita a risoluzione maggiore)
rispetto alla ricostruzione di f che si ottiene da
una serie di immagini confocali “identiche” ottenu-
te da un singolo elemento rivelatore. La ragione
principale di tale miglioramento di risoluzione &
la capacita della matrice di rivelatori di generare
molte differenti immagini indipendenti dello stesso
campione.

Usando una notazione continua, il processo di
formazione dell’immagine od operatore diretto (for-
ward), cioé la relazione fra gij ed f, & il seguen-
te

gi,j(x:J’) = (hi,j * f)(x:JV)
ove h;j(x,y) denota la funzione di diffusione del
punto (PSF) associata all’immagine g;; e * denota
l’operatore convoluzione. Essenzialmente, ciascuna
immagine g;; associata all’elemento (i,j) della ma-
trice di rivelatori descrive lo stesso oggetto ma &
raccolta usando una differente PSF, che dipende

dalla posizione dell’elemento (i,j) nella matrice di



rivelatori. Poiché ciascun elemento della matrice
di rivelatori varia rispetto agli altri perché é
spostato nel piano immagine di valori fissi
(s¥ys)}) » & possibile scrivere la PSF di ciascun
elemento come funzione della stessa PSF di illumi-
nazione (o eccitazione) h®*“ e della stessa PSF di

rilevamento h4et

h; j(x, ) = h®(x,y)h? (x = s¥5,y — s}
ove si assume che le PSF di eccitazione e rileva-
mento siano co-allineate nell’elemento centrale
della matrice di rivelatori, cioé sé$:=S$JC=(L

Tale equazione aiuta a spiegare la strategia di
ricostruzione nota come riassegnazione dei pixel,
cioé il metodo proposto da Sheppard [2] per ottene-
re un’immagine ad alta risoluzione fpg dalla matri-
ce di immagini g. Se si considerano per semplicita
he*¢ e h%€ come due identiche funzioni gaussiane, &
chiaro che hU e anche essa una funzione gaussiana
centrata esattamente a meta fra la PSF di eccita-
zione e la PSF di rilevamento. Di conseguenza cia-
scuna immagine g;;:

1. differisce dalle altre in termini di rapporto

segnale/rumore (SNR), per cui piu l’elemento (i,j) &



vicino all’elemento (ic,jc), maggiore & il SNR;

2. €& traslata (sul piano immagine) rispetto a 8ic.jc
di meta della distanza fra 1l’elemento (i,j) e
1’elemento (ic,jc) , cioé i wvalori di deriva sono
dij=slj/2 e dj;=s(;/2.

Con tale assunto, 1l metodo di riassegnazione
dei pixel propone di ottenere 1’immagine ad alta
risoluzione fpg : (i) traslando indietro ciascuna
immagine g;; dei valori di deriva dij e dif e (ii)
successivamente sommando tutte le immagini.

Una differente strategia consiste
nell’invertire le equazioni descrivendo i processi
di formazione delle immagini e ripristinando la
funzione campione f, risolvendo cioé un problema di

ripristino/deconvoluzione di immagine.

y
L

Nel caso pit generale h®*¢, h%, s¥ e s} non so-
no noti a priori, per cui il problema non & solo
quello di trovare una stima della funzione oggetto
f, ma anche una stima della PSF di eccitazione h®*¢,
della PSF di rilevamento h?%® e delle matrici di
spostamento s* e s¥. Qui, h®*“(n) e h%!(n) rappresen-

tano la discretizzazione delle funzioni continue

hexc e hdet



Tale problema pud essere riformulato da un pun-
to di vista statistico e trasformato in un problema
di minimizzazione. In particolare, assumendo che il
rumore gaussiano domini nel processo di formazione
delle immagini, il problema diventa la minimizza-
zione del funzionale errore quadratico medio (MSE)

Juse (he*, hdet’ s*,s7,flg) = Z Z ((hi,j * f) — gi_j)z
i,j n
rispetto a h®*¢, h%¢t, s*, s¥ e f
(hec, h?t,§%,87,f) = arg minyexc ydet gx oy ¢ Jusg (W, h?€t, 5%, 57, f|g) .

I1 problema di ripristino/deconvoluzione
dell’immagine nel quale la funzione oggetto e le
PSF vengono simultaneamente stimate a partire dalle
stesse immagini & chiamato ripristi-
no/deconvoluzione cieca di immagine. Il problema di
ripristino/deconvoluzione dell’immagine nel quale
si utilizzano piu immagini dello stesso campione
per ottenere una singola soluzione & chiamato ri-
pristino/deconvoluzione multi-immagine.

La tecnica nota (7] propone di minimizzare il
funzionale  Jysg (deconvoluzione cieca  multi-
immagine) per stimare le funzioni di diffusione del
punto di eccitazione h®*¢ e di rilevamento h?! ma,

chiaramente, la minimizzazione del funzionale Jysg



fornisce anche una stima di f.

In alternativa, se si assume un rumore Poisso-
niano, il problema diventa la minimizzazione del
cosiddetto funzionale di distanza di Kullback-

Leibler (KL)

k. (D¢, hiet s s f|g) 2 Zz (guln (h f) + (h;, * f) gu)
n L

rispetto a h®*¢, hdet, s*,6 ¥ e f
(hexc’ hd'ﬁ, §x, §y, f) = arg minhexc,hdet_sx,sy_f];“_‘ (hexc, hdet, Sx, Sy, flg) .
Il numero di elementi ignoti he*¢, h4et, s*, s¥ e

f che devono essere determinati & alto, e pud por-
tare a soluzioni instabili. Un approccio per ridur-
re il numero di elementi ignoti e guindi
1”instabilita & rappresentato dal cosiddetto ripri-
stino di immagine cieco parametrico, nel quale le
PSF sono parametrizzate usando particolari modelli
h¥€t (@) e h®*“(@°*‘), e la funzione [y msp Viene mi-

nimizzata rispetto ai parametri del modello

((ﬂl-jexc' fﬁdet, §%,§7, f') —
arg mingpexc’tpdet‘sx’sy'f]KLfMSE (‘pexc! (pdeta sx: syi flg) .
La tecnica nota [7] propone una parametrizza-
zione basata sui polinomi di Zernike. Un altro ti-
pico esempio € quello di considerare le PSF di ec-

citazione e rilevamento come funzioni gaussiane



circolari

1
hexc/det (x, }’) = ﬁa—z—-——-exp(— (xz + yz)/(zaezxc,!det))

exc/det

con (pexc,!det = geéxc/det

Chiaramente possono essere uti-
lizzati altri modelli.

Tuttavia, anche dopo la parametrizzazione delle
PSF il numero di elementi ignoti € ancora troppo
alto e pud indurre instabilita nella soluzione; in
pratica pud introdurre artefatti nell’immagine ri-
pristinata.

Nella tecnica nota [8] & proposto un metodo per
stimare f da g, che combina la riassegnazione dei
pixel e il ripristino di immagine. In questo caso
1’ immagine di riassegnazione dei pixel fpgr & dap-
prima ottenuta usando valori teorici per dﬁj e d%
basati sulla geometria fisica della matrice di ri-
velatori e sull’ingrandimento del microscopio. Suc-
cessivamente si applica un algoritmo di ricostru-
zione/deconvoluzione a immagine singola
sull’immagine fpg usando una PSF teorica hpg ottenu-
ta usando lo stesso principio del metodo di riasse-
gnazione dei pixel: (i) si utilizza un modello teo-

rico per ottenere la PSF h;; associata a ciascuna

immagine, (ii) successivamente ciascuna PSF h;; vie-



ne spostata dei wvalori da e dﬂ precedentemente

utilizzati per ottenere fpgr, (iii) infine, si som-
mano tutte le PSF per ottenere hpg. Nel lavoro suc-
cessivo dello stesso gruppo [9] 1 valori di sposta-

mento df; e dfj vengono stimati direttamente dalla

matrice di immagini g: per stimare le matrici di
spostamento d* e d¥ si usa una correlazione nel do-
minio spaziale, che comporta un elevato sforzo com-
putazionale e non fornisce la possibilita di otte-
nere valori di spostamento sub-pixel. Inoltre, tali
metodi usano un approccio di deconvoluzione a imma-
gine singola, e non multi-immagine. E importante
ricordare che 1l’approccio di deconvoluzione multi-
immagine fornisce una soluzione piu robusta rispet-
to all’approccio di deconvoluzione a immagine sin-
gola, perché permette di esplorare meglio il diffe-
rente contenuto informativo nel dominio delle fre-
quenze di ciascuna singola immagine.

Uno scopo della presente invenzione & quello
di rendere disponibile una soluzione che permetta
di ricostruire sia immagini risolte nel tempo, sia
immagini di intensita.

Un altro scopo dell’invenzione e quello di ren-

dere disponibile un metodo di ricostruzione delle



immagini che sia meno affetto da instabilita ri-
spetto ai metodi sopra discussi.

A fronte di tale scopo, forma oggetto
dell’invenzione un metodo di funzionamento di un
microscopio a scansione laser puntiforme, compren-
dente

scansionare un campione con un fascio laser fo-
calizzato di illuminazione;

registrare, per mezzo di una matrice di elemen-
ti rivelatori, una pluralita di immagini del cam-
pione durante una scansione del fascio laser, in
cui ciascuno (i,j) di detti elementi rivelatori ge-
nera un segnale di rilevamento per ciascuna di dif-
ferenti posizioni n del fascio di illuminazione sul
campione, a partire dal quale con la scansione del
campione si produce una rispettiva immagine del
campione, e in cui detti elementi rivelatori sono
configurabili in un modo intensita, nel quale le
immagini registrate sono immagini di intensita
gij(n) relative ai fotoni raccolti nell’intero tempo
di permanenza del fascio di illuminazione sulla
singola posizione m, o in un modo risolto nel tem-
po, nel quale le immagini registrate sono immagini

risolte nel tempo gf;(m,t), nelle quali i fotoni rac-



colti sono discriminati sulla base dei loro tempi
di arrivo ai singoli elementi rivelatori;
se gli elementi rivelatori sono configurati nel

modo risolto nel tempo, calcolare una pluralita di
immagini di intensita g;j(m), integrando rispetto al
tempo la pluralita di immagini risolte nel tempo
gi(nt);

calcolare un’immagine impronta digitale a, som-
mando la pluralita di immagini di intensita g;;j(m)
rispetto a tutte le posizioni n del fascio di illu-
minazione sul campione, detta immagine impronta di-

gitale dipendendo contemporaneamente dalla funzione

di diffusione del punto di illuminazione, nel se-
guito PSF di illuminazione, h®“, e dalla funzione
di diffusione del punto di rilevamento, nel seguito
PSF di rilevamento, h9et,

stimare matrici di spostamento s* e s§¥ a parti-
re dalle immagini di intensita g;;(n),

ricostruire almeno una fra:
i) una funzione oggetto risolta nel tempo f*, sulla
base della pluralita di immagini risolte nel tempo
gij(nt), dell’immagine impronta digitale a e delle
matrici di spostamento s* e s¥, e

ii) una funzione oggetto di intensita f, sulla base
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della pluralita di immagini di intensita g;;(n),
dell’ immagine impronta digitale a e delle matrici
di spostamento s* e s§Y, oppure integrando rispetto
al tempo la funzione oggetto risolta nel tempo ff,
€,

visualizzare almeno una fra immagine ad alta
risoluzione risolta nel tempo f'~ e immagine ad al-
ta risoluzione di intensita f~, sulla base di dette
funzione oggetto risolta nel tempo e funzione og-
getto di intensita.

Caratteristiche e vantaggi del metodo e del si-
stema microscopio proposti verranno presentati nel-
la seguente descrizione dettagliata, che si riferi-
sce ail disegni allegati, forniti unicamente a tito-
lo di esempio non limitativo, in cui:

- le figure 1la-lc sono schemi prospettici che
rappresentano tre forme di realizzazione di uno
spettrometro secondo 1l’invenzione;

- la figura 1 riporta una rappresentazione fun-
zionale di un microscopio secondo 1l’invenzione;

- la figura 2 riporta una rappresentazione sche-
matica di un rivelatore del microscopio di figura 1
(sinistra) e un’immagine impronta digitale (de-

stra):;



- la figura 3 riporta le prestazioni di un proto-
tipo secondo 1l’invenzione: risoluzione temporale
(Jitter) di un singolo elemento rivelatore (sini-
stra), risoluzione temporale in funzione della po-
sizione dove & raccolto il fotone (centro) ed effi-
cienza normalizzata di rilevamento fotoni
all’interno dell’area attiva del rivelatore (de-
stra); e

- la figura 4 riporta un esempio di ricostruzione
di un’immagine di intensita ad alta risoluzione. In
alto, da sinistra verso destra: serie di immagini
di intensita g ottenute con un array 5 per 5 di ri-
velatori SPAD (barra di scala: 1 pm), che mostrano
il citoscheletro di una cellula fissa; immagine im-
pronta digitale a calcolata da g; matrice di deri-
va d* e d” stimata da g; PSF h;; calcolate per cia-
scun elemento dell’array di SPAD (barra di scala:
100 nm) ottenute dalla PSF di eccitazione h,,., dal-
la PSF di rilevamento hg,, e dalle matrici di spo-
stamento s§* e s’ stimate. In basso, da sinistra
verso destra: immagine di intensita registrata dal
pixel centrale g j. (barra di scala: 1 pm); immagi-
ne di intensita CLSM convenzionale a bassa risolu-

zione (barra di scala: 1 pm); immagine di intensita



ricostruita mediante deconvoluzione multi-immagine
(barra di scala: 1 um).

Con riferimento alla figura 1 si descrive ora
un’ apparecchiatura di microscopio a scansione laser
configurata per ottenere 1l’insieme di dati dai qua-
1li si estrae 1’immagine risolta nel tempo e/o
1"immagine di intensita ad alta risoluzione. In
sintesi, 1’apparecchiatura un’unita principale 10,
di per sé convenzionale, e un modulo di rilevamento
20. Un fascio di eccitazione a singolo- o multi-
fotone EB viene generato da una sorgente laser (non
illustrata) e riflesso verso una lente obiettivo 11
tramite uno specchio dicroico 13. Tramite la lente
obiettivo 11 il fascio di eccitazione viene foca-
lizzato su un oggetto da analizzare (non illustra-
to). Con 14 ¢ indicato un modulatore spaziale di
luce, realizzato come un dispositivo a microspec-
chio, mentre con 15 é& indicato un modulatore di ti-
po acusto-ottico (AOM) o elettro-ottico (EOM). Con
16 €& indicato un dispositivo per realizzare 1la
scansione dell’oggetto da analizzare, realizzato ad
esempio come uno specchio galvanometrico. Il segna-
le di fluorescenza FS emesso dall’oggetto viene
raccolto dalla stessa lente obiettivo 11 e trasmes-

so attraverso lo specchio dicroico 13 e attraverso
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un pinhole confocale 17 verso il modulo di rileva-
mento 20. Il pinhole 17 pud essere completamente
aperto (diametro >> 1 unita di Airy) quando neces-
sario.

I1 modulo di rilevamento 20 comprende essen-
zialmente un sistema a lente di zoom 21 e una ma-
trice di elementi rivelatori 23, insieme con la re-
lativa elettronica di controllo 25. Ciascuno degli
elementi rivelatori della matrice 23 pud essere un
rivelatore SPAD o un rivelatore con simili presta-
zioni temporali.

La lente di zoom 21 coniuga il piano del pinho-
le 17 (che e posizionato in un piano immagine del
sistema del microscopio) con il piano dove & posi-
zionata la matrice di rivelatori 23. La funzione
della lente di zoom 21 é& quella di controllare le
dimensioni fisiche della PSF di rilevamento proiet-
tata nel piano immagine (o nel piano immagine co-
niugato) dove & posizionata la matrice di rivelato-
ri 23. In altre parole, la lente di zoom 21 con-
trolla le dimensioni fisiche dello spot di diffra-
zione di fluorescenza generato da una sorgente
fluorescente di singolo punto posizionata nel piano
oggetto e della quale si forma 1’immagine sulla ma-

trice di rivelatori 23. Essenzialmente, la lente di
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zoom 21 controlla 1l’ingrandimento del sistema nel
piano immagine dove €& posizionata la matrice di ri-
velatori 23. Tale ingrandimento & scelto in modo
tale che (i) le dimensioni di ogni singolo elemento
rivelatore, proiettata sul piano di rilevamento,
sia molto minore di un’unita di Airy, e (ii) la
maggior parte della luce di fluorescenza sia rac-
colta dalla matrice di rivelatori 23. Chiaramente
tali due requisiti devono essere bilanciati quando
si usa una matrice di rivelatori con un numero re-
lativamente piccolo di elementi rivelatori.
L’introduzione della lente di zoom 21, invece
di un molto piu semplice telescopio a ingrandimento
fisso, & preferibile per preservare la generalita
del sistema, ad es. per lavorare con differenti
lunghezze d’onda e differenti lenti di obiettivo.
La matrice di rivelatori 23 & rappresentata da
una matrice (bidimensionale) di h@,xﬂﬁ, elementi
rivelatori, ciascuno dei quali & indipendente (si-
stema pienamente parallelo), ha una sensibilita a
livello di singolo fotone e ha una risoluzione tem-
porale (basso jitter temporale) tale da permettere
di misurare la vita media di fluorescenza dei piu
comuni fluorofori usati nella microscopia a fluore-

scenza. I parametri operativi della matrice di ri-
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velatori (tensione di bias di eccesso, tempo di
hold-off e il numero di elementi attivi) possono
essere regolati prima di ogni misurazione.

Ciascun elemento della matrice di rivelatori 23
presenta un’area attiva quadrata (altre forme sono
utilizzabili), circondata da una cornice inattiva
(figura 2, sinistra). In analogia con altri dispo-
sitivi basati su pixel, 1l passo di pixel pud esse-
re definito come la distanza fra (i baricentri di)
due pixel adiacenti (se il pixel e quadrato tali
pixel giacciono sulla stessa linea o sulla stessa
colonna). Una caratteristica importante del rivela-
tore & 11 fattore di riempimento che pud essere
calcolato come il rapporto fra 1l’area attiva e il
quadrato del passo di pixel. L’'efficienza di rile-
vamento dei fotoni (PDE) complessiva del rivelato-
re, cioé la probabilita che un fotone che raggiunge
il rivelatore sia registrato, ha una diretta dipen-
denza dal fattore di riempimento. Per migliorare
ulteriormente la PDE, si utilizza una matrice di
microlenti 24 per convogliare i fotoni verso il
centro di ciascun elemento rivelatore. Ciascun ele-
mento della matrice di rivelatori segnala 1l’arrivo
di un fotone con un segnale a logica TTL (logica

transistor-transistor) su un canale digitale dedi-
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cato. Tre linee digitali addizionali costituiscono
un bus di comunicazione utile per la configurazione
iniziale dell’intera matrice durante 1l’avvio della
misurazione.

L'elettronica di controllo e l’acquisizione da-
ti del modulo di rilevamento 20 sono sviluppati con
un processore field-programmable-gate-array (FPGA).
Cid permette di integrare tutti i fotoni raccolti
durante il tempo di permanenza sul singolo punto n
(modo intensita) o di misurare i tempi di arrivo
rispetto a un segnale di riferimento esterno (ad
es. 1l’'impulso del 1laser di eccitazione) grazie
all’integrazione onboard di convertitori tempo-
digitale (TDC) (modo risolto nel tempo o TCSPC).

E importante sottolineare che il rivelatore e
l"elettronica di acquisizione dati sono configurati
per operare in modo completamente asincrono, cioe
quando un fotone viene rilevato, viene contato o se
ne misura il tempo di arrivo, e gli elementi sono
indipendenti l’uno dall’altro, senza un frame-rate
limitata o gli inconvenienti di una lettura sequen-
ziale.

La comunicazione (sincronizzazione) con il si-
stema di controllo del microscopio (indicato con 18

in figura 1) e effettuata tramite linee digitali di
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clock di pixel/linea/immagine, fornite dal produt-
tore.

Prima di descrivere il metodo secondo
l"invenzione, e necessario introdurre la formazione
dell’immagine nel caso di imaging risolto nel tem-
po.

Usando wuna formulazione continua 1’operatore
diretto che descrive la formazione delle immagini
per il caso risolto nel tempo & il seqguente

Qf,j(xa y,t) = fi(x,y,t) *3p h; j(x,y)

dove & f la funzione oggetto che include anche
1"informazione temporale, «cioé la distribuzio-
ne/probabilita di emettere un fotone fluorescente
dopo un certo tempo dall’evento di eccitazione. La
convoluzione e applicata solo sulla dimensione spa-
ziale.

Passo 1. Registrare la serie/matrice di immagini
risolte nel tempo (o TCSPC) g' con 1’architettura
sopra descritta.

Per differenti posizioni del fascio laser foca-
lizzato di eccitazione (a singolo fotone o multi-
fotone) sul campione, i segnali generati dagli ele-
menti della matrice di rivelatori 23 vengono letti,

e viene ottenuta la serie/matrice di immagini ri-



solte nel tempo gt
g =gi;(n0)
con i=1,..,Myj=1,.., My, ic=[M./2],jc=[M,/2],
n=(n,n)n,=1.,N,n,=1,.,N,t=1,..,N,.

Essenzialmente, ogni immagine gi;(mt) ¢ una ma-
trice tridimensionale dove 1’asse temporale t ri-
porta 1l’istogramma del tempo di arrivo dei fotoni
ottenuto con la misurazione TCSPC, cioeé il numero
di fotoni raccolti in un pixel spaziale (myny) e in
una certa finestra temporale (contenitore tempora-

le) t dall’evento di eccitazione.
Passo 2. Calcolare la serie di immagini di intensi-
ta g da gf

Data la matrice TCSPC di immagini g' raccolta
con l’apparecchiatura sopra descritta 1in modo
TCSPC, si integra la matrice nella dimensione tem-
porale e si ottiene la matrice di immagini di in-

tensita g
gij(n) = Z gi;(n,t)
t

Passo 3. Calcolare l’immagine “impronta digitale” a

Data la matrice delle immagini di intensita g
si calcola la cosiddetta immagine “impronta digita-

le” a, dalla quale si stima la PSF di eccitazione
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h®*¢ e la PSF di rilevamento h9et,

L’ immagine impronta digitale a €& definita come
seqgue. Tutti i fotoni raccolti da ciascun elemento
rivelatore durante un’intera misurazione vengono
integrati, producendo 1l’immagine impronta digitale
a. In pratica, durante un singolo esperimento si
ottengono My XM, immagini, e 1’immagine impronta
digitale a viene prodotta sommando tutti i wvalori

di intensita immagine per immagine:
a(i)) = ) gy
n

Per comprendere le proprieta dell’immagine im-
pronta digitale a e come ottenere le PSF da essa, &
importante derivare a nel dominio continuo.

Considerando una matrice di rivelatori composta
da elementi infinitesimali, si osserva che
1" immagine gyy acquisita da un elemento in corri-
spondenza della posizione (x',y') € R? si pud esprime-
re come

Gy (0, ¥) = (hyryr * f)(x,y)
dove f e la funzione oggetto/campione, h,, denota
la PSF associata all’elemento rivelatore nella po-
sizione (x',y') e * denota 1’operatore convoluzione;

1’ immagine impronta digitale a(x',y’), definita ri-
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spetto alle coordinate del rivelatore, e

a(x',y) = [f, , 9xy (e y)dxdy = [[ (hyryr * f)(x,y)dxdy .
Applicando la proprieta di integrazione della

convoluzione, 1’immagine impronta digitale é

a(x',y") =I hyr 51 (x,y)dxdy - J] fxy(x,y)dxdy

x,y x,y

=d ﬂ- hy o (x,y)dxdy
xy

dove ® e il flusso totale di fotoni dal campione.
Si noti che a(x',y’) & indipendente dal campione nel-
la condizione >0 (&>»0), ma & strettamente con-
nesso alla PSF del sistema del microscopio.
Ricordando che la PSF di ciascun elemento infi-

nitesimale é
ety (X,y) = K (x,y) - [A%(x,y) * §(x — x',y = ¥")]
= hé*¢(x,y) - h%(x — x",y — y')
e sostituendo nell’equazione precedente, € possibi-

le ottenere

ax",y)=® H he*¢(x,y) - h%€(x — x',y — y")dxdy
Xy

= (h %) (x', ")
dove * denota l’operatore correlazione. In sintesi,
1’immagine impronta digitale e dipendente dallo

strumento e indipendente dal campione. Inoltre, es-
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sa dipende sia dalla PSF di eccitazione sia dalla
PSF di rilevamento.

Si noti che 1’immagine impronta digitale pud
essere usata anche per allineare 1l sistema. 1In

particolare, per co-allineare la PSF di eccitazione

e la PSF di rilevamento sul pixel centrale (ic,jc)
della matrice di rivelatori. Tale procedura € molto
importante per un rivelatore con un numero piccolo
di elementi. Un disallineamento produce una perdita
di fotoni di fluorescenza. Se il sistema & corret-
tamente allineato, il pixel centrale ¢ il piu lumi-
noso e i valori di intensita dei pixel sono distri-
buiti simmetricamente e isotropicamente rispetto al
centro. E cosi possibile implementare un sistema di
controllo a retrocazione (feedback) che misura
1”immagine impronta digitale e regola di conseguen-
za la posizione xy del rivelatore per massimizzare
l’intensita del pixel centrale.

Inoltre 1’immagine impronta digitale pud essere
utilizzata come figura di merito per adattare in
continuo degli elementi ottici (ottica adattiva,
adaptive optics, AO) quali modulatori di luce spa-
ziale (spatial light modulator, SLM) o specchi de-
formabili (deformable mirror, DM)e compensare aber-

razioni ottiche introdotte dal campione o dal si-
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stema microscopio durante la focalizzazione del fa-
scio laser o del fascio di fluorescenza.

Passo 4. Stimare le matrici di spostamento s* e s7,
le matrici di deriva d* e d”, e 1l’ingrandimento del
microscopio Magn

Data la matrice delle immagini di intensita g
si calcolano le matrici di spostamento s* e sY.

Come descritto per il metodo di riassegnazione
dei pixel ogni immagine g;; € traslata (nel piano
immagine) rispetto a g, di meta della distanza
fra 1’elemento (i,j) e 1l’elemento (ic,jc) , cioé
dij=sij/2 e d$==sé/2. Pertanto le matrici di spo-
stamento s§* e §” possono essere stimate recuperando
lo spostamento fra le differenti immagini g;;. Di-
versamente dalla tecnica nota [9] si usa un metodo
di correlazione di fase per la sua resilienza al
rumore e la maggior velocita rispetto agli algorit-
mi nel dominio spaziale. La correlazione di fase
stima lo spostamento fra due immagini simili affi-
dandosi a una rappresentazione dei dati nel dominio
delle frequenze, che nella presente descrizione &
ottenuta mediante trasformate veloci di Fourier
(FFT) .

Per calcolare la correlazione di fase fra le



due differenti immagini del campione (g;; e 8icjc)
si definisce prima il cosiddetto correlogramma Ij;:
o[ FFT(gi;)FFT(gic,c)
rl-,j = FFT =
\FFT(g:;)FFT(8ic,jc) |

e successivamente si trova il massimo del correlo-

gramma, la cui posizione denota la deriva fra le

due immagini:

(d*(@Q, ), d”(i, ) = argmax(, ) (l';,,-(n))

La posizione del massimo € ottenuta usando un
algoritmo di fitting o un algoritmo basato su cen-
troide per ottenere valori sub-pixel, dove
d*/V(i,j) € R.

Date le matrici di deriva d* e dY, le matrici

di spostamento s* e s possono essere calcolate co-
me segue
§X/Y = dX/¥ x 2

Altri approcci che stimano le matrici di spo-
stamento usano: (i) un modello teorico, basato sul-
la distanza fisica fra gli elementi rivelatori e
l"ingrandimento del sistema, (ii) un campione di
calibrazione, ad es. sfere.

Tuttavia, tali approcci non permettono di tener
conto delle peculiarita di ciascun campione e delle

condizioni della specifica misurazione. 1Inoltre,



1’ ingrandimento del campione non € sempre facile da
stimare. Dall’altro lato, 1’approccio sopra de-
scritto e sensibile all’assunto di forma gaussiana
per la PSF di eccitazione e per la PSF di rileva-
mento. Tuttavia, per (i,j) entro il primo disco di
Airy centrato in (ic,jc) 1’assunto & solido e la sti-

ma di s*/7(i,j) & robusta. Un approccio ottimale po-
trebbe integrare nella stima del massimo del corre-
logramma alcuni vincoli basati su conoscenze legate
alla forma geometrica del rivelatore e
sull’ingrandimento del sistema.

L’ingrandimento Magn del sistema pud essere de-
terminato usando i valori di s*7(ic,jc) stimati per i
vicini del primo ordine (N ) dell’elemento (ic,jc),
cioeé (ic+1,jc), (ic—1,jc), (ic,je+1) e (ic,jc—1), unita-
mente al passo di pixel del detector (PP) e alla
dimensione di pixel dell’ immagine (DP):

4-PP
DP - ¥ penic.jooV (8 (1)) + 87 ((, /)?)

Passo 5. Calcolare la funzione oggetto risolta nel

Magn =

tempo ft.
Data la matrice delle immagini risolte nel tem-
po g', 1l’immagine impronta digitale a e le matrici

di spostamento s*, §¥ si calcola una stima della
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funzione oggetto f' nel modo descritto qui di se-
guito (passi 5.1-5.3).
Passo 5.1. Stimare la PSF di eccitazione h®* e 1la
PSF di rilevamento h9¢

Sulla base della relazione con 1’immagine im-
pronta digitale a sopra descritta, la PSF di ecci-

tazione h®*¢ e la PSF di rilevamento h%® possono es-

sere stimate secondo il problema di minimizzazione

('hexc’ i’ldet) — argminhexclhae:]m,g (hexc’ hdet |a)

((T)exc’ (Tjdet) = al"gmin‘pech‘pdet]Mgg (hex(." hdet Ia)
nel caso di una parametrizzazione delle PSF. Qui il

funzionale MSE e

(Mx-My)

Juse (0%, %) = 5" " (a(i,j) - (e« b, )

((¥))]

La minimizzazione della funzione MSE pud essere
effettuata con tecniche numeriche secondo pratiche
note.

Passo 5.2. Calcolare la funzione oggetto risolta
nel tempo mediante deconvoluzione multi-immagine
(MID) .

Poiché tutta l’informazione riguardante le PSF

(compresi i valori di spostamento) & stata prece-

dentemente stimata, il problema originale pud esse-



re risolto usando una deconvoluzione multi-immagine
convenzionale, in particolare minimizzando la di-
stanza di Kullback-Leibler (KL) o 1la distanza
dell’errore quadratico medio (MSE)
fiup = argminge /i, mse (f1h€*¢, heet, 5%, 87, gt) .
Nel caso risolto nel tempo, la distanza KL e

]KL (hexc, hdet, sx’ sy‘ fclgt)

VY (o e ) -1

e la distanza MSE e

2
Iuse (W€, h?€t, s*, s¥ ft|gt) = Z Z Z ((hi,j *2D ft) - g:,j)
ij t n

La minimizzazione del funzionale MSE o KL pud
essere effettuata con tecniche numeriche secondo le
pratiche note.

Passo 5.3. Calcolare la funzione oggetto risolta
nel tempo f' mediante riassegnazione dei pixel
(PR) .

Seguendo 1’approccio della riassegnazione dei
pixel un’immagine risolta nel tempo ad alta risolu-
zione pud essere ottenuta semplicemente sommando
tutte le immagini dopo aver spostato indietro ogni

immagine gh della quantita stimata d*/7(i,j):

- 40 -



fir(n,t)
(Mx'My)

FFT;; (FFTZD (g (n,0)) exp(—id* (i, )Hny)exp(—id? i j)ny))

I

(9D

Essenzialmente, ciascuna immagine 2D associata
a ciliascun contenitore temporale e a ciascun elemen-
to rilevatore viene spostata indipendentemente. Per
tale ragione sia la FFT sia la FFT inversa sono ef-
fettuate in 2d.

Passo 6. Calcolare la funzione oggetto di intensita
f.

Data: (i) la matrice di immagini di intensita
g, l’'immagine impronta digitale a, e le matrici di
spostamento s*, §’ o (ii) la funzione oggetto ri-
solta nel tempo f' precedentemente stimata, si cal-
cola una stima della funzione oggetto di intensita
f, nel modo descritto qui di sequito (passi 6.1-
6.3).

Passo 6.1. Calcolare la funzione oggetto di inten-
sita f mediante integrazione temporale.

Data 1’immagine risolta nel tempo ad alta riso-
luzione e possibile ottenere un’immagine di inten-
sita ad alta risoluzione integrando la dimensione
temporale della funzione oggetto risolta nel tempo

f* ricostruita



fwip/pr,;(n) = Z fiip/pr,, (1 1)
t

Passo 6.2. Calcolare la funzione oggetto di inten-
sita f mediante deconvoluzione multi-immagine.

Data la PSF di eccitazione h®*¢, 1la PSF di rile-
vamento h%! e le matrici di spostamento s*,s¥ la
funzione oggetto di intensita f pud essere calcola-
ta direttamente dalla serie di immagini di intensi-
ta g mediante deconvoluzione multi-immagine e senza
stimare la funzione oggetto risolta nel tempo f!,
con una sostanziale riduzione dello sforzo computa-
zionale.

In questo caso € necessario minimizzare la di-
stanza KL o MSE solo rispetto a f

fmip = argminf]mmss(ﬂilexc'ildet: §*,8, g) .

La minimizzazione del funzionale MSE o KL pud

essere effettuata con tecniche numeriche secondo

pratiche note.

Passo 6.3. Calcolare la funzione oggetto di inten-
sita f mediante riassegnazione dei pixel.

Date le matrici di spostamento s*,s8”, la funzio-
ne oggetto di intensita f pud essere calcolata di-

rettamente dalla serie di immagini di intensita g

mediante riassegnazione dei pixel e senza stimare



la funzione oggetto risolta nel tempo f', con una
sostanziale riduzione dello sforzo computazionale.
In questo caso la stima di riassegnazione dei
pixel e
fpr(n)

(Mx.My)

- Z FFT-I(FFT (g1 () exp(=id* (i, n)exp(-id? G, j)ny))
(H))]

Se 1l’apparecchiatura del microscopio opera nel
modo intensita (cioé senza effettuare misure TCSPC)
viene generata solo la matrice di immagini di in-
tensita g. In questo caso si possono usare solo i
metodi proposti nei passi 6.2 e 6.3. Per un fascio
laser che opera in onda continua decade
1’ importanza di registrare il segnale nel modo
TCSPC.

I vantaggi tecnici legati ai metodi sopra de-
scritti sono i seguenti.

- Ricostruzione delle immagini di intensita (o
risolte nel tempo) robusta e senza parametri.

La capacita di stimare separatamente le PSF e
le matrici di spostamento e solo successivamente
una stima della funzione campione rende il metodo
di ricostruzione piu robusto., La stima delle matri-

ci di spostamento usando un approccio di correla-



zione di fase permette risultati sub-pixel e calco-
1i rapidi.
- Immagine impronta digitale.

La corretta impostazione del sistema (in termi-
ni di allineamento xy) pud essere ottenuta mediante
un sistema di controllo ad anello chiuso (sistema
di retroazione} che usa 1’”immagine impronta digi-
tale” come metrica ed elementi meccanicli per muove-
re il rivelatore lungo x e y.

- Compatibilita con 1le misurazioni risolte nel
tempo.

Cid permette di combinare ISM con 1l’imaging di
vita media di fluorescenza (FLIM).

- Semplice (ed eventualmente automatico) allinea-
mento del sistema, grazie all’”immagine impronta
digitale”.

I principali vantaggi tecnici
dell’ apparecchiatura sopra descritta sono i seguen-
ti.

- Matrice di rilevatori SPAD

I fotoni sono raccolti da una matrice di M, per
M, rivelatori a foto-diodo a valanga a singolo fo-
tone (SPAD) con sensibilita a 1livello di fotone

(nell’esempio illustrato la matrice & composta da



25 elementi, cioé M, e M, sono uguali a 5). Si pud
dimostrare che, anche con un numero relativamente
basso di elementi (>= 25 elementi), la risoluzione
spaziale dell’immagine ricostruita (mediante PR) si
avvicina al miglioramento di risoluzione teorico
del microscopio confocale a pinhole chiuso. Tale
considerazione e cruciale perché un numero grande
di elementi rivelatori richiederebbe 1)
un’elettronica strettamente integrata, sacrificando
il fattore di riempimento, e 2) una lettura sequen-
ziale (lo stesso principio della camera), introdu-
cendo un frame-rate e scartando 1’informazione tem-
porale alla sorgente.

Tutti i rivelatori sono pienamente indipendenti
1l"uno dall’altro: (i) 1l’interferenza (cross-talk)
fra gli elementi e trascurabile (la matrice di SPAD
mostra valori di interferenza < 1% per i primi vi-
cini in orizzontale e < 0.2% per i primi vicini in
diagonale) e (ii) ciascun elemento rivela 1l’arrivo
di un fotone immediatamente con un segnale digitale
di tipo TTL su una linea dedicata. Dispositivi ca-
ratterizzati da quest’ultima proprieta vengono tal-
volta indicati con i nomi di “camere comandate da
eventi” o “camere asincrone”, perché ogni fotone

genera un segnale di accensione e non vi & un fra-
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me-rate fisso.

Tutti i rivelatori hanno un jitter temporale (o
risoluzione temporale) pienamente compatibile con
la misura del tempo di vita medio dello stato ecci-
tato dei fluorofori piu usati nella microscopia di
fluorescenza, 1 cui valori ricadono nell’intervallo
1-10 ns (la matrice SPAD ha una risoluzione tempo-
rale fra 110 e 160 ps).

Tutti i rivelatori hanno un hold-off che garan-
tisce ampiezze di banda di lettura compatibili con
sistemi di scansione veloci (nella matrice SPAD so-
pra descritta, il tempo di hold-off e la tensione
di bias di eccesso possono essere impostati con un
bus di comunicazione rispettivamente
nell’intervallo da 25 ns a 200 ns, e da 4V a oV).
Ad esempio, la possibilita di impostare 1’hold-off
a 25 ns permette ad ogni singolo elemento di lavo-
rare con un’ampiezza di banda di lettura di 40 MHz.
Inoltre, 1l’indipendenza fra tutti gli elementi ri-
velatori permette una maggior ampiezza di banda ef-
fettiva di lettura del sistema di. rivelatori: dato
che nell’architettura di scansione laser puntiforme
sopra descritta le dimensioni della matrice SPAD
proiettate sul piano oggetto sono minori delle di-

mensioni di diffrazione, i fotoni generati dal vo-
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lume di osservazione (scansionato lungo il campio-
ne) sono diffusi sull’intera matrice di rivelatori,
pertanto la matrice SPAD pud raccogliere un flusso
di fotoni (generato dal volume di osservazione) piu
elevato della lettura da singolo elemento. Tale ca-
ratteristica tecnica e particolarmente importante
quando si combina il rivelatore con un sistema di
scansione risonante veloce, quali specchi risonanti
o ottiche a fuoco regolabile basate su gradiente
acustico.

Una matrice di My per M, microlenti, nella
quale ciascuna lente & focalizzata nel centro di un
elemento della matrice di rivelatori, pud essere
utilizzata per incrementare il fattore di riempi-
mento e quindi l’efficienza di rilevamento dei fo-
toni (PDE). Un sistema a lente di zoom é& utilizzato
per espandere il fascio di rilevamento, in modo ta-
le che le dimensioni dell’intero rivelatore,
proiettate sul piano di rilevamento, siano intorno
a 1 unita di Airy. Il sistema a lente di zoom ga-
rantisce la generalita dell’architettura sopra de-
scritta, in termini della lunghezza d’onda utiliz-
zata, dell’ingrandimento e dell’apertura numerica
dell’obiettivo.

- Processore FPGA



L’'elettronica di controllo del sistema & stata
sviluppata usando hardware riconfigurabile. Un pro-
cessore FPGA permette di acquisire il segnale da un
numero sufficiente di linee digitali. Un converti-
tore digitale di intervalli di tempo (TDC) imple-
mentato direttamente sul processore FPGA permette
di acquisire un segnale digitale con una risoluzio-
ne temporale (jitter temporale) di decine di pico-
secondi.

Un prototipo & stato costruito dagli inventori,
modificando la parte di rilevamento di un CLSM. Lo
strumento € equipaggiato con una sorgente laser di
eccitazione con una lunghezza d’onda di 635 nm
(LDH-D-C640, PicoQuant). Il fascio laser viene
scansionato sul campione da una coppia di specchi
galvanometrici (6215HM40B, CTI-Cambridge) e wuna
lente di obiettivo (CFI Plan Apo VC60x oil, Nikon).
I fotoni fluorescenti sono raccolti dalla stessa
lente obiettivo, de-scansionati e filtrati da uno
specchio dicroico (H643LPXR, AHF Analysentechnik).
Infine, il fascio viene espanso e proiettato sulla
matrice di rivelatori SPAD. La matrice di rivelato-
ri ha 25 elementi disposti in una matrice 5 per 5,
€ montata su un supporto commerciale con viti mi-

crometriche per 1’allineamento fine sui tre assi.
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Sono state determinate le prestazioni spaziali e
temporali del rivelatore, mostrando un jitter fra
110 e 160 ps all’interno dell’area attiva e
un’eccellente uniformita del rilevamento (figura
3). Il sistema puod essere allineato e
1"ingrandimento regolato usando il metodo della
“matrice di allineamento” sopra descritto, per ef-
fettuare immagini di campioni reali (figura 4).

La matrice di rivelatori e comandata da una
scheda operativa dedicata che fornisce
l"alimentazione e fornisce il condizionamento del
segnale elettronico. La scheda fornisce 25 canali
di uscita digitale (ognuno legato all’arrivo di un
fotone su uno specifico elemento della matrice di
rivelatori), che vengono immessi nel sistema di ac-
quisizione dati.

I1 sistema di acquisizione dati & stato svilup-
pato con una scheda di sviluppo FPGA commerciale
(National Instruments USB-7856R), provvista di un
processore FPGA Kintex7, collegato a un personal
computer. Per sincronizzare il sistema di acquisi-
zione con il sistema di controllo del microscopio
sono state utilizzate linee digitali di clock pi-
xel/linea/immagine standard.

Quando il microscopio e utilizzato per imaging
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in tempo reale, i fotoni raccolti da ciascun pixel
da ciascun rivelatore vengono processati da algo-
ritmi dedicati eseguiti su unita di elaborazione
grafica (GPU) per fornire in tempo reale immagini
ad alta risoluzione del campione.

Naturalmente sono possibili modifiche rispetto
all’architettura del sistema e agli utilizzi dei
metodi sopra descritti.

Ad esempio, anche se il numero di elementi (25,
disposti in una matrice 5 per 5) & stato scelto co-
me un compromesso ottimale fra guadagno di risolu-
zione e complessita del sistema di acquisizione
(ogni elemento costituisce un canale digitale), il
numero di elementi pud essere aumentato a 49 (ma-
trice 7 per 7) o 81 (matrice 9 per 9).

Inoltre, il sistema di rilevamento basato sulla
matrice SPAD pud essere utilizzato per altre tecni-
che di microscopia a scansione puntiforme laser non
basate sulla fluorescenza, quali microscopia a ge-
nerazione di seconda armonica, Raman e scattering.

Inoltre, il sistema di rilevamento pud essere
usato nella microscopia a deplezione mediante emis-
sione stimolata (microscopia STED).

Poiché 1’immagine impronta digitale € una di-

retta rappresentazione delle PSF di illuminazione e
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rilevamento, & possibile utilizzare 1’immagine im-
pronta digitale per derivare una metrica da fornire
a un sistema di controllo ad ottica adattiva (ad
esempio, basato su modulatori spaziali di luce SLM)
per compensare aberrazioni indotte dal sistema o
dal campione.
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RIVENDICAZIONI

1. Metodo di funzionamento di un microscopio a
scansione laser puntiforme, comprendente

scansionare un campione con un fascio laser fo-
calizzato di illuminazione (EB);

registrare, per mezzo di una matrice di elemen-
ti rivelatori (23), una pluralita di immagini del
campione durante una scansione del fascio laser, in
cui ciascuno (i,j) di detti elementi rivelatori ge-
nera un segnale di rilevamento per ciascuna di dif-
ferenti posizioni n del fascio di illuminazione
(EB) sul campione, a partire dal quale con la scan-
sione del campione si produce una rispettiva imma-
gine del campione, e in cui detti elementi rivela-
tori (23) sono configurabili in un modo intensita,
nel quale le immagini registrate sono immagini di
intensita g;;(n) relative ai fotoni raccolti
nell’intero tempo di permanenza del fascio di illu-
minazione sulla singola posizione m, o in un modo
risolto nel tempo, nel quale le immagini registrate
sono immagini risolte nel tempo gb(nﬁ), nelle quali
i fotoni raccolti sono discriminati sulla base dei

loro tempi di arrivo ai singoli elementi rivelatori

(23);
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se gli elementi rivelatori (23) sono configura-
ti nel modo risolto nel tempo, calcolare una plura-
lita di immagini di intensita g;;j(n), integrando ri-
spetto al tempo la pluralita di immagini risolte
nel tempo gh(nx);

calcolare un’immagine impronta digitale a, som-
mando la pluralita di immagini di intensita g;;j(n)
rispetto a tutte le posizioni n del fascio di illu-
minazione (EB) sul campione, detta immagine impron-
ta digitale dipendendo contemporaneamente da una
funzione di diffusione del punto di illuminazione,
nel seguito PSF di illuminazione, h®*, e da una
funzione di diffusione del punto di rilevamento,
nel seguito PSF di rilevamento, h?¢,

stimare matrici di spostamento s* e s¥ a parti-
re dalle immagini di intensita g;;(n),

ricostruire almeno una fra:
i) una funzione oggetto risolta nel tempo f*, sulla
base della pluralitd di immagini risolte nel tempo
gb(mt), dell’immagine impronta digitale a e delle
matrici di spostamento s* e §¥, e
ii) una funzione oggetto di intensita f, sulla base

della pluralita di immagini di intensita g;;(n),



dell’immagine impronta digitale a e delle matrici
di spostamento s* e s, oppure integrando rispetto
al tempo la funzione oggetto risolta nel tempo ff,
e,

visualizzare almeno una fra immagine ad alta
risoluzione risolta nel tempo f'~ e immagine ad al-
ta risoluzione di intensita f~, sulla base di dette
funzione oggetto risolta nel tempo e funzione og-
getto di intensita.
2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui ri-
costruire la funzione oggetto risolta nel tempo
ft comprende:

stimare la PSF di illuminazione h®*® e la PSF di
rilevamento h%! sulla base dell’immagine impronta
digitale a, e

stimare la funzione oggetto risolta nel tempo
f! mediante deconvoluzione multi-immagine.
3. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui ri-
costruire la funzione oggetto risolta nel tempo
f* comprende:

calcolare la funzione oggetto risolta nel tempo
f' mediante riassegnazione dei pixel.
4. Metodo secondo una delle rivendicazioni prece-

denti, in cui ricostruire 1la funzione oggetto di



intensita f comprende

stimare la PSF di illuminazione h®“ e la PSF di
rilevamento h?* sulla base dell’immagine impronta
digitale a, e

stimare la funzione oggetto di intensita f me-
diante deconvoluzione multi-immagine.
5. Metodo secondo una delle rivendicazioni 1 a 4,
in cul ricostruire la funzione oggetto di intensita
f comprende

calcolare la funzione oggetto di intensita fme-
diante riassegnazione dei pixel.
6. Metodo secondo una delle rivendicazioni prece-
denti, comprendente inoltre

allineare detta matrice di elementi rivelatori
(23) con un asse ottico del microscopio a scansione
sulla base dell’immagine impronta digitale a calco-
lata.
7. Metodo secondo una delle rivendicazioni prece-
denti, comprendente inoltre

calcolare 1’ingrandimento del microscopio sulla
base delle matrici di spostamento s* e s§¥ stimate.
8. Microscopio a scansione configurato per attuare
un metodo secondo una delle rivendicazioni prece-

denti.



9. Microscopio secondo la rivendicazione 8, com-
prendente una matrice di elementi rivelatori (23),
ciascun elemento rivelatore essendo un rivelatore a
singolo punto e presentando una risoluzione tempo-

rale dell’ordine di 100 ps.
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