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Roviditések jegyzéke

AU. Airy unit, Airy egység

AOTF. Acousto-optic tunable filter, akuszto-optikai moduldtor

CLSM. Confocal laser scanning microscopy, konfokalis pasztazo mikroszkopia
CSR. Complete spatial randomness, térbeli randomitas

DBSCAN. Density-based spatial clustering of applications with noise, klaszteranalizis

algoritmus
DIC. Differential interference contrast, differencial interferencia kontraszt

(DNA-)PAINT. (DNS-)point accumulation for imaging in nanoscale topography, nagy-

feloldast mikroszképids technika
DOF. Depth of field, mélységélesség
DSB. Double-strand breaks, kettds szali DNS torés

(d)STORM. (direct) stochastic optical reconstruction microscopy, nagyfeloldasi mik-

roszkopias technika
(EM)CCD. (Electron multiplying) charge-coupled device, detektor
FOV. Field of view, latémezo
FRC. Fourier ring korrelation, Fourier gytirt korrelacio

(f)PALM. (fluorescent) photoactivated localization microscopy, nagyfeloldasi mikrosz-

kopias technika

GSDIM. Ground state depletion followed by individual molecule return, nagyfeloldasu

mikroszképids technika
MINFLUX. Minimal photon flux, nagyfeloldasti mikroszkopias technika
NA. Numerical aperture, numerikus aperttra
NND. Nearest neighbour distance, legkozelebbi szomszéd tavolsdga

NPC. Nuclear pore complex, péruskomplex
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PAFP. Photoactivatable flurescent protein, fotoaktivalhaté fluoreszcens fehérje
PCF'. Pair correlation function, parkorrelacios fiiggvény

PDF. Probability density function, valdszinliségi stirtiség fiiggvény

PFS. Percect focus system, fokusztarté rendszer

PMEF'. Probability mass function, valészintiségi tomegfiiggvény

PMT. Photomultiplier tube, detektor

PSF. Point spread function, pontatviteli fiiggvény

RNC. Ribosome-nascent chain complex, ribészoma-naszcens lanc komplex
ROI. Region of interest, érdeklodésre szamot tarté teriilet

(s)CMOS. (scentific) complementary metal-oxide—semiconductor, detektor
SIM. Structured Illumination Microscopy, nagyfeloldast mikroszkopids technika
SNR. Signal-to-noise ratio, jel-zaj viszony

SMLM. Single molecule localization microscopy, nagyfeloldast mikroszképias technikak

gyljtoneve
SPP. Spatial point pattern, térbeli pontmintazat

STED. Stimulated emission depletion, nagyfeloldast mikroszkopias technika



1. Bevezetés

A szemunk &altal szabott feloldasi hatart mikroszképok segitségével, nagyitott kép létreho-
zasaval léptik at. A nagyitas novelése azonban egy hataron tul a fényelhajlas miatt nem
fog tobb informaciét szolgaltatni. A diffrakcié altal megjosolt feloldasi limitet viszont
sikeriilt megkeriilni [IH7]. Az erre alkalmas technikdkat nagyfelolddsi mikroszkopidanak
nevezzik. Ezen technikak kozil a lokalizécids vagy SMLM (Single Molecule Localization
Microscopy) moédszerrel [4-7] lehet a legnagyobb feloldast elérni, tipikusan 20 nm-t late-
ralisan, ami szamos biologiai struktira vizualizacidjat tették lehetévé korabban példatlan
feloldassal [8]. A mddszer kifejlesztéséért 2014-ben W. E. Moerner és E. Betzig megosztva
kémiai Nobel-dijat kaptak |9} |10]. Az altalanos szemlélettdl eltéréen azonban a vizualizécid
tobbnyire nem a cél a mikroszkopidban, hanem egy eszkoz a relevans adatok kinyerésére.
Ezért nagyfeloldasu technikdk megjelenése ota elotérbe keriiltek a kvantitativ médszerek
és a kvantitativ kiértékelés [11]. Minden adat magyardzatra szorul és ez igaz még a ké-
pekre is. A cél, hogy a sokszor kvalitativ, anekdotikus megfigyelésektdl elmozduljunk a
tényleges mérés iranyba.

Torténelmi forrasok szerint Thomas Wedgwood (1771-1805) volt az elsd, aki felvetette
a fotomikrografia lehet6ségét [12], vagyis hogy fénykép formajaban a mikroszkop altal 1ét-
rehozott képet megdrizhetjik és William Henry Fox Talboot (1800-1877) volt az elsd, aki
ezt megvaldsitotta. A mikroszképos kép ilyen objektiv, kés6bb analizalhaté formaban valo
eltarolasa volt az egyik legfontosabb 1épés a kvantitativ mikroszképia felé. Késébb a szami-
togépek és digitalis képek megjelenésével még tobb lehetdség adddott a képek elemzésére.
Rengeteg médszer fejlédott ki arra, hogy informéacidkat nyerjiink ki a pixelizalt képekbol
[13]. Az SMLM képalkotéssal viszont a hagyomanyos digitélis mikroszképok pixelizalt fel-
vételeitdl alapvetoen eltérden térbeli koordinatakat kapunk. Ilyen térbeli pontmintazatok
(SPP) értelmezése eltérd, gyakran Osszetettebb statisztikai és analitikai eszkoztarat igé-
nyel [14] [15]. Dolgozatomban attekintést nyujtok a pontillista SMLM adat elemzésérél,

illetve bemutatom az ezen téren elért eredményeimet.
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2. Tudomanyos el6zmények

2.1. Optikai mikroszkopia

A vilagrol érzékszerveinken keresztiil szerziink informéaciot és ezen érzékeink kozil sze-
mink jatssza az egyik legdominansabb szerepet. Egyes mérések szerint agykérgiink 20 —
—30 %-a vizudlis informacié feldolgozasaval foglalkozik [16]. Valészintileg ennek koszon-
hetd, hogy a vizudlis informaciot kiillonosen kénnyen és gyorsan tudjuk értelmezni (1d.
infografika). Ezen szerviink feloldoképessége viszont jé esetben nagyjabol 1 szogperc és
a legkisebb targytavolsag, aminél még fokuszalt kép jon létre a retinankon ~ 25 cm, igy
a ~ 0,07 mm alatti struktarak rejtve maradnak el6ttiink.

Erzékszerveink altal szabott hatdraink technikai Giton torténd javitésa egy bevett méd-
szer a természettudomanyokban. A szemiink altal szabott feloldasi hatart mikroszképok
segitésével léptiik at, amik lényegében nagyitott kép létrehozasara alkalmas eszkozok. Az
optikai mikroszkopok a targyak kiilonboz6é pontjai altal kibocsatott, vagy azokrol szoréd-
dott fényt Osszegytjtik és azt valamilyen ernydre, vagy detektorra fokuszaljak. Ha ezen
fokuszfoltok kozott nagyobb a tavolsag, mint a hozzajuk tartozé targypontok kozott, akkor
a kép nagyitott, amin a szabad szem szdmara észrevehetetlen strukturak tarulhatnak fel.
A legkorabbi mikroszkopok egyetlen nagyito lencsét tartalmaztak és legalabb a 13. széza-
dig visszavezethetd a torténetiik [17]. Ilyen konstrukciéval az elérheté maximélis nagyitas
limitalt. A joval fejlettebb tobb lencsét tartalmazo Osszetett mikroszképok megjelenése a

17. szdzadra datalhat6 [17]. Ezekkel mar tetszoleges nagyitas elérhetd.

2.2. Kontrasztnovelo eljarasok

A fénymikroszkopok megjelenésének talan a biolégiai ismeretekre volt a legnagyobb haté-
sa. Az él6 szervezetek alapvetd egységei a sejtek, amelyek tanulmanyozasahoz esszencidlis
a kiilonb6zo sejtalkotok és azok egymashoz viszonyitott kapcsolatanak a megértése. Ezek
egymastol és kornyezetiiktol valo elkiilonitése azonban a gyakran hasonlé optikai tulaj-
donsagok miatt kihivast jelent. A probléma orvoslasara tobb optikai megoldas is sziiletett,

amelyek koziil most csak azokat emlitem meg, amelyekkel munkam soréan szorosabb kap-
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csolatba kertiltem.

A faziskontraszt mikroszképia [18] egy olyan optikai mechanizmusra épiil, ami a meg-
vilagité fény mintaban fellépo kicsiny fazisvaltozasait alakitja at intenzitéasbeli valtozassa
(2.1la dbra). Ennek megval6sitasahoz egy hengerpaldst alakt megvildgité nyalédbra és egy
ennek megfelel6 fazisgytriire van sziikség. Utobbi lényegében egy negyed hulldm lemez és

egy sziirke sziir6 kombinacioja .d abra).

A differencidlis interferencia kontraszt (DIC) mikroszképia [19] az optikai Gthossz gra-
dienseket alakitja at intenzitasbeli valtozasokka (2.1lb abra). Sztenderd konfiguracioban
ehhez a technikdhoz egy polarizator parra és két kettésen tord, tin. Wollaston vagy No-

marski prizmdra van sziikség ([2.1le abra).

A faziskontraszt mikroszkopia és a DIC ma is népszerii technikak, azonban fluoresz-
cens mikroszkopok megjelenése attorést jelentett a minta kontrasztjanak novelése terén
és hamar figyelem el6terébe keriilt. Fluoreszcencia akkor torténik, amikor egy gerjesztett
atom vagy molekula foton emisszidéja révén relaxalédik elektron spin valtozas nélkil. A
fluoreszcencia szempontjabdl relevans dllapotokat és dtmeneteket a 2.1 ¢ dbra szemlélteti.
A legtobb molekula alapallapota a szingulett dllapot (Sp). Egy megfelel$ energiaju foton
abszorpcidjaval a fluoreszcens molekula gerjesztett allapotba keriil, altalaban szintén egy
szingulett allapotba (S,,n>0). Oldatokban az S,, (n> 1) allapotok nem sugarzé atmene-
tek révén (belsé konverzid, rezgési relaxécid) gyorsan relaxalédnak az S; legalacsonyabb
rezgési szintre. Emiatt a fluoreszcencia leggyakrabban a néhany nanoszekundumos élet-
tartamu S; allapotbdl torténik. A nem sugarzé atmenetek miatt az emittalt foton kisebb
energiaji, mint a gerjeszto foton. Ezt az energia kiilonbozetet spektrélis szeparalasara
hasznalhatjuk fel pl. dikroikus tikrék és emisszi6s sziirk hasznalatdval (2.1]f dbra). A
vizsgalt sejtalkotok, biomolekuldk (n. célmolekuldk) fluoreszcens molekuldkkal szelek-
tiven megjelolhetéek, amik ilyen médon nagy kontraszttal lathatéva tehetoek. Tobbféle

fluorofér hasznalataval pedig a kiillonbozé célmolekuldk jol elkiilonithetoek egymastol.

Gyakori technika a célmolekuldak fluoroférokkal valé megjelolésére az immunjelolés,
amivel a méréseim soran gyakran talalkoztam. Immunjel6lés sordn az immunrendszer

sejtjeit, antitesteket hasznalnak. Un. elsédleges antitestekkel specifikusan megjeldlik a
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2.1. abra. Kontraszt novel6 eljarasok mikroszképiaban. a, A minta altal beveze-
tett fazisvaltozdsok sematikus dbrazoldsa (pirossal), amit egy faziskontraszt mikroszkop
intenzitasbeli kiilonbségekké alakit. b, A minta altal bevezetett optikai uthossz gradiensek
sematikus dbréazoldsa (pirossal), amit egy DIC mikroszkop intenzitésbeli kiilonbségekké
alakit. ¢, Egy fluoreszcens molekula fluoreszcencidban relevans éallapotai és atmenetei
Jablonski diagramon abrazolva. A zold nyilak gerjesztés hatasara 1étrejové atmeneteket,
a sarga nyilak a belso relaxacidk és rezgési relaxaciok miatt bekovetkezo allapotvaltozaso-
kat, mig a piros nyilak a fluoreszcencidhoz tartozd sugarzo atmeneteket jelolik. d—f, Egy
faziskontraszt mikroszkép (d) egy DIC mikroszkép (e) és egy fluoreszcens mikroszkdp (f)
felépitésének sematikus abrazolasa.

célmolekulakat, amikhez aztdn festékmolekuldkkal megjelolt masodlagos antiteste(ke)t
kapcsolnak. Az epitép a célmolekulanak az a része, amit az ellene termelt antitestek

felismernek és hozzakotddnek.

2.3. Konfokalis mikroszkopia

Széles latoterti megvilagitds esetben az objektiv latoterének teljes térfogatat kivilagitjuk

a gerjesztd fénnyel és a fokuszsikbdl jovo fényt a detektorra képezziik. Ez egy gyors és
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viszonylag egyszeri modszer, de fluoreszcens mikroszképia esetén nem mindig elényos.
Vastagabb (~ 2 pm feletti) mintédk fékuszsikon kiviili kivildgitott tertiletébél jové fluo-
reszcens jel ugyanis nagy mértékii hatteret ad a képhez, ami a finom strukturélis részlete-
ket elfedi. A konfokalis technikanal , viszont a mintanak csak egy kisebb térrészét
gerjesztjiikk. A gerjeszto fényt, amit tipikusan lézerrel hozunk létre, az objektivvel a min-
taban fokuszaljuk és a detektor elé, a gerjesztett térrész konjugdlt sikjaba egy tilyukat
helyeziink . abra). Ezzel jelent&sen lecsokkentjiik a nem fékuszbdl jové fluoreszeens jel
detektorra jutasat, ami az axialis feloldast is noveli. A fluoreszcens jelet leggyakrabban
PMT detektorokkal mérjitk. A fokuszfoltot a mintdban mozgatva végigpasztazhatjuk a
teljes térrészt, amire kivancsiak vagyunk, a detektor jele alapjan pedig rekonstrudlhatjuk
a minta 3D-s strukturajat. Ezt a folyamatot optikai szekcionalasnak, vagy szeletelésnek

nevezzik.

-y pasztazo
2gyseg minta

/ dikroikus g

L
jekty
tukor J

2.2. dbra. Pasztazé 1ézeres konfokalis mikroszkép (CLSM) felépitésének sema-
tikus abrazolasa. A konfokdlis technika sordn a gerjeszt6 fény tipikusan lézer, amit a
mintaba fékuszalunk és egy péasztazo egységgel mozgatunk a mintaban. A fluoreszcens
jelet leggyakrabban PMT detektorokkal mérjiik.

A konfokalis technika intenziv fényforrast és specidlis adatkezelést igényel, ami az
1955-0s feltalalasa soran még nem &llt rendelkezésre . Az 1970-es évek masodik felétdl,
illetve az 1980-as évektol a szamitastechnikai és 1ézertechnologiai fejlodésével a konfokélis
mikroszképia egyre nagyobb érdeklédésre tett szert, mig végiil az egyik legnépszeriibb és

legnagyobb hatasu technikéva valt az optikai mikroszképidban.
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2.4. Diffrakci6 limit

Osszetett mikroszképokkal elméletileg tetszéleges nagyitast elérhetiink, a detektalds érzé-
kenysége pedig mar 1989-ben egyedi fotonok észleléséig fejlédott [22, [23]. Ezek a felfede-
zések mégsem vezettek molekularis szintl strukturdk vizsgalatahoz, ugyanis a nagyitast
és érzékenységet meg kell killonboztetni a feloldastol. A feloldas — jelen esetben térbeli —

attributumok elkilontulésérol szél.

R

luk szor6do fény detektorra fokuszalasaval hatarozzuk meg. Mivel a fotonok terjedését
hullammozgassal lehet leirni, a leképez6 rendszer véges aperturajabol adodo fényelhajlasi
jelenségek miatt a fékuszfolt nem lesz pontszerii, hanem valamilyen kiterjedéssel fog ren-
delkezni. Egyedi pontforras képének intenzitas eloszlasa az optikai rendszer pontatviteli
fuggvényével (PSF) adhaté meg. A PSF térbeli kiterjedésébdl ad6dban bizonyos tavolsag-
nal kozelebbi pontforrasok képe atfed és megkiilonboztethetetlenné valik. Ezt a tavolsag
limitet nem a rendelkezésre &ll6 technolégia, hanem természeti torvények &llitjak fel [24].
A feloldéast tehat azzal a tavolsaggal lehet definidlni, aminél két pontforras még éppen
megkiilonboztetheté egymastol. Ez egy hasznos, de a gyakorlatban nehezen megfogha-
t6 megfogalmazas. Valéjaban csak 6nkényes formula alapjan tudunk abszolit tavolsagot

meghatarozni. Ezen formulak tipikus alakja:

A
i = €+~ 2.1
“NA (2.1)

ahol X\ a detektalt fény hullaimhossza, N A a leképez6 rendszer numerikus apertirdja, c
pedig egy konstans, aminek értékét tobbféle szempont alapjan is megadhatjuk. Az egyik
leginkabb elterjedt, mikroszkopiaban altalanosan hasznalt feloldési kritérium a Rayleigh-
féle kritérium, ahol ennek a konstansnak az értéke crqyieign ~1,22, ami kor alaki aperttrak
esetén éppen annak felel meg, hogy az egyik PSF maximuma a mésik PSF els6 mini-
mumdra esik [25] (2.3 dbra). Hozza kell tenni, hogy ez az Gsszefliggés azonos er8sségii

fényforrasokra vonatkozik.

AR.1]képlet alapjan a feloldds novelésére (R csokkentésére) két it van. Csokkenthetjiik
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2.3. abra. A Rayleigh-féle feloldasi hatar szemléltetése. a—b, A Rayleigh-féle felol-
dési kritérium szempontjabdl éppen feloldhat6 (a) és nem feloldhaté (b) pontszeri fény-
forrasok intenzitas profilja. c—d, A Rayleigh-féle feloldasi kritérium szempontjabél éppen
feloldhaté (c) és nem feloldhaté (d) pontszerti fényforrasok detektoron létrehozott képe.

az alkalmazott fény hulldimhosszat, vagy novelhetjiik a leképezéshez hasznalt lencserend-
szer numerikus aperturajat. A fény hullamhossz csokkentésének egyfeldl a leképezo lencse-
rendszer szab hatart, hiszen a lencsék anyaga gyakran abszorbeal az UV tartomanyban,
illetve a kromatikus hiba szerepe is megno. Masfeldl alacsonyabb hullaimhosszak esetén
egyre jelentésebb a biolégiai mintak autofluoreszcenciaja és a fototoxicitas mértéke. A
numerikus aperturat lényegében az immerziés kozeg limitalja. A gyakorlatban 0,95 feletti
numerikus aperturat az objektiv és a minta kozotti kozeg torésmutatdjanak novelésével
lehet elérni. Az immerzids kozeg torésmutatéjat — a minta, a fedolemez és az immerzios
médium torésmutatod eltérésbol adodod aberracidk miatt — ritkan szoktak 1,51 folé allita-
ni. Ezek alapjan a diffrakci6 limitalt (leképezési hibéktél mentes) optikai mikroszkopok
feloldasa lateralisan ~ 250 nm, az axidlis feloldas pedig tipikusan 500 — 700 nm, vagy-
is anizotropia van a képalkotasban. A feloldds tovabbi novelésére léteznek dekonvoltcios
eljarasok, de ezek erdsen érzékenyek a zajra és konnyen vezetnek be miitermékeket, ezért

felhasznalhatésaguk korlatozott.
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A biologiai folyamatok vizsgalatanal a feladatokat elvégzé gépezetek, a fehérjék mére-
te azonban néhany nanométertol néhany 10 nanométerig terjed, ami joval a hagyoméanyos
optikai mikroszkopok feloldasi hatara alatt van. Elektron mikroszképokkal viszont sokkal
nagyobb feloldast tudunk elérni egészen egyedi molekulak méretéig [26]. Felvetédik a kér-
dés, hogy miért torodiink a fénymikroszképokkal? Ennek legalabb két nyomds oka van.
Az egyik ok, hogy optikai mikroszkopokkal é16 sejtek belsejébe tekinthetiink minimalisan
invaziv médon [27]. A maésik ok pedig az, hogy fluoreszcens molekuldkkal a kiilonb6zé
sejtalkotokat nagy kontraszttal tudjuk lathatéva tenni [27]. Ennél fogva az élettudomé-
nyokban a fénymikroszképok az elektronmikorszképok megjelenése utan is joval nagyobb

népszertliségnek orvendenek [28].

2.5. Nagyfeloldasu mikroszképia

A 20. szdzad soran egy sor j jelenségre deriilt fény a fluoreszcencia kapcsan (stimulalt
emisszid, molekuldk sotét allapotai, stb.). Ezen jelenségeket kihaszndlva megnyilt a vi-
lag a 100 nm alatti skdldn a fénymikroszképok el6tt |29, 30], ami latvanyos biolégiai
felfedezésekhez vezetett [11]. A hagyoményos mikroszképiai technikdk altal elérheténél
nagyobb feloldast kindlé mddszereket Gsszefoglaléan szuperrezolicios vagy nagyfeloldasu
technikaknak nevezziik.

A nagyfeloldasu technikdkat hdrom csoportra lehet osztani. Az egyik csoport, ami a
SIM-et és ennek szarmazékait tartalmazza |2, 3, 31H33|, egy fizikai megoldds, a hullam-
optikat és a képfeldolgozast hasznélja fel a diffrakcids limit csokkentésére egy 1j optikai
hatérig. Lateralis felolddsa a hagyoményos optikai mikroszképok feloldasanak a fele (100—
—120 nm). A masik két csoport inkabb kémiai megoldasokat tartalmaz.

A STED egy péasztazé eljards, ami a kivilagité fokuszfolt méretét csokkenti le 1), 134).
Ezt a fluoreszcensen gerjesztett molekulak alap allapotba valo visszahozasan keresztiil éri
el. A technika laterdlis feloldasa eléri a 60 —100 nm-t.

A legjobb feloldast az SMLM technikaval tudjuk elérni, aminek soran egyedi molekuldk
pozici6jat hatdrozzuk meg [4-7, 35-44] (néha az eléz6 csoport technikdival kombinalva,

[45]). A lokalizaciés precizitds tipikusan 10 —20 nm [46, 47]. Munkdam sordan az SMLM
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modszert hasznaltam a nagyfeloldasu technikak koziil, ezért a késobbiekben ezt fejtem ki
részletesen.

Megjegyzem, hogy az ExM [48] technikéval béar feloldhatéva teheték diffrakcié limit
alatti strukturak, de nem sorolom a nagyfeloldasi mikroszkopiai technikak kozé, mivel ez

egy mintael6készitési metddus.

2.6. SMLM technika

Az SMLM altalaban egy széles latoterti technika. A médszer lényegében azon a alapul,
hogy egyedi fluoreszcens molekuldk térbeli koordinatai precizen meghatarozhatéak, ha a
képiik nem fed at egymassal, méghozza a hozzajuk tartozé6 PSF-ek kozéppontjanak meg-
hatérozasa altal [46] 49, 0] (2.4b dbra). Ezt a kézéppont meghatdzozast nevezzik lokali-
zaciénak. A lokalizaciés precizitast alapjaban véve a jel-zaj viszony (SNR) fogja limitalni
[51]. Az egyedi molekuldkhoz tartozé PSF-ek atfedését id6beli szeparaldssal kertilhetjitk
el, aminek kdévetkeztében a detektoron csak néhany molekula képe latszodik egy adott
idében. A gerjesztett molekulak ilyen ritka eloszlasat tobb mdédon is megvaldsithatjuk,
példaul fotoaktivalhat6 fluoreszcens fehérjékkel [4, 5, |35], fluoreszcens molekuldk hosszi
élettartami sotét dllapotaival [6, |7} 42, [52], vagy tranziens molekuldris bekotédéssel [36,
43, [53].

Az egyik leggyakoribb megkozelités a fotokapcsolas, aminek sordn a fluoreszcens mole-
kulakat egy fluoreszcensen gerjesztheto, ,,bekapcsolt” és egy fluoreszcensen inaktiv ,,s6tét”
vagy ,.kikapcsolt” allapot kozott kapcesolgatjuk. A fotokapcsolas egy sztochasztikus ese-
mény, azonban a kapcsoldsi valoszintiségek (sebességi allandok) szabalyozhatdk példaul a
megvilagitassal vagy a kémiai kornyezettel. A megfelel6 feltételek mellett nagy valdszinii-
séggel térben izolélt, nem &tfedd PSF-ek latszodnak egy felvételen (2.4la dbra). A sotét
és bekapcsolt allapotok kozotti kapcesolédas a fluoroforok villogasdhoz” vezet. Ugyan-
azon FOV-rél készilt vided felvétellel elérhetd, hogy minden molekula képét legalabb
egy képkockan rogzitsitk. A képkockdk egymds utani széles latotert felvételek. Ezeken
egy szamitogépes algoritmus segitségével megkeressiik a bekapcsolt molekulak képét és

lokalizaciéval meghatarozzuk azok koordinatajat, amikbol aztan rekonstrualhaté a FOV
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nagyfeloldasu képe. A kép felolddsat a lokalizaciés pontossag, a lokalizacios precizitds és
a lokalizalt fluoroférok kozotti tavolsag hatarozza meg. Utébbi a Nyquist-Shannon féle

mintavételi tétel szempontjabol jelents [54, 55).
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2.4. dbra. Az SMLM képalkotasi folyamat illusztraciéja [56]. a, Amikor minden
fluorofor egyidében emittal fotonokat, a diffrakcié miatt bizonyos strukturak feloldha-
tatlanna valnak. Sztochasztikusan fotokapcsolt fluoroférokrol késziilt felvételeken viszont
csak néhany fluorofor képe fog latszédni, amelyekbdl a fluorofor tényleges pozicidja nagy
pontossiaggal meghatarozhaté. Ezen poziciok egyiittes abrazolasa hozza létre a nagyfelol-
désu képet. Az adat elérhet6: [57]. b, Izolalt fluoroférok lokalizdcidja a diffrakeié limitélt
képiik PSF-el valo megillesztésén keresztiil valdésul meg.

SMLM technika alapvetd fontossagu része a lokalizacio, ami a molekulak képének egy
elméleti gorbével valé megillesztésén keresztiil valosul meg. Ez az elméleti gorbe jol ko-
zelithetd egy 2D-s Gauss fiiggvénnyel [46, 58]. A lokalizdcié sordn az egyedi molekuldk
pozicidja mellett a egyéb adatok (pl. illesztési paraméterek, ellipticitas, stb.) is eltaro-
lasra kertilnek [46, |59]. Ezek értékmérdként szolgalhatnak arra vonatkozoéan, hogy egy
lokalizaciot elfogadunk-e, hogy a végsé rekonstrudlt kép részét képezze, vagy elvetjiik. Az
ilyen sztirési folyamatokkal nem csak a rosszabb lokalizacios bizonytalansaggal rendelkezo
lokalizaciokat hagyjuk figyelmen kiviil, de kiilonb6z6 miitermékektol is mentesithetjiik a
képet [60]. A lokalizdciéhoz hasznalt szoftver csomagok egy atfogd listdja megtaldlhatd

online [61].
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2.7. 3D SMLM technikak

SMLM 3 D-re valo kiterjesztésére tobb modszer is sziletett, példaul a PSF manipulalasaval
[62-66], egyméssal szembehelyezkedd objektivek jelének interferencidjaval |67, 68] vagy
szuperkritikus szogli fluoreszcencia helyreallitassal [69).

Az egyik legegyszeriibb megoldés az asztigmids 3D [62], aminek sordn egy hengerlencse
fényutba helyezésével asztigmiat vezetiink be a leképezésbe. Ekkor a targyponthoz tartozo
PSF a targypont fokuszsiktol vald tavolsaga fiiggvényében torzul abra). Az axiélis
koordinatdkhoz egy elméleti PSF illesztésével jutunk hozza. Ezen technika hatranya, hogy
a leképezés anizotrop, az axialis lokalizacids precizitas rosszabb, mint a lateralis .C
abra), ez azonban a tobbi SMLM 3D technikara is dltalanosan igaz.

A felsorolt technikdk tovabbi hatranya, hogy csak a mélységélességen (DOF-on) beliil
adnak axialis informéaciét és mivel az SMLM fotonlimitalt technika, ezért nagy numeri-
kus aperturaju objektivvel torténik, ami kis mélységélességet eredményez. Tobb fokuszsik
felvétele pedig a gyakori széles latétert kivilagitas mellett nem mindig megvalésithato,
mert a fluoroférok sotét allapotba kapcsolasa tipikusan nagy gerjeszté intenzitast igényel

(néhany kW /cm?), ami hozzdjarul a gyors kifakuldsdhoz.

2.8. SMLM felvételek kvantitativ elemzése

A hagyomanyos fluoreszcens mikroszképos eljarasok mellett néhany nagyfeloldasa techni-
kéaval is (pl. STED, SIM, stb.) 2D-s pixelek vagy 3D-s voxelek tombjét hozzuk létre. Ekkor
a tomb elemei a tér adott pontjaiban mért fluoreszcens intenzitas értékét adjak meg. Ezek
az értékek a fluoroférok lokalis slirtiségétol, a gerjesztési intenzitastol és az adott helyen
uralkod6 kémiai kornyezettol is fiiggnek. Az SMLM technikdkkal nyert felvételek azon-
ban ettol alapvetoen eltéroen pontillistak, kimenetként a fluoroférok térbeli koordinatait
kapjuk meg valamilyen precizitassal. Ilyen pontfelh6k (SPP-k) elemzése gyakran eltérd
megkozelitéseket és Osszetettebb statisztikai és analitikai eszkoztarat igényel, mint a pixel
témbok elemzése 14} [15] 70]. Természetesen a pontillista képek is pixelizalhatéak [71H75],
azonban ez a konverzié informaciévesztéssel jar és a pontillista adatok szamos kedvezo

tulajdonsagat elveszitjik vele.
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2.5. dbra. Asztigmias 3D STORM miikodési elve . A, Az egyszerisitett op-
tikai diagram a fluorofér axidlis koordinatdjanak (z) meghatdrozasat szemlélteti a PSF
ellipticitasabol, amit egy hengerlencse vezet be. A jobb oldali panel a PSF képét mutatja
kiilénbozé z poziciéban. B, Kalibraciés gorbe, ami a PSF szélességét (w, és w,) abrazolja
a z pozici6 fiiggvényében egyedi Alexa Fluor 647 fluoreszcens molekuldk esetén. Az adat-
pontok mérésbol szarmaznak, a folytonos piros vonal pedig az adatra illesztett gorbe. C,
Egyedi fluoroférok 3D-s lokalizacios eloszlasa. Minden molekula tobbszor felvillan, ezért
lokalizaciok klaszterét hagyja maga utan. A bal oldali abra 145 ilyen klaszter lokalizaci-
6s eloszlasat mutatja, mig a jobb oldalon ugyanezen eloszlashoz tartozé Gauss gorbével
megillesztett hisztogramokat lathatunk.

SMLM felvételek elemzésénél megkiilonboztethetiink elo- és utéfeldolgozasi miivelete-
ket. Az elobbi célja, hogy a nyers felvételbdl az utdlagos feldolgozashoz, vagyis a tényleges
adatelemzéshez megfeleld, mitermék minimalizalt adathoz jussunk (pl. lokalizaciok szii-
rése, aberraciok korrekcidja, stb.). Az utébbi a lényeges szamadatok megszerzésérol szol
(molekuldk szadménak meghatérozasa, klaszterez6dés mértéke, geometriai méretek, stb.).

Bar az eléfeldolgozasi 1épéseket nem hagyhatom figyelmen kiviil, dolgozatomban csak az
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eredményeimhez kapcsolodo utédfeldolgozasi modszereket fejtem ki kelld részletességgel.

2.9. Molekulaszamlalas

Az SMLM mérések soran minden egyes felvillanasi esemény egyetlen fluorofért jelol, fiig-
getleniil a felvillanas egyéb tulajdonsagaitol, mint példaul annak fényessége. A mddszer
ezen tulajdonsaga felkeltette az érdeklédést az SMLM technika irant, mint egy 1j, haté-
kony molekula szamlaldsi modszer. Azonban a latszélag egyszert feladat ellenére nehéz
megbizhaté eredményeket kapni. Az emisszidés események valoban a mogottes molekulak
szamaval vannak kapcsolatban [76], de a megfigyelt lokalizdciok szama nem adja meg
egy az egyben a molekuldk szamat. Egyik oldalrél nem feltétlen minden célmolekula van
megjelolve, illetve néhany fluorofér konnyen kifakul, mielott detektalva lenne. Masik ol-
dalrél a célmolekulak sok esetben tobb, mint egy fluoroférral vannak megjelolve, illetve

egy fluorofér tobb alkalommal is felvillanhat [77-82], ezzel t6bb lokalizaciét hagyva maga

utdn (2.6 dbra).

Photons (1 [13)

o = N W

2.6. abra. Fluorofér tobbszori aktiviciéja a mérés soran [83]. A, Térben elkiiloniilé
mEos2 fluoreszcens fehérjék képe EMCCD kameran. B—C, Az A teriileten voros négy-
zettel bejelolt tertileten 16v6 fluorofor emisszidjanak idobeli lefutdasa (B) és az EMCCD
kamerakép ugyanarrél a tertiletrdl (C). D, Lokalizélt pozicidk (,,+” jel) a C képek alap-
jan. A fehér korok a molekula képére illesztett fuggvény szorasat jelzik. Skala: 1um (A),
10nm (D).

A lokalizaciok szamat felhasznalhatjuk ugyan relativ szamok, fehérjeszam aranyok

megadéséra [84,[85], de ez feltételezi, hogy a kapcesolat a lokalizacidk szama és a molekuldk
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szama kozott szigortian linearis, ami nem minden esetben teljesiil. Nagy molekulastirtisé-
gek esetén példaul a lokalizacios algoritmus nem tud minden egyes felvillandsi eseményt
kiilonalloan azonositani, valamint a kozeli fluoroférok befolyasolni tudjak egymaés fotofi-
zikdjat [86]. A tényleges molekulaszdm meghatarozasa tehat osszetett feladat. A felsorolt
tényezok in. alulszamlalashoz, vagy tulszamlalashoz vezetnek, attél fliggden, hogy milyen
irdnyba torzitjak a mérési eredményt.

Hogy mennyi célmolekula maradt detektalatlan, az az alulszamlalas problémaéja, amit
nehéz képfeldolgozas szempontjabol megkozeliteni. Ami nincs detektédlva, arrdl altalaban
nem is tudok semmit, ha csak nincs valami el6zetes tudasom a mintarél. Ilyen a priori
tudést fel lehet hasznélni, ha nem is a detektalatlan jel pontos meghatarozasara, de leg-
alabbis az alulszamlalas mértékének megbecslésére. Az alulszamlalas problémajat azonban
leginkabb a hatékonyabb jeloléssel lehet csokkenteni vagy elimindlni. Mivel dolgozatom-
ban képelemzéssel foglalkozom, ezért a tulszamlalas probléméajat targyalom részleteseb-
ben, azon belil is a (d)STORM, illetve az erre a technikara konnyen dtemelheté PALM
technikdkban alkalmazott médszereket mutatom be.

Molekulaszamlalast meg lehet valdsitani elofeldolgozasi 1épéssel, melynek soran azok
a lokalizacidk, melyek egy célmolekuldhoz tartoznak, valamilyen médon 6sszevonasra ke-
riilnek és egy koordinataval lesznek helyettesitve, vagy utofeldolgozassal, aminek soran a
tulszamlalasbol ad6dé lokalizaciok is részét képezik az adatnak, amit aztan tovabb lehet

elemezni. A molekulaszamlalasra 5 megkozelitést kiillonitettem el az irodalom alapjan:

i. Egyedi molekulakhoz tartozé lokalizacidok 6sszecsoportositasa. Egyedi moleku-
lakhoz tartozé lokalizaciok osszecsoportositasa tipikusan egy eléfeldolgozési 1épés.
Ilyen médszert mutat be Khater és mt. [87] akik a legkézelebbi szomszédos klasztere-
ket vontak egybe egészen addig, mig a lokalizaciok kozotti tavolsagok a lokalizacios
precizitasnal kisebbek voltak. Ennek hatékonysaga stiri teriiletek esetén megkérdo-
jelezhetd. Egy masik népszerti megkozelités PALM mérések analizisénél az un. sotét
allapot tolerancia idéintervallum (7.) bevezetése. Minden felvillanas, ami a rendszer
lokalizacids bizonytalansigéan, és 7.-n belill tortént, egy molekuldnak van véve [77,

80, 183, 188-92]. A sotét allapot kiiszobolésen alapulé koncepcidk azonban nem alkal-
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mazhatoak hosszabb ideig sotét allapotban tartézkodd fotokapcesolhatd fluoreszeens

jelolokre, ahol a fotokapcsolési ciklusok atfedhetnek [93].

ii. Egyedi molekuldhoz tartozé lokalizacidk atlagos szama. Egy masik megkoze-
lités a célmolekuldk szdmanak meghatarozasara a hozzajuk tartozoé lokalizaciok sza-
manak megadasa. Ezt a valtoészamot a rendszer atviteli fiiggvényének nevezik és
tipikusan kalibracios kisérletekkel hatarozzak meg az értékét. A kalibracié soran
viszont kritikus lehet, hogy a fluoroférok a tényleges méréskor uralkodé mikrokor-
nyezetben legyenek, kiilonben a viselkedéstik jelentésen eltérhet attol, ahogy a mérés
soran viselkednek [86]. Az atviteli fiiggvény meghatdrozhatd, ha izolalt, elkiilonit-

het6 fluoroférokat vizsgalunk [94-97].

Ha egy mintdra a molekuldk abszolut széma mas tanulményokbdl ismert (pl. bio-
kémiai kiértékelések, elektron tomogréfia, stb.), ez a szam egy bels6 kalibrécioként
haszndlhaté, hogy a szerzett lokalizaci6 szamot atiiltessiik fehérjeszamma [98] [99-

104].

Egy egyedi megkozelitést alkalmaztak a problémdara Zhang és mt. [105], akik kii-
16nb6z6 fehérjék szamanak megbecsléséhez egy szimulaciot hajtottak végre néhany
ésszeri feltételezéssel. A szimulacioval klasztereket generaltak, és azok lokalizacio
szamanak atlagat és szérasat felhasznalva kalibracios gorbét kredltak, amivel aztan

valés mérésekben hataroztak meg abszolut szamokat.

Immunjel6lés esetén a molekulaszamlalast az ismeretlen sztochiometria neheziti.
Ehmann és mt. [106] titracids 1épésekkel kozelitették meg ezt a problémat. Kiilon-
boz6 antitest koncentraciokat hasznalva hoztak létre kalibracids gorbét célmolekula

szamlalashoz.

iii. Felvillanasszamok eloszlasanak megillesztése. Egy lehetséges molekulaszamla-
lasi stratégia, ha a felvillanasszamok eloszlasat megillesztjiik egy elméleti valdszi-
niségi gorbével. PAFP-k fotokinetikaja példaul jol leirhaté egy négy allapoti rend-
szerrel, ami pedig azt josolja, hogy egyedi PAFP-k felvillanasszamanak eloszlasat

geometriai eloszlas adja vissza, oligomerizacié esetén viszont a megjelolt fehérje un.
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komplexeket alkot és a felvillandsi események szama egy negativ/inverz binomialis
eloszlassal illeszthetd, a mogottes molekulak szama pedig egy szabad pereméter lesz
az illesztésben. [83, 85, [107]. Hummer és mt. demonstraltak, hogy a felvillandsszam
eloszlas alakja nem til erds feltételezések mellett fiiggetlen a fotofizikatél [108]. Eh-
hez altalanos kifejezést szarmaztattak a fluoroférok felvillanasszaméanak valoszintiség

eloszlasara.

Karathanasis és mt. kiterjesztették a Hummer és mt. molekula szamlalasos mddsze-
rét szerves festékekre [109], amiknek komplexebb a fotokapcsoldsi mechanizmusuk
[110]. M6dszeriiket DNA origami [103] segitségével validaltédk. Zanacchi és mt. szin-
tén szerves festékeket hasznaltak fehérjék szamanak meghatdrozasdhoz egy DNA

origami kalibraciés standard segitségével |104].

iv. Parkorrelacios fiiggvény alkalmazasa. A fluoroférok gyors aktivacidja miatt a lo-

kalizaciok csoportositasa nem mindig alkalmazhaté. Ilyenkor egy alternativa a par-
korrelacids figgvénnyel (PCF) szdmszertsiteni a tilszamlaldst |78, 81, |111]. A PCF
megadja annak a valdszintiségét, hogy egymast koveto képkockakon két lokalizalt
jelet detektdlunk egy megadott r téavolsdgon beliilt. Erdekes eredmény, hogy a til-
szamlalasnak koszonhet6 auto-korrelacioval szamolt 1atszolagos klaszterezodés fordi-
tottan aranyos a jelolt molekulak feltileti stiriségével fiiggetlentil attoél, hogy mekkora

a tulszamlalas mértéke [7§].

v. Fourier gylirii analizis alkalmazasa. Az egy fluoroférhoz tartozé lokalizaciok sza-

méanak atlagos megbecslését Fourier gytirii korrelacié (FRC) is lehet6vé teszi [112,
113]. Az FRC-t vagy annak 3D-s verzidjat, a Fourier héj korrelaciét eredetileg elekt-
ron mikroszkopidban hasznéltak a feloldds meghatérozasara [114]. A feloldast két
fiiggetlen, azonos teriiletrol késziilt kép osszevetésével lehet megkapni és ez konnyen
megtehet6 SMLM méréseknél random modon felosztva két részre a lokalizacios pozi-
ciékat [112}115]. Viszont a toébbszori lokalizacié /fluorofér hamis korrelaciéhoz vezet
a két kép kozott, ami a feloldas felilbecsléséhez vezet. Ezt Nieuwenhuizen és mt.

egy () hamis korrelaciés paraméterrel korrigaltak. @) értéke meghatarozhatd, amibol
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lehetséges megadni a fluoroférok felvillanasanak atlagos szamat.

2.10. Klaszteranalizis

A sejtfunkcidkat gyakran fehérjék tér- és idobeli elrendezddése szabalyozza. Ennek a
struktura-funkcié kapcsolatnak a tanulmanyozasa soran sziikség van objektiv eszkozok-
re, kiillonosen, hogy erre a feladatra az emberi megfigyel6 erésen alkalmatlan |116} 117].
Kiilonbo6z6 matematikai modszerekkel kapcsolatot kereshetiink az elemek kozott és oszta-
lyozhatjuk azokat. Az ilyen algoritmusokat klaszteranalizisnek nevezem. SMLM felvételek
nem csak a nagyobb feloldas, hanem a pontillista természet miatt is kiilondsen alkalmasak

ilyen analizisre.

Fehérje molekuldk viszont szdmos médon tudnak Gsszecsoportosulni (forma, méret,
elemszam, elhelyezkedés, illetve az ezekben 1év6 variancia, stb.) igy a megfelelé analitikai
modszer problémaspecifikus. A kovetkezékben bemutatok hét kiillonbo6zo klaszteranalizis

megkozelitést, amikkel gyakrabban talalkozhatunk SMLM adatelemzésben.

2.10.1. Korrelacié alapt moédszerek

A korrelaciérol mar esett sz6 a molekulaszamlaldsi moédszerek targyalasanal .
Valéjaban korrelacios modszereket mind el6feldolgozas, mind utoéfeldolgozas céljabdl al-
kalmazni lehet SMLM adaton |78} 81}, 118, [119], szdmos alkalommal valamilyen klaszter-
analizdlasi céllal [81] 96, 119-123]. A mddszer hatranydnak sorolhaté be, hogy gyakran
id6igényes és jelentds tapasztalatot igényel mint a SMLM képalkotasndl, mind a statisz-

tikai analizis végrehajtdasanal [111].

2.10.2. Statisztikus mddszerek

Egy ponthalmazban 1évo klaszterezodés kimutatasara alkalmasak a Ripley fliggvények. A

Ripley K-fiiggvény értéke lényegében egy tetszdleges pont r sugart kornyezetében 1évé
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pontok varhaté N szamat adja meg a pontok stirtiségével normalva [124-126]:

K(r)=

R~

L iiuy) (2:2)

ahol a a normélasi tényezd, ami a lokalizdcidk atlagsiiriisége az adott sejten beliil (loka-
lizaciok szama/vizsgalt teriilet, « = N/A), N a lokalizaciok szama, I, pedig 1-et ad, ha a
tavolsag a vizsgalt ¢ és j pontok kozott kisebb vagy egyenld, mint r, és 0-t egyébként. Ho-
mogén Poisson folyamat dltal eredményezett SPP esetén, amit CSR-ként jelolok, ismert,

hogy K (r) varhaté értékét a kovetkez6 egyenlet adja meg [125]:
K(r)=m-1? (2.3)

A CSR-t6l valé eltérés mértéke a klaszterezddés vagy diszperzié mértékét mutatja. A fiigg-
vény alakja pedig a klaszterek dtlagos méretérdl is informaciét ad [126]. A K-fiiggvénybol
méas Ripley figgvényeket lehet szarmaztatni [125] 126]. Az L-fiiggvény a K-figgvény egy
normalizalt alakja [127]:

L(r)y=+/K(r)/m (2.4)

A fiiggvény esetén a CSR leoszlas L(r)=r egy egyenest ad. Az L-fliggvény normaliza-
cibja pedig a H-fuggvényt adja [128]:

H(r)=L(r)—r (2.5)

A 2.5 képletbdl 1athato, hogy H-fliggvény értéke pozitiv azon r értékeknél, amelyeknél az
adatban valamilyen klaszterezodés, aggregacié van jelen, negativ azon tavolsag értékeknél,
amelyeknél az adatpontok elhelyezkedése diszperz, és zérus az értéke, ha az adathalmaz

teljesen véletlenszer(i értékeket tartalmaz (2.7 abra).

A egyenlet nem veszi figyelembe azoknak a pontoknak a hatasat, amik a tanulma-
nyozott teriilet hataran vannak, ami a klaszterez6dés mértékének alulbecslését eredmé-

nyezi [125, 130]. Ennek korrekcidjara sziiletett par javaslat [131-134). Erre az egyik példa
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2.7. dbra. A Ripley-féle H fiiggvény (H(r)) viselkedése kiilonb6z6 pontfelhd
eloszlasokra szamolva [129]. A, Klaszterizdlodott pontok. B, Uniform eloszlasu (ran-
dom) pontok. C, Diszperz pontok. D, A H(r) fiiggvény alakja az A (piros folytonos vonal),
a B (z6ld folytonos vonal) és a C (kék folytonos vonal) dbran feltiintetett ponthalmazra
szamolva. Mindegyik ponthalmaz 50 ponttal lett legenerdlva (A—C).

a kovetkezo egyenlet:
1 N N

K(r)= 23> wy 1,(6.) (26)

j=1i=1
Ami csak a w;; paraméterben tér el a[2.2]képlettél. Ez a szélhatés korrekeios faktor, értéke

pedig:
Cn,
Cij

(2.7)

’LUij =

ahol Cj; az ij sugaru kor kertilete az i lokalizaci6 koril, C,, pedig ezen a kor keriiletének
a vizsgalt tertilettel vett metszetének nagysaga. A szélhatas korrekcids faktort kiillonosen

akkor érdemes figyelembe venni, ha a vizsgalt teriilet kicsi.

Pontfelhok tanulméanyozasanal meg kell valasztani milyen skalan vizsgalom az adatot.
Skala alatt azt a mérettartomanyt, illetve feloldast értem, amivel az adatra ,ratekintek”.
Néha tobb mérettartomanyban is ra kell nézniink az adatra a teljes képhez, pl. kis méret-
skalan egy pont mintazat klaszterezodést mutathat, mig nagyobb skalan vizsgalva kidertil,
hogy ezek a stirtibb domének diszperz médon helyezkednek el. Getis és Franklin egy ma-
sik L(r) fiiggvényt javasolt, a Ripley K-fiiggvénynek egy véltozatat, aminek célja, hogy
kiilonbo6z6 térbeli skaldkon szdmszertisitse a pontok (SMLM kontextusaban molekulak)

klaszterez6dését [135].

A statisztikus médszerek elénye, hogy konnyen értelmezhet6 objektiv adatokat szolgal-
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tatnak, illetve nem igényelnek a felhasznal6tél bemend paramétereket. Hatranyuk viszont,
hogy egy atlagos klaszterezodést mérnek az analizalt teriileten beliil, ezért a klaszterek

kiillonb6zo tulajdonsiagainak diverzitasarél nem mondanak semmit.

2.10.3. Siriiség alapi modszerek

Az egyik legnépszeriibb stirtiség alapt klaszterez6 algoritmus a DBSCAN [136]. A klaszte-
rek detektaldsa és szegmentéldsa két paraméter alapjan torténik: egy tavolsag érték () és
a minimum lokalizacié szadm (Ny,q,) €-n belil. A Ny, feltételnek a klaszter minden eleme
koriili € sugarban teljesiilnie kell egészen a hatdrol6 lokalizacidig. Az algoritmus ezen az
elven keresi és boviti a klasztereket, amig minden adatpontot be nem sorolt egy klaszter

elemének vagy zajnak abra).

Molecular localizations
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2.8. dbra. A DBSCAN alapt klaszteranalizis szemléltetése [129]. Jelen példdban
Ninag = 3. A jobb széls6 részéabran két klaszter latszédik (piros és kék pontokkal jelolve),
a sziirke adatpontok pedig zajnak lettek besorolva.

A DBSCAN megfelel6en beallitott paraméterekkel képes tetszoleges méretii és formaju
klasztereket megtalalni. Alkalmazhaté zajos adat esetén is, tovabba ki lett terjesztve 3D-
re [137]. Az algoritmus hatranya, hogy a bemeneti paraméterek gyakran szubjektiven

vannak megvalasztva, ami erosen képes befolyasolni az analizis eredményét.

2.10.4. Tesszelacié-alapti médszerek

A tesszalacid, vagy mozaikozas az a folyamat, amikor egy sikot vagy teret valamilyen ob-
jektumokkal atlapoléas és rések nélkiil lefediink. SMLM adatok elemzésénél gyakori mod-

szer a Voronoj-tesszelacio, aminek soran a lokalizaciés teret in. Voronoj-cellakra osztjuk
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fel oly médon, hogy minden cella azokat a pontokat tartalmazza, amik egy adott lo-
kalizacios koordinadtahoz a legkozelebb vannak abra). A Voronoj-celldk élei igy a
két legkozelebbi molekuldhoz tartozé ekvidisztans vonalak leszenk. A Voronoj-cellak te-
rillete a lokalis molekularis stirtiség reciprokaval lesz aranyos. Molekularis klasztereket a
Voronoj-cellak geometriai tulajdonsigai (pl. tertilet, forma) alapjan lehet szegmentalni
139], példaul azok a szomszédos celldk alkothatnak egy klasztert, amelyek tertilete
egy megadott érték alatt van. A Delaunay haromszogelést szintén hasznaltak SMLM adat
analiziséhez és kvantifikacidojahoz , . A Delaunay haromszogelés a Voronoj moza-
ikozas dualis megfeleléje. Azonban a Voronoj mozaikozas direkt becslést tud adni az un.

befolyasi régiora [139] és ezért eldnyosebb SMLM adat analiziséhez.

2.9. dbra. Voronoj tesszelaciéon alapulé klaszteranalizis szemléltetése [129]. A,
Szimulélt lokalizaciok két klaszterrel és zajos hattérbol adodo lokalizaciokkal. B, A Voro-
noj celldk (voros folytonos vonal) és Delaunay haromszogek (sziirke szaggatott vonal) az
A-n szemléltetett lokalizaciokra. C, Voronoj cellak szinekkel elkiilonitve. A fehér cellak a
nyitott régidkat jelolik.

A Voronoj mozaikozas egy meglehetésen gyors modszer és klaszterben 1évé szub-
klaszterek keresésére is konnyedén alkalmazhato, valamint létezik 3D kiterjesztése is .
Ennél a modszereknél azonban szamolni kell egy szélhatéssal, mivel a szegmental klaszte-
rek szélen 1év6 molekuldkhoz nagyobb Voronoj cella tartozik, ami megakadalyozza, hogy
azok a lokalizdciok hozzdjaruljanak a klaszterezeddshez. Ennek kezelésére sziilettek meg-
olddsok [139], azonban néhéany klaszterhatdron 1év8 valés klaszterelem kirekesztédhet a

talalt klaszter elemek kozil.
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2.10.5. Graf alapi médszerek

A grafok matematikai strukturak, amik egy rendszer valamilyen objektumai kozott te-
remtenek kapcsolatot. Az objektumok a csomépontok, és a koztiikk 1évé kapcsolatot az
élek jelképezik |142]. SMLM adatok esetén a lokalizacids koordinatak kozott keressitk a
kapcsolatot. Attél fiiggden, hogy milyen szempont alapjan hizunk be éleket a lokaliza-
ciok kozott, killonbozo graf alakzatokat kapunk . abra). Khater és mt. széleskoriien
tanulmanyoztak a graf elmélet alkalmazhatosagat SMLM adatra, megmutatva, hogy a
modszert fel lehet hasznalni eléfeldolgozéasra, mint az azonos molekuldkhoz tartozé loka-
lizaciok Osszecsoportositdsa vagy a zaj eltavolitasa, de utofeldolgozasra is, mint a minta

strukturélis vizsgalata [87, 143-145].

A B c
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2.10. 4bra. Graf-alapu klaszteranalizis szemléltetése [129]. A, Szimulalt lokalizéci-
ok két klaszterrel zajos hattéren. B, Halozatok szemléltetése, amikben minden A-n jelolt
lokalizacié 6ssze van kotve az Osszes olyan lokalizacioval, ami az € sugaru kérnyezetében
van. C, Halézatok szemléltetése, amikben minden A-n jelolt lokalizacié Gssze van kotve
a 3 legkozelebbi szomszédos lokalizacidval.

2.10.6. Bayes-féle médszer

A Bayes-féle megkozelités {6 célja, hogy csokkentse a felhasznald altal valasztott onkényes
paraméterek szamat. Az analizis egy meghatarozott modellt feltételezve kezdeti valdszi-
nliséget ad arra, hogy egy hipotézis igaz, majd minden tjabb bejové informacio frissiti ezt
a kezdeti valészintiséget. A priori modell lehet, hogy a molekuléris pozicidk egy klaszteren
beliil ggmbszimmetrikusan Gauss-eloszlast kovetnek, a kezdeti valoszintiség pedig ahhoz az

allitashoz van rendelve, hogy egy molekula klaszterhez tartozik-e. Minden tjabb poziciot
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megvizsgalva csokken vagy no ez a kezdeti valoszintiségiink. Az emberek gyakran hason-
16 modon tanulnak a mindennapi életiink soran: frissitik az atmeneti kovetkeztetéseiket,
ahogy 1j informaciot kapnak. Az irodalomban taldlunk példakat Bayes-féle alapt mddsze-
rek hasznalatara SMLM adatok klaszteranalizisében [15, |146| (147], amit 3D-s adatsorra
is kiterjesztettek [148].

A modszer egyik elénye, hogy a statisztikus mddszerekkel szemben nem csak a klasz-
terezddést képes kimutatni, hanem az egyedi klasztereket is detektalni lehet vele. Bar
vannak megkozelitések, melyek még képesek erre (DBSCAN, Voronj-tesszelacid), de a
Bayes-féle médszer nem igényli bemeno paraméterek megadasat a felhasznalétol.

A modszer hatranya, hogy modellezési feltétellel él. Ha tehat a megfigyelt molekularis
eloszlast nem lehet egy modellel kozeliteni, akkor a szegmentaciés mddszerek (mint ami-
lyen a kordbban emlitett DBSCAN vagy Voronoj mozaikozds) megfelel6bbek lehetnek.
Tovabba a metddus csak akkor generdl kvantitativan megbizhaté eredményeket, amikor
a tobbszoros felvillands korrigdlva van, illetve az algoritmusuk detektalhatésagi limitje
6 lokalizacio/klaszter koriili |[146]. Tovabbi hatrany, hogy az analizis meglehetésen nagy

szamitasi igénnyel rendelkezik.

2.10.7. Gépi tanulasos moédszerek

A gépi tanulas a mesterséges intelligencia egy gyorsan fejlodé adga. Egy szamitogépes
programra akkor lehet azt mondani, hogy ,,tanul”, ha egy feladatot bejovo tapasztalatok
soran egyre jobb teljesitménnyel végez el. Két f6 aga van, a feltigyelt és a feliigyelet nélkiili
gépi tanulas.

Feliigyelt gépi tanulds soran ismert adattal tanitjuk az algoritmust. A tanitas utdn
az algoritmus képes lesz hasonlé mintazatokat felismerni korabban nem latott, ismeretlen
adatban. Gépi tanulas megvalositasara népszert és hatékony eszkozok a neuralis haldza-
tok. Egy neurdlis halézatban az in. neuronok, mint 6nallé egységek valamilyen bemend
értékek alapjan egy kimeno értéket generalnak, ami aztan egy méasik neuron bemenetéiil
szolgalhat. A hasonlé funkcidkat betoltd neuronokat rétegekbe csoportosithatjuk, a ré-

tegek Osszecsoportositasa pedig maga a neurdlis halo. A tanitas soran a rétegek belso
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paramétereit hangoljuk oly mdédon, hogy optimalizaljuk a neuralis hal6 teljesitményét,
azaz a bemenetbol eldallitsuk a kivant kimenetet. A neuralis halok SMLM adatokra vald
alkalmazasanal azzal a probléméval szembesiiliink, mint altalaban a tobbi létez6d adatfel-
dolgozasi metodus esetén: a létezé algoritmusokat tipikusan raszterizalt képek vizsgala-
tara tervezték és egy diszkrét adatsort, pl. pixelértékeket igényelnek bemend adatként.
Williamson és mt. [149] legkozelebbi szomszédos tévolsag (NN D) értékeket hasznalték,
hogy megfelel6 bemenetet hozzanak létre egy neuralis halonak, ami aztan hatékonyan

tudta azonositani a klaszterizaldédott lokalizacidkat.

Feliigyelet nélkiili gépi tanulds soran az algoritmus elézetes informaciok nélkiil képes
mintazatokat, csoportokat, klasztereket felismerni az adatban. Khater és mt. klaszterek

graf strukturai alapjan sorolta be a klasztereket kiilonbo6zé csoportokba [87].

A gépi tanulas egyik hatranya, hogy az algoritmus tipikusan egy fekete doboz. Vissza-
kovethetetlen, mi tortént az adattal, hogyan jutott el az algoritmus a kimenettdl a beme-
netig, ami bizalmatlansdgot eredményezhet az eredmények irant. Tovabbi hatranya, hogy
a tanitas altaldban nagy mennyiségii ismert, un. cimkézett adatot igényel. Egy hatékony

megkozelités lehet, ha szimulaciokkal hozzuk létre a tanité adatot.

2.11. Geometriai paraméterek meghatarozasa

Egy sejtbéli struktira méretének meghatarozasa tipikusan a keresztmetszeti projekcio

alapjan torténik [150} [151]). Ez a latszélagos keresztmetszet a fluoroférok &ltal alkotott

« /ey

c /02

szeti profilbdl (2.11)b dbra). A struktira ismeretének hidnya esetén a mogottes struktira
keresztmetszeti profiljat gyakran kozelithetjik Gauss eloszlassal. Gauss eloszlas esetén a
mért latszolagos félértékszélesség (FW H M,y,) a valés félértékszélességgel (FW H My, ye)

és a lokalizdcids precizitassal (FW H M) van kapcsolatban a kovetkezéképpen [152]:

FW HM,,, = \/FWHM2, + FWHM2,, (2.8)
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FW H M-t gyakran kozelitik F'W H M,,,,-al. Ahogy a. abra illusztralja, a F'W H M,
nak a valés dimenziétél valéd eltérése a FW H M, -al 6sszemérheto. Az eltérés kisebb mé-
reteknél jelentGsebb.

Lokalizacios adatsoroknal a strukturdlis dimenziok meghatarozasara tobb ut is all
elottiink. Egyrészt a lokalizaciok alapjan létrehozhatunk egy nagyfeloldasu képet. Ez tor-
ténhet tgy, hogy a lokalizaciés precizitas altal meghatarozott magvi Gaussos elmosast
alkalmazunk a lokalizaciés koordinatakon, vagy pixelizaljuk a lokalizaci6s adatsort .a
abra). Ut6bbi esetben lényegében a lokalizacidknak egy 2D-s hisztogramjat hozzuk létre
[153]. A pixelek értelmes méretét a lokalizacié precizitdsa szabja meg.

Ugyanakkor hasznalhatjuk direkten a lokalizaciokat is méretmeghatarozashoz. Szikora
és mt. a lokalizdciokat hasznéltak fel szimmetrikus struktirak (vonal, kettds vonal, sav)
kiillonboz6 dimenzidinak megmérésére egy erre a feladatra irédott programmal [154, 155].
A szoftver a szimmetriatengelyt egy polinommal megilleszti, majd megméri a lokalizaciok
ettdl vald tavolsagat. Ezen tavolsagokbdl egy hisztogramot hoz létre, amit aztan a preci-
zitas és linkerhossz figyelembe vételével megilleszt. Linkerhossz alatt a célmolekula és a

fluorofor kozotti tavolsagot kell érteni. A dimenzidkat az illesztés paraméterei adjak meg.

2.12. SMLM analizis eredményeinek hitelesitése

Az SMLM adatsorok kiértékelésébol kapott eredmények szamos tényezotol fiigghetnek,
mint ahogy maga a kiértékelend6 adatsor is szamos tényez6tdl fiigg [156, |157]. A minta
el6készitéstdl kezdve (fluoroférok, jelolési stratégia, pufferoldat osszetétele, stb.) a mik-
roszkép hardveres részein at (optikai elemek, detektor, stb.) egészen a leképezési és re-
konstrukeios beallitdsokig (expozicids id6, képkocka szam, rekonstrukeids algoritmus, stb.)
minden hatassal van a létrejové adatsorra. A nem megfelel6 paraméterek miitermékeket
vezethetnek be, amik a kvantitativ kiértékelés eredményeit befolyasoljak. A nem megfele-
16 kiértékelési metddus, illetve nem jol megvalasztott kiértékelési paraméterek félrevezeto
vagy hamis eredményekhez vezethetnek. Fontos lenne tudni, hogy az eredmények megbiz-
hatoak és a legmegfelelobb kiértékelo algoritmust valasztottuk.

A minta ismeretét fel lehet hasznalni SMLM adat hitelesitésre, legyen sz bioldgiai
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2.11. abra. Fizikai dimenzidk mérése nagyfeloldast képeken [152]. a, Szimulalt
klaszterek diffrakcié limitalt képe (FWHM =70 nm) (i), a lokalizdciék Gaussos elmo-
séssal létrehozott nagyfelolddst képe (ii) és 2D-s hisztogramja (iii). Az elmoséds soran
haszndlt o (széras) értéke az (ii) részabran 15 nm. b, A mégottes keresztmetszeti profi-
lok (z6ld) Gauss eloszlast lokalizécids precizitassal konvolvélva (magenta) a nagyfeloldasi
képen lathaté profilok (sziirke) legenerdldséhoz. A latszolagos profil Gauss gorbével va-
16 megillesztésébdl (cidn) adédik FW H M,,,. FW H M, értéke a a osszefuiggésbol
szarmaztathatd, ami csak eredendéen Gaussos eloszlastu struktirakra igaz (a részabran
iii és iv). A mogottes struktira elézetes ismeretével megszerezheté a valddi struktira
szélesség egy dekonvoliciéval (ahol a dekonvolicids stuktira szélessége widthgecon, illetve
FW HM jecon)- ¢, Klaszterek valos és latszolagos mérete 2D-s hisztogrammal (voros) és
Gaussos elmosdassal kapott (kék) nagyfelolddsi képeket hasznalva. A grafikonon feltiinte-
tett részabrak reprezentativ méréseket szemléltetnek 70 nm-es klaszterekrol, amik fehér
pontozott vonallal vannak jelolve a-n. Az y (ordinata) tengelymetszet a legkisebb mérhet6
FW HM,,. értéket jeloli, amit a lokalizaciés precizitds (magenta) hatdroz meg.

struktirakrol [97] vagy mesterséges objektumokrél [158]. A kiilonbozé paraméterek ki-
sérleti tton torténé optimalizalasa azonban idoigényes és draga folyamat, tovabba erdsen
korlatozott is, hiszen az optimalis paraméterek a leképezendo strukturatél fiiggnek. A hi-
telesitéshez a szimulacios szoftverek nyujtjak a legsokoldalibb eszkozt. Ilyen szoftverekben
a minta paraméterei, a jelolés, valamint a felvétel paraméterei is szabadon varialhatoak in
silico. Szimulacidk persze nem adnak direkt kontrollt a végeredményre, de egyszeriibbé,

olcsobbé és gyorsabba tudjak tenni az optimalizalasi folyamatot. Megvan benniik a lehe-
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t0ség, hogy tanulmanyozzuk szamos paraméter hatasat és segit a végso nagyfeloldasi kép
magyarazataban, hitelesitésében, illetve a valés strukturak és miitermékek megkiilonboz-
tetésében. A lényeg, hogy ebben az esetben pontosan tudjuk, hogy mi a ,valés” struktira
és azzal tudjuk Osszevetni a kiilonboz6 metdédusokkal és paraméterekkel kapott eredmé-
nyeinket. Néhdny SMLM szimulaciés szoftver a TestSTORM [159, |160], a SuReSim [161]
és az SMeagol [162].
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3. Célkituzések

A nagyfeloldasi mikroszkopiai technikak 10j teriiletet nyitottak meg a vizsgalatok el6tt,
mivel a fluoreszcens minta diffrakcio limit alatti strukturainak vizsgalatat tették lehetové.
teres felolddssal. A nyers lokalizaciés felvétel viszont a korabbi mikroszképos felvételektdl
alapvetden eltéré modon egy olyan adathalmaz, mely a lokalizalt fluoroférok koordinatait
tartalmazza.

Célom lokalizaciés mddszerrel nyert pontfelhok kvantitativ elemzése volt relevans bio-
logiai kérdések megvalaszolasa érdekében, ami magaban foglalta kiilonb6zo kiértékelési
eljarasok kidolgozasat, a sziikséges mérések elvégzését, illetve az eredmények Gsszevetését
a biologiai kutatasokban széles korben elterjedt konfokalis felvételek elemzésébol kapott
eredményekkel. Kiilonos hangstilyt fektettem a molekulaszamlalasra, a klaszteranalizisre
és a minta strukturdlis elemzésére. A kitiizott célokat az alabbi részfeladatokra bontot-

tam:

— Célul tliztem ki klaszterek molekula tartalménak kvantitativ jellemezését kozvet-
lentil a mérési fajlt felhasznalva, ami nem bonyolitja a mérési protokollt, valamint

nem noveli meg a mérési idot.

— Olyan algoritmus létrehozasat terveztem el, amellyel minél tobb szempontbol tudom
jellemezni a megtalalt klasztereket, illetve amivel a klasztertulajdonsagok eloszlasat
is meg tudom hatérozni. Célul tiiztem ki, hogy ezen eredményeket Osszevessem a
konfokalis technikaval szerezheté eredményekkel, feltérképezve a korrelativ mérések

lehetOségeit.

— Célul tiiztem ki, hogy kvantitativ értékmérdket rendeljek filamentalis szerkezetekrol
késziilt ASTORM felvételekhez, amik alkalmasak a szalas szerkezetek egymassal vald

Osszevetésére.

— Motivaciom volt pontfelhékben 1év6 klaszterek strukturdlis jellemzése, beleértve a

klaszterek alaki tényezdit, és azok egymassal kialakitott szerkezetét.
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4. Modszerek és eszkozok

Munkam soran az AdOptIm csoport sajat épitésii mikroszképjan végeztem a méréseket.
Ebben a fejezetben csak az altalam hasznalt modszerekre és eszkozokre helyezem a hang-

stulyt, nem teszek emlitést minden lehetéségrol, amit a rendszer felkinal.

4.1. Felso kivilagitas

A mikroszkop vaz része egy 100 W-os D-LH/LC halogén lampa, amit felsé kivilagitasra
lehet hasznélni. A rendszertovabbi sziir6kkel (ND, D, GIF és NCB), illetve a Kohler kivilé-

gitashoz szitkséges kollektor és kondenzor lencsékkel, valamint apertira és mezorekesszel.

4.2. Lézerek

A rendszerbe tobb lathaté tartomanyban miikodo 1ézer hasznalhaté fluoreszcens gerjesz-

téshez. A késébbiekben csak a hulldimhossz szerint utalok vissza rajuk.
— 647nm: MPB Communications Ltd. 2RU-VFL-P-300-647-B1, 300 mW'.
— 640 nm: Cobolt Bolero, 300 mW.

— 634nm: Thorlabs HL63133DG, 170 mW. A didéda egy Thorlabs TCLDM9 fejlben
talalhat6, amit egy Thorlabs LDC500 vezérlé hajt meg.

— 561 nm: Cobolt Jive, 300 mW.
— 488 nm: Coherent Sapphire 488 LP-200, 200 mW .

— 405nm: Nichia NDHV310APC, 70 mW . A diéda egy Thorlabs LDMIT fejben ta-
lalhat6, amit egy Thorlabs LDC205C vezérlé hajt meg. A nyalab polarizacié tartéd

optikai szalba van csatolva a térsziirés miatt.

A nyalabtagitas egy 3x Galilei teleszképpal torténik.
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4.3. AOTF

A rendszer része egy Nikon lézer egység, aminek része egy akuszto-optikai modulator
(AOTF). Az AOTF segitségével kényelmesen és gyorsan tudtam allitani a mintara esé
lézerfény teljesitményét. A 1ézer egység két kimeneti porttal rendelkezik, egyik a széles
latoterd, masik a konfokalis megvilagitashoz.

Az 4ltalam haszndlt rendszer felépitését a [4.1] dbrasematikusan &brézolja. A széles
latéteri megvilagitas esetén a kiillonb6zo hullaimhosszak a 1ézer egység utan szét vannak
valasztva, hogy mindegyik hullimhosszat egyedileg lehessen manipuldlni (nyalabtégitas,
polarizacié &llitas, stb.), majd jra 6ssze vannak fiizve. Bizonyos hullamhosszak (532 nm,
640 nm, 634nm) csak ezen a szakaszon vannak felfiizve a nyaldbutra, de ezeket az aldb-

biakban részletezett kisérletek soran nem hasznaltam.

Mikrosz6p
EMCCD X Cot
vaz

Tovabbi
\\ N 0sz sz(ir6k
NN N\
5 = hS
z z =
Lézer egység N % z
—
405 | I
v ¢ f100
A T 7
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4.1. dbra. Az AdOptIm labor mikroszkép rendszerének sematikus abraja. NyT:
nyalabtagito, OSz: optikai szal, fxxx: xxx mm fékusztdavolsagu lencse.

4.4. Mikroszkép vaz

A mikroszkop rendszer egy Nikon Eclipse Ti-E inverz vazra épiil. A minta mozgatdsa egy
motorizalt xy asztallal és egy tovabbi z piezoval (MadCity Labs Nano-Zseries) lehetséges.
A minta axialis iranyt elmozduldsat a Nikon Perfect Focus System-el lehet korrigdlni.

A motorizalt objektiv tartobol azokat az objektiveket emelném ki, amelyeket a dol-
gozatomban részletezett eredményeim eléréséhez felhasznaltam. A késébbiekben csak a

nagyitasuk szerint utalok az objektivekre.
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— 20x: CFI S Plan Fluor ELWD 20XC, valtoztathatd feddlemez korrekcioja levegd

immerziés, 0,45-6s NA objektiv amit kereséshez hasznaltam.

— 60x: CFI Plan Apo Lambda 60X Oil, képsik korrekciét tartalmazo, 1,4-es NA olaj

immerzi6s objektiv, amit elsésorban CLSM mérések esetén hasznaltam.

— 100x : CFI Apo TIRF 100XC Oil, valtoztathato fedolemez korrekciéju, 1,49-es NA,
olaj immerziés objektiv, f6ként ASTORM mérésekhez.

A mikroszkép motorizalt szliré tartdjaban az aldbbi dikroikus tikor és emisszios sziir6é

kombindacidkat lehet valasztani:
— Semrock Di03-R405/488/561/635 + Semrock FF01-446/523/600/677
— Semrock Di01-R405/488/532/635 + Semrock FF01-446/510/581/703
— Semrock Di03-R635 + Semrock BLP01-647R

— Chroma ZT458rdc + Chroma EP4601p

4.5. Detektor karok

A mikroszkép vazon Osszesen négy portra szerelhetd detektor, de ebbdl csak harom van

hasznélva:

— E100: Az okular és az oldal port, amin egy Cairn OptoSplit II+Bypass rendszer
talalhaté egy Andor Zyla 4.2 sCMOS kameraval. A detektor és a okular kozott

mechanikusan lehet valtani.

— L100: Ezen a porton taldlhaté a Nikon C2+ konfokalis pasztazo fej, benne egy 4
savos dikroikus tiikor, amely a lézer egységbdl érkezo lézer hullaimhosszaihoz lett

valasztva.

— R100: Ezen a porton talalhaté a dSTORM mérésekhez hasznalt Andor iXon Ultra
897 EMCCD kamera (512 x 512 pixel, 16um-es pixel mérettel). A detektor el6tt

egy egyszeres nagyitasi, két tubuslencsébdl (Thorlabs ITL200) all6 4f teleszkép
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talalhat6. Ez lehet6séget ad PSF moédosité elemek (pl. az asztigmids 3D-s méré-
sek sordan hasznélt hengerlencse) és extra emissziés sziir6k behelyezésére. Az R100
porton taldlhaté 4f teleszképban (a Fourier-sikban) egy tovabbi emisszids sziirét

lehetett beforgatni (Thorlabs FW102C).

4.6. MintaelOkészités

A mérések sordn a minték egy specidlis pufferbe kertiltek [163], amire a dASTORM-o0s mé-
rések miatt volt szitkség. A minta altalaban egy 170 um-es fed6lemezen volt, amire 25 ul
puffer oldat keriilt. A puffer oldat PBS-ben feloldott vizes oldat volt, ami egy enzim-
atikus oxigén elnyeld rendszert (GloOx) tartalmazott: 2000 U/ml glukdz-oxiddz (Sigma-
Aldrich, G2133-50KU), 40000 U/ml katalaz (Sigma-Aldrich, C100), 25 mM kalium-klorid
(Sigma-Aldrich, 204439), 22 mM trisz(hidroximetil)aminometan (Sigma-Aldrich, T5941),
és 4mM trisz(2-carboxietil)foszfin (TCEP) (Sigma-Aldrich, C4706) 4% (w/v) glukdz-
zal (Sigma-Aldrich, 49139) és 100 mM [-merkaptoetilaminnel (MEA) (Sigma-Aldrich,
M6500). A pH 7.4-re lett allitva. A fed6lemez ezutén a targylemezre lett forditva és a két
felillet kozotti, puffer oldattal telitett térrészt egy kétkomponensti szilikon alapt ragasz-

toval zartuk le.

4.7. Faziskontraszt mikroszképia

A Kohler kivilagitas bedllitasa utan a faziskontraszt kép eléallitasdhoz a kondenzor lencse
elé, annak eliils6 fokuszaba be kellett forgatnom a megfelel6 gytrtdiafragmat. Az aper-
tura rekeszt érdemes volt teljesen kinyitni, hogy a fény biztosan atjusson a diafragman.
Ekkor az E'100-as porton az okular kivétele utan jol megfigyelheto egy fényes gytirii, amit
diafragma tartojaban 1évo csavarokkal a képtér kozepére allitottam. Ezutan az mikrosz-
kop vazan lehetdség volt betekerni a gytirtidiafragmahoz igazitott fazisgytiriit az objektiv
utan. Ennek képe is latszodott az E100-as porton. A fazisgylrli sotétebb képet a gyi-
ridiafragma képéhez igazitottam, amit szintén csavarokkal tudtam megtenni. Ekkor az

okular visszahelyezésével az E100-as porton faziskontraszt képet lehetett megfigyelni.
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4.8. CLSM

A CLSM felvételekhez az L100-as portra szerelt Nikon C2+ konfokalis pasztazd fejet
hasznaltam. A konfokalis és dASTORM méréseket szekvencidlisan hajtottam végre, gyak-
ran ugyanazzal az objektivvel, hogy minimalizdljam a minta eltolodast a két mérés kozott
és konnyitsem a képregisztraciot. A felvétel bedllitasait a Nikon NIS-Elements 5.02 szoft-
verrel vezéreltem és a felvett képeket az ImageJ-Fiji programmal jelenitettem meg |164].
A gerjesztés fényerejét a Nikon lézer egységen keresztiil az AOTF-el allitottam be. A fel-
vételek soran arra figyeltem, hogy a pixelméret és a axialis 1épések mérete az objektivnek
megfeleloek legyenek. A konfokalis tiilyuk méretét tipikusan 1,2 AU-ra, a PMT detekto-
rok érzékenységét pedig 100-as HV értékre allitottam. A felvételek soran a zaj csokkentése

érdekében minden fokuszsikrél két képet készitettem, és azokat atlagoltam.

4.9. dSTORM

A dSTORM mérések soran a hasznélt fluoreszcens jelol6 tipikusan Alexa Fluor 647 volt.
A gerjesztéshez ilyenkor 647 nm hullaimhosszu széles latétert kivilagitast alkalmaztam.
Az intenzitds az AOTF segitségével 2 —4 kW /cm?2-re allitottam a mintédn. A reaktivacio-
hoz a 405 nm-es hullamhosszt lézert hasznaltam. A gerjesztési és emisszios fény spektralis
szétvalasztasara a Semrock Di03-R405/488/561/635 és FF01-446/523/600/677 sziliréket
hasznéltam egy tovabbi AHF 690/70 H emisszids sziirével. Detektornak az Andor iXon3
897 BV EMCCD kamerat hasznaltam 20 — 30 ms-os expozicios idovel és 200-as EM er6-
sitéssel. A kamerat a mérések soran —75°C-ra lehiitottem. Egy nagyfeloldasi kép elké-
szitéséhez 20 — 50 ezer képkockat vettem fel. A fed6lemez fokuszban tartasahoz a Nikon
PFS rendszer folyamatosan aktiv volt. Az asztigmias 3D-s mérésekhez egy tovabbi 4m
fokusztavolsagi hengerlencsét helyeztem a fénytutba, az R100 port utan a 4 f rendszer elsé

lencséje elé, a vaztol 14,2 cm-re.
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4.10. Hasznalt szoftverek

A munkam soran megirt, illetve hasznalt szoftvereket MATLAB kornyezetben futtattam.
A pontfelhok kvantitativ elemzéséhez irt programkodokat részletesebben az eredményeim
ismertetése sordn targyalom (szakasz b)), itt csak két olyan szoftvert mutatok be, amiket

gyakran hasznaltam.

4.10.1. rainSTORM

A nagyfeloldastu képek rekonstrukcidja a csapat altal fejlesztett lokalizacios szoftverrel,
a rainSTORM-mal [165], [166] tortént. Az egyedi felvillandsok megillesztése kétdimenzids
Gauss-fliggvénnyel tortént a legkisebb négyzetek modszerével. A szoftver a fluorofor ko-
ordinatajanak a képére illesztett fiiggvény maximumhelyét vette. Az egyes felvillanasokat
lehet6ség volt konstans vagy linedris hattérrel, illetve szimmetrikus (2D-s mérések esetén)
vagy elliptikus (asztigmias 3D-s mérések esetén) Gauss-fiiggvénnyel illeszteni. A rekonst-
rukcid sordn a szoftver a lokalizacios koordindtakat és a hozzajuk tartozé meta adatokat
egy CSV fajlba mentette el. Emellett 1étrehozott egy Osszeg képet, ami a felvétel sordn
készilt képkockak Osszegzésével, majd a pixelértékek valamilyen dinamikus tartomanyra
torténd lenormalasaval hozott 1étre, illetve egy nagyfeloldasu pixelizalt képet, ami egy 2D-
s hisztogram, amely az egyes szuper-pixeleket gy alakitotta ki, hogy az adott tertiletre
eso lokalizaciok szamat feleltette meg a beiitésszamnak. A mechanikai mozgas vagy ter-
malis hatdsok miatt fellépo minta eltolédast egy kereszt korrelacion alapuld algoritmussal
analizaltam és csokkentettem le [167]. A rekonstrukciéhoz tipikusan a legaldabb 45 nm-es

precizitassal detektalt lokalizaciokat hasznaltam.

4.10.2. TestSTORM

A TestSTORM [159] 160, |L68] egy tesztminta generdlé program, amellyel elére bealli-
tott mintaval, jeloléssel és képkészitési paraméterekkel lehet szimulacidés mérési fajlokat
legenerdlni, amik aztan rainSTORM-ban rekonstrualhatoak és kiértékelhetéek. A szoftver

c sz

eredmények hitelesitésére, miitermékek felderitésére és a méréshez optimélis képkészitési
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paraméterek megvalasztasara.
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5. Uj tudomanyos eredmények

Ennek a fejezetnek célja, hogy attekintést adjon a kitlizott célokhoz kapcsol6dd eredmé-
nyemrol. Az eredményeimet négy alfejezetben targyalom, melyekben részletesen kifejtem
az alkalmazott mérési és kiértékelési eljarasokat, valamint a kovetkeztetéseimet. Az alfe-
jezeteket a megfogalmazott tézispontjaimmal zarom, melyek tomor Osszefoglalasat adjak

az eredményeimnek.

5.1. Célmolekulaszam meghatarozasa dSTORM mérések soran

direkt kalibracioval

A biolégiai, illetve patoldgiai folyamatokat nem szigortian a biomolekuldk (fehérjék, nuk-
lein savak, stb.) jelenléte vagy hidnya irdnyitja, hanem az ezek szamaban bekovetkezo
valtozasok. Az egyedi fluoroférok lokalizacidja megnyitotta az utat arra, hogy kvantitati-
van beszéljiink ezek mennyiségérol. Azonban a pontos szamok meghatarozasa sok kihivast
rejt magaban. A fotokapcsolhaté fluoreszcens fehérjék (PAFP-k) ismert 1:1 jel6lési szto-
chiometridja miatt molekula szamlaldsos problémaknal a PALM népszert technika, de
hatranyt jelent a PAFP-k gyenge jele, ami nem csak a detektalhatésag, hanem a preci-
zitas szempontjabol is limitald tényezd. A kis méretii szerves festékmolekulak jobb foto-
stabilitasuk és nagyobb fotonhozamuk miatt vonzo6 alternativat jelentenek, azonban ezek
sztochasztikus viselkedése és a gyakran elsédleges és masodlagos antitesteken keresztiil
megvalosulo jelolési technikaval vald péarositdsa neheziti a molekula szamlélasos felada-
tokban valé hasznalatukat. Sziilettek javaslatok a tulszamlalds meghatarozasara ilyen pe-
remfeltételek mellett, azonban ezek gyakran kalibraciés mérésekkel torténnek, amik nem
csak a mérés menetét bonyolitjak, de a fluoroférok kémiai kornyezetre érzékeny viselkedése
miatt is megkérddjelezhetoek.

Célom olyan moédszer kidolgozasa volt, ami kozvetlentil a ASTORM mérési fajlokat fel-
hasznalva a mintdban tud becslést adni a tilszamlalas mértékére. Tovabba célul tiiztem
ki, hogy mindezt egy felhasznalobarat mdédon valositsam meg, ami nem bonyolitja jelen-

tosen a mérési protokollt és nem noveli meg a mérési idot. Motivaciom volt tovabba kettos



5.1. Célmolekulaszam meghatérozasa dSTORM mérések soran direkt kalibracioval 43

szali DNS torések (DSB-k) egyik jelz6 fehérjéjének, a yH2AX hisztonnak [169] szdmszerii
megbecslése. A DSB-k tanulményozasanak biologiai relevanciaja jelentés. Ezek a legve-
szélyesebb DNS sériilések, mivel rosszul vagy lassan kijavitott hibak tumoros folyamatok

elindulasahoz vezethetnek [170].

5.1.1. Fluoreszcens festékmolekulak fotofizikai modellezése

A problémat a fotokapcsolasi folyamat modellezésével kozelitettem meg. Lokalizacios fel-
vételek soran a felvillandsok (aktivaciok) kozvetleniill mérhet6ek. Az egyedi fluoroférokhoz
tartozo aktivaciok szamanak és idofiiggésének elméleti leirdsa érdekében a fotokapcsoldsi
folyamatot Nieuwenhuizen és mt. [113] munkéja alapjan modelleztem. A fluoroférok fotok-
apcsolasi mechanizmusanak nem minden részlete letisztazott, de jol elkiilonitheté harom,
kritikus fontossaggal biré allapot, ami alapjan létre lehet hozni egy egyszerti modellt [171
172]. Ezek az allapotok:

0: Kikapcsolt vagy s6tét allapot, amikor a fluorofér hosszu élettartamii, nem gerjesztheto
allapotaban létezik.

1: Bekapcsolt vagy fluoreszcensen aktiv allapot, amikor a fluorofér gerjesztés hatdsara
fotonokat bocsat ki.

2: Kifakult allapot, amikor a fluorofér szerkezetében irreverzibilis valtozas jott 1étre és
tobbé nem fluoreszcens.

Az allapotok kozotti atmenetek valdszintiségét sebességi allandokkal jellemezhetjilk. Az
altalam hasznalt modell leirdsdhoz négy sebességi allandora volt sziikség: ko1 (0 — 1),
k1o(1 —0), ko2(0 — 2), és k12(1 — 2). Ezek reciproka megadja az allapotok élettartamét.

A folyamat modellezésénél a kovetkezo feltevésekkel éltem:
— Kifakulds a fluoreszcens és a sotét allapotbdl is lehetséges |113].

— A sebességi allandok a mérés soran nem valtoznak. Ezt aldtamasztja, hogy a mérés
soran hasznalt pufferoldat 3 —4 éran at hasznalhaté volt, miel6tt észrevehetd lett

volna a villogas dinamikajanak megvaltozasa.

— A mintdban nincsenek olyan lokalis kiilonbségek, amelyek szignifikans eltérést ered-
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ményeznek az azonos intenzitassal gerjesztett festékmolekuldk kozott, mivel a minta
permeabilizalasa miatt a pufferoldat mindenhova eljut és a festékmolekulak mindig

a masodlagos antitestekkel érintkeznek kozvetleniil.

— A szerves festékmolekulak nagy fotonhozama miatt a kiértékelés soran a felvillana-
sok szamat egyenlévé tettem a lokalizaciészammal, vagyis feltettem, hogy az Gsszes

bekapcsolt allapotot detektaltam a mérés soran.

A fluoroférok nagy része gerjesztés hatasara gyorsan bekeriil a sotét allapotba és ott ,,meg-
reked” (b.1}a dbra), mivel annak élettartama nagysagrendekkel nagyobb, mint a bekacsolt
allapot élettartama (a levezetést lasd a fiiggelékben: F1 . Igy a fluoroféroknak
mindig csak egy kis szdzaléka lesz fluoreszcensen aktiv. A kezdeti tranziens szakasz utdn
bedlld allapot a kifakulds miatt nem allando .b abra). A sotét allapot teljes kitirii-
1ési sebességi allanddja: ko = ko1 + koo és a fluoreszcens allapot teljes kiiiriilési sebességi
allandoja: ki = k19 + k1s. Erdemes bevezetni két fizikailag relevans sebességi allandot, a

fotokapcsoldsi (ks,) és a kifakuldsi sebességi allandot (ky) [113]:

ko ky
sw — k’()—|-k'1

(5.1)

- kO'kl_kOTklO

ki = 5.2
bi o (5.2)

Ezeknek reciproka a kapcsolasra, illetve a kifakulasra jellemzo idotartamokat adjak meg

(Tsw = 1/ksw és Ty = 1/ky). Az aktivaciok szdmanak varhaté értéke ezek alapjan [113]:

o

PG e ) (5.3)

(Niokatizacio(t)) =

A lokalizacioszam valtozasa direkten mérhetd, ebbol adéddan a lokalizacidszam idébeli
valtozasanak megillesztésével megkaphatjuk ky vagy 7, értékét .C abra). Az illesz-
tett fiiggvény az képletnek csupan konstansszorosa lesz. Egy festékmolekula m-szeri

aktivaciojanak valésziniisége [113]:

mrm - m— - " -
Pl =(1-b) e +b-(1=b)" 1> —e (5.4)

n=m
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ahol 7 = kg, -t és b= ky/ks,. Latszik, hogy a valésziniiségi eloszlas egy Poisson és egy
geometriai eloszlasboél tevodik ossze. Ha ky -t < 1, akkor a Poisson eloszlds domindl, ha

ky -t > 1, akkor a geometriai eloszldas dominal .d abra).

a 1 b 1
3 I
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£05 2 205 —N,
0 fe)
ES 9 N
Ee 0 2
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5.1. abra. Fluoroférok fotofizikai modellezése. a, Allapotok betoltottsége az idé
fiiggvényében a tranziens tartoméanyban. b, Allapotok betoltottsége az idé fiiggvényében
a tranziens allapotok lecsengése utan. c, Az aktivaciok szdméanak varhato értéke az id6
figgvényében. d, Az aktivaciok szamanak valdsziniségi tomegfiiggvénye egy festékmole-
kula esetén harom idépillanatban. ko =1/41,6 % ; k10=1/0,05 % : k12=1/300 % ; koe=1/300 %
(a—d)

5.1.2. Aktivaciok szamanak eloszlasa tetszoéleges szamu fluorofér esetén

Immunjel6lés esetén elsddleges antitestekkel specifikusan megjelolik a célmolekulakat,
amikhez aztan a festékmolekulakkal megjelolt masodlagos antitestek kapcsolédnak. Ezek
szama valamilyen eloszlassal bir, de az egyszeriiség kedvéért a varhatd értékeket irom fel.

fgy egyetlen célmolekuldhoz tartozé fluoroférok varhaté szdma:

Njel(’jlés = 1Velsbdleges * Nmésodlagos : Nfesték (55)
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ahol Nejssareges @ célmolekuldhoz kotott elsédleges antitestek varhat6 szdma, Ny ssodiagos @
masodlagos antitestek varhaté szama egy elsddleges antitesten, Nyeqsr pedig a masodla-
gos antitestekhez kapcsolt festékmolekuldk varhatéd szdma. Nejssdieges €5 Nmasodiagos €rtéke
flige az antitestek szamara hozzaférheto epitopok szamatol, illetve a jelolési protokoll-
tOl. Nyesier értéke az antitestekhez kapcsolt fluoroférok szamatoél fiigg, amit a gyartasi

folyamat hatdroz meg. Osszességében az egy célmolekuldhoz tartozé lokalizacidk szdma:
okalizécié — jelolés * 1 Vaktivacié " 1 Vélettartam .
Niokatizacis = Njelsiés  Nak N (5.6)

ahol Njoparizacic €gy fluorofor fluoreszcensen aktiv allapotanak szdma a mérés soran, Ngettartam
pedig a bekapcsolt allapot élettartama expoziciés idében kifejezve. Ngattartam abbol adé-
dik, hogy egy felvillanas tobb egymast koveto képkockan is latszodhat, ezzel mindegyiken
egy kiilon lokalizacidt eredményezve. N darab egymastél fiiggetlen festékmolekula m kap-
csolasi ciklusanak valészintisége az Osszes lehetséges variacié valdszintiségének az Osszege:

PN = > PPl P (5.7)

m
r1tx2+-t+TN=m

ahol PN annak a valészinfisége, hogy N db fluoroférhoz m db aktivacié tartozik, z - - -z
pedig az 1.--- N. festékmolekula fotokapcsoldasainak szamét jeloli. Az m kapcsolas N

fluorofér kozotti elosztasa egy bijekcids probléma. A lehetdségek szama |173] [174]:

m+N—1
N—1

(5.8)

Megmutathaté, hogy 30 aktiviciot 8 festékmolekula tobb mint 10%-féleképpen tud produ-
kalni (10295472 db lehet6ség). Ennyi valészintliség kiszamitasa nagy szamitési kapacitast
igényel, valamint minden lehetéségre kiilon egyenlet felirdsat, ezért a szamolashoz egy
matrixos reprezentaciot hasznaltam a hatékony kezelhetéség miatt. Ehhez az adott epité-
phoz tartozé fluoroférokat fliggetlen csoportokra osztottam. Tegyiik fel, hogy N fiiggetlen

festékmolekula tartozik a célmolekuldhoz és m kapcsolasi cikluson mennek keresztiil. Mas
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szoval m felvillanast detektalunk, de nem tudjuk, hogyan oszlik el ez a fluoroférok kozott.
Osszuk fel az epitéphoz tartozé N szamu fluorofort két fiiggetlen csoportra: K és N —

— K. Ha az els6 csoporthoz z; aktivacio tartozik, akkor a masikhoz xo =m — 1z, vagyis a

valészintiség :
PY— S PE.pNK 59
T1+Tro=m
vagyis
Py =3 PR-PAE (5.10)
i=0

A lehetséges eseteket egy PN 2D-s matrix formdjiba rendezhetjiik az aldbbi médon,
aminek m. mellékatléja mentén vett elemeinek 6sszege megadja m — 1 kapcsolasi ciklus

valdsziniiségét (mivel 0 aktivacio is lehetséges):

p(% pé?fm
PN—| : . (5.11)

m
N N
Pm,O Pm,m

ahol PJ]\,Q annak a valoszinlisége, hogy az egyik fluorofér j, a masik pedig k aktivacion
megy keresztiil. Az képlet alapjan belathatd, hogy az aktivaciok szaméanak novelésé-
vel a valészinliség nulldhoz tart. Tovabbd mivel az eloszlas fliggvény alatti teriilet 1-hez
tart, a sornak konvergensnek kell lennie, tehat a nagy kapcsoldsi ciklusokra nem sziik-
séges kiszamolni a valészintiségeket. Ha m aktivacié valdszinliségét akarjuk kiszamitani,
akkor a matrixot addig sziikséges kitolteni, hogy m+1 sora és m+1 oszlopa legyen, ami
egy négyzetes matrix. A matrix mellékatl alatti elemeinek kiszamitasa redundans, mivel
a matrix szimmetrikus. A mellékatlokban szereplo elemek Osszegei adjak meg a kvan-
talt valoszintiségi tomegfiiggvényt. Mivel az egy festékmolekuldhoz tartozo eloszlas ismert
(az képlet), abbdl kiindulva az eloszlas néhany 1épésben tetszéleges szamu fliggetlen
festékmolekulat tartalmazo bekotési helyre megadhaté. A megoldandé egyenletek szama
X molekula esetén |log, X |. A dSTORM mérések soran egy egyedi célmolekuldhoz tehat
egy klaszter rendelodik, aminek Njgraizacio €lemszama van. Ezt a klasztert nevezhetjik a

célmolekula ldbnyomaéanak, Ny paizacic €rtékét pedig a rendszer valaszfliggvényének. A 1ab-
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nyom méretét a lokalizdcids precizitas és a szabadon korbefordulé linkerhossz (fluorofér

és a célmolekula kozotti tavolsag) fogja meghatazorni.

5.1.3. YH2AX vialaszfiiggvényének kisérleti meghatarozasa U20S és DIVA sej-
tekben

A yH2AX a kromatin strukturaldsaban szerepet jatszo H2AX hiszton foszforilalt valtozata
és alapvet6en a DSB sériilések biomarkere [175]. Ugyanakkor ez a médosulat kis aranyban
DSB nélkiil is véletlenszertien 1étrejohet [176], ami egyedi, jol elkiilonitheté labnyomokat
eredményez a mérés soran (5.2l dbra). Ez idealis célfehérjévé tette a valaszfiggvény ta-

nulmanyozasara is.

5.2. dbra. YH2AX molekulak dSTORM felvétele U20S sejtmagban. a, Egy ke-
zeletlen sejtmag dASTORM képe. b, Az a-n fehér kerettel jelolt tertilet nagyitott képe.
Jol latszédnak az egyedi YH2AX hisztonokhoz tartozo kis méretii foltok. A kinagyitott
teriilet oldalhosszusaga 5 um. Skala: 1 um (a).

A valaszfiiggvény kisérleti megallapitasahoz dSTORM felvételeket készitettem keze-
letlen (kontroll), illetve DSB indukalé karcinogén anyagokkal (Neocarzinostatin (NCS) és
4-Hydroxytamoxifen (4-OHT)) kezelt U20S és DIVA sejtekr6l. A mérés soran torekedtem
az optimalis expoziciés id6 beallitasara. Annak ndvelésével nagyobb eséllyel detektalok
egy fluoreszcensen aktiv allapotot egyetlen képkockan, vagyis tobb foton alkotja a mole-

kula képet, ami az egyik legfontosabb paraméter a lokalizaci6 precizitasdhoz. Ugyanakkor
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megnovekedik a valésziniisége, hogy a molekulak képei atfednek, ami hamis vagy kisztirt
lokalizaciokat eredményez, illetve novekszik a hattér, ami rontja a jel/zaj ardnyt. A fluo-
roforok egy része tehat elkeriilhetetleniil tobb egymast kovetd képen is megjelenik, ezzel
a nagy feloldasu képen tobb lokalizaciot is maga utan hagyva, vagyis Neettartam €rtéke
nagyobb lesz, mint 1. A mérési fajlokon a rainSTORM szoftverbe implementalt algorit-
mussal trajektoria illesztést hajtottam végre, ami az egymast kévetd képeken az azonos
fluoroférhoz tartozo lokalizaciok tarsitasat végezte el. Azokat a lokalizacios koordinatakat,
melyek egymast koveto képkockakon egymastol egy elore definidlt R tavolsagnal kozelebb
voltak, az algoritmus egy darab betitésszammal stulyozott atlag koordinataval helyettesi-
tette. R értékét a lokalizaciés precizitds alapjan 25 nm-re allitottam. A trajektéria hosszak
(Ngiettartam ) €loszlésa kozelitoleg egy exponencialis eloszlds, aminek megillesztésével meg-
hatarozhato a bekapcsolt allapot élettartama, ami fontos adat az optimalis expozicids id6
beallitasanal .c abra). A trajektoria illesztett adatsor kevesebb, de precizebb lokaliza-
cidkat eredményez .f abra), ami segiti az egyméshoz kozeli klaszterek kiillonvalasztast
.b,d abra). A trajektéria illeszt6 algoritmust hasznédlata utan az az képletben 1év6

Neettartam 1€nyegében 1-nek veheto.

A kezelés hatasara létrejott DSB-k miatt a YH2AX hisztonok jél lathatéan klasz-
terizalodtak (5.4la—c dbra). Ezeket a kalsztereket fokuszoknak is nevezik. Ilyen fokuszok
el6fordultak ugyan a kontroll sejtekben is, azonban jelentOsen kisebb szamban. A trajekto-
ria illesztés utan a yYH2AX klaszterek detektalasahoz a DBSCAN algoritmust hasznaltam.
Ennek egyik oka az volt, hogy az algoritmussal a talalt klaszterek kiillonb6z6 paramétereit
(pl. tertilet, elemszam, stb.) egyedileg tudtam meghatarozni és ezek a paraméterek alkal-
masak voltak, hogy elkiilonitsem a labnyomokat a nagyobb fékuszoktol. A klaszterekhez
egyedi paramétereket a Voronoj algoritmussal is lehetett volna rendelni, de a mozaiko-
zasnal nehezen kezelhetdek a klaszterek szélén 1évo lokalizaciok, igy konnyen kaphattam
volna kisebb tertiletii és elemszamu klasztereket, mint a valds érték, ami jelen esetben
kritikus. A DBSCAN masik elénye az volt, hogy az € paraméter adédott a precizitas és a
linkerhossz értékébol, ezek az értékek pedig ismertek. Az dltalam beallitott értékeket ezek

alapjan: € = 15nm és N,,;, = 5. A megtalalt klaszterek tertiletét a lokalizaciok konvex
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5.3. abra. A trajektoria illesztés eredménye. a, Egy siirtibb teriillet dSTORM ké-
pe. b, Az a teriilet klaszteranalizisének grafikus reprezentacidja. c, Trajektoria illesztés
utani ASTORM kép az a teriiletrél. d, A c teriilet klaszteranalizisének grafikus repre-
zentacidja ugyanazokkal a paraméterekkel lefuttatva az elemzést, mint b esetén. e, A
trajektoria illesztéssel taldlt fluoreszcensen aktiv allapotok hosszanak eloszlasa és a ra
illesztett elméleti exponencialis fliggvény. A 7 paraméter az illesztésbol lett meghatéaroz-
va és a fluoreszcensen aktiv dllapot élattartamat jeloli. £, A nyers lokalizaciok (kék) és
a trajektoria illesztett lokalizaciok (narancs) Thompson precizitdsanak eloszlasa. Jol lat-
szodik, hogy a trajektéria illesztés utan kevesebb, de precizebb lokalizaciékat kapunk. A
kiillonboz6 szinek a klaszterek elkiilonitését szolgaljak. (b,d) Skala: 200 nm. (a,c).

burkoléjanak tertiletével azonositottam. Megallapitottam, hogy a sejtekben talalt klasz-
terek méreteloszlasa log-normél gorbével jol illeszthetd. A kontroll sejtekben az eloszlas
médusza 3170 nm?2-nek adédott .d abra) és ez az érték nem valtozott jelentésen a ke-
zelés hatésara (5.4]e.f dbra). Az eloszlasok atlaga azonban 18 %-kal (8750 nm? - U20S T),
illetve 55 %-kal (11550 nm? - DIVA T) novekedett a kezelést kovetéen a kontrollhoz ké-
pest (7450 nm?). Vagyis a kezelés hatésdra a teriilet eloszlas a nagy méretii (> 5000 nm?)
klasztereknél modosult, ezektol a klaszterektdl pedig elkiilonithetéek az egyedi, endogén

is jelenlévo YyH2AX hisztonok.

A hitelesitéshez a TestSTORM szoftverrel is szimuldltam egyedi megjelolt epitopokrol
késziilt felvételt. A szimuldciéban a linker hosszat 20 nm-re allitottam, ami a jelolés sordn
hasznalt antitestek hozzavetdleges mérete. A méréshez hasonlé jel-zaj viszonnyal 1étrehoz-
tam egy tiff képkoteget, amin aztan a rainSTORM szoftverrel lefuttattam a lokalizacios
algoritmust. A szimulalt epitépokhoz tartozo klaszterek tertileteloszlasnak moédusza ha-
sonld a mérés soran meghatarozott értéknek b abra). A szimuldcié és a mérés egyarant

megerositette, hogy az egyedi YH2AX hisztonokhoz tartozd klaszterek teriiletének maxi-
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mum ~ 5000 nm?, és a leggyakrabban el6fordulé érték ~ 3000 nm?.
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5.4. abra. YH2AX klaszterek teriileteloszlasanak vizsgalata. a—c, Kezeletlen (K),
NCS-szel kezelt U20S (U208 T) és 4-OHT-vel kezelt DIVA sejtek (DivA T) dSTORM
és klaszteranalizalt képe. d, A teriileteloszlasok valoszintiségi stirtiségfiiggvénye kezeletlen
U20S sejtben és egy szimuldlt minta esetén (Szim). e, Kezeletlen és kezelt U208 sejtben
talalt klaszterek tertileteloszlasa. f, Kezeletlen és kezelt DIVA sejtekben talalt klaszte-
rek teriileteloszlasa. A nyilakkal jelolt értékek az eloszlasok moéduszait jelolik. (d—f) Az
elemzés 5db kezeletlen 4 db U208 kezelt és 6db DIVA kezelt sejten alapul. Skédla: 2 um
(a—c).

Az egyedi epitopok valaszfiiggvényének meghatdrozasandl figyelembe vettem, hogy a
gerjesztési intenzitas hatdssal van a fluoroférok fotofizikai viselkedésére, ezért a dASTORM
felvételeket intenzitas alapjan 3 teriiletre osztottam és kiilon vizsgaltam .b abra). A
gerjesztéshez hasznalt megvilagitas centralis szimmetriaja miatt a felosztashoz koncentri-
kus koroket hasznaltam és a létrejovo teriileteket kiilon vizsgaltam. A korok méretét ugy
noveltem, hogy az epitépok szama mindegyik tertileten hozzavetoleg azonos legyen. Ehhez
a sejtmagot ellipszissel kozelitettem és RAmanudzsan kozelitéssel [177] kiszamoltam a sejt-
mag keriiletét. Ezutan kiszamoltam a korok sugarat, hogy a tertilet 2-szer, illetve 3-szor
nagyobb legyen a legkisebb sugarahoz képest, majd ezeket egy korrekcié faktorral meg-
szoroztam, ami az ellipszis teriiletének és kertiletének hanyadosa volt. A sejtmag hatarat
manudlisan rajzoltam kérbe. Az adott régiokban klaszter teriilet alapjan (< 5000 nm?)

megkerestem az egyedi epitépokhoz tartozd klasztereket (5.5.c dbra). Minden teriilet-
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re meghatdroztam a kifakuldsi ratdt az osszlokalizacié szamara vald illesztéssel az [5.11]
képletet hasznalva .d abra). Az Njeses meghatarozasanal figyelembe vettem, hogy a
hisztonok hozzaférhetosége miatt egyetlen elsddleges antitest tud hozzakotni a yH2AX
molekuldahoz, a masodlagos antitest pedig két epitépot ismer fel az elsodleges antites-
ten [178]. A masodlagos antitesthez kapcsolt fluoreszcens molekuldk szdma a gyartéval
vald egyeztetésbdl adododan 4. Kovetkezésképpen egy célmolekulahoz 4 vagy 8 festékmole-
hasznaltam. Az illesztésnél figyelembe vettem, hogy a kezdeti 4 és 8 fluoroférhoz tartozo
Njesies ardny nem véaltozhat a mérés sordn .e abra). A vélaszfiiggvények varhaté érté-
kének meghatarozasahoz a megtaldlt labnyomok elemszam eloszlasat megillesztettem az
elméleti iton meghatarozott gorbével e abra). Az illesztésre a kis valaszfiiggvények
figyelembe vétele miatt volt sziikséges, ugyanis ezeket — jelentés szamuk ellenére — nem
vagy nehezen lehet megtalalni klaszteranalizissel. DBSCAN esetén altalanos szabély, hogy
a minimdlis klaszter elemszam az adat dimenzi6éjanak szamabél (D) adédik: N, = D+
+1, de a nagyobb szamok tipikusan jobbak, ha az adat zajjal van terhelve [179, 180].
Az eloszlas idofejlédésének ismeretét is kihasznaltam az illesztés soran. A mérések idobeli
feldarabolasaval megfigyeltem, hogy az alkalmazott modell hogyan koveti le az idofej-
16dést. Ehhez tobb idotartomanyra lefuttattam a klaszteranalizist és az illesztést, hogy
megkapjam a valaszfiiggvény eloszlasokat. Megfigyelheto volt, hogy az elemszam varhato
értéke az id6 elorehaladtaval nott, de ennek a novekedésnek mértéke egyre kisebb volt,
ami jol megjosolhatoan a kifakulas hatasara kovetkezett be. A vartaknak megfeleléen 7,
az intenzitas csokkenésével novekedett és ezzel egyiitt a fotokapcsolasi sebességi allando
is megnétt (5.5/f dbra). A két hatds koziil a fotokapcesoldsi sebességi dlland6 novekedése

volt jelentésebb, ami az aktivacidoszam varhatéd értékének novekedésében figyelheté meg.

Az epitopokhoz tartozo valaszfliiggvényt felhasznalva megbecstiltem a fokuszok YH2AX
tartalmat. Ehhez labnyomokra illesztett elméleti gorbe varhato értékével leosztottam a f6-
kuszokkal azonositott klaszterek lokalizacio szamat. Ha a jelolési hatékonysag megfelelo,
akkor ez jo kozelitést ad azok YH2AX tartalmara. Azokban a sejtekben, ahol DNS toré-

sek lettek indukalva, a YH2AX hisztonok szaménak megnovekedése és klaszterizal6édasa
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5.5. abra. Egyetlen epitéophoz tartoz6 valaszfiiggvény meghatarozasa. a, Nagy-
feloldasa dSTORM felvétel egy kezeletlen U208 sejtmagrol YH2AX jelolés esetén. b, A
lokalizaciok régidkba osztasa a gerjesztési intenzitas alapjan. c, Klaszter analizalt kép a
klaszter teriilettel szinkédolva (lent) és sematikus dbrazolds egy egyedi YH2AX hiszton
immunjel6lésérél és a hozza tartozé emisszio ido6fiiggésérodl (fent). d, A mérés soran detek-
talt aktivaciok szama az id6 fiiggvényében (kék gorbe) és az erre illesztett elméleti gorbe
(piros szaggatott vonal). 7, az illesztésbdl lett meghatérozva. e, Az 5000 nm? alatti klasz-
terek elemszamanak eloszlasa az ido fiiggvényében és a rajuk illesztett elméleti modell.
A nyilakkal jelzett értékek az illesztett gorbe alapjan meghatarozott varhatd értékeket
jelolik. f; A meghatarozott 7y és Nigraizscis €értékek a kiillonbo6zo régidkban.

volt megfigyelheto a kontroll sejthez képest .a—c abra). A yH2AX molekuldk szdma
a fékuszokban egyenesen aranyos volt a tertilettel és az illesztett egyenes meredeksége
lényegében nem valtozott kezelés hatasara .dff abra). Kezeletlen esetben a meredek-
ség (397 +£7) yH2AX /nm?, kezelt U20S esetben (427 +3) yH2AX /nm?, és kezelt DIVA
esetén (4124+4)yH2AX /nm?. Az elemzés sordn € = 50nm és N,,;, = 8 paramétereket

hasznaltam a fokuszok detektdlasédhoz.
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« U20ST * DIVAT
— U20S Till. X — DIVATIll.

0,1 0,2 20,3 0,4 0,1 0,2 20,3 0,4 0,1 0,2 20,3 0,4
Ak\aszter (Hm=) Aklaszter (Hm=) Ak\aszter (Hm=)

5.6. abra. YH2AX klaszterek epitop tartalmanak méretfiiggése. a—c, Reprezen-
tativ kontroll, NCS kezelt U20S és 4-OHT kezelt DIVA sejtek, valamint kiemelések a
benniik taldlhato fokuszokrél. d, Kezeletlen sejtekben talalhaté klaszterek YH2AX tartal-
manak fliggése a klaszterek teriiletétol és a ra illesztett egyenes. e, Kezelt U20S sejtekben
talalt fokuszok becsiilt YH2AX tartalma a klaszterek tertiletének fiiggvényében és a rd il-
lesztett egyenes (piros vonal) Gsszevetve a kontroll egyenessel (kék vonal). f, Kezelt DIVA
sejtekben talalt klaszterek YH2AX tartalmanak teriiletfliggése és a ra illesztett egyenes
osszevetve a kontroll egyenessel. Az elemzés 5 db kezeletlen U20S 4 db kezelt U20S és 6 db
kezelt DIVA sejten alapul. Skala: 1 um (a—c).

5.1.4. A fejezethez kapcsol6dé téziseim

A fluoreszcens molekuldkat harom allapotu rendszerrel modellezve meghataroztam egye-
di megjelolt célmolekuldhoz tartozo lokalizaciok szamanak valdszinliségi tomegfiiggvényét
tetszoleges jelolési arany esetén dSTORM mérések soran. Szamitégépes algoritmust fej-
lesztettem a mikroszkép rendszer valaszfiiggvényének meghatarozasara kozvetleniil a lo-
kalizacios adatsorbdl. Nagyfeloldasi dSTORM méréseket végeztem U208 és DIVA sejt-
magokrol és a kidolgozott mddszerrel meghataroztam az altalam hasznalt rendszerben a

kromatin szerkezetet felépito alegységhez tartozo valaszfliggvényt.

Kapcesolédd publikdciok: [Al]
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5.2. YH2AX klaszterek kvantitativ tér- és idébontott vizsgalata

c sz

dez6dés tanulmanyozasanak egyik eszkoze a klaszteranalizis. A klaszterezodés kimutatasa
onmagaban fontos és szamos kérdés megvalaszolasaban segit, azonban a klaszterek kvanti-
tativ jellemzése tovabbi Osszefiiggések felfedezésére ad lehetoséget. A klaszterek kiilonbo-
z6 tulajdonsagairdl a leginformativabb eloszldsokban beszélni, ezen eloszlasok pedig tér-
és ido6fuggoek lehetnek. A DNS kettds szalu toréseket jelezé yH2AX klaszterek idébon-
tott vizsgalatat hajtottam végre rontgen sugarzassal kezelt human eredetli glioblasztéma
(U251) sejteken. A mintédkat az ELI-ALPS radiobiol6giai kutatécsoportja hozta létre. A
sugarkezelés hatasanak tanulmanyozasa fontos a rakos betegségek kezelése szempontjabol,

hiszen az ionizalé sugarakkal szelektiven lehet elpusztitani a beteg sejteket.

5.2.1. Bioldgiai objektumok szegmentailasa az 0sszeg képek felhasznilasaval

A Kklaszterek térfiiggésének vizsgalatanal lényeges kontextusba helyezni azokat. Biologiai
mintdk esetén lehet a maghértya vagy a sejtmembréan egy ilyen viszonyitasi alap. Ezek a
hatarok viszont — ha csak nem festédtek — a nagyfeloldasi pontillista képeken lathatat-
lanok. A keresett struktirak az autofluoreszcencia kévetkeztében kirajzolodhatnak ugyan
egy fluoreszcens képen, de ennek jelét a lokalizacids algoritmus hatékonyan kisziiri. Azon-
ban lokalizacios felvételekbdl is el6allithato , hagyomanyos” fluoreszcens kép a mérés soran
készilt képek Osszegzésével, majd a pixelértékek valamilyen dinamikus tartomanyra torté-
n6 lenormalasaval. Az igy létrehozott képeket 0sszegképeknek nevezem, amiket a keresett
biologiai objektum szegmentéalasara hasznéltam fel. A felvételekbdl 8 bites 0sszegképeket
hoztam létre. Ezeken a képeken a keresett objektum tipikusan fényesebb és kontrasztosabb
volt, mint a hattér .a,f abra). Ezt a két megfigyelést felhasznalva az alabbi 1épéseket

hajtottam végre a szegmentalashoz:

I. Egy Sobel algoritmuson alapul6 szélkeresést alkalmaztam az 6sszeg képeken 181
182], ami egy bindris képet hozott létre a éleket jelzé vonalakkal. A szélkeresé al-

goritmus a keresett biologiai objektum hatarvonalai mentén 1évé nagy intenzitéas
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gradiens miatt jol kivehetéen korbehatarolta a szegmentalandé tertiletet. Ezen fe-

lill a vonalak a keresett bioldgiai objektum teriileten beliil is stirtibben voltak jelen

(6-7b,g abra).

Az objektumban 1évé stirtin elhelyezked6 vonalak kozotti réseket két egymas utan al-
kalmazott morfologiai dilatdaciés algoritmussal betoltottem. A dilataciéhoz hasznalt

struktural6 elemek 10 pixel hosszt vonalak voltak egymasra merdleges orientacioval.

Az objektum tertiletén esetlegesen megmaradt lyukakat egy morfolégiai rekonstruk-

ciés algoritmussal betoltottem [183] [184] (5.7 ¢,h dbra).

A dilatacié utan a szegmentilandd objektum hatarai kitolédtak a valéshoz képest.
Ezt egyméas utani erdzios algoritmusokkal korrigaltam, ami a hattérben 1évé zajt
is jelentés mértékben lecsokkentette. Az erézidhoz 10 pixel sugard korong alaki

strukturdld elemet hasznaltam.

Az er6zi6 utan egy morfoldgiai nyitast alkalmaztam, ami a hattérben megmaradt
aprobb foltokat hatékonyan eltiintette, mig az ezeknél jéval nagyobb szegmentalandé
objektum alakjat és méretét jol megérizte (5.7/d,i dbra). Ehhez 20 pixel sugari

korong alaku strukturald elemet hasznaltam.

A 1étrejott, objektumot jelz6 kép hataran nem ritkdn betiiremkedések voltak meg-
figyelhetoek, amik nem a bioldgiai minta sajatossagai voltak. Ilyen strukturak ki-
toltésére morfologiai zarast alkalmaztam. Strukturalé elemnek egy nagy méreti, 50

pixel sugaru korongot hasznaltam.

A zaras utan a binaris képen 1év6 alakzat mar jol kozelitette a keresett objektum
alakjat és méretét, hatarvonala azonban még természetellenesen toredezett volt,

amit egy Gaussos maggal val6 sziliréssel és jboli binarizalassal simitottam ki (5.7]e,j

abra).

Az igy szegmentalt biolégiai objektum hatarvonalat ezutan a konnyebb matematikai
kezelhetoség céljabol egy sokszogli poligonnal kozelitettem. Az objektumot hataro-

16 poligon cstcspontjait az Osszeg kép pixelkoordinataiban adtam meg, amiket &t
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kellett konvertalnom, hogy megkapjam azok helyét a lokalizaciés térben. Ezek utan
mar ennek a hatarold poligonnak a kontextusaban tudtam vizsgalni a kiillonbo6z6

klaszterparamétereket.

5.7. dbra. Sejtmembran és maghartya meghatarozasa az 6sszegképek felhasz-
nalasaval. a,f, Human tid6 eredeti A549 adenokarcinéma sejt (a) és U251 humén gli-
oblasztoma sejtmag (f) dsszegképe. b,g, Sobel algoritmuson alapul6 szélkeres6 algoritmus
altal 1étrehozott kép. c,h, A dilatdcion és betoltésen atesett kép. d,i, Az er6zion és nyi-
tason atesett kép. e,j, A zardssal és simitdssal megkapott burkolé (sarga vonal) az 6sszeg
képeken.

5.2.2. Rontgensugarzas indukalt YH2AX klaszterek idobeli dinamikajanak vizs-
galata U251 human glioblasztéma sejtekben

Nagyfeloldast dSTORM felvételeket készitettem kontroll és 250 KeV energidju rontgen-
sugarzassal kezelt U251 human glioblasztéma sejtmagokrol, amikben a YH2AX hisztonok
voltak megjelolve Alexa Fluor 647 festékkel abra). A sugarzast nem kapott kontroll
mintak a kezelt sejtekkel azonos idoben lettek felszedve, majd azokkal egyszerre lettek lefi-
xalva. A rontgensugarzas a sejten belil jol lathatéan kettds szala DNS toréseket indukalt,
aminek kovetkeztében a YH2AX fékuszok szama a kezelések hatdsara jelentésen megnétt,
majd idovel csokkenést mutatott. A YH2AX fokuszok szama a vartaknak megfeleléen
nagyobb doézisndl nagyobb volt.

A fokuszok kvantitativ elemzéséhez DBSCAN algoritmust hasznaltam, ami lehetové
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0,5h 24 h 72 h

5.8. abra. Reprezentativ dSTORM felvételek kontroll és rontgensugarzassal ke-
zelt U251 human glioblasztoma sejtmagokrol. A mérés soran a YH2AX volt meg-
jelolve. Kontroll (K), 2Gy és 5 Gy dozisu rontgensugarzassal kezelt sejtmagok lathatdak
fél, 24, illetve 72 6raval a besugarzas utan. Skala: 5 um

tette, hogy a talalt klaszterekhez egyedileg rendeljek hozza mérészamokat. A késObbi-
ekben az algoritmussal detektalt fokuszokat csak klasztereknek nevezem. Mdédositdsokat
hajtottam végre egy nyilt forraskédi DBSCAN analizalé programkédon [185], hogy a
definidlt mérészamok eloszlasat az egész ROI-n tudjam vizsgalni, ugyanis a nagy szamu
(akar milli6s) lokalizdciés koordindta adatkezelési problémakhoz vezetett. A program me-
moriaigényének csokkentése érdekében az algoritmussal az egyes lokalizacidknak mindig
csak az € sugaru kornyezetiiket vizsgaltam és nem hataroztam meg minden lokalizacié ko-
zOtti tavolsagot. A mérés soran a klasztereken beliili lokalizacios stirtiségnek megfeleléen

e =50nm-t és N,,;, = 8 értékeket allitottam be. A sejtmag szegmentalasa utdn megha-
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taroztam a klaszterek slirtiségét a maghartyatol valo tavolsag fiiggvényében. A klaszterek
stirliségét az egységnyi tertileten 16vo szamukkal hataroztam meg, a klaszterek pozicié-
jat pedig a klasztert alkotd lokalizacios koordinatak atlagaval definialtam. Fél oraval a
rontgen besugarzas utan 4,7-szeresére (2 Gy esetén), illetve 6,2-szeresére (5 Gy esetén) no-
vekedett a YH2AX klaszterek stiriségének median értéke a kontroll szinthez képest a
abra). 2 Gy besugarzas esetén ezek az értékek 24 éran belil visszadlltak az endogén szint-
re, mig 5 Gy besugarzas esetén ez a folyamat lényegesen lassabb volt. Megéllapitottam,
hogy a klaszterek miden mintanal j6 kozelitéssel homogén médon helyezkednek el és tobbi
klaszterparaméter eloszldsaban sem tapasztaltam térfiiggést .b,c dbra). A 0,1 um?-nél
kisebb teriiletli (~ 360 nm-nél kisebb atmér6ji) klasztereket, mivel azok méretiik miatt

nem lehettek javitd fokuszok, kisziirtem a késébbi statisztikai elemzésekbol.

A Kklaszterek teriiletét a hozzajuk tartozo lokalizaciok konvex burkoldjanak tertletével
azonositottam. A teriiletek median értéke a vartakkal ellentétben fél 6raval az 5 Gy dézisu
besugarzas utan kisebbnek adédott, mint a 2 Gy-es kezelés utan, az atlag értékek pedig
nagyjabol azonosak voltak a két kezelés esetén .afc abra). Egy nap elteltével viszont
mar mind az atlag, mind a median teriilet érték az 5 Gy-jel kezelt mintdkban volt a leg-
nagyobb. Mivel az 5 Gy-es kezelés esetén nagyobb a klasztersiirtiség .a abra), ez az
eredmény azt sugallta, hogy az 5 Gy-jel kezelt sejtekben nem tudott tobb H2AX hiszton
foszforilalodni, mint a 2 Gy-jel kezelt sejtekben, igy a rendelkezésre all6 YH2AX hisz-
tonnak tobb fékuszban kellett eloszlania. A jelenség pontosabb karakterizalds érdekében
megbecsiiltem a klaszterek yYH2AX tartalmat a kordbban targyalt médon .
Az 5 Gy dbzisu besugarzas utan 30 perccel a klaszterekben kevesebb epitopot lehetett
mérni, mint a kisebb doézis esetén, viszont 24 h mulva, mikor a klaszterek stirtisége mar
jelentosen lecsokkent, joval tobb epitop volt mérheto klaszterenként. Ez az eredmény rész-
ben alatamasztja a feltételezést, miszerint az 5 Gy dozisi besugarzas esetén a javitasban
szerepet jatszo enzimek kapacitdasa elérte a maximumot, majd a 24 h elteltével a DSB-k
koriil felszaporodnak a DNS sériilések szamanak csokkenése miatt mar rendelkezésre allo
javito egységek. Ennek megallapitasa azonban mar a biologus kollégék feladata és érdeme.

A klaszterek epitépszdamanak dtlag és median értékei 300 %-kal néttek fél oraval a 2 Gy-es
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5.9. abra. YH2AX klaszterek stirtiségének vizsgalata. a, Fokuszok siirtisége a dozis
és a kezelés 6ta eltelt id6 fiiggvényében. A téglalapok alja és teteje a 25. és 75. percentili-
seket jelzik, a hibasavok pedig a 25. és 75. percentilisek kozotti differencia masfélszeresével
nytilnak tul a téglalapok szélein. b—c, Stirtiségeloszlas a sejtmagokon belill 2Gy (b) és
5 Gy (c) dbzisu besugédrzas esetén. A hibasavok a szérast jelolik. Az analizalt sejtek szama
az egyes kezeléseknél atlagosan 5,44. (a—c)

besugarzas utan .d—f abra). Ez a magas érték 72 h utan visszatért az endogén szintre,
ami azt jelzi, hogy voltak sejtek, melyek tilélték a besugarzast és teljesen helyreallitottak
a sériiléseket. A nagyobb, 5 Gy dozist hasznédlva a klaszteranalizissel mért tulajdonsagok
egyike sem allt vissza az eredeti értékre még 3 nappal a kezelés utan sem, vagyis az 5 Gy-
es besugarzas til nagy lehetett a sejtek teljes felépiiléséhez, ami fontos adat a sugarzas
hatasanak felmérésénél. Az atlag minden esetben nagyobb volt, mint a median, ami azt

jelenti, hogy az eloszlasok pozitiv oldalan kiugré értékek szerepelnek.
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5.10. abra. Klaszterek teriilet és epitépszam eloszlasa. a—f, A grafikonok a klaszte-
rek teriiletének (a,c,e) és epitopszaméanak (b,d,f) eloszlasait mutatjak a dézis és a kezelés
Ota eltelt id6 fliggvényében. A 24 6ras kontroll eloszldsoknal az atlagot fekete nyil jeloli.
Az analizalt sejtek szdma az egyes kezeléseknél atlagosan 5,44. (a—f)

5.2.3. Klasztereloszlasok vizsgalata korrelativ dSTORM-konfokalis mikrosz-

képiaval

A dSTORM technikéaval a felvételek id6 és memoriaigényessége miatt kihivas volt nagy

mennyiségl felvételt készitenem. A konfokalis mikroszkopia ezzel szemben egy széles kor-

ben elterjedt technika, amivel azonos id6 alatt joval tobb sejtrol készithetek felvételt,

raadasul a sejtek teljes térfogatukban rutinszertien leképezhetéek. A modszer hatranya

azonban a diffrakcié limitalt feloldas. A két modszer elonyeit felismerve korrelativ méré-

seket végeztem és megvizsgaltam az ebben rejlo lehetoségeket, illetve a karakterizdltam a

korlatozé tényezoket. Konfokalis felvételeket készitettem a kordabban bemutatott mintak-

rél (5.11] dbra). A legjobb feloldas érdekében nagy numerikus apertiraju (1,4) objektivet
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hasznaltam. A nagyobb latétér (FOV) érdekében egy kisebb nagyitasi objektivet hasznél-
tam, amivel 215 x 215 um-es teriiletet tudtam felvenni. Igy egy mintén belil ~ 100 sejtet
tudtam rutinszertien felvenni. Az axialis dimenziét ~13 pm-re allitottam, ami a sejtmagok
teljes térfogatat tartalmazta. A szkennelés soran 1,2 AU-t és 210 x 210 x 300 nm-es voxel
méretet allitottam be. A felvételeket két spektrélis csatornaban készitettem el. Az Alexa
Fluor 647 tovabbra is a YH2AX hisztonokat jelolte, mig a DNS DAPI-val volt megjel6lve,
ami jol kitoltotte a sejtmag teljes teriiletét. A varakozasnak megfeleléen a javitd foku-
szok szubstrukturaja nem volt feloldhato, de a klaszterez6dés és a tendenciak kvalitativan

megfigyelhetoek voltak.

0,5h 24 h 72 h
x---
=
- ---
w

5.11. abra. Konfokalis felvételek U251 human glioblasztéma sejtekrol. Kontroll
(K), illetve sugérkezelt sejtek (2 Gy és 5 Gy dézissal besugarozva) kiilénbozé kezelés utani
idépontokban. A sugarzast nem kapott kontroll mintdk a kezelt sejtekkel egyiitt lettek
felszedve és lefixdlva. A kék szin a DNS-t jeloli (fluorofér: DAPT), voros pedig a YH2AX
hisztonokat (fluorofér: Alexa Fluor 647).

)
Qo
o~

A konfokalis felvételek klaszteranaliziséhez egy kiiszobolést hajtottam végre a javitd
fokuszokrél késziilt képeken .b abra), majd az érintkez6 voxeleket klasztereknek te-
kintve meghataroztam azok centrumat és térfogatat. A kiiszobérték meghatarozasihoz
a maximum entropia médszerét hasznaltam [186], amivel jol elkiiloniiltek a hattértdl a
fokuszok. Ezt a kiiszobértéket csak egy megfelel6 képsiknal hataroztam meg és azt glo-

bélisan alkalmaztam a teljes képtérfogat binarizdldsanal. A kis méretii klasztereket (<
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< 5vozel = 0,06615 um?) zajként jeloltem meg és a kés6bbi statisztikdkndl nem vettem
6ket figyelembe. A YH2AX klaszterek kontextusba helyezéséhez a DAPI jelét felhasznédlva
a sejtmagokat egy un. vizvalaszt6 szegmentaldssal [187] behataroltam (5.12lc abra). El6-
maggal szlirtem a képsikokat, majd binarizaltam azokat. A binarizalashoz egy globdlis
kiiszobértéket allitottam be a legmagasabb jelértéket (pixel értékek Osszege) tartalmazd
képsik alapjan (a Bradley mddszerrel [188] szamolt lokélis szélséértékek dtlagit vettem).
A binarizalt képeken egy 2 pixel sugari korong alaki strukturald elemet hasznélva egy
dilataciés algoritmussal lathatobba tettem a sejtmagokat. A sejtmagokban esetlegesen
el6fordul6 lyukakat egy rekonstrukeifs algoritmussal [183] betoltottem. Egy morfologiai
nyitast is elvégeztem 10 pizel sugart korong alakt strukturald elemmel, hogy eltiintessem
a kis méretii foltokat a képrol. Egy fast algoritmuson [189] alapulé tévolsag transzfor-
maciéval a sejtmagok helyén lokalis intenzitds minimumokat kaptam. Ezen alkalmazva
a vizvalszté algoritmust megkaptam a gerinc vonalakat, amiket fel tudtam hasznélni az
érintkez6 sejtmagok szétvalasztasahoz. Azonban a vizvalasztd transzformécié jellemzéen
tulszegmentdlt, ezért a MATLAB imestendedmin [183, |190] és imimposemin [191] pa-
rancsat felhaszndlva eltintettem az apré lokalis minimumokat. Az imextendmin parancs
idealis esetben kis foltokat produkal a szegmentalandé sejtmagok kozepén, ezt felhasznal-
va pedig az imimposemin paranccsal gy modositottam a tavolsag transzformaciot, hogy
annak csak a sejtmagok kozepén legyen minimuma. Hatékonynak bizonyult, ha ilyen mo-
don minden képsikon szegmentaltam a sejtmagokat, majd a 3D-s képtérfogatokon .d
dbra) megismételtem a protokollt. Ezek utdan az érintkez6 voxelek mar j6 kozelitéssel a
sejtmagoknak feleltek meg, tulajdonsagaik (térfogat, feliilet stb.) alapjan pedig szlirhetd-
ek is voltak (pl. tul kicsi, til nagy vagy nagyon szabélytalan alak (feliilet/térfogat arany
nagyon nagy). Azokat a sejtmagokat is kisziirtem az analizisbél, melyek kilégtak a felvett

képtérfogatbol (5.12le dbra: sarga sejtmag).

A szegmentalas utdan tarsitottam a megtalalt YH2AX klasztereket a sejtmagokhoz és
meghatdroztam a sejtekben 1év6 klaszterszamokat (5.13la abra), illetve klasztersiirtisége-
ket (5.13|b dbra). Az eredményeket Osszevetettem a dSTORM felvételek kiértékelésével



64 5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

5.12. abra. Konfokalis felvételek kiértékelésének menete. a, Egy kivalasztott tertilet
egy adott képsikja. A voros szin a YH2AX hisztonokat jelzi, a kék pedig a DNS-t. b, A
szegmentalt YH2AX klaszterek a-n. ¢, A szegmentalt sejtmagok a-n. d, Az a tertilet teljes
képtérfogatanak térbeli dbrazolasa. e, A d-n szegmentalt sejtmagok. A kék térfogatok az
elfogadott sejtmag feliiletek, a sarga térfogatok a kiszlirt sejtmag felilletek. Ebben az
esetben a sarga sejtmag kilog a felvételbél. (A t6bbi nem egész sejtmag csak az a-n jelolt

« /ey

jelolik. Skala: 5 um. (a)

és eltéréseket tapasztaltam. A 30 perces mintaknal az algoritmus a nagyobb, 5 Gy dézisu
besugérzas utan kevesebb klasztert taldlt, mint 2 Gy-es besugdrzas utén (5.13la dbra). A
klasztersiirliség ezzel megegyezd trendet kovetett (5.13]b dbra).

Az ellentmondasos jelenségre az volt a hipotézisem, hogy a konfokalis felvételek rosszabb
térbeli felolddsa miatt a nagy klaszterstirtiségii 30 perces mintakban az egymas kézelében
1év6 klaszterek a kiértékelés szempontjabol megkiilonboztethetetlenné valtak és egybeol-
vadtak, ami jelentosen lecsokkentette a detektdlt klaszterek szamat, kiilonosen az 5 Gy-el
kezelt mintakban. Mivel ez jelentos méretbeli novekedéssel jar, ezért megvizsgaltam a

klaszterek térfogateloszlasat is (b.14la dbra). A detektdlt klaszterek térfogatainak atla-
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5.13. abra. Klaszterek szama/sejt és klasztersiirliség értékek a konfokais felvé-
telek alapjan. a, A klaszterek szama/sejt a dozis és a kezelés 6ta eltelt id6 fiiggvényében.
b, Klasztersiirliség értékek/sejt a dézis és a kezelés Gta eltelt id6 fiiggvényében. A tég-
lalapok alja és teteje a 25. és 75. percentiliseket jelzik, a hibasavok pedig a 25. és 75.
percentilisek kozotti differencia masfélszeresével nytlnak til a téglalapok szélein. (a,b)
Sejtszamok: 41 — 142, atlag: 128 (a-b).

ga a kezelésre fél éraval az 5 Gy dozisu besugarzas esetén valoban nagyobb volt, mint a
2 Gy dozisu kezelés esetén, ami ellentmondott a pontosabb dSTORM-o0s mérések ered-
ményeinek .a abra). A medidn érték ugyanakkor nagyobb volt a kisebb besugarzasi
dézisnal, ami konzisztens volt a dASTORM-os mérések eredményeivel. Kevés, de nagy mé-
retll klaszter tudja jelentosen novelni az atlagot gy, hogy kozben a median értéke nem
valtozik szignifikdnsan, vagyis az eredmények a kezdeti hipotézisemet tamasztottak ala.
Ugyanakkor a medidn érték a 24 6rds mintdkndl volt a legmagasabb (mindkét kezelés
esetén 0,58 um?), amit viszont a ASTORM mérések nem tdmasztottak ald. A térfogatok
eloszlasaban tapasztalt anomaélis eredményeinek vizsgalata érdekében abrazoltam az atlag

és a median klaszter térfogat értékeket egy aluldtereszto térfogati szlirés fliggvényében,
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vagyis aszerint, hogy mi volt az a V,,., térfogat érték, aminél nagyobb klasztereket ki-
szlirtem .b dbra). Azt tapasztaltam, hogy az atlag és median értékek ~ 10 um3-ig
gyors novekedéssel beallnak egy fix értékre és ez alél mindossze a klaszterekben legsii-
riibb (fél éra, 2 Gy és 5 Gy, ill. 24 h, 5 Gy) mintak atlagos térfogat értékei kivételek.
Ezeknél a mintakndl ahogy noveltem a V,,..-ot, gy az atlag érték monoton és lépcsdze-
tesen novekedett. Feltételezhetden tjabb és ijabb nagy méretii, valoszintileg osszeolvadt
klaszterek keriiltek a szamitasba. Ez az 6sszeolvadéas a nagyobb méretii klaszterek szamat
csOkkenti, ami csokkenti a median térfogat értékeket. Az, hogy a folyamatos lépcsdzetes
novekedés a median értékekben nem, csak az atlag értékekben volt tapasztalhato, szintén
arra utalt, hogy kissebb szami, de nagyobb méretli klasztereket detektaltam a konfokalis
mikroszképpal. Ez magyarazattal szolgdl arra, hogyan lehetséges, hogy konfokalis felévé-
telek elemézése soran nagyobb medidn klaszter méreteket kapunk a 24 h-s esetben és
tovabbi alatdmasztasul szolgdl arra, hogy a kozeli klaszterek konfokalis mikroszképidval

nem lesznek megkiilonboztethetoek, amiknek szama jelen esetben nem elhanyagolhato.

Ezzel egytutt a klaszterek atlagos térfogata mindossze 107 %-os (2 Gy dozisnal) és
150 %-os (5 Gy dozisnél) novekedést mutatott a kontrollhoz képest, ami kisebb mértékd,
mint a dSTORM-os kiértékeléseknél tapasztalt klaszterméret novekedések. Bar a 2D-s
dSTORM méréseknél csak klaszter teriiletekrél beszélhetiink, de belathat6, hogy azonos
mértéki teriilet névekedés nagyobb mértéki térfogat névekedést kell, hogy eredményez-
zen. Ha gomb alaku klasztereket feltételeziink, illetve hogy a dASTORM mérések soran a
gémbok olyan vetiiletét latjuk, ami megegyezik annak legnagyobb metszetével, akkor 2 Gy
dézis utan 30 perccel a ASTORM mérésekbdl adddé 173 %-os tertiletnovekedés (0,22 pim?2-
r6l 0,60 um?-re) a térfogatban 351 %-os névekedést jelentene (0,08 um3-rél 0,35 pm3-re).
Ha viszont ezeket a gomboket konvolvaljuk egy a = b= 0,15 um és ¢ = 0,3 um fétenge-
lyekkel rendelkez6 ellipszoid alakzattal (a konfokalis mikroszkop pésztazo fokuszfoltjaval),
akkor ~ 0,41 pum? és ~ 1,06 um? térfogatokat kapunk, amik mar sokkal kozelebb vannak a
konfokalissal mért értékekhez és a térfogat novekedés is 162 %-nak adodik, ami mér csak

11 %-kal tér el a dASTORM-al mért értéktél.

A konfokalis mérések eredményeinek osszevetése a dSTORM-os mérések eredményeivel
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5.14. abra. A konfokais felvételek alapjan kapott klaszter térfogatok eloszlasa-
nak kvantitativ vizsgalata. a, Kontroll, illetve sugarkezelt mintakban meghatarozott
klaszter térfogatok eloszldsa a dézis és a kezelés 6ta eltelt idS figgvényében. b, Atlag
és median térfogatértékek a V.. szlirési paraméter fiiggvényében. Sejtszamok: 41 — 142,
atlag: 128 (a—b).

ravilagitott a konfokalis technika hataraira a YH2AX klaszterek vizsgalataban. Megalla-
pitottam, hogy a konfokalis technika feliilbecsli a klaszter méreteket és a tul stirtin 1évo
klasztereket nem tudja kiillonvalasztani. A technika széleskorii hasznalata miatt azonban a
mérési eredmények lokalizaciés technikaval torténo kalibracidja nagy érdeklodésre tarthat

szamot.

5.2.4. 2D-s dASTORM felvételek kiértékelési eredményeinek hitelesitése

A bemutatott kiértékelésekhez 2D-s ASTORM felvételeket hasznaltam, noha a vizsgalt
struktura 3D-s. Ennek tobb praktikus oka is volt. Egyrészt mélységi informéciét dASTORM
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felvételek esetén tipikusan csak a mélységélességgel (DOF) Gsszevethet6 tartomanyon be-
lil nyerhetiink, ami a nagy NA miatt jobb esetben is 1um korili. Ez az érték pedig
az U251-es sejtmagok teljes vastagsaganak (~ 5pum) csupan toredéke. A dSTORM-ban
hasznélatos nagy gerjesztési intenzitasok miatt a festék kifakulasa jelentds, ezért altalaban
nem kivitelezhetd tobb képsik felvétele. Ezen feliil a mélységi informacié megszerzéséhez
nem ritkdn a lateralis precizitdas csokkenése aran lehet hozzajutni, ami nem minden eset-
ben megengedhetd, sét egyes esetekben a 3D technika mitermékek forrdsa is lehet (a
kifejtést lasd a fiiggelékben: F2 . Szintén nem elhanyagolhaté szempont, hogy
egy 3D-s mérés nem kivant moédon bonyolitja a mérési protokollt a felhasznaldk szintjén.
Erdemes tehdt megfontolni a 2D-s méréseket, viszont ez esetben fel kell térképezni al-
kalmazhatésaganak hatarait. Ennek érdekében a TestSTORM segitségével sszehasonlito
kiértékeléseket hajtottam végre, amiben 2D-s és asztigmias 3D-s lokalizacios méréseket
szimuldltam le és értékeltem ki ugyanabbdl a szempontbdl (klaszterek szama és dtla-
gos klaszter elemszam). A vizsgalathoz kiterjesztettem a DBSCAN klaszteranalizist 3D-s
adatsor elemzésére. Mivel a feloldds anizotrép (axidlisan rosszabb), ezért a lokalizacidk
szamat nem egy € sugari gombbon belil, hanem egy a = b = €/2 és ¢ = € f6tengelyekkel
rendelkez6 ellipszoidon belil vizsgaltam a klaszterizalas soran. A teszt minta epitopokat
tartalmazott, amik kiilénb6z6 axidlis koordindtdji sorokban helyezkedtek el (5.15]a dbra).
A mintat az[5.1] tablazatban feltiintetett paraméterekkel definidltam.

Az eredmények alapjan a 2D-s és 3D-s leképezéssel hasonlé DOF tartoméanyok ad6d-

minta torésmutatdja (n) 1,331
epitopok atlag mélysége a fedolemeztol 5 um
axialis tavolsag az egymas mellett, kiillonboz6 | 50 nm
sikban 1évo epitopok kozott

lateralis tavolsag az epitépok kozott 400 nm
epitépok szama egy sorban/oszlopban 41
egyetlen epitéphoz kotédott festékmolekulak 8
szama,

linker hossza (festékmolekula és epitép ko- | 7nm

zOtti tdvolsig)

5.1. tablazat. A TestSTORM szoftverben beallitott szimulaciés paraméterek.
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tak cfd abra), amik kis mértékben el vannak tolédva egymashoz képest. A megtalalt
klaszterek szdmaban nem mutatkozott jelentds eltérés (kb. 7 %-kal kevesebb a 3D-s eset-
ben), viszont a klaszter elemszamokban atlagaban 20 % eltérést tapasztaltam. Ez 6nmagé-
ban nem modositja a kiértékelések soran mért trendeket, de ravilagit az eltérd kalibracio
szitkségességére az epitopszam megbecslése soran. Az eltérés valdszintileg annak koszon-
hetd, hogy a 3D-s esetben kiszélesedett PSF képeket kapunk .b abra), ami rontja a

lokalizalhatésagot.

Z (nm)

Y (nm) _17?\ 7
-1
=-600 nm Z=-400 nm Z =-200 nm Z =200 nm Z =400 nm Z =600 nm
. 2D
830 3D 020 -
o 515
@20 L
= N10
=z 10 ‘ 8 5 I
4
0 z 0. 200

5.15. abra. 2D-s és 3D-s kiértékelés Osszevetése. a, Az epitépok elhelyezkedése a
szimulaciés mintaban. b, A PSF képe a Z pozicié fiiggvényében a szimulacié soran. c—
d, A megtalalt klaszterek szdma (c) és azok atlagos elemszama (d) 2D-s és 3D-s mérés
esetén. A hibasavok a szoérast jelolik. (d)

A 3D-s mérés egyértelmiien tobb adatot szolgédltat, ugyanakkor a sziikségességét az
adott probléma nem minden esetben indokolja. YH2AX fékuszok teriilet és eloszlas érté-
keit példaul nem valtoztatja szignifikdnsan. YH2AX klaszterek idobontott vizsgalataban,

amikor a kijavitodasi id6 az egyik legkritikusabb kérdés, nem sziikséges 3D-s méréseket

végezni.
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5.2.5. A fejezethez kapcsolddé téziseim

Kifejlesztettem egy DBSCAN alapt algoritmust lokalizacids adatsorok klaszteranalizi-
séhez. A programmal kvantitativan jellemeztem a klaszterek tulajdonsagait, valamint
meghataroztam ezen paraméterek eloszlasat a vizsgalt teriileten beliil. Nagyfeloldasa dS-
TORM és konfokélis (CLSM) méréseket végeztem U251 humén glioblasztéma sejtekrél
rontgen besugarzas utan és idébontott vizsgalatot hajtottam végre a kettds szali DNS
toréseket jelz6 YH2AX klasztereken. A két technikdval nyert eredményeket Osszevetet-
tem, valamint karakterizaltam a korrelativ mérések lehetoségeit. TestSTORM teszt min-
ta generatorral végzett szimulaciok alapjan feltérképeztem a 2D-s és 3D-s kiértékelések
alkalmazhatosaganak hatérait és hitelesitettem a 2D-s dASTORM mérésekkel kapott ered-
ményeimet.

Kapcsol6dé publikacidk:
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5.3. Filamentalis struktiura kvantitativ jellemzése fixalt sejtekben

Egy fizikai minta strukturajanak kvantitativ jellemzése osszetett feladat és a megfelel6 ér-
tékmérok kivalasztasa nagyban fiigg a minta jellegétdl. Biologiaban gyakran taldlkozunk
szalas szerkezetekkel, ezért az ilyen jellegti mintak karakterizalasa, jellemzoinek szdmsze-
risitése fontos feladat. Ilyen jellemzo lehet egy szdl szélessége vagy hossza. Geometriai
paramétereket leggyakrabban valamilyen keresztmetszeti profil alapjan hataroznak meg,
amik kozvetleniill adédnak a hagyoméanyos intenzitas alapt képekbol. A lokalizacios fel-
vételek pontillista adatsora azonban itt is eltéré megkozelitéseket igényel. Egyiittmiikodo
partnereimmel syndecan-4 fehérje aktin szerkezetre gyakorolt hatasat vizsgéltuk fiziona-
16 mioblaszt (C2C12) sejtekben. A feladatom a mikroszképids felvételek elkészitése és a

szalas szerkezettel rendelkez6 minta kvantitativ jellemzése volt.

5.3.1. A minta jellemzése és a mérés menete

Négyféle mintarol készitettem konfokalis, illetve dSTORM felvételeket. A minta egér izom-
sejtekbdl allt. Két sejtvonalban a syndecan-4 csendesitve volt (shSDC4+#1, ill. shSDC4#2)
amik két kontroll sejtvonallal lettek osszevetve (transzfektalatlan és kevert). A transzfek-
talatlan sejteken nem volt semmilyen kezelés végrehajtva, kevert sejteknél pedig a sejtek
véletlenszert nokleotid szekvenciaju shRNS-el lettek transzfektalva. Az aktin struktira
Alexa Fluor 647-tel volt megjelolve falloidinen keresztil. A falloidines jelolés a térbeli
dimenziok meghatarozasanal elényos, hiszen ez a molekula kis méretli és nagyon szoro-
san kotodik az aktinhoz, vagyis a linkerhossz elhanyagolhatéan kicsi [192]. A sejtmagok
DAPI, illetve Hoechst33258 fluoreszcens festékkel lettek lathatova téve (mindkét festék a
DNS-t jeloli meg). A magfestésre azért volt szitkség, hogy be tudjuk azonositani a t6bb
sejtmaggal rendelkez6, fizi6 utan létrejové elnyult hengeres alakit miotubulusokat (ké-
sébb csak tubulusok). Az elsé kisérletek alkalmaval a fuziondlt sejtcsoportokra jellemzé
dezmin is meg lett jelolve Alexa Fluor 594 festékkel, de ezt a jel6lést a kés6bbiekben el
tudtuk hagyni, mivel a megfelel6 sejteket enélkiil is megtalaltuk. A keresés tehdt az aktin
szerkezet és a sejtmagok szama alapjan tortént. A fuzidhoz sziikséges volt, hogy a sejtek

egymassal szorosan érintkezzenek, ezért a minta meglehetésen stiri volt, a sejtek tobb
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rétegben tertiltek el a fedlemezen ([5.16, dbra). Ennek kovetkeztében a minta felhelyezése
utan varnom kellett néhany percet a mérés elott, hogy a dSTORM méréshez hasznalt

puffer folyadék teljesen bediffundaljon a mintaba.

5.16. abra. Mozaik felvétel egy transzfektaltalan miotubulusrél. A kép 3 x4 széles
latotertt fluoreszeens képbol all 6ssze. Az aktin struktira volt megjeldlve Alexa Fluor 647-

« s e

Imgage funkciéjdval végeztem el és a képeket 40 %-os atfedéssel készitettem el.

A mérések soran a felvett tertletek szamara, illetve a lokalizaciok mennyiségére kellett
maximalizdlnom. A képkockdk szamat 40 — 50 ezerre allitottam, a 405 nm hullAmhosszt
lézerrel pedig tobbszor is reaktivaltam a fluoroférokat. A mintakrél ~4 érdig tudtam egy-
huzamban felvételeket késziteni, ennyi id6 utan viszont a festékek fotofizikaja lathatéan
megvaltozott és puffert kellett volna cserélnem a folytatashoz. A pufferoldat cseréje soran
viszont a sejtek konnyen levaltak a fedélemezrdl, emiatt csupan néhany éra allt rendelke-
zésemre, hogy kell6 szamu felvételt készitsek. Ez a feladat tobb szempontbdl is kihivast
jelentett. Egyrészt a minta oldalarol, mivel a kis szamban jelenlévé fazids eseményeket kel-
lett megkeresnem egy meglehetdsen stirti mintaban. Masrészt a rendszer oldalarol, mivel a

dSTORM mérések soran 100x olajimmerzios objektivet alkalmaztam és az immerzids mé-
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dium miatt nem tudtam kisebb nagyitasi objektivekre valtani a kereséshez. Ezen feliil a
dSTORM technikdhoz sziikséges 2—4 kW /cm?-es gerjesztési intenzitds elérése érdekében
a gerjeszto lézernyaldb be lett szlikitve, ami miatt a megvilagitott teriilet ~ 40 pm x
x 40 pm-es volt. A fényutba kénnyen be tudtam ugyan helyezni, illetve ki tudtam venni
egy 3x-os nagyitasu teleszkopot, azonban a detektor mérete miatt a kitagitott nyalabbal
is maximum 80 pum x 80 um-es teriiletet lattam be (5.16] dbra). Mindez egy megfelel§
mérési protokoll kidolgozasat igényelte. Ez a modszer két részbol tevodott Ossze, egyrészt
a mintael6készités oldalardl, masrészt a leképezés oldalarél. A mintael6készitésnél a sej-
tek racsozott fedolemezen lettek tenyésztve, amin a feddlemez kiilonbozé tertiletei szam
mérések elott megkereste azokat a teriileteket, amik érdekeseknek bizonyultak. A megfe-
lel6 tertiletek beazonositasahoz a okuldron keresztiil vizsgaltam a mintat, ami nagyobb
latotérrel rendelkezett. A sejtek kereséséhez viszont a Nikon rendszer biztonsag technikai
okokbdl nem engedélyezi a lézerek alkalmazasat az okular hasznalata soran. Emiatt fel-
sO kivilagitast alkalmaztam. Azonban egyszeri Kohler-féle megvilagitas mellett a sejtek
kontrasztja kozel nulla volt .a abra). Fluoreszcens gerjesztés hidnyaban két kontraszt
noével6 médszert tett lehetévé a rendszeriink: DIC és faziskontraszt. A DIC kép 1étrehoza-
sanal problémat okozott, hogy az objektiv utani kettésen toré éket nehéz volt az objektiv
(és a minta) megmozditdsa nélkiil behelyezni, valamint a megfelel teriilet megtaldlasa
utan a dASTORM mérés elétt ki kellett volna venni az éket, ami tovabb nehezitette vol-
na a mérést. A Nikon vaznak viszont megvolt az a nagy elénye, hogy a faziskontraszt
technikdhoz nem feltétlen kellet faziskontraszt objektivet hasznalnom, hanem az altalam
hasznalt objektiv utan be tudtam forgatni a gytridiafragmahoz megfeleld fazisgytrit a
fényutba. Ilyen modon az okularon keresztiil nagyobb kontrasztot tudtam elérni .b
abra) és a megfelel6 tertileteket gyorsabban megtaldltam, valamint egyszeriien tudtam

valtani a faziskontraszt, a konfokalis és a ASTORM mérések kozott.

Figyelembe kellett vennem, hogy a felso kivilagitashoz hasznalt halogén lampa a ke-
resés soran flitotte a mintat, ami novelte a ASTORM mérések soran fellép6 hétagulasbol

adod6 mechanikai eltolédéast. A faziskontraszt technika ezen énmagaban segitett, mivel
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5.17. abra. A minta kontrasztjanak novelése. a, Transzmissziés mikroszképpal ké-
sziilt felvétel C2C12 mioblaszt sejtekrol. b, Faziskontraszt felvétel az a tertiletrol.

csokkentette a mintdra juté fény intenzitasat. Ezen feliil egy tovabbi NCB (neutral color
balance) szlir6t is hasznaltam, ami a megvilagité fény spektrumanak nagyobb hullam-
hosszakhoz tartozd részét nagyrészt kiszlirte. Az érdekes teriiletek beazonositasa utan
konfokalis technikaval felvételeket készitettem kiilonb6z6 fokuszsikokrél. A 3D-s felvétel-
bél az egylittmiikodo partnerrel meghataroztuk, hogy a vizsgalt tubulus valéban tobb
sejtmaggal rendelkezik-e, illetve hogy melyik a megfelelé fokuszsik amirol érdemes nagy-
feloldasu képet késziteni. Ezutan dSTORM felvételeket készitettiink a sejtek aktin halo-
zatardl a fedélemez kozelében is, ahol az arra kitapadt sejtek miatt egy nagyobb aktin
szerkezet latszodott azonos fokuszsikban. A mérések soran mindent egybevéve tobb, mint

279 mérési fajl és 624 G B adat keletkezett.

5.3.2. Szalak vastagsaganak mérése

A képek elemzése sordn az egyik feladatom a kortikalis aktin koteg vastagsaganak a meg-
hatarozasa volt miotubulusokban. A kortikélis aktin a sejtmembréan alatt fesziil ki, ezért
egyfajta korvonalként jelezte a tubulusok alakjat a képeken .afb, abra). A kivé-
lasztott teriiletek lokalizacits informaci6it (lokalizacios koordindték, precizitas, stb.) ra-
inSTORM segitségével exportaltam, majd az IFM Analyser program segitségével
elemeztem , . Az IFM Analysert eredetileg muslicak indirekt repiiléizom szarko-
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merjeinek kvantitativ elemzésére fejlesztették, de ehhez a feladathoz is hatékonyan tudtam
hasznalni. A program el6szor automatikusan behatarolta az aktin szal érdekes részét és
irdnyultsagat c,d, i. abra). Ezt a lokalizaciés koordinatakra illesztett egyenes alap-
jan hatarozta meg c,d, ii. 4bra). Ha sziikséges volt, akkor a kivalasztott teriileten az
egyenes illesztési paramétereket manudlisan korrigdltam. Ezutan a program létrehozta a
lokalizaciés stirtiségfiiggvényt az adott teriiletrdl, amit egy Gaussos simité maggal sziirt
c,d, iii. dbra). A mag méretét 40 —80 nm-re allitottam be a lokalizacids stirtiség-
tol fiiggden. Erre a lépésre a struktira szimmetriatengelyének meghatarozasa miatt volt
sziikség, ami a stirtiségfiiggvény maximumara valé polinom illesztésen keresztiil valdsult
meg. Tipikusan harmadfoki polinomot kellett beallitanom, hogy a fiiggvény jol kovesse
az aktin koteg vonalat. A program ezutan numerikusan meghatarozta minden lokalizacis
koordinata tavolsidgat az illesztett gorbétdl és egy hisztogramon dbrézolta (5.18c¢,d, iv.
abra). Az igy meghatédrozott eloszlas egy Gauss fiiggvénnyel lett megillesztve, ami aztan
a lokalizécids precizitds [46] és a beéllitott linkerhossz felhasznalasaval dekonvolvalva lett.
A dekonvoliciés 1épésnél a linker hosszat 0 nm-re allitottam a falloidin kis mérete és
annak kotési geometriaja miatt [194]. Az igy létrehozott eloszlasoknak a félértékszélessé-
gét (FW HM) az aktin kotegek vastagsdganak vettem. A felvett tubulusokat elemeztem,
majd dbrdzoltam a mérési eredményeket ([5.18e dbra).

5.3.3. Szalas halézatok kvantitativ jellemzése

Feladatom volt, hogy kvantitativan jellemezzem a mioblaszt sejtek aktin halézatat. Ehhez
olyan mérdszamokat kellett talalnom, amik azt jol jellemzik és a kiillonboz6 sejtvonalak
objektiv Osszevetésére adnak lehetOséget. A kvantitativ jellemzéshez a felvételeken egy
csontvazasité (skeletonization) algoritmust haszndltam, ami egy matematikailag jol ke-
zelhet$ alakzatot (csontvdzat) hozott létre (5.19|b dbra). A csontvdz ebben az esetben
azon pontok halmaza egy objektumban, amelyek legalabb az objektum két oldalatol azo-
nos tavolsagra helyezkednek el. Két dimenziés objektumok esetén ezek vonalakat alkotnak.
Ehhez az analizishez egy MATLAB kodot irtam. Els6 1épésben létrehoztam a lokalizaciok

2D-s hisztogramjat 20 x 20 nme-es rekeszméretekkel. A pixelizalt képeket Otsu modsze-
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5.18. abra. Kortikalis aktin vastagsaganak vizsgalata tubulusokban. a—b, Rep-
rezentativ konfokalis (a) és dSTORM képek (b) a kontroll (transzfektalatlan, kevert) és
csendesitett (shSDC4#1, shSDC4#2) sejtvonalaknal. Az aktin vorosben, a DNS pedig
kékben latszodik. c—d, A kiértékelési folyamat egy reprezentativ kontroll és egy csendesi-
tett esetben. i. A kivélasztott tertilet a nagyfeloldast képen. ii. Az egyedi lokalizéciok (vo-
ros pontok) a kivalasztott tertileten. iii. A lokalizaciés stiriiségfliggvény és a maximuméara
illesztett polinom (fekete vonal). iv. A kivalasztott kortikalis aktin koteg keresztmetsze-
tének lokalizaci6 eloszlasa (kék folytonos vonal), az arra illesztett gorbe (piros pontozott
vonal) és korrigalt gorbe (sdrga szaggatott vonal). e, A kortikélis aktinvastagsagok statisz-
tikai elemzése a kiillonbo6zo6 sejtvonalaknal. A piros vonalak a mediant jelolik, a beszinezett
négyzetek alja és teteje a 25. és 75. percentiliseknek felelnek meg, a hibasavok pedig a
percentilisek kozotti differencia masfélszeresével nyulnak tul a téglalapok szélein. A kiugré
értékek piros ,,+” szimbolummal vannak jelolve. Lemért kortikalis aktin kotegek szama:
11—26, atlag: 17,25 (e). Skéla: 10 pum (a), 2 pm (b).
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rével [195] vagy az Imagel-Fijivel beallitott manudlis kiiszobértékkel binarizaltam, attél
fiiggden, hogy mennyire volt nagy a képen a hattér. Az igy létrejové képeket egy Gaussos
azért volt sziikség, mert a lokalizaciés képen a folytonos szalak gyakran kiilonéllé foltokbol
tevédtek Ossze, amiket viszont jol homogenizalt a Gaussos simitas. Az igy létrehozott ké-
peket Gjra binarizaltam Otsu mddszerével. Beépitett MATLAB fiuggvények (bwskel [196],
bwmorph [197] és bwdistgeodesic [198]) segitségével létrehoztam a csontvézakat és megha-
taroztam az agak szamat és hosszat. Az agak a csontvazat alkotd vonalak elagazddasai
vagy végpontjai kozotti szakaszok (5.19 ¢ dbra). A révid (< 120 nm) dgakat kihagytam
a kiértékelésbdl. A kiilonbozo strukturak osszevetéséhez meghataroztam az agak szamat
(5-19/d 4bra), azok hosszét (5.19]e dbra) és egy normalizélt dghosszat (5.19/f dbra). A nor-
malizélt dghossz meghatarozasiahoz kiszamoltam a csontvaz teljes méretét (az Osszes 4g
hossza pixelben) és azt elosztottam az dgak szaméval. Igy olyan mérészamot kaptam, ami
fiiggetlen attol, hogy a sejt aktin vazanak mekkora részét sikeriilt felvenni egy képen. Ez a

szam végeredményben a szalak ,szertedgazodasat”, elagazddasra vald affinitasat jellemzi.

5.3.4. A fejezethez kapcsol6dé téziseim

Csontvazasitason alapulo, lokalizacios felvételekre alkalmazhaté szamitégépes algoritmust
fejlesztettem ki fixalt sejteken beliili filamentalis halézatok kvantitativ jellemzésére. A lo-
kalizacios koordinatakat felhasznédlva a filamentdlis szerkezet vastagsdga is meghataroz-
hat6. A médszereket a konfokalis (CLSM) és nagyfelolddsi dASTORM technikaval végzett
sejtbiolégiai vizsgalatok kiértékeléséhez sikerrel alkalmaztam.

Kapcsolédé publikéciok:
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5.19. abra. Mioblaszt sejtek aktin halézatanak jellemzése. a—b, Reprezentativ
dSTORM (a) és csontvazasitott képek (b) a kontroll (Transzfektélatlan, Kevert) és csen-
desitett (shSDC4#1, shSDC4#2) mintakrdl. ¢, Sematikus dbra egy csontvazrol és annak
agairdl. d—f, Az agak szdm (d), az dghossz (e) és a lenormélt dghossz (f) eloszldsa a
négy minta esetén. A piros vonalak a mediant jelolik, a beszinezett négyzetek alja és te-
teje a 25. és 75. percentiliseknek felelnek meg, a hibasavok pedig a percentilisek kozotti
differencia mésfélszeresével nytlnak til a téglalapok szélein. A kiugrd értékek piros ,,+”
szimbdélummal vannak jelolve. Sejtszamok: 7—17, atlag: 12 (d—e). Skdla: 2 um (a).
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5.4. RNC klaszterek strukturalis vizsgalata

Korébbi kutatésok szerint a riboszéma — naszcens fehérje lanc komplexek (RNC-k) bi-
zonyos esetekben fazisszeparalédott granulumokat alkotnak, ami egy genotoxikus stressz
valasz [199]. A granulum védelmet jelent a lebont6 folyamatokkal szemben a transzldci-
6ban elakadt, stressz valaszban szerepet jatszo fehérjék szamara, hogy azok expresszidja
sziikség esetén gyorsan tjra beindulhasson. Ez a folyamat még kevéssé ismert, noha a je-
lenség tanulmanyozasanak nyilvanval6 relevancidja van a radiorezisztens tumorok kezelé-
sében. A riboszomék nagyjabol 30 nm-es atmérdje lehet6vé teszi az RNC-k nagyfeloldasi
mikroszképids vizsgélatat. Feladatom a granulumokat alkoté RNC klaszterek strukturdlis

vizsgalata, illetve kvantitativ jellemzése volt.

5.4.1. RNC Kklaszterek térfiiggésének vizsgalata

Lokalizacios dASTORM felvételeket készitettem Rpt1-RNC expresszaldé huméan tido erede-
tll A549 adenokarcindma sejtekrél (5.20ja dbra). A kisérlet sordn a riboszémakbol kilégd
rendezetlen N-terminalis volt megjelolve Alexa Fluor 647 fluoroférral. Az RNC klasztere-
ket a sejtmembrantol vald tavolsaguk szerint kiillonb6z6 csoportokba (zéndkba) osztottam
(5-20[b 4bra). A sejtmembran helyét a kordbban ismertetett médon hatéroztam meg
. A mintdaban 1év6 trendek megéllapitasahoz kritikus volt az adott statisztikai
jellemzoket megfelel6 feloldassal vizsgalni. Ha a megvalasztott zonak mérete tul kicsi volt,
akkor az abban 1év6 klaszterek szama annyira lecsokkent, hogy nem lehetett valés elosz-
last rendelni hozzajuk. Ha viszont a zénak mérete til nagy volt, a valos trend eltiint az
alacsony feloldas miatt. Az altalam vizsgalt esetben a sejt 10 zonara osztasa megfelelének
bizonyult. Kimutattam, hogy mig az RNC klaszterek elemszamaban és méretében nem
volt szignifikans térfiiggés, addig a klasztersiirtiség a membran felé haladva jelentésen
megnétt (5.20 c—e dbra).

Ez a térfiiggés élesztd sejtekben nem volt megfigyelhetd. Eleszt6 sejteknél Rpt1-RNC-t
és Sgs1-RNC-t expresszalo sejtekrdl készitettem felvételeket . abra). Munkam soran
foként ezen felvételek elemzésével foglalkoztam. A nagyfeloldasu képeken jol megfigyelheto

volt a megjelolt RNC-k csomds struktiraja mind a két sejttipus esetén, azonban tovabbi
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5.20. abra. Klaszterparaméterek eloszlasa human tiid6 eredetii A549 adenok-
arcindma sejtekben. a, Nagyfeloldast dASTORM felvétel egy Rpt1-RNC jelolt A549
sejtrél. b, A vizsgélt teriiletek hataroldi folytonos vonalakkla latszoédnak, a pontok pedig
a sejtben talalt klaszterek kozéppontjai. c—e, Klaszterek elemszam (c), tertilet (d), illetve
stirliség (e) eloszlasa a sejtmembrantdl val6 tavolsag fliggvényében harom sejtet elemezve.
A sejtmembranhoz legkdzelebbi tertiletrészt 1-gyel, a sejtmembrantél legtavolabbi teriilet-
részt pedig 10-zel jeloltem. A piros vonalak a mediant jelolik, a beszinezett négyzetek alja
és teteje a 25. és 75. percentiliseknek felelnek meg, a hibasidvok pedig a legszéls6ségesebb
értékeket jelolik, amik még nem lettek kiugréd értéknek megjelolve. Skala: 2 pum (a).

kovetkeztetések levonasa kvantitativ kiértékeléseket igényelt. A lokalizacié axidlis pozi-
cibjanak meghatarozasa érdekében asztigmias 3D-s méréseket végeztem, igy az egymas

kozelében elhelyezkedd klasztereket hatékonyabban kiilon tudtam valasztani.

Az RNC klaszterek egymashoz viszonyitott helyzetét az |alalszakasz 2.10.2] fejezetben

bemutatott Ripley-féle H fiiggvénnyel (tovdbbiakban H fiiggvénnyel) vizsgaltam meg.
A képletben definialt szélhatas korrekcios faktort az élesztok kis mérete miatt figye-

lembe vettem. Ahogy azlalalszakasz 2.10.2| fejezetben is leirtam, hogy a H fiiggvény értéke

pozitiv azon r értékeknél, amelyeknél az adatban valamilyen klaszterezddés, aggregacio
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Sgs1-RNC

Rpt1-RNC

5.21. abra. Reprezentativ Sgs1-RINC és Rpt1-RNC expresszalé sejtek dASTORM
képe. A képeken jol latszédnak megjelolt RNC-k csomos szerkezete.

van jelen, negativ azon tavolsag értékeknél, amelyeknél az adatpontok elhelyezkedése disz-
perz, és zérus az értéke, ha az adathalmaz teljesen véletlenszerii értékeket tartalmaz. A
figgvény maximumaéanak helye pedig a klaszterek méretérdl ad informaciot. A kép-
letben 1évo I, kiszamitasanal csak a lateralis koordinatakat hasznaltam, mivel azop pre-
cizebbek és a teljesen véletlenszerti (CSR) eloszlastél valé eltérés ilyen médon is kimu-
tathatd. Az egyedi RNC-k egymashoz viszonyitott helyzetének vizsgdlatdhoz a hozzdjuk
tartozd labnyomokat DBSCAN algoritmussal kerestem meg. A klaszteranalizishez opti-
malis paramétereket a TestSTORM teszt minta generdlé program segitségével hataroztam
meg. Egy szimuldlt mérési fajlt hoztam létre, amiben a szimuldciés paramétereket (minta,
festék és képkészitési paraméterek) a valés méréseknek megfeleléen allitottam be. A szi-
mulalt minta 20 db éleszto sejtbol allt, amelyekben véletlenszertien, egymastol atlagosan
200 nm-es tavolsaggal helyezkedtek el az egyedi RNC-ket imitalé epitopok .a abra).
A klaszteranalizist tobbféle paraméterrel lefuttattam és megvizsgaltam azok hatasat a H
figgvényre, a legkozelebbi szomszédos tavolsagok (NN D) eloszldsénak alakjara, illetve a
megtalalt klaszterek szamara (5.22c-g dbra). N, alland6 értéken tartasakor kisebb e
értékeknél két anomadlis jelenség figyelheté meg. Egyrészt a megtaldlt klaszterek kozép-

pontjainak eloszldsa kis tavolsdg értékeknél (r = ~50 nm) klaszterez6dést mutat ((5.22\c
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abra). Mésrészt az NN D eloszlas egy hatarozott csicsot mutat kis tévolsag értékeknél
.d abra). Megallapitottem, hogy ez a két jelenség miitermék és annak tudhatéd be,
hogy kisebb € értéknél az analizis nagyobb felbontasban vizsgélja a lokalizacios teret és
kilon klaszterekként reprezentalja egy klaszter lokalis stirtisodéseit. Ezek a tobb részre
osztott klaszterek térben egymashoz kozeli csoportokat eredményeznek. Ezt a magyara-
zatot tamasztja ala, hogy az € érték novelésével a két jelenség eltiinik. Egy kritikus e
értéken til azonban a klaszteranalizis az egymashoz kozeli klasztereket egybeolvasztja,
ami diszperz eloszlast eredményez és a H fiiggvény negativba hajlik .c abra), illetve
az NN D eloszlasbol eltiinnek a kis tavolsagértékek és az eloszlas elkezd eltolédni pozitiv
irdnyba .d abra). Azt tapasztaltam, hogy az N,,,, paraméterre kevésbé érzékenyek az
altalam vizsgalt értékek .d,g, abra). A klaszteranalizis soran tehét azt a paraméterte-
ret —[5.22/d,g, dbraalapjan azt az e értéket — kellett kivalasztanom, ahol a fentebb targyalt
anomalis jelenségek hatasa minimalis. Ezt az idealis értéket € = 24 nm-nek hataroztam
meg. Ugy talaltam, hogy ennél az e értéknél a megtalalt klaszterek szamanak gyors csok-
kenése megall és egy kisebb meredekségii linearis csokkenésbe megy at .e abra). Ilyen
médon megallapitottam egy okolszabalyt a DBSCAN paraméterek bedllitasara, a szimu-
lacios fajlok kiértékelésével pedig meghataroztam egy referencia H gorbét, amihez tudom
viszonyitani a mérési fajlokat. A mérési fajloknal a lokalizacidkra szamolt H fliggvény
értékei rendre nagyobbak voltak a CSR eloszlasi szimulacidohoz képest .h abra). A
H fluggvény cstucsa a szimulacios fajlok esetén a lokalizacios precizitds és a beallitott lin-
kerhossznak megfelel6en r =50 nm-nél volt, mig az Rpt1-RNC és Sgs1-RNC expresszalo
sejtekre rendre r =80 nm és r=100 nm-es értékeket kaptam. DBSCAN klaszteranalizist
hajtottam végre a kordbban részletezett mddszerrel meghatarozott paraméterekkel (e =
=24 nm; Np.g=8), majd meghataroztam a H fliggvény értékeit a klaszterkozéppontokra
szamolva h abra). Az éleszt sejteknél néhany szaz nm-es tartomanyon hatarozott
klaszterezodést figyeltem meg a referencia gorbéhez képest. Az Sgsl-RNC expresszalo
sejteknél szamolt H fliggvényének nem volt hatarozott maximuma, vagyis a klaszterezo-
dés tobb méretskalan megvaldsult. Az NN D eloszlasok lefutasa hasonl6 karakterisztikaju

volt, mint a szimulalt minta esetnén, de az eloszldas maximuma a mérési fajloknak esetén
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kisebb volt (5.22]j dbra). Az eredmények arra a kovetkeztetésre vezettek, hogy az RNC-k
valamiféle klaszterezodése a vizsgalt sejttipusokban jelen van,aminek mértéke az Sgsl-
RNC expresszald sejteknél jelentésebb, mint az Rpt1-RNC expresszald sejteknél. Foként

az utdébbindl a klaszterek mérete nem allandé.
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5.22. dbra. Az RNC klaszterek vizsgalata szimulalt és valds éleszt6 sejtekben.
a, Egy szimulalt, CSR epitop eloszlasi éleszto sejt nagyfeloldast képe. b, A megtalalt
klaszterek térbeli abrazolasa az a-n fehér négyzettel bejelolt régioban. A szinezés csak
a klaszterek megkiilonboztetését szolgalja. c—d, A szimulalt éleszto sejtekben megtalalt
klaszterkozéppontok Ripley-féle H fiiggvénye kiillonboz6 DBSCAN paramétereknél. e, A
DBSCAN algoritmussal megtalalt klaszterek szama e paraméter fiiggvényében. f—g, Az
RNC klaszterek NN D eloszlasa kiilonb6z6 DBSCAN paraméterek esetén. Jol latszodik,
hogy az Ny,q, paramétertél nem fiigg jelentésen az analizis eredménye (d,g). h, A mé-
rési fajlok lokalizacidinak Ripley-féle H fiiggvényei Osszevetve a szimulacids referencia
gorbével. i, A mérési fajlokban taldlt klaszterek Ripley-féle H fliggvényei Osszevetve a
szimulacioval kapott referencia gorbével. j, A mérési fajlokban talalt klaszterek NN D
closzlasa Gsszevetve a szimuldciéval kapott referencia gorbével. Skdla: 1 um (a).
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Az Sgs1-RNC expresszald sejteknél a lokalizacidkra szamolt H fiiggvényben a nagyobb
r értékeknél felvett maximum jelenthet nagyobb mértékii riboszoéma csoportosuldst, de
nagyobb méretii linkerhosszt is, ami nagyobb klaszterméreteket eredményezhet. A kérdés
megvalaszolasa érdekében megvizsgaltam a felvillandsokra illesztett fliggvények szélessé-
gét. JelentOsen eltéro linkerhosszak esetén az illesztett fliggvények szélességében kiilonbség
van, ugyanis a fluoroférok a bekotési helyiik koriil szabadon és gyorsan mozognak és igy
egy ,elkent” kiszélesedett képet hagynak maguk utan. A rainSTORM lokalizaciés prog-
ram asztigmias 3D-s mérések esetén két irany mentén illeszt Gauss-gorbét a felvillanasok
intenzitas profiljara, amiket x és y iranyoknak nevezek. Az illesztések szélességét a o para-
méter jellemzi. Megallapitottam, hogy az illesztett gorbék szélességében nem volt szignifi-
kans kiilonbség, s6t az Rpt1-RNC expresszalo sejtekrdl késziilt méréseknél kis mértékben
nagyobb éatlag értéket kaptam (o, = (174,5£29,3) nm; o, =(173,94+29,8) nm), mint az
Sgs1-RNC expresszalé sejtek esetén (o, = (170,2+28,9) nm; o, = (170,7£28,0) nm) (az
abrat lasd a fiiggelékben: F3 . A mérési eredmények alatamasztottak, hogy az
Sgs1-RNC egységek esetén valoban jelentosebb mértéki klaszterezodés van jelen a sejten

belil.

5.4.2. RNC klaszter paraméterek eloszlasidnak vizsgalata

A DBSCAN Kklaszteranalizissel (€ =24 nm; Ny, = 8) taldlt RNC klasztereket tovab-
bi szempontok alapjan is megvizsgaltam . abra). Az analizis 36 db Sgsl- és 68 db
Rpt1-RNC expresszalo sejtet foglalt magaba. A sejtek nagy szami, egyedi RNC-t tar-
talmaztak és az ezekhez tartozd klasztereket hatékonyan ki tudtam valaztani, amivel
lehetSségem nyilt az RNC klaszterek epitép szamanak megbecslésére az
fejezetben bemutatott modszerrel. A nagy szamu egyedi RNC miatt a klaszterek teriilet,
NND és epitopszam eloszlasanak median értékei mindkét sejttipusnal hasonléonak bizo-
nyultak .cfe,hfj, abra). A t6bb RNC-bél allé klaszterek viszont szignifikdns hatdssal
tudtak lenni az atlagértékekre, ezért az atlagérték jo értékmérdnek bizonyult a két sejtti-
pus osszehasonlitdsara. Az Sgs1-RNC klaszterek tertiletének tlaga (4398 nm?) 86 %-kal
nagyobb volt, mint az Rpt1-RNC klasztereké (2363 nm?) (5.23lc,h, dbra). Hasonléan az
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Sgs1-RNC klaszterek epitépszaméanak atlagat (8,30) 71 %-kal nagyobbnak mértem, mint
az az Rpt1-RNC klaszterekét (4,85) (5.23]e,j, dbra). A klaszterek stirtiségében is kiilsnbsé-
get tapasztaltam a két sejttipus kozott, amit az NN D eloszlas reprezentél .d,i, abra).
A legkozelebbi szomszédos klasztertavolsdg Sgs1-RNC expresszald sejt esetén 17 %-kal ki-
sebb, mint az Rpt1-RNC expresszalo sejtekben: 210,3 nm, illetve 252,3 nm. Mindez jo
egyezést mutat a Western-blot kisérletekkel, amik az indukalt Rpt1- és Sgs1-RNC-k abszo-
lat mennyiségét allapitottdk meg [T4]. Az eredmények aldtdmasztottak, hogy a vizsgalt
Sgs1-RNC, illetve Rpt1-RNC expresszald éleszté sejtekben az RNC-k klaszterizaldédnak,
és hogy az Sgs1-RNC expresszalo sejtekben ennek mértéke jelentosebb.
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5.23. abra. RNC klaszterparaméterek eloszlasa. a,f, Reprezentativ dSTORM képek
a kétféle sejttipusrdl. b,g, Az a, és f, sejt klaszteranalizalt képe. A klaszterek a tertilet
méretével vannak szinkddolva. c—e, illetve h-j, Klaszter tertilet (c,h), legkézelebbi szom-
szédos klaszter tavolsag (d,i) és epitép szam (e,j) eloszlasok az Osszes vizsgalt Sgs1-RNC
és Rpt1-RNC expresszald sejtre vonatkoztatva. A piros vonalak a median értékeket jelolik,
a feketék pedig az atlag értékeket. Sejtszamok: 34 (a-e), 70 (f-j). Skala: 1 um (a,f).

Rptl és Rpt2 fehérjék tartalmazzédk az tin. Notl alegységet. A Notl-et tartalmazo
granulumok 1étrejotte UV kezelés hatdsara mar leirt jelenség [199]. Az UV kezelés haté-
sanak megvizsgalasa érdekében felvételeket készitettem 64 kontrol és 14 UV kezelt Notl
expresszald éleszt6 sejtrol, amikben a Notl lett megjeldlve Alexa Fluor 647 fluoroforral
a—d, abra). A klaszteranalizis kimutatta, hogy az UV kezelés elétt tobb, kisebb mé-

retli klaszter volt jelen a sejteken beliil, majd UV kezelés hatdsira a klaszterek szdma
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lecsokkent és méretitk megnott ([5.24le-h, abra). Ezen feliil megfigyelheté volt, hogy a
klaszterekhez tartozo lokalizaciok és az egyéb lokalizacidok aranya jelentosen csokkent UV

kezelés utan, vagyis tobb Notl volt szabadon a citoplazmaban, melyek nem tartoztak

klaszterekhez ([5.24li, abra).
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5.24. abra. Not1 klaszterek vizsgalata UV kezelés hatasara. a-b, Epifluoreszcens
mikroszképids felvételek kezeletlen (CTL: a) és UV kezelt (UV: b) fixalt Notl-et exp-
resszalo éleszto sejtekrél. A Notl lett megjelolve Alexa Flour 647 fluoroférral. c-d, dS-
TORM felvételek ugyanazokrol a sejtekrdl, mint az a és b abrakon. e-f, Klaszteranalizalt
képek az c és d dbran sarga négyzettel kijelolt tertiiletekrdl. g-i, Klaszterek szama/sejt (g),
klaszterek mérete (h) és jel-zaj viszony (klaszterekhez tartozé lokalizaciék szama/egyéb
lokalizdcidk szdama) (i). Skdla: 2 pm (c-d).

5.4.3. RNC klaszterek alaki tényez6inek vizsgalata

A nagy szami RNC indukcié miatt létrejohetnek olyan aggregatumok is, amelyeknek
nincs koze a stressz valaszhoz. Célom az el6bbiek pontosabb karakterizalasa volt, ezért

a 2-10% nm? alatti tertileti (~ 500 nm atmérd alatti) klasztereket kiszlirtem a tovabbi
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elemzésbdl. Feltételeztem, hogy a granulumok térbeli dimenzidja izotrép, vagyis a mor-
folégiai informécidkat a lokalizaciok radidlis stirtiségeloszlasa (pioratizacis) egyértelmiien
magaban hordozza. A klaszterek szimmetriakézéppontjat a hozzajuk tartozoé lokalizaciok
sulypontjaval azonositottam és a radialis szimmetria miatt csak a lateralis koordinatak
ettdl vald tavolsagat vizsgaltam. Ez abbdl a szempontbol elonyos volt, hogy lateralis irany-
ban nagyjabol haromszor precizebb koordinatakkal rendelkeztem. Megallapitottam, hogy
& Plokalizécic Maximuma az ilyen mérettartomanyba tartozé Sgs1-RNC klaszterek esetén
28,2 %-ban, az Rpt1-RNC klaszterek esetén pedig 26,5 %-ban a kozépponttdl tavolabb
helyezkedik el, attol: Rygs1 = (39,09 £25,79) nm-re, és R.pn = (54,25 £ 23,20) nm-re.
Mindez ramutatott, hogy a lokalizacidk eloszlasanak slirtiségében néhany 10 nm-es tarto-
manyon fluktuaciok vannak. Ez a radidlis szimmetria miatt tireges, gytriszeri alakzato-
szerkezetek lehetnek. Az tireges szerkezet aldtamasztasara viszont tovabbi bizonyitékok-
ra volt sziikség. Ennek soran két problémat kellett megoldanom. Az egyik probléma az
volt, hogy ezek a klaszterek gyakran siirtin helyezkedtek el és a DBSCAN algoritmussal
nem mindig lehetett szepardltan analizalni oket. A masik megoldand6 probléma pedig
abbol adodott, hogy a lokalizaciés stlirtiség inhomogenitasa és a jelolés esetleges alulmin-
tavételezése miatt a lokalizacidk sulypontjanak megadasa pontatlan modszer volt az RNC
klaszterek kozéppontjanak meghatarozasahoz. Ezért egy keresztkorrelacion alapulo tireges
struktura keresé algoritmust hoztam létre MATLAB kornyezetben. Korreldcidos maszknak
a kordbban megallapitott sugarértékek alapjan megtervezett gytirti alakzatot hasznaltam
(Rpiuss =70 nm; Rpess =22 nm), amivel szamitasaim szerint jé kozelitéssel megtaldlhatd
az ureges strukturaknak a kézéppontja abban az esetben is, ha azok rossz mintavételezése
aszimmetrikus, vagy kiilonallé klasztereket eredményez. A lokalizaciokat és a korrelaci-
6s maszkot 5 nm-es pixelmérettel raszterizaltam és minden pixelhez hozzarendeltem a
keresztkorrelacios értéket. Az igy 1étrejovo korrelacids térképen a MATLAB findpeaks be-
épitett fliggvényét felhaszndlva megkerestem a lokalis maximumokat. A korrelacios helyek
megkeresés utdn megvizsgaltam ezeken a teriileteken a lokalizaciok eloszlasat. Az analizis

soran tobb gytriszeri alakzatot is talaltam 1 a, abra). Erdekes, hogy ilyen gyfiriiszerti
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strukturak, teljesen hasonlé méretben A549 sejtekrol késziult TEM képeken is detektalha-
téak voltak (5.25/b, abra).
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5.25. dbra. Gyturi alaku strukturak detektalasa dASTORM felvételeken és TEM
képen. a, Korrelaciés algoritmussal talalt gytirtiszerti alakzatok és a radidlis lokalizacios
stirtiségeloszlas a korrelacios maszk kozepétol szamitva. b, TEM kép egy Ab49 sejtrdl, a
riboszémak fekete foltokként latszédnak. A TEMfelvételt Razga Zsolt készitette az SZTE
- AOK Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kozpont Patholégiai Intézetében. Skéla: 100 nm
(a). 200 nm (b).

A lokalizaciés képeken a lokalis minimummal rendelkezé klaszterek szamat csokkent-
hetik az RNC-k szoros egyiittléte miatt megnovekedett szamui atfedo felvillands, ami a
klaszterek kozéppontja felé megnovekedett szdmu hamis lokalizaciot eredményezhet [60].

Az atfedd felvillanasok mutermékek bevezetése mellett a felvillanasok képének rosszabb
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megilleszthetOsége miatt az elvetett lokalizdcidok szamat is megndvelik, ezért megvizsgal-
tam a kolokalizacio mértékét a nagyfeloldasu képek és az elvetett lokalizaciokbol rekonst-
rualt képek kozott (5.26] abra). A nagyobb RNC klaszterek pozicigjaban jelentés szamu

elvetett lokalizaciot tapasztaltam, ami valoban ronthatja egy tireges strukturdk lathato-

sagat.

5.26. abra. Kolokalizacié vizsgalata az RINC klaszterekben. a, Egy Sgs1-RNC exp-
resszalo éleszto sejt ASTORM képe. b, Az elvetett lokalizaciok abrazolasa az a tertileten.
c, Az elfogadott (voros) és elvetett (zold) lokalizdciok dbrazolasa egy képen. d, Négy
kinagyitott teriilet c-rél. A kolokalizaciot a sarga szin jeloli. Skala: 1 pum (a).

5.4.4. A fejezethez kapcsol6doé téziseim

Lokalizacios felvételek elemzésével megmutattam, hogy az Rpt1-RNC klaszterek stiri-
sége az A549 human adenokarcinéma sejtekben a sejtmembranhoz kozeledve névekszik,
mig hasonld tendencia éleszt6é sejtekben nem volt megfigyelhets. A TestSTORM teszt
minta generalé program segitségével kidolgoztam egy modszert a DBSCAN paraméte-
rek optimalis bedllitasara a klaszterek elemzéséhez. Megallapitottam, hogy az Rptl és
tekben klaszterizalédnak és ennek mértéke Sgs1-RNC expresszalo sejtekben jelentdsebb.
DBSCAN algoritmussal karakterizaltam az UV kezelés hatasat Not1 tartalmi klaszterek-
re. Egy keresztkorrelacion alapuld klaszter kereso algoritmussal megallapitottam, hogy a

megtalalt klaszterek egy jelentos része tireges strukturaval rendelkezik.

Kapcsol6dd publikdciok:
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6. Osszefoglalas

6.1. Bevezetés

A fluoreszcens mikroszképia megjelenése lehetové tette bioldgiai mintak nagy kontraszti
vizsgalatat nem invaziv modon. A feloldasi hatart azonban a diffrakcié limitalta, ami miatt
a néhany szdz nanométer alatti tartomany rejtve maradt. A nagyfeloldast mikroszkopiai
technikak viszont 1j teriiletet nyitottak meg a kutatasok elott, mivel a fluoreszcens minta
diffrakeio limit alatti strukturdinak vizsgalatat tették lehetévé [8]. Ezen technikdk koziil a
lokalizaciés mikroszképiai mddszerek (SMLM) nagy népszeriiségre tettek szert, melynek
6, 7). Ebbol a megkozelitésbél adoddan a nyers lokalizacios fajl a hagyomanyos pixelizalt
mikroszképos képektol eltéré modon egy olyan adathalmaz, mely a lokalizalt fluoroférok
koordinatéit tartalmazza. Az ilyen pontfelhOk elemzése 11j megkozelitési modokat igényel
[70].

Mivel egy lokalizacié egyetlen fluorofér koordinatainak feleltetheté meg, az SMLM
technika felkeltette az érdeklédést a célmolekulak szamanak kvantitativ jellemzése szem-
pontjabdl. A molekuldk szamanak meghatarozasa rendkiviil relevans, azonban a fluorofo-
rok sztochasztikus fotofizikai viselkedése és a gyakran ismeretlen jelolési sztochiometria
megneheziti ezt a feladatot. Az SMLM altal generdlt pontfelhok 14j lehetoségeket adtak
klaszteranalizisre is. Mivel a sejtfunkciokat gyakran fehérjék tér- és idébeli elrendezédése
szabalyozza, ennek tanulméanyozasa fontos kérdések megvalaszolasahoz segithet hozza. A
klaszterezodés kimutatasa énmagaban fontos feladat, azonban a klaszterek kvantitativ jel-
lemzése tovabbi felfedezésekre ad lehet&séget. A klaszterek kiilonbozé tulajdonsagait elosz-
lasokkal lehet a legjobban leirni és ezek tér- és idofiiggoek lehetnek. Bioldgiailag relevans
kérdések megvalaszolasahoz a célfehérje altal képzett klaszterek egymashoz viszonyitott
helyzetének, illetve alaki tényezdjének meghatarozasa is hozzasegithet. Lokalizacids adat-
sorok esetén a felvételek strukturdlis vizsgalata is Uj analitikai eszkozoket igényel. A fizikai
dimenziok meghatarozasa tipikusan a vizsgalt struktira keresztmetszeti profiljara valé el-

méleti gorbe illesztésével torténik. Bar a lokalizacios koordinatak alapjan 1étrehozhatunk
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egy hagyomanyos, pixelizalt képet, amin mar alkalmazhatdak a hagyoméanyos képelemzés-
ben megszokott mdodszere, de egy ilyen kép létrehozasa informaciovesztést eredményezhet,

ezért tanacsos direkten a lokalizacios koordinatakat hasznalni méretmeghatarozashoz.

6.2. Célok és kutatasi modszerek

Célom volt, hogy értelmezzem és kvantitativ informaciokat nyerjek ki az SMLM technika-
val kapott pontfelhékbol, kilonos tekintettel a megjelolt molekulak szamara, a klasztere-
z6dés kimutatasara valamint a klaszterek és a minta geometriai paramétereinek jellemzésé-
re. Terveim kozott szerepelt, hogy az eredményeket 0sszevessem a biologiai kutatasokban
széles korben elterjedt konfokalis mikroszképids (CLSM) felvételek elemzésébdl kapott
eredményekkel, feltérképezve a korrelativ mérések lehetoségeit. A mikroszkopias mérések
elvégzése szintén a feladataim kozott szerepelt. Célul tliztem ki, hogy az alkalmazott ana-
litikai modszerek ne bonyolitsdk a mérési protokollt, valamint ne néveljék meg a mérési
idot.

Célkittizéseimet olyan fontos bioldgiai problémdak motivaltak, mint a DNS kettos szala
toréseket jelezo YH2AX hisztonok szamanak kvantitativ megbecslése, a YH2AX klaszterek
idobontott vizsgalata rontgen besugarzas utan, az aktin szalak szerkezetében bekovetkezo
valtozasok, vagy RNC klaszterek kvantitativ jellemzése genotoxikus stressz hatds utan. A
kisérletek elvégzéséhez az AdOptIm kutatocsoport ASTORM és CLSM rendszerét hasznél-
tam. Az adatok szamitégépes elemzése soran MATLAB-ot, illetve Python programozési

nyelvet hasznaltam.

6.3. Uj tudomanyos eredmények

T1: A fluoreszcens molekuldkat harom allapotu rendszerrel modellezve meghataroztam
egyedi megjelolt célmolekulahoz tartozo lokalizaciok szamanak valdszintiségi tomegfiiggveé-
nyét tetszoleges jelolési ardny esetén dSTORM mérések soran. Szamitogépes algoritmust
fejlesztettem a mikroszkép rendszer véalaszfiiggvényének meghatarozasara kozvetleniil a
lokalizacios adatsorbél. Nagyfeloldasi dSTORM méréseket végeztem U20S és DIVA sejt-

magokrol és a kidolgozott mddszerrel meghataroztam az altalam hasznélt rendszerben a
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kromatin szerkezetet felépito alegységhez tartozo valaszfliggvényt. ,

T2: Kifejlesztettem egy DBSCAN alapt algoritmust lokalizaciés adatsorok klaszterana-
liziséhez. A programmal kvantitativan jellemeztem a klaszterek tulajdonsagait, valamint
meghataroztam ezen paraméterek eloszlasat a vizsgdlt tertiileten beliil. Nagyfeloldasu dS-
TORM és konfokélis (CLSM) méréseket végeztem U251 humén glioblasztéma sejtekrél
rontgen besugarzas utan és idébontott vizsgalatot hajtottam végre a kettds szali DNS
toréseket jelz6 YH2AX klasztereken. A két technikaval nyert eredményeket Osszevetet-
tem, valamint karakterizaltam a korrelativ mérések lehetoségeit. TestSTORM teszt min-
ta generatorral végzett szimulacidk alapjan feltérképeztem a 2D-s és 3D-s kiértékelések

alkalmazhatosaganak hatérait és hitelesitettem a 2D-s dASTORM mérésekkel kapott ered-

ményeimet.

T3: Csontvazasitason alapuld, lokalizacios felvételekre alkalmazhatd szamitoégépes algo-
ritmust fejlesztettem ki fixalt sejteken beliili filamentalis halézatok kvantitativ jellem-
zésére. A lokalizdcids koordinatakat felhasznédlva a filamentalis szerkezet vastagsdga is
meghatarozhatd. A maddszereket a konfokalis (CLSM) és nagyfeloldasi dSTORM techni-

kéaval végzett sejtbiolégiai vizsgalatok kiértékeléséhez sikerrel alkalmaztam. |A4]

T4: Lokalizacios felvételek elemzésével megmutattam, hogy az Rpt1-RNC klaszterek sii-
risége az A549 human adenokarcinéma sejtekben a sejtmembranhoz kozeledve névekszik,
mig hasonlé tendencia éleszté sejtekben nem volt megfigyelhet6. A TestSTORM teszt
minta generdld program segitségével kidolgoztam egy modszert a DBSCAN paraméte-
rek optimalis bedllitasara a klaszterek elemzéséhez. Megallapitottam, hogy az Rptl és
tekben klaszterizalédnak és ennek mértéke Sgs1-RNC expresszald sejtekben jelentésebb.
DBSCAN algoritmussal karakterizaltam az UV kezelés hatasat Not1 tartalmu klaszterek-
re. Egy keresztkorrelacion alapuld klaszter kereso algoritmussal megallapitottam, hogy a

megtalalt klaszterek egy jelentos része tireges strukturaval rendelkezik.
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7. Summary

7.1. Introduction

The appearance of fluorescent microscopy has made possible the investigation of biological
samples with high contrast in a non-invasive way. However, the resolution was limited
by diffraction, therefore structures below a few hundred nanometers remained hidden.
Super-resolution microscopy techniques in turn opened new ways to research, because
these methods have made it possible to analyze structures of fluorescent samples below
the diffraction limit [§]. Among these techniques localization microscopy (SMLM) has
become popular. In SMLM, the positions of individual molecules are determined with a
resolution of 10—20 nm [4, 6l [7]. As a result of this approach the raw localization file,
unlike the pixelated nature of the conventional microscopical images, is a data set, which
contains the localization coordinates of the fluorophores. The analysis of such point clouds

requires new approaches [70].

Since a localization corresponds to the coordinates of a single fluorophore, the SMLM
technique aroused interest in terms of the quantitative characterization of target molecu-
les. The determination of the number of molecules is extremely relevant, but the stochastic
photophysical behavior of the fluorophores and the often unknown labeling stoichiometry
makes this task difficult. The point clouds generated by SMLM also gave new opportuniti-
es to cluster analysis. Since cell functions are often regulated by the spatial and temporal
organization of proteins, studying these organizations could help answering important
questions. Detecting clusterization is an important task on its own, but the quantitative
characterization of the clusters can lead to further findings. The best way to describe
different cluster properties is to determine the distribution of the properties which can
have a spatial and a temporal dependence. The spatial structure of the clusters formed
by the target proteins and the shape factor of these clusters could help answering relevant
biological questions. In case of localization data sets, structural investigations require new
approaches. Determination of physical dimensions usually happens through a theoretical

curve fitting to the cross sectional profile of the examined structure. There are multiple
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ways to produce this profile. On the one hand a super-resolution image can be created
based on the localization coordinates on which the familiar methods of conventional image
analysis can be used. While on the other hand the generation of such an image can result

in information loss, so it is advisable to use the localization coordinates directly.

7.2. Objectives and methods

My goal was to interpret the point clouds generated by the SMLM technique and obtain
quantitative information from them, in particular the number of labeled molecules, the
detection of clusterization as well as the characterization of the clusters and the geometri-
cal parameters of the sample. It was among my plans to compare these results with results
obtained form the analysis of confocal images to explore the possibilities of correlative
measurements. [t was relevant, because confocal laser scanning microscopy (CLSM) is a
prevalent technique in biological research. Performing the necessary measurements was
also among my tasks. [t was my purpose to not complicate the measurement protocol and
to not increase the measurement time with the employed analytical methods.

My objectives were motivated by important biological problems, such as estimating
the number of YH2AX histones (which are signaling proteins of DNA double-strand bre-
aks), the time resolved analysis of YH2AX clusters after X-ray irradiation, the changes
in the structure of actin filaments or the quantitatve characterization of RNC clusters
after a genotoxic stress. I used the dSTORM and CLSM system of AdOptlm research
group to conduct the measurements and I mainly used MATLAB and Python to analyze

measurement data.

7.3. New scientific results

T1: I determined the probability mass function of the localization numbers corresponding
to a single target molecule in case of any labeling ratio during dSTORM measurements
by modeling the fluorescent molecules with a three state system. I developed a computer
algorithm for the determination of the response function of the used microscope system

directly from the localization data set. I performed super-resolution dASTORM measure-
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ments on U20S and DIVA cell nuclei and determined the response function corresponding

to the subunit of the chromatin structure. [Al]

T2: I developed an algorithm based on the DBSCAN method to cluster analyze localizati-
on data sets. I quantitatively characterized the properties of the clusters and determined
the distributions of these parameters within the region of interest. I performed super-
resolution dSTORM and confocal (CLSM) measurements on U251 human glioblastoma
cells after X-ray irradiation and performed a time resolved investigation on the DNA
double-strand breaks signaling YH2AX clusters. I compared the results obtained with the
two techniques and characterized the possibilities of correlative measurements. I explored
the limits of the applicability of 2D and 3D analysis via TestSTORM simulations and
validated my 2D dSTORM measurement results.

T3: I developed a computer algorithm based on skeletonization to quantitatively cha-
racterize filamental networks of fixed cells based on the localization data set. Using the
localization coordinates, the thickness of the filamentary structure can also be determined.
The methods have been successfully applied to the evaluation of cell biological studies us-

ing confocal (CLSM) and high-resolution dSTORM techniques.

T4: By analyzing the localization measurements I showed that the density of Rpt1-RNC
clusters is increasing toward the cell membrane of A549 adenocarcinomic human cells,
while the same phenomenon was not observable in yeast cells. Using TestSTORM test
sample generator, I have developed a method to set the optimal DBSCAN parameters to
analyze clusters. I found that the ribosome-nascent chain complexes, which are paused
during the translation of Rptl and Sgsl proteins, show clustering in yeast cells and this
clustering is more significant in Sgs1-RNC expressing cells. I characterized the effect of
UV treatment on Not1 containing clusters with DBSCAN algorithm. I developed a cluster
finding algorithm based on cross-correlation and found that a significant portion of the

clusters have a hollowed structure.
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8. Koszonetnyilvanitas

Szeretném kifejezni 6szinte haldm és mély elismerésem témavezetém, Dr. Erdélyi Miklés
felé, akinek tamogatasa és utmutatasa végigkisért az évek soran, aminek csak egy rész-
eredménye az itt bemutatott dolgozat. Személyisége és hozzaallasa szemléletformald volt
szamomra. Munkam sordn abban a kivaltsagban is részem volt, hogy egytitt dolgozhattam
az AdOptIm kutatocsoport tagjaival, akiknek kiilon név szerinti kiemeléssel is tartozom.

Gajdos Taméashoz gyakran fordultam kérdéseimmel és mindig segitokészen fordult hoz-
zém. O volt az elsé, akit megtaldltam, ha valami nem miikodott és én nem taldltam meg
a hibat, vagy ha olyan informéciéra volt sziitkségem, amit nem taldltam meg magamtol.

Novék Tibor az évek soran tobb jo Otletet is adott. A fluoroférok harom allapotu
rendszerrel valdé modellezése soran az allapotok betoltottségének kiszamitasahoz 6 java-
solta a Laplace-transzforméciot és a DBSCAN algoritmus memoriaigényének csokkentése
soran felhasznaltam olyan kddrészletet is, amiben neki sok munkéaja volt. Nem csak mint
kolléga, de mint barat is végig kisérte munkamat.

Koszonettel tartozom H. Kovacs Balintnak, aki a rontgensugarzassal kezelt sejtek, illet-
ve az RNC expresszalo sejtek dSTORM-o0s lemérése soran nagy terhet vett le a vallamrol
és sok id6t sporolt meg nekem. Az asztigmian alapuld 3D-s mérések soran kiilondsen nagy
segitségemre volt, hiszen annak 6 a szakértéje. Szintén szeretném megemliteni, hogy a
korrelacios klaszter keresé algoritmus elsé verzidja egy LabView kod volt, amit ¢ készi-
tett.

Bar ennek a dolgozatnak nem képezik részét Forster-féle rezonans energiadtadassos
(FRET) vagy fluoreszcencia élettartam (FLIM) mérések, de amikor ilyen méréseken vet-
tem részt, Bird Péter volt segitségemre.

Szeretném kiemelni Ponyeczkiné Czvik Elvirat, aki a mintaelOkészités soran mindig
segitségemre volt. Szakértelme sokat segitett a sikeres mérések elvégzésében. Sok egyedi
kérésem is volt, amikhez 6 segitékészen allt hozza.

Koszonom a Szegedi Tudoményegyetemnek is, hogy kornyezetet teremtett kutatasa-
imhoz.

Szeretném megragadni az alkalmat, hogy koszonetet mondjak csaladtagjaimnak, ba-



97

rataimnak és tanaraimnak, akik kozel sem elhanyagolhaté modon hozzasegitettek ahhoz,
hogy eljussak idaig.

Doktori tanulményaim soran munkam a koévetkezd palyazati forrasok tamogattak:
Nemzeti Agykutatédsi Program (KTIA-13-NAP-AI/14, 2017-1.2.1-NKP-2017- 00002) ; GINOP-
2.3.2-15-2016-00036 ; EFOP-3.6.1-16-2016-00008 ; Nemzeti Tehetség Program (NTP-NFTO-
20-B-0354, NTP-NFTO-21-B-0197) ; Innovécios és Technoldgiai Minisztérium (TKP2021-
NVA-19); Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (MEC R 141389) ; University

of Szeged Open Access Fund.
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Figgelék

F1: Levezetés az allapotok betoltottségérol

Az altalam hasznalt modellben a fluroférok az alabbi allapotokban lehetnek.

0: kikapcsolt

1: bekapcsolt

2: kifakult

A modell alapjan az allapotok kozotti lehetséges atmeneteket az aldbbi diagram szemlél-
teti:

ko2

whio -

A k., a kiillonb6z6 atmenetek sebességi allandéit jeloli.
Az 6sszes molekula szdma N, a kilonbozo allapotokban 1évé molekulak szama pedig

No(t), N1(t) és Ny(t). Ennek megfelelen a sebességi egyenletek

d]\(;ot(t) + (ko1 + koz2) No(t) = k1o N1 (t), (9.2)
d]\cfllst) + (k1o +k12) N1(t) = ko1 No (), (9.3)
d]\ft(t) — koaNo(t) + kiaNy (1), (9.4)

Tehat a és a képletek alapjan adodik, hogy

Ny — No+(ko1+k02)No7 0.5)
klO
N1+ (ko4 k12)Ny — kg1 No =0 (9.6)
a[9.5] és a 0.6 képletekbdl pedig
1 o koit+kotkiotki . | (ko+ki2) (ko +koo)

—No+ No+

+ ko | No=0. 9.7
k1o k1o k1o R (9.7)
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Az egyszerliség kedvéért helyettesitsiik a egyenletben a konstansokat :
Ay Ny+ AyNo+ AsNy =0 (9.8)

Hasonldan a [9.5] és a [9.6] képletekbdl adédik, hogy

1 . koi+koa+kig+Fkia k1o +k12) (ko1 + K
Ry A bk e Uk 3 v (K10 +k12) (ko1 + ko2)

ko1 ko1 ko

+k10 Nl :O (99)
Helyettesitssel most is egyszertibb alakra hozhatjuk az egyenletet:

Egyszertien megoldashoz jutunk, hogyha Laplace transzforméciét hajtunk végre a [9.10

képleten. Ha X (s) = Z{Ny(t)}, akkr az Ny(0) =z, illetve Ny(0) = vy helyettesitésekkel
Aq[s2X () — 5o — 1] + Az[s X (8) —m0] + A3 X (5) =0, (9.11)

amibol atrendezéssel adodik, hogy

sxo—i-yo—i-%xo
X(s)= "5, (9.12)
AT A,
2 2
Mivel (s—|— 2‘4721) = 32+%s+ (5%) , ezért X (s)-t felirhatjuk az alabbi médon is:
s+ Ay 1
X(s) =0 . 5+ (o +zo—) . (9.13)
A A A 2A 4, )2 A A, \2
(s+22) +4— (38) tera) - ()
1 & ﬁ A 3 13 A —_ ﬁ 2_@ Z. 7z 7 .
Mivel a /5% < 322 feltétel teljesiilés, w = (2 Al) ‘= helyettesitéssel felirhatjuk, hogy
s+ 2z A 1
X(5) =m0 —— 2% 2+<u0+m022 ) . (9.14)
(s+38) —w Vo (s) e
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Belathato, hogy £ {e Pich(wt)} = M‘;)rif_wz bs L{e Plsh(wt)} = Grara et
_ A2 Ag2A; _ A2
No(t) = zoe” 21 ch(wt) + Yot Zo@frac, Lo 2a sh(wt). (9.15)
w
Kihasznalva az xq = Ny(0) = 0 peremfeltételt, adédik, hogy
ey
No(t) = Le 241 sh(wt). (9.16)

. 2
Mivel a %<23721 feltétel teljesiil, ezért a(9.10/egyenletb6l, az Ny (0)=pg és E= (%) — %

helyettesitésekkel és az N1(0) = Nsss, peremfeltételt kihasznélva adédik, hogy

B
Ho +Néssz ﬁ

I () (9.17)

By,
Ny (t) = Nsss.e 281 ch(&t)+

A vy és g konstansok kiszdmitasahoz szintén az Np(0) = Ny, peremfeltételt hasznalhat-
juk ki, vagyis hogy a mérés kezdete soran az 6sszes flourofér a floureszcens, bekapcsolt

allapotban van. Vagyis

dNy(t
vy = o) = hoNow (9.18)
dN;(t
Mo = 1(t) = —(k10+ k12) Nissz- (9.19)
dt |,

Kicsit komplikaltabb moédon kiszamolhatjuk Ns-t is, de egyszeriibb, ha kihasznaljuk, hogy
a hasznalt modell szerint csak 3 allapota lehet egy festékmolekulanak, igy két allapot

betoltottségét ismerve mar egyértelmiien adodik a harmadik allapot betoltottsége, vagyis

No(t) = Nissz — No(t) — Ni(2). (9.20)

Ezek alapjan

B
;U'O‘i’Nf)sszﬁ — By
76

—F2y Vo -2t B2y
No(t) = Nesso(1—€ 281 ch(Et)) — 2e 24 sh(wt) — - B sh(&t).| (9.21)
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F2: Miitermékek asztigmias 3D-s mérés soran

Az optikai hibak miatt az asztigmids 3D-s mérések soran a fokuszon kiviili flouroftirokhoz
tartozé PSF kilyukadhat”, vagyis annak intenzitas profiljaban két intenzitds maximum
alakulhat ki a abra) amire a lokalizdciés algoritmus két fuiggvényt illeszt. Ennek ered-
ményeképpen megdupldzédott alakzatokat alakulhatnak ki a rekonstrudlt képen (9.11b
abra). A megduplazodott alakzatokat ki lehet sziirni oly mddon, hogy a lokalizacidkat
szirjilk az illesztett fliggvény szélessége szerint, mivel a defokuszalt PSF-re nagyobb fél-

értékszélességli gorbét illeszt a program, de ilyenkor jelentds szamu lokalizaciot vesztiink

és el is tlinik néhdny struktira, ami a valésadgban ott van (9.1c dbra).

9.1. dbra. Asztigmias 3D-s mddszer soran fellép6 miitermék. a, Egy képkocka
az asztigmias ASTORM mérés soran. A minta 4-OHT kezelt DIVA sejtmag volt YH2AX
hiszton jeloléssel. A sargaval jelolt rész két intenzitast maximummal rendelkezo PSF-et
jelol. b, Rekonstrualt dASTORM kép az a felvételrél. A bejelolt teriileten a PSF torzulas
miatti megdupldzodas (miitermék) lathat6. ¢, Az a dbrén jelzett felvétel rekonstrukcitja
a lokalizacio soran illesztett fliggvények szélesség szerinti sziirése utan. A megduplazodott
alakzatokhoz tartozé lokalizdciok nagyrészt eltiintek. Skala: 1 um (b,c)

F3: Az illesztések o paramétereinek eloszlasa

A molekulak képére a rainSTORM Gauss fiiggvényt illeszt, aminek képlete:

fla) = U;%e‘“’zﬁ)z. (9.22)
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Az asztigmids 3D-s modszerrel készult Sgs1-RNC és Rpt1-RNC expresszald élesztd sej-
tekrol késziilt felvételek elemzése soran hisztogramot készitettem az illesztett fiiggvények

o paramétereibél (9.2, abra). A kétféle sejttipus mérési eredményeinek Gsszevetése soran

nem tapasztaltam szignifikans eltérést a o illesztési paraméterben.

a
12000

Lokalizacié szam

Lokalizacié szam

9.2. abra. lllesztett fiiggvények o paramétereinek eloszlasa. a—b, Sgs1-RNC exp-
resszald élesztd sejtekrél készilt felvételek lokalizdcidinak o eloszlasa (a) és egy kinagyi-
tott rész a modusz kérnyékérdl (b). c—d, Rpt1-RNC expresszalo éleszté sejtekrol készilt
felvételek lokalizaciinak o eloszlasa (c) és egy kinagyitott rész a médusz kornyékérsl (d).
Jol latszodik, hogy a rekonstrukcié soran azok a lokalizaciok lettek elfogadva, amelyekre
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az illesztett fiiggvény o értéke 0,7 és 1,5 pixel érték kozott van.
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