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1. Osszefoglalas

1.1. Bevezetés

A fluoreszcens mikroszképia megjelenése lehetévé tette biolgiai min-
tdk nagy kontraszti vizsgalatat nem invaziv médon. A felolddsi hatart
azonban a diffrakcié limitalta, ami miatt a néhdny szdz nanométer
alatti tartomany rejtve maradt. A nagyfeloldast mikroszkdpiai techni-
kak viszont 4j teriiletet nyitottak meg a kutatasok el6tt, mivel a flu-
oreszcens minta diffrakcié limit alatti strukturdinak vizsgalatat tették
lehetévé [1). Ezen technikdk koziil a lokalizdciés mikroszképiai méd-
szerek (SMLM) nagy népszeriiségre tettek szert, melynek sordn egyedi
molekuldk poziciéjat hatarozzuk meg minddssze 10 —20 nm-es felol-
déssal [214]. Ebb6] a megkozelitésbdl adéddan a nyers lokalizacios fajl a
hagyomanyos pixelizalt mikroszképos képektdl eltéré médon egy olyan
adathalmaz, mely a lokalizalt fluoroférok koordinétdit tartalmazza. Az
ilyen pontfelhék elemzése 1j megkozelitési modokat igényel [5].

Mivel egy lokalizacié egyetlen fluorofér koordinatainak feleltetheto
meg, az SMLM technika felkeltette az érdeklédést a célmolekulak sza-
manak kvantitativ jellemzése szempontjabdl. A molekuldk szdmédnak
meghatarozdsa rendkivil relevans, azonban a fluoroférok sztochasz-
tikus fotofizikai viselkedése és a gyakran ismeretlen jel6lési sztochio-
metria megneheziti ezt a feladatot. Az SMLM altal generalt pontfel-
hék 1j lehetéségeket adtak klaszteranalizisre is. Mivel a sejtfunkcié-
kat gyakran fehérjék tér- és idébeli elrendezédése szabalyozza, ennek
tanulméanyozéisa fontos kérdések megvalaszolasahoz segithet hozza. A

klaszterez6dés kimutatdsa énmagaban fontos feladat, azonban a klasz-



terek kvantitativ jellemzése tovabbi felfedezésekre ad lehet&séget. A
klaszterek kiilonbozé tulajdonsagait eloszlasokkal lehet a legjobban le-
irni és ezek tér- és id6fiiggdek lehetnek. Bioldégiailag relevans kérdé-
sek megvalaszoldsdhoz a célfehérje altal képzett klaszterek egymashoz
viszonyitott helyzetének, illetve alaki tényezdjének meghatarozasa is
hozzasegithet. Lokalizacios adatsorok esetén a felvételek strukturalis
vizsgalata is 1j analitikai eszkozoket igényel. A fizikai dimenziék meg-
hatarozasa tipikusan a vizsgalt struktira keresztmetszeti profiljara va-
16 elméleti gorbe illesztésével torténik. Bar a lokalizacios koordinatak
alapjan létrehozhatunk egy hagyomanyos, pixelizalt képet, amin méar
alkalmazhatéak a hagyomanyos képelemzésben megszokott médszere,
de egy ilyen kép létrehozasa informaciévesztést eredményezhet, ezért
tandcsos direkten a lokalizacios koordinatdkat hasznalni méretmegha-

tarozashoz.

1.2. Célok és kutatasi modszerek

Célom volt, hogy értelmezzem és kvantitativ informaciokat nyerjek
ki az SMLM technikdval kapott pontfelhdkbdl, kiillonos tekintettel a
megjelolt molekuldk szamara, a klaszterez6dés kimutatasara valamint
a klaszterek és a minta geometriai paramétereinek jellemzésére. Ter-
veim kozott szerepelt, hogy az eredményeket Gsszevessem a biolégiai
kutatdsokban széles korben elterjedt konfokélis mikroszképids (CLSM)
felvételek elemzésébdl kapott eredményekkel, feltérképezve a korrela-
tiv mérések lehetéségeit. A mikroszkdpids mérések elvégzése szintén
a feladataim ko6zott szerepelt. Célul tliztem ki, hogy az alkalmazott

analitikai moédszerek ne bonyolitsdk a mérési protokollt, valamint ne



néveljék meg a mérési idot.

Célkitlizéseimet olyan fontos biolégiai problémak motivaltak, mint
a DNS kettés szala toréseket jelez6 YH2AX hisztonok szaménak kvan-
titativ megbecslése, a YH2AX klaszterek idébontott vizsgilata rontgen
besugarzas utan, az aktin szdlak szerkezetében bekovetkezo valtozasok,
vagy RNC klaszterek kvantitativ jellemzése genotoxikus stressz hatas
utan. A kisérletek elvégzéséhez az AdOptlm kutatocsoport ASTORM
és CLSM rendszerét hasznaltam. Az adatok szamitégépes elemzése so-

ran MATLAB-ot, illetve Python programozasi nyelvet hasznaltam.

1.3. Uj tudoményos eredmények

T1: A fluoreszcens molekulakat harom allapotii rendszerrel modellezve
meghataroztam egyedi megjelolt célmolekuldhoz tartozé lokalizacidk
szamanak valésziniiségi tomegfiggvényét tetszoleges jelolési ardny ese-
tén ASTORM mérések soran. Szamitdgépes algoritmust fejlesztettem a
mikroszkép rendszer valaszfiiggvényének meghatarozasara kozvetlentl
a lokalizaciés adatsorbol. Nagyfelolddsit dASTORM méréseket végeztem
U20S és DIvA sejtmagokrdl és a kidolgozott mébdszerrel meghataroz-

tam az altalam haszndlt rendszerben a kromatin szerkezetet felépitd

alegységhez tartozd valaszfiiggvényt.

T2: Kifejlesztettem egy DBSCAN alapti algoritmust lokalizécios adat-
sorok klaszteranaliziséhez. A programmal kvantitativan jellemeztem a
klaszterek tulajdonsagait, valamint meghataroztam ezen paraméterek
eloszlasat a vizsgalt teriileten beliil. Nagyfeloldasit dSTORM és konfo-
kélis (CLSM) méréseket végeztem U251 humdn glioblasztéma sejtekrol



rontgen besugarzas utan és id6bontott vizsgalatot hajtottam végre a
kettés szald DNS toréseket jelz6 YH2AX klasztereken. A két techni-
kaval nyert eredményeket Osszevetettem, valamint karakterizdltam a
korrelativ mérések lehetOségeit. TestSTORM teszt minta generatorral
végzett szimulacidk alapjan feltérképeztem a 2D-s és 3D-s kiértékelé-
sek alkalmazhatésdganak hatédrait és hitelesitettem a 2D-s dASTORM
mérésekkel kapott eredményeimet.

T3: Csontvazasitidson alapuld, lokalizaciés felvételekre alkalmazhaté
szamitoégépes algoritmust fejlesztettem ki fixalt sejteken beliili filamen-
talis halozatok kvantitativ jellemzésére. A lokalizaciés koordinatdkat
felhasznalva a filamentalis szerkezet vastagsdga is meghatarozhatd. A
modszereket a konfokdlis (CLSM) és nagyfeloldasi dSTORM techniké-

val végzett sejtbioldgiai vizsgalatok kiértékeléséhez sikerrel alkalmaz-

tam.

T4: Lokalizaciés felvételek elemzésével megmutattam, hogy az Rptl-
RNC klaszterek stirtisége az A549 humén adenokarcindéma sejtekben
a sejtmembranhoz kozeledve novekszik, mig hasonlé tendencia éleszt6
sejtekben nem volt megfigyelhets. A TestSTORM teszt minta generald
program segitségével kidolgoztam egy médszert a DBSCAN paraméte-
rek optimalis bedllitdsara a klaszterek elemzéséhez. Megallapitottam,
naszcnes-lanc komplexek éleszté sejtekben klaszterizalédnak és ennek
mértéke Sgs1-RNC expresszald sejtekben jelentésebb. DBSCAN algo-

ritmussal karakterizaltam az UV kezelés hatasat Notl tartalmu klasz-



terekre. Egy keresztkorrelacion alapuld klaszter keresé algoritmussal
megéllapitottam, hogy a megtalalt klaszterek egy jelentOs része iireges
struktiraval rendelkezik.
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