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1. Összefoglalás

1.1. Bevezetés

A fluoreszcens mikroszkópia megjelenése lehetővé tette biológiai min-
ták nagy kontrasztú vizsgálatát nem invazív módon. A feloldási határt
azonban a diffrakció limitálta, ami miatt a néhány száz nanométer
alatti tartomány rejtve maradt. A nagyfeloldású mikroszkópiai techni-
kák viszont új területet nyitottak meg a kutatások előtt, mivel a flu-
oreszcens minta diffrakció limit alatti struktúráinak vizsgálatát tették
lehetővé [1]. Ezen technikák közül a lokalizációs mikroszkópiai mód-
szerek (SMLM) nagy népszerűségre tettek szert, melynek során egyedi
molekulák pozícióját határozzuk meg mindössze 10 − 20 nm-es felol-
dással [2–4]. Ebből a megközelítésből adódóan a nyers lokalizációs fájl a
hagyományos pixelizált mikroszkópos képektől eltérő módon egy olyan
adathalmaz, mely a lokalizált fluorofórok koordinátáit tartalmazza. Az
ilyen pontfelhők elemzése új megközelítési módokat igényel [5].

Mivel egy lokalizáció egyetlen fluorofór koordinátáinak feleltethető
meg, az SMLM technika felkeltette az érdeklődést a célmolekulák szá-
mának kvantitatív jellemzése szempontjából. A molekulák számának
meghatározása rendkívül releváns, azonban a fluorofórok sztochasz-
tikus fotofizikai viselkedése és a gyakran ismeretlen jelölési sztöchio-
metria megnehezíti ezt a feladatot. Az SMLM által generált pontfel-
hők új lehetőségeket adtak klaszteranalízisre is. Mivel a sejtfunkció-
kat gyakran fehérjék tér- és időbeli elrendeződése szabályozza, ennek
tanulmányozása fontos kérdések megválaszolásához segíthet hozzá. A
klasztereződés kimutatása önmagában fontos feladat, azonban a klasz-
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terek kvantitatív jellemzése további felfedezésekre ad lehetőséget. A
klaszterek különböző tulajdonságait eloszlásokkal lehet a legjobban le-
írni és ezek tér- és időfüggőek lehetnek. Biológiailag releváns kérdé-
sek megválaszolásához a célfehérje által képzett klaszterek egymáshoz
viszonyított helyzetének, illetve alaki tényezőjének meghatározása is
hozzásegíthet. Lokalizációs adatsorok esetén a felvételek strukturális
vizsgálata is új analitikai eszközöket igényel. A fizikai dimenziók meg-
határozása tipikusan a vizsgált struktúra keresztmetszeti profiljára va-
ló elméleti görbe illesztésével történik. Bár a lokalizációs koordináták
alapján létrehozhatunk egy hagyományos, pixelizált képet, amin már
alkalmazhatóak a hagyományos képelemzésben megszokott módszere,
de egy ilyen kép létrehozása információvesztést eredményezhet, ezért
tanácsos direkten a lokalizációs koordinátákat használni méretmegha-
tározáshoz.

1.2. Célok és kutatási módszerek

Célom volt, hogy értelmezzem és kvantitatív információkat nyerjek
ki az SMLM technikával kapott pontfelhőkből, különös tekintettel a
megjelölt molekulák számára, a klasztereződés kimutatására valamint
a klaszterek és a minta geometriai paramétereinek jellemzésére. Ter-
veim között szerepelt, hogy az eredményeket összevessem a biológiai
kutatásokban széles körben elterjedt konfokális mikroszkópiás (CLSM)
felvételek elemzéséből kapott eredményekkel, feltérképezve a korrela-
tív mérések lehetőségeit. A mikroszkópiás mérések elvégzése szintén
a feladataim között szerepelt. Célul tűztem ki, hogy az alkalmazott
analitikai módszerek ne bonyolítsák a mérési protokollt, valamint ne
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növeljék meg a mérési időt.

Célkitűzéseimet olyan fontos biológiai problémák motiválták, mint
a DNS kettős szálú töréseket jelező γH2AX hisztonok számának kvan-
titatív megbecslése, a γH2AX klaszterek időbontott vizsgálata röntgen
besugárzás után, az aktin szálak szerkezetében bekövetkező változások,
vagy RNC klaszterek kvantitatív jellemzése genotoxikus stressz hatás
után. A kísérletek elvégzéséhez az AdOptIm kutatócsoport dSTORM
és CLSM rendszerét használtam. Az adatok számítógépes elemzése so-
rán MATLAB-ot, illetve Python programozási nyelvet használtam.

1.3. Új tudományos eredmények

T1: A fluoreszcens molekulákat három állapotú rendszerrel modellezve
meghatároztam egyedi megjelölt célmolekulához tartozó lokalizációk
számának valószínűségi tömegfüggvényét tetszőleges jelölési arány ese-
tén dSTORM mérések során. Számítógépes algoritmust fejlesztettem a
mikroszkóp rendszer válaszfüggvényének meghatározására közvetlenül
a lokalizációs adatsorból. Nagyfeloldású dSTORM méréseket végeztem
U2OS és DIvA sejtmagokról és a kidolgozott módszerrel meghatároz-
tam az általam használt rendszerben a kromatin szerkezetet felépítő
alegységhez tartozó válaszfüggvényt. [A1, A2]

T2: Kifejlesztettem egy DBSCAN alapú algoritmust lokalizációs adat-
sorok klaszteranalíziséhez. A programmal kvantitatívan jellemeztem a
klaszterek tulajdonságait, valamint meghatároztam ezen paraméterek
eloszlását a vizsgált területen belül. Nagyfeloldású dSTORM és konfo-
kális (CLSM) méréseket végeztem U251 humán glioblasztóma sejtekről
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röntgen besugárzás után és időbontott vizsgálatot hajtottam végre a
kettős szálú DNS töréseket jelző γH2AX klasztereken. A két techni-
kával nyert eredményeket összevetettem, valamint karakterizáltam a
korrelatív mérések lehetőségeit. TestSTORM teszt minta generátorral
végzett szimulációk alapján feltérképeztem a 2D-s és 3D-s kiértékelé-
sek alkalmazhatóságának határait és hitelesítettem a 2D-s dSTORM
mérésekkel kapott eredményeimet. [A3]

T3: Csontvázasításon alapuló, lokalizációs felvételekre alkalmazható
számítógépes algoritmust fejlesztettem ki fixált sejteken belüli filamen-
tális hálózatok kvantitatív jellemzésére. A lokalizációs koordinátákat
felhasználva a filamentális szerkezet vastagsága is meghatározható. A
módszereket a konfokális (CLSM) és nagyfeloldású dSTORM techniká-
val végzett sejtbiológiai vizsgálatok kiértékeléséhez sikerrel alkalmaz-
tam. [A4]

T4: Lokalizációs felvételek elemzésével megmutattam, hogy az Rpt1-
RNC klaszterek sűrűsége az A549 humán adenokarcinóma sejtekben
a sejtmembránhoz közeledve növekszik, míg hasonló tendencia élesztő
sejtekben nem volt megfigyelhető. A TestSTORM teszt minta generáló
program segítségével kidolgoztam egy módszert a DBSCAN paraméte-
rek optimális beállítására a klaszterek elemzéséhez. Megállapítottam,
hogy az Rpt1 és az Sgs1 fehérje transzlációjában elakadt riboszóma-
naszcnes-lánc komplexek élesztő sejtekben klaszterizálódnak és ennek
mértéke Sgs1-RNC expresszáló sejtekben jelentősebb. DBSCAN algo-
ritmussal karakterizáltam az UV kezelés hatását Not1 tartalmú klasz-
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terekre. Egy keresztkorreláción alapuló klaszter kereső algoritmussal
megállapítottam, hogy a megtalált klaszterek egy jelentős része üreges
struktúrával rendelkezik. [A5]
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