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1. Osszefoglald

1. Osszefoglalé

1.1. Bevezetés

Az emberi szem felolddsdndl kisebb strukturdk vizsgdlatat és megértését a mikroszkdpok és a
fejlesztésiikkel foglalkozd mikroszkdpia tudomadanydga teszi lehetévé. A mikrovilag strukturainak
felnagyitasat leggyakrabban optikai mikroszkdpokkal valésitjdk meg, amik az emberi szem szdmara
is lathatd fényt alkalmaznak. A fény hulldmtermészetébdl fakaddan a legkisebb feloldhatd struktura
méretét a diffrakcid limitalja. Egy nagy numerikus aperturdval bird, lathatd tartomanyon mikodé
rendszer esetén ez tipikusan 250 nm. Tovdbbi lehetGségek a feloldads javitdsara a hullamhossz
csokkentése, vagy részecskék hasznalata. Ezek a mddszerek, azonban magaval vonjak az optikai
rendszer teljes atépitését. Amennyiben egy lathatd fényre optimalizalt optikai rendszerrel akarunk
nagyobb felolddst elérni mds megoldasra van sziikség. Ezt a problémat kezeld, illetve megoldd
technikdk 6sszefoglalé neve az optikai szuperrezolucio [1]. A kilonbdzb szuperrezoltcids technikak
lehet6vé teszik a feloldds novelését a lathatd fény alkalmazasa mellett. Ezen technikdk kozil az
ugynevezett egymolekula lokalizacids technika (SMLM) biztositja a legjobb feloldast (20 nm) [2], [3],
[4]. Ez a feloldas lehetdvé teszi sejteken belili organellumok és bioldgiai folyamatok megfigyelését,
igy a technika nagy népszer(iségnek 6rvend a bioldgia és az orvostudomany teriiletén. A lokalizacios
technikak egyes alcsoportjai akar él6 sejteken is alkalmazhaték. Természetesen, mint minden
technikanak, a lokalizacids mikroszképianak is megvannak a hatranyai. A kiértékelt lokalizacids
mérési adatok ponthalmazok, melynek kovetkeztében az eredmények Osszevetése korabbi,
képekbdl allo, eredményekkel nehézkes. Ennek orvoslasara olyan algoritmusokat és eljarasokat
dolgoztak ki melyek képesek a lokalizacids technikara jellemz& ponthalmazokbdl allé mérési
eredményekbdl tovabbi informacidkat kinyerni [5]. Az ilyen algoritmusok jelentGsen elGsegitették a
lokalizacids eredmények konzisztens 0sszevetését a korabbi hagyomanyos fluoreszcencias, illetve
konfokalis eredményekkel, azonban tovabbra is jelent8s az igény Uj kvantitativ kiértékel6 mddszerek
fejlesztésére, korabbi mddszerek felgyorsitasara, valamint a lokalizacids adathalmazokbdl tovabbi

informacidk kinyerésére.

1.2. Célok és kutatasi modszerek

Kutatasom f6 célkitlizése a lokalizaciés mikroszkdp technika kiegészitése, illetve tovabbfejlesztése
volt olyan mddszerekkel és kiértékel6 algoritmusokkal, amelyek lehetévé teszik a vizsgalt
fluoreszkald molekuldk lateralis helyzetén tulmutatd informacidk kinyerését. Tovabbi célom volt az

Uj eljdrasok alkalmazdsa sejtbioldgiai problémak feltdrasara. Ezt a célt két csapdsirany mentén
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terveztem elérni. Az egyik a hardveres, ahol a lokalizacios mikroszkdpot Uj modalitdsokkal, vagy mads
technikakkal egyittesen alkalmazva nyerek ki tébb informaciét. A masik a mar meglévé adatok

kvantitativ kiértékelése Uj algoritmusokkal. Konkrét céljaim a kdvetkez6k voltak:

A dSTORM rendszeriinkben megvaldsitani egy asztigmian alapuld 3D lokalizacids eljarast. Az
ehhez az eljdrdshoz sziikséges mérési protokoll kidolgozasa. A 3D szuperrezollcids rendszer
segitségével bioldgiai rendszerek 3D strukturdinak feltdrasa. A csapatunkban fejlesztett

multimodalis mikroszkép rendszer asztigmias 3D modalitasanak modellezése.

A mikroszkdp rendszeriink optimalizalasa tobbszinl dSTORM és konfokalis felvételek
készitésére, egyazon minta teriiletrdl. Eljaras fejlesztése a dSTORM és konfokalis képek egyesitésére
és elemzésére. Tobb komponensil, komplex bioldgiai mintak strukturalis vizsgalata tobbszind

leképezéssel.

A lakunaritds bevezetése az egymolekula detektdldson alapuld, lokalizaciés mikroszkdpiai
technikdk adatsorainak kvantitativ kiértékelésére. Lokalizaciés adatsorok lakunaritas kiértékelésére
alkalmas eljaras és szoftver fejlesztése. Az eljards hitelesitése korabbi bioldgiai mintdkon kimutatott

eredmények és szimuldcidk segitségével.

Lakunaritds értékek kiszamitasanak optimalizdldsa. A kilénb6z6 nagy precizitdsu
lakunaritdsszamité algoritmusok odsszegy(ijtése. Uj lakunaritdsszamité algoritmusok fejlesztése.
Lakunaritdsszamité algoritmusok 06sszehasonlitasa teszt adatsorokon. Az adatsor specifikus,

optimalis lakunaritasszamitd algoritmus meghatdrozasa.

1.3. Uj tudomanyos eredmények

T1: Matrixoptikdra alapuld eljarast dolgoztam ki hengerlencsével megvaldsitott asztigmids 3D
szuperrezoliciés rendszerek modellezésére LabView programozasi kérnyezetben. Modellezve a
rendszerlinket megvizsgaltam, hogyan fligg az asztigmia nagysdga a hengerlencse
fokusztavolsagatdl és pozicidjatol. Megmutattam az egyes hengerlencse pozicié tartomanyok
el6nyeit és hatranyait reprodukalhatosag és az asztigmia beadllithatdsaganak szempontjabdl. A
modellt OSLO szimulaciokkal tdmasztottam ald. Kiegészitettem a rendszerlinket egy, a modell
alapjan valasztott, hengerlencsével és tesztmintdkon végzett mérésekkel is hitelesitettem a
szimulacios eredményeket. Az optimalizdlt 3D rendszer szamos egylittmikodésben kerilt
felhasznaldsra. Tobbek kozott a 3D képek felvétele lehet6vé tette fazisszeparalt riboszdma

klaszterek pontosabb analizisét. Tovdbba, a megvaldsitott eljarassal modelleztem az mmSTORM
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lokalizacids mikroszkdp asztigmias 3D modalitasat. Meghatdroztam a multimodalis rendszerben az

asztigmia hengerlencse fokusztavolsag és pozicié fliggésének jellegét. [Al, A2]

T2: Optimalizaltam a mikroszkép rendszeriinket tobbszin(i ASSTORM és konfokalis képek egylttes
kiértékelésére és kolokalizacids informacid kinyerésére. Konfokalis és dSTORM képek egyesitésére
sajat kddot irtam LabView programozasi kornyezetben. Kétszinl konfokalis és dSSTORM felvételeket
készitettem emberi és egér agyi szeletekben taldlhaté interneuronok HCN1, HCN2 és Kv3.1
ioncsatorndirdl. A kétszin( konfokdlis felvételeken az egyik szincsatornaban parvalbumin jel6lés
segitségével vizualizaltuk a sejt membran hatdrat mig a masik szincsatorndban az adott ioncsatorna
volt jel6élve lehet6vé téve a konfokalis-dSTORM 6sszehasonlitast. A nagy felolddsu dSTORM mérések
kép egyesité algoritmus segitségével, valamint dSTORM és konfokalis képek vizudlis
Osszehasonlitasaval megmutattuk a HCN1 és HCN2 csatorndk eltérd viselkedését human és egér

interneuronokban. [A3]

T3: Kifejlesztettem egy lakunaritas alapu eljarast lokalizdciés mikroszkdpos felvételek
geometridjanak kvantitativ kiértékelésére. Bevezettem a lakunaritds eltérés gérbét, ami normalt
lakunaritds értékek dabrazolasaval hatékonyan képes megjeleniteni 2D és 3D strukturak
homogenitasat kilénb6z6 méretskalakon. TestSTORM szimulacids szoftverrel generdlt szintetikus
adatsorok segitségével megmutattam hogyan lehet a lakunaritds eltérés gorbék alapjan
kovetkeztetni kiilonbdz6 klaszterez6dési folyamatokra, valamint a klaszterek paramétereire (pl.
klaszterméret, klaszterszam, klasztersir(iség, stb.). Kett6s szald DNS torések javité fehérjéirdl
készillt dSTORM felvételeken bemutattam, hogy a lakunaritds eltérés gorbékkel kapott eredmények
egyezést mutatnak korabbi DBSCAN-es klaszteranalizises eredményekkel. Megmutattam, hogy a

lakunaritas alapu kiértékelések 6tszor gyorsabban elvégezhet6k, mint a DBSCAN. [A4]

T4: Kifejlesztettem egy a konvollcids tételre és egy, az eredeti mddszer megforditdsara épilé Uj
lakunaritasszamité algoritmust, melyek képesek gliding-box lakunaritas értékeket nagysagrendekkel
gyorsabban kiszdmolni, mint az eredeti gliding-box algoritmus. Az Uj algoritmusokat 2D és 3D
adatsorok kiértékelésére is implementaltam. Az eredeti gliding-box valamint két darab optimalizalt
2D algoritmust tovabb fejlesztettem 3D adatsorok kiértékelésére. Ezen harom irodalombdl ismert
algoritmust és a két (] altalam bevezetett algoritmust 6sszehasonlitottam 2D és 3D szintetikus

adatsorok kiértékelésével futdas id6, memodria igény és kdéd komplexitds szempontjabdl.
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Megmutattam az egyes algoritmusok el6nyeit és hatranyait, valamint adott mintakhoz és hardver

konfiguracidokhoz meghatdroztam az optimalis lakunaritasszamité algoritmust. [A5]
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