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Irodalmi attekintés

Dolgozatomban bemutatom a megértéshez sziikséges alapokat, érintve a mikroszkopiat és a
fluoreszcenciat felhasznalé fluoreszcens mikroszkopiat. Attekintem tovabba, az altalam
felhasznalt szuperrezuldcids, lokalizacids képalkotdsi technikat, a mintdk szimulalasara
alkalmas szoftvert és a klaszterek vizsgalatara hasznalt klaszteranalizis modszerek [1], [2]

egyikét a DBSCANTL.

Mikroszkopia

Az emberiség gyakran akart olyan struktrakat vizsgalni, amelyeknek mérete kisebb, mint a
szem feloldasi képessége, ezért tovabbi eszkozoket kellett hasznalnia, mint a nagyitdé vagy
késébb a mikroszkép. Egy mikroszkop legfébb tulajdonsdgai a nagyitds, a feloldas, a
képalkotas modja és a fénygylijtéképessége. Ezek a tulajdonsdgok felhasznalasi teriilet szerint
kiilonbozdek, tovabba egymdastol nem fliggetlenek. Azaz ha az egyik tulajdonsagot
megvaltoztatjuk, akkor gyakran mas tulajdonséga is valtozik. [3],[4]

Egy optikai mikroszkop 4 6 részbdl épiil fel. Els6 fontos elem a fényforrds. Ennek
megvalasztasakor érdemes figyelembe venni, hogy az adott fényforrasnak mekkora a

teljesitménye, koherens-e, mi a spektruma, stb.

A masodik az objektiv. Egy objektivnek sok fontos tulajdonsidga van és ezek alapjan lehet
kategorizalni azokat. Ilyen specifikaciok a kiilonbozd korrekciok. A kromatikus aberracid
korrekcié alapjan harom f6 kategoriaba sorolhatjuk az objektiveket. A tovabbi fontos
tulajdonsagok, az objektiv nagyitdsa, a numerikus apertirdja (NA), immerzios kozeg tipusa
(olay, viz, glicerin), a fedé(liveg)lemez vastagsaga (altalaban 0.17 mm), a munkatavolsag (0.21
mm), és hogy végtelenre korrigalt-e. A feloldas szempontjabol a NA az egyik legfontosabb

tulajdonsaga a mikroszkopnak. Lathato fény esetén a lateralis feloldas ~200 nm.

Harmadik alkotoelem a tubus lencse, melynek fo0bb paraméterei koz¢é tartozik a fokusztavolsag

és a kiillonbozo6 korrekciok.

A mikroszkop negyedik eleme a detektor. Legfobb tulajdonsagaik kozé tartoznak a spektralis

érzékenység, kiolvasas sebessége, a kvantum hatasfok, és az erdsités maodja.



Fluoreszcens mikroszkopia

Az ebben az alfejezetben bemutatott technika olyan mintak vizsgélatara alkalmas amelyek vagy

természetes allapotaban vagy mesterségesen, fluoreszcenciara képesek.

A fluoreszcens mikroszkopia [3], [5] esetén, az el6z6 alfejezetben leirt elemeken tal, tovabbi
alkotorészeket is tartalmaz a mikroszkop. Ezek a dikroikus tiikrok, valamint a gerjesztési- és
emisszios szird [4]. A dikroikus tiikor egy olyan tiikkor amely bizonyos hulldmhosszt atenged,
azonban a tobbit egy masik irdnyba reflektalja. A tiikrok felhasznalhatok, a kiilonb6zd
hulldamhosszusagl gerjesztdlézerek szétvalasztisara. Ezekre az elemekre azért van sziikség,
mert a gerjeszté fény intenzitdsa joval nagyobb az altalunk vizsgalt fluor6forok intenzitasanal.
Ezeket az elemeket, és a Stokes-féle eltolodasi torvényt kihasznalva, szeparalhatjuk a gerjeszto

fényt a mintabol érkezo emisszios jelet, ami nagy kontrasztot tesz lehet6ve.

Szuperrezolicios lokalizaciés technika

Az olyan technikakat, amelyek lehetoveé teszik a diffrakcid limit alatti feloldast
szuperrezolicids mikroszkopos technikdknak hivjuk. Ezen technikak koziil a lokalizacios
mikroszkopokkal lehet elérni a legnagyobb térbeli feloldast. Ide tartozik a fotoaktivalhatd
lokalizacios mikroszkopia (PALM), PAINT, €s a (direkt) sztohasztikus optikai rekonstrukcios
mikroszkopia (STORM vagy dSTORM). [4],[5], Ebben az alfejezetben az utdbbival
foglalkozom. A lokalizaciés technikdk azon alapulnak, hogy az egyedi molekulak pozicidja
pontosan megadhatd, ha képiik, vagyis a hozzajuk tartozo PSF-ek nem fednek 4t. A PSF (Point
Spread Function) az optikai rendszerre jellemz6 pontatviteli fliggvény. A mikroszkdpidban: a
pontszeriinek tekinthetd fényforras, esetiinkben fluoreszcens festék, detektorra leképzett képe.
A PSF-ek atfedését idobeli szeparalassal érjiik el. Erre leggyakrabban bizonyos szerves festékek
azon fotokémiai tulajdonsagat hoasznaljuk fel, hogy kapcsolhatoak egy fluoreszcensen aktiv és
egy sotét allapot kozott. A STORM esetén a fluoreszcens molekulaknak harom allapota van.
Az egyik az aktiv (ON) allapot, mikor fényt bocséjtanak ki. A masik a kikapcsolt allapot (OFF),
mikor s6tét van, a molekula nem bocs4jt ki fényt, de még véletlenszerien visszatérhet aktiv
allapotba. A harmadik pedig a kiégetett/kifakult (bleached) allapot amikor méar nem fog
kibocsajtani fotont a molekula, nem tér vissza aktiv allapotba. Ennél a technikanal fontos, az
egyiddben aktiv allapotu molekulak szdmat egy optimalis értéken tartani, ezzel elérve azt, hogy

a felvillanasok (és ezzel a detektal képiik) elszepardltak mint idében, mint térben. Azonban
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ahhoz, hogy ezt teljesithessiik, sziikséglink van egy puffer oldatra. A detektalas pontossagat
nagyban befolyasolja a molekula altal emittalt fotonok szdma. Minél nagyobb a kibocsajtott
fotonok szdma (és ezzel egyiitt a detektalté is) annal pontosabban lehet meghatirozni a
¢s a kifakulas elétt ~10 alkalommal lehet aktivalni. Ez azt eredményezi, hogy egy fluorofor
képe nem egy pont lesz, hanem egy klaszter. Ennek a klaszternek a mérete sok paramétertol
fiigg. Csak, hogy parat emlitsiink: a festéket és a fehérjét 6sszekapcsold kotés hossza, az epitop
koriili forgas sebessége, vagy a lokalizacios precizitas. Ezek alapjan is megallapithatd, hogy

egy minta optimalis allapotban tartdsa, nagy kihivas.

A lokalizaciés technikak (SMLM — Single Molecule Localization Microscopy) feladata az,
hogy a detektor (pl. CCD kamera) altal 1étrehozott pixelizalt képekbdl kinyerjiik a felvillano

crer

vizsgalt strukturarol. Ebben az alfejezetben ennek a folyamatnak a kiilonb6z6 fazisait mutatom
be.

Egy mérés soran nyert képen, a floureszcens molekula egy tobb pixelt elfoglald, zajos foltként
jelenik meg (PSF, 1.abra a), amelynek mérete 200-300 nm-es tartomanyba esik. Egy pont
elmosddasat okozhatja az, hogy egymashoz nagyon kozel 1év6 fluoreszcens molekula egyszerre
emittal, igy a képiik atfednek egymassal, igy a pixelizat képen egy folt lathatd, azonban két
vagy tobb molekula van jelen az adott teriileten (1.abra b). Ezek szétvalasztasara és a foltokhoz
tartozo molekulak pontos helyzetének megallapitasara felhasznaljuk azt, hogy tudjuk, egy ilyen
felvillanas helyének legjobb kozelitése az Airy-féle elhajlasi kép kozepe. Ilyen illesztések
felhasznalasaval megkaphatjuk a lokalizacié X, y koordinatajat a pixelen beliil. Azonban,
szamitasi igények alacsonyan tartdsa céljabol, a kozelitésre hasznalhatunk Gauss fliggvényt az
Airy fliggvény helyett (1.4bra c). Az illesztés tobb moddon is torténhet, hasznalhatjuk a
maximum likelihood becslést vagy a legkisebb négyzetek modszerét. Az illesztéssel kapott
maximumhelyet nagyjabol 20 nm precizitassal lehet meghatarozni fluoreszcens molekulak
esetén. Mint egy korabbi alfejezetben kitértem ra, a lokalizacio precizitasat nagyban eldsegiti a
fluoreszcens molekula altal kibocsajtott fotonok szamanak (N) magasabb értéke is. Minél

magasabb ez a szam annal pontosabb a mérés is (1.abra d). [10]
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1. dbra A SMLM technikdk alapvetd lépései. a) A fluorofor képe, b) Egy gyiiriis struktura képe, c¢) A Gauss fiiggvény pontra
illesztése és koordindta meghatarozasa, d) Az emittalt fotonok szamanak (N) jelentésége. Az abra nem sajat, szerkesztett.
[10]

Az igy detektalt felvillandsok, illesztésbdl megkapott koordinatait a program elmenti egy
tablazatba, majd ezeket az adatokat felhasznalva létrehoz egy nagyfeloldasu képet. Ehhez a
feldolgozashoz mi, a kutatocsoport altal megirt lokalizacidos szoftvert hasznaltuk, a

rainSTORM-ot.

TestSTORM

A TestSTORM [6],[7], az SZTE OKT AdOptIm kutatocsoport tagjai altal, MatLab-ben megirt
szimulacids szoftver, amely arra lett kifejlesztve, hogy szimulélja az egész mérési folyamatot.
A program konnyli hasznalatit egy felhasznaloi feliilet segiti (2.4bra). A szoftverben
beallithatunk kiilonb6zd mérés tipust, példaul polarizacio érzékeny, vagy két szinli mérést, attol
fliggden milyet szeretnénk szimuldlni. A kovetkezd bedllitasi lehetéség a PSF tipusa. Ezutan
jon a legfontosabb beallitasi lehet6ség a minta tipusanak megadasa. A TestSTORM-ban 8 darab
mintatipusbdl lehet valasztani, amelyek kozott vannak valddi biologiai strukturdk alakjat
szimuldlok is. Tovabba, valaszthatunk kiilonb6z6 festékek koziil és azok paramétereit is

megadhatjuk. Beallithatjuk tovabba, hogy a minta elmozdul-e a mérés soran (drift). Legvégiil



beallithatjuk a szimulalni kivant optikai rendszer ¢s a kamera paramétereit is. (Az altalunk

hasznalt minta megadasdnak maodjat a kdvetkezo fejezetben taglalom.)

TestSTORM: test sample generator program for localization

Type of Measurement Patterns Dye Parameters Acquisition Parameters
] Polarization sensitive v 2 @ Dye 1 Dye 2 Frame size (px): 64
Dual-Colour
U Select Alexa Fluor 647  ~ Number of frames: 3000
Crosstalk 0.0
Emission WL 665 Frame rate (1/s): 20
[] Astigmatic 3D £ .
Char. ON time (s} 0.05 Exp. time 0.05
Cylindrical I f. {m): 10 160
Char. OFF time 416 Pixel size
Magnification: 100 Lery ez
. Bleaching constant (s)- 1700 Av. BG level: 200
Tube lens f. (cm): 20 Add New Pattern
Emitted 104000 Struct. BG strength- 0
Fix seed for rand. numbers
(Ll fam e e A Mean bonding angle (°): 0 Rl of immersion 1.518
PSF Type SD of bonding angle (°): 30 RI of sample 1.331
(@ Gaussian
Mean N of labels/epitope: 5 Numerical aperture: 14
(O Scalar
() Vectorial Var. N of labels/epitope: 0 Electrons/count: 215
Gaussian PSF Parameters Length of linkers (nm): 7 Pre-amplification: 25
Opt_ coll. 0.3 MNon-spec. |. dens. (1/um3): 0 Actual EM 90
Quantum efficiency: 0.9
Drift Parameters
Drift type: No drift b Std of acc (nm/s): 000
Drift velocity (nm/s): goo Damping coeffs (1/s, 1/nm): 0o
Recalculate Plot labels
Save As
Search Export parameters Import parameters Generate

Progress_report:

AdOptlm Group, University of Szeged, Hungary, 2014-2018©

2. ébra A TestSTORM felhaszndléi feliilete

A TestSTORM algoritmusa harom fobb 1€pést hajt végre:

e A szoftver eldszor a kivalasztott mintahoz kapcsolddd fluoreszcens molekulak 3D-s
koordinatait generalja le. Ezek véletlenszerlien kapcsolddnak a megadott struktirahoz.

e Az algoritmus masodik szakaszdban torténik a minta viselkedésének szimuléldsa, a
festékparaméterek alapjan.

e A harmadik fazisban jon létre paramétereknek megfeleld pixelizalt kép, képsorozat.



rainSTORM

A rainSTORM [8], [9] a TestSTORM-hoz hasonldan egy MatLab-ben megirt szoftver, amely
a lokalizacios mikroszkopiai mérések (PALM vagy (d)STORM) vagy szimulacidok
(TestSTORM) altal készitett felvételsorozatok kiértékelésére lett kifejlesztve. A program

hasznalatakor két felhasznaloi feliilet segiti a felhasznalodt (3. és 4. abra).

Channel Manage Select Data Source and Processing Method Set Algorithm Parameters
B Channel Name Please select an image file: e e e Er T Average »
Ch1 D:\kutatocsoportira Browse
ROI Candidate Threshold 0
Remaove Image read method:  nd2 w
Please select a detector profile ROl Candidate Relative Peak Value Threshold 0
Select Channel | EycCD DU-897E 10MHz/1.0xEM200 ! ([ N
owed Sigma [pix] 045 4
(ch1 Please select an analysis algorithm:
LS Gaussian 2D linear Bg v Al TeETes ([ 2
Precision method: Thompson M Initial guess of PSF Sigma [pix] 195
Ellipticity method symmedtrical w Maximum lterations 6
Modality 2D ~ Preview Scale Factor [int] 5
Radius of ROI [pix] 3
Tolerance [-] 05
Opt Offset
calib file:
Browse

Channels to Process
None ~ Display Sum Image Process All || Process Selected | Process PostCalc || Load | Save Reviewer

2. ébra A rainSTORM elsé felhasznaldi feliilete

Az elsOn adhatjuk meg a feldolgozas modjat. A szoftver képes 6 kiilonbozo f4jltipust (tiff, tiff-
folder, raw, nd2, dat és csv) beolvasni és automatikusan kivalasztani az ennek megfeleld
képolvasasi metddust is. A kdvetkezd beallitasi lehetdség a detektor tipusanak megadasa. Itt 10
darab lehetdség koziil lehet valasztani. Ezutdn megadhatjuk a 12 darab, illesztési algoritmus
koziil azt, amelyet haszndlni szeretnénk. Tovabba, lehetéségiink van megvaltoztatni az
algoritmus paramétereit, ha az eldre definialt értékek nem lennének megfeleléek. Abban az
esetben, ha tobb képsorozatot szeretnék kiértékelni a rainSTORM-mal, akkor arra is van
lehetdség, plusz csatorna (channel) hozzdadasaval. Minden paraméter megaddsa utan a
”Process All” gombra kattintva lefuttathatjuk a kiértékelést, majd annak befejeztével a

”Reviewer” megnyomasaval el6hivhatjuk a masodik feliiletet.



Recon Manage Filter Manage

Export to base Add Remove Simple Histogram » Add Remove rainSTORM default 1-4 ~
Select Channel Select Recon Recon Algo Settings Select Filter Filter Settings
@ch1 (@) Recon 1 Reconstruction Scale Factor 8 (@) rainSTORM default Frame Index 0 Inf B
Size of frame 128 128 X coordinate Inf Inf
Size of raw image pixel. [nm] 160 Y coordinate _nf Inf
Z coordinate Inf Inf
Thompson Std X 0 40
Thompson Std Y 0 40
| parameter 100 Inf
Process Visualize Current Recon Box Tracking and Fiduciary Drift Correction —
Process All Recons Report All Recons Show SupRes Image <Colourmap> View Histograms Box_Tracking Set Anchor Filter Boxed
Process Current Recon Report Current Recon Adjust Contrast Update Colour Open Calibration Tool ST DT EETERTT FEIISE EITERIET
Flip flagDebug Save Current Data H-Track B-Track Open Merge Tool ExportBoxSection 0 20 8 DB-Scan

3. dbra A Reviewer felhasznaloi feliilete

Ezen a feliileten tudjuk elmenteni a feldolgozott adatokat, példaul a koordinatdkat tartalmazo
tablazatot. Tovabba el6hivhatjuk és elmenthetjiik a rekonstrualt nagyfeloldasu képet és a hozza
tartozd fontosabb hisztogrammokat is. Lehetdség van drift korrekcid végrehajtasara és
kiilonboz6 szlirék beallitasara (példaul csak a legpontosabb lokalizaciokat abrazoljuk), hogy

jobb képet kapjunk. Valamint lefuttathatjuk a kovetkezdkben taglalt DBSCAN klaszteranalizist
IS.

Klaszteranalizis

Azokat az algoritmusokat melyek soran valamilyen moddszer alapjan csoportositjuk a
lokalizaciokat klaszteranalizisnek nevezziik. Erre tobb mddszer is 1étezik, példaul a DBSCAN
[11], [12]. A DBSCAN (Density-based spatial clustering of applications with noise) egy

stirliségen alapulo, klaszteranalizisre hasznalt algoritmus,

A DBSCAN azon az elven alapszik, hogy egy klaszteren beliil a lokalizaciok stirtisége
magasabb, mint a klaszteren kiviil 1év6 zajok siirlisége. Ahhoz, hogy ezt a megkiilonboztetést
eltudja végezni, és megtaldlja a slrilibb teriileteket (klasztereket), két paramétert kell
megadnunk az algoritmusnak, az e-t és az N-t . Az ¢ a vizsgalni kivant pont koré megrajzolt kor
sugara, N pedig az a minimalis pontmennyisé¢g aminek jelen kell lennie az ¢ altal meghatarozott
kor teriiletében. Azokat a pontokat amelyekre ez a feltétel teljesiil mag pontoknak (core points)

nevezziik. A klaszter definiadldshoz tovabbi fogalmakat kell bevezetniink.

e Egy pont e-szomszédjanak hivjuk azokat a pontokat amelyek & tavolsagra vagy annal

kozelebb helyezkednek el. Ezen pontok 0sszességét Ne-el jeloljiik.



e Egy b pont kozvetleniil elérhetd (directly density-reachable) egy g pontbol, ha a g pont
Eps-szomszédjai kozé tartozik (b eleme Ne(q)-nak) és Ne(q) értéke nagyobb vagy
egyenld N-nel.

e Egy b pont elérhet6 (density-reachable) a g pontbdl, ha 6sszekotheték olyan p pontok
lancolataval amelyekre igaz, hogy Ne (p) nagyobb vagy egyenld N. Ennek a feltételnek
nem kell teljesiilnie a b pontra. Ebbdl kifolyolag az elérhetdéség nem szimmetrikus.

e Egy b pont kapcsolodik (density-connected) a q ponthoz, ha van egy olyan o pont
amelybél mind a b mind a g pont elérheté. Ezért a kapcsolddas tulajdonsag

szimmetrikus.
Ezen fogalmak segitségével definidlni tudjuk, hogy mi szdmit klaszternek és mi zajnak.

e Klaszter azon pontok halmaza amelyek egymasbol elérheték, valamint
kapcsolodnak is egymashoz.

e Zaj azon pontok halmaza amelyek egy klaszterhez sem tartoznak.

Azokat a pontok amelyek nem zaj pontok €s nem is mag pontok azok a hatar pontok. Ezek még
a klaszter részei, azonban nincs elegendd pont koriilottiik, ezért az ezeken tul 1évé pontokra mar

nem fut le az algoritmus.

4. abra A DBSCAN miikédése. A pirossal jelolt pontok (pl. A) a mag pontok, mivel elegendd mennyiségii Eps-szomszédjuk

van (4 db). A B és C pontok a hatar pontok. N egy zaj pont. [12]
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Célkitiizés

Dolgozatomban a DBSCAN algoritmussal foglalkoztam, ami egy széles korben hasznalt
modszer. Elonye, hogy a klasztereket egyedileg lehet vele jellemezni és tudja kezelni a zajt,
valamint a klaszter szélén 1év0 pontokat. Hatranya viszont, hogy a felhasznal6tol kéri be a
sziikséges paramétereket, €és ezek pontos bedllitasa 1ényegesen befolyasolja az eredmények
helyességét. Dolgozatomban bioldgiailag relevans, tobb skalan klaszterezddést mutatd mintak
elemzésével foglalkoztam. Megvizsgaltam, hogy a DBSCAN klaszteranalizis eredménye

hogyan fiigg a kezdeti paraméterek beallitasatol.

Sajat eredmények

Mérési minta szimulalasa

"o

Elso feladatom a mintak eléallitasa volt, ami, az el6z0 fejezetben mar emlitett, bioldgiai mintak
szimulalasara alkalmas szoftver, a TestSTORM hasznalataval tortént. Mivel a TestSTORM
tobb tipusti mintanak szimulalasara alkalmas, azonban én csak egy tipust hasznaltam, igy ebben

a fejezetben, csak az altalam hasznalt szimulaciok paramétereit/beéllitdsait mutatom be.

A PSF beallitasanal a fényforrasok intenzitiseloszlasat a Gauss nyalabokhoz hasonlatosnak

tételeztem fel, igy ezt a tipust valasztottam. Minden bedllitott paraméterrel tobb szimulaciot is

lefuttattam.
Add Disks Pattern O Star Pattern
Length {nm)- 680 () Array Pattern
Radius (nm)- 250 () Vesicles Pattemn
Grating (nm): [3400-0] () Rods Pattern
O Lines Pattern
Dens (1/fum): [40:40]
) () Octagons Pattern
Fi ("}: 15
OAxons Pattern
R 0 {®) Disks Pattemn
X (nm): -250 () Read Lines from File
Y (nm): 0 (") Read Mesh from File
Z (nm): 0 ok

6. dbra A minta tipusanak és paramétereinek megaddasa. A lehetséges mintatipusok (jobb oldal). A korong struktira

paramétereinek beallitasa (bal oldal)
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A kovetkezo fontos Iépés, a minta megadasa. Erre, a szamomra legalkalmasabb mintatipus, a
korong (disks), amely esetén egy korongon beliil véletlenszeriien helyezkednek el az epitopok.
Azért ezt a mintat hasznéltam, mert ennek van biologiai relevancidja, pl. a DNS kettds szala
torésekben elhelyezkedd javitd fehérjék hasonld struktardban helyezkednek el.
Vizsgalataimhoz kettd, kozvetlen egymas mellett elhelyezkedd korongot tartalmazé mintékat
hasznéltam, amelyeknél a korongok sugara 250 nm, kdzéppontjaik tdvolsaga pedig 500 nm. A
vizsgalatok soran tobb kiillonbozd stiriségli mintat szimuldltam, amelyeknek az eddig leirt
tulajdonsaguk azonos. Az epitopok stirtisége a kiilonb6zé szimulacidknal 30, 40, 50, 60, 80
1/um, az egy epitophoz csatlakozo festékek szdma 5 festék /epitop. A festék paramétereinél, az
alapértelmezett Alexa Fluor 647-est allitottam be. A festék, az optikai rendszer és a detektor
szimulalt paramétereit a valés méréseknek megfelelden allitottam be. A drift szimulacio
paramétereit az alapértelmezett értékeken hagytam, mivel esetemben nincs sziikség drift
beallitdsara. Mindezen paraméterek bedllitasa utan a generalast (Generate) elinditva, a szoftver
l1étrehoz egy 3000 képkockabodl (frame) allo képsorozatot, amit tif formatumban ment el.

Minden, 40, 60, 80 1/ um, stirtiségli mintak esetén, 10-10 db szimulaciot készitettem.

A szimulalt felvételsorozatok rekonstrualasa

Az igy kapott f4jlbol, a korabban bemutatott rainSTORM nevii szoftver felhasznalasaval
nyerhetjiik ki a lokalizaciok koordinatait. Ehhez ki kell valasztanunk, a megfeleld analizis
algoritmust, ami esetiinkben a Least-Squares Gaussian 2D linear Bg”. Ezt kivalasztva a
szoftver a felvillanasok képébdl egy linedris hatteret meghataroz és levon, majd a felvillandsra
egy szimmetrikus Gauss fliggvényt illeszt, és az igy kapott illesztés kozéppontjaba helyezi a
lokalizaciot. Ezt az illesztést minden képkockan (frame) elvégzi a program. A haromezer
képkockan lefuttatott vizsgalatok soran kapott lokalizacids adatok (a fényforrasok koordinatai)
alapjan a rainSTORM rekonstrualja a nagyfeloldasu képet. Ezt a képet a reviewer felhasznaloi
feliileten beliil jelenithetjiik meg, valamint a lokalizaciok koordinatakat is elmenthetjiik csv
formatumban, a tovabbi, mds programmal vald vizsgalatok elvégzéséhez (mint példaul
esetlinkben). Tovabba a szoftveren beliil alkalmazhaté a DBSCAN is. A programba beépitett
DBSCAN akkor a leghasznosabb, mikor bizonyos N és ¢ értékek esetén, abrazolni szeretnénk

a talalt klasztereket (erre mutat példat a 7. abra jobb oldalan lathato kép).
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DBSCAN Clustering (e = 10, MinPts = 20, NofCl = 20)
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1. ébra A nagyfeloldasu kép (bal oldal), és a DBSCAN altal visszaadott eredmény képe (jobb oldal) A szinek csak a

klaszterek megkiilonboztetésére szolgalnak. A fekete pontok zajnak lettek jelélve.

Azonban a mi célunk a kiilonbozd N és ¢ értékek esetén talalt klaszterszam vizsgalata, ezért egy

olyan programot kellett irnom, amely a rainSTORM-ban 1évé DBSCAN fliggvényt hasznalja,

oly mddon, hogy egy megadott ¢ és N tartomanyon végzi el a vizsgalatot, valamilyen

tetszOlegesen megadhato 1épéskozzel.

A lokalizacios adatok klaszteranalizise

Az ilyen tipust vizsgalathoz hasznalt programot MatLab-ben irtam meg, és a kovetkezd fobb

1épéseket hajtja végre:

1.
2.

5.

Beolvassa a rainSTORM altal 1étrehozott és elmentett csv fajlt.

A f4j1bol kiolvassa a lokalizaciok x, y és z koordinatait nm-ben. Ezek a csv f4jlban egy-
egy oszlopot jelentenek, ezért a megfeleld oszlopok beolvasésa sziikséges.

Beolvassa az altalunk megadott ¢ és N tartomanyt valamint a 1épéskozt. A tartomanyt
ugy adtuk meg, hogy definidltam egy kezdd €s egy vég értéket mind a két paraméternél,
tovabba megadtam egy lépéskozt, figyelve arra, hogy a vég értékre is lefusson a
program.

A megadott intervallumon, minden &-N értékpar esetén kiszamolja a talalt klaszterek
szdmat a DBSCAN fiiggvényt felhaszndlva, majd ezeket a szdmokat elmenti egy
matrixba. Ezekben a matrixokban szerepld elemek, a talalt klaszterek szdma. Az
oszlopok az N, a sorok pedig az ¢ értékeket jelentik. Ezek indexe nem egyezik meg az

adott paraméter értékével, amire a késébbiekben fontos emlékezni.

A kapott eredményeket az adott tartomanyon abrazolja és el is menti a létrehozott dbrat.

Vizsgalataink sordn 10-es ¢ és 5-0s N kezddértéket, 1-es 1épéskozt, valamint 50-es végértéket

hasznaltam.
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Miel6tt azonban ratérénk az abrdzoladsra €s az azok altal kapott eredmények vizsgalatara,
érdemes atgondolni, milyen eredményeket, vagy legalabbis tendencidkat varunk, adott N és ¢

értékek esetén.

A DBSCAN el6z0 fejezetben kifejtett miikodését atgondolva, elsére azt varnank, hogy adott N
értéknél, az ¢ érték novelésével a talalt klaszterek szdma csokken, mivel minél nagyobb egy
pont koré irt kor sugara, annal valosziniibb, hogy a minimalis pontmennyiséget (N db pontot)
tartalmazni fogja és a ponthalmazt egy klaszternek veszi. Azonban egy nagyobb N esetén, &-t
novelve eleinte novekedd klaszterszamra kell szamitanunk, ugyanis kisebb sugarakra nem fog
teljesiilni a minimalis pontmennyiség. Azaz varhaté minden kiértékelés soran, hogy lesz egy
olyan N érték, amelynél megjelenik ez a kezdeti novekedési tendencia a megtalalt klaszterek

szdmaban, majd egy adott ¢ érték utan ez a tendencia csdkkenésbe megy at.

Az adott ¢ értékek esetén is hasonlo tendenciakra szamithatunk. Kisebb sugarméretek esetében
az N novekedésével a talalt klaszterek szdma csokken, mivel egy bizonyos elvart minimalis
pontmennyiség f0lott egyre kevesebb az esély arra, hogy teljesiil a feltétel. Ehhez hasonlo
tendenciat varhatunk a nagyobb ¢ értékek esetén is, hiszen a kisebb N-ek biztos teljesiilnek,
azonban a feltétel szigorodasaval csokkenés megy végbe a taldlt klaszterek szdmaban, bar

nagyobb N értéknél kezdddik ez a tendencia.
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8. dbra A klaszteranalizis eredményének abrazolasa. Az eredeti haromdimenzios grafikon (jobb oldal), és a kétdimenzios,

szinskalazott térkép (bal oldal)
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Az abrazolas soran arra voltam kivancsi, hogy egy adott &-N értékparnal mekkora a talalt
klaszterszam. Ezért egy haromdimenzids grafikont hoztam létre. Az dbra x tengelyén az ¢, az 'y
tengelyen pedig az N értékek szerepelnek. A harmadik iranyban pedig a talalt klaszterek szama
szerepel. Mivel egy haromdimenzids grafikon atlatasa, értelmezése elég nehézkes, ezért az
abrazolas soran a klaszterszamot nem csak a z tengely irdnyaban abrazoltam, hanem egy
szinskalaval is jeloltem a darabszdmot. Ezzel kaptam egy ugynevezett talalt kalszterszam
térképet, amely sokkal atlathatobb mddon kozli az informacidt. A szinskalat Gigy érdemes
megvalasztani, hogy elég széles spektrumot Oleljen fel, ezzel elérve azt, hogy a kiilonb6zo
klaszterszamokhoz tartozo tartomanyokat jobban el tudjuk kiiloniteni. A 8.4bran mutatok példat

a kétdimenzios térképre és a haromdimenzios grafikonra.

Eredmények értelmezése

Az igy kapott abrakat megvizsgalva (példaul az 9.abran lathato térképet) lathatjuk, hogy a
korabbi alfejezetben taglalt, adott N értékre vonatkozo vart tendencidk teljesiiltek. Hasonloan a
kis ¢ értékekre érvényes gondolatmenet is igazolast nyert. Azonban észrevehetjiik, hogy egy
adott ¢ érték folott a vart tendencia nem teljesiil. (a térképeken egy maximalis érték sav jelenik
meg, ami a térkép bal alsé sarkatol a jobb felsd sarkaig nyulik) Azt lathatjuk, hogy egy széles ¢
tartomanyon eleinte a klaszterszdm novekszik, majd egy maximalis értek elérése utan Ujra
csokkenni kezd. Ez az eddig meggondolasok alapjan kissé ellentmonddsosnak tlinhet a korabbi
gondolatmenettel dsszehasonlitva, ahol abbol indultunk ki, hogy a minimalis pontmennyiség
feltétel szigorodasaval a klaszterszam csokken. Azt is megfigyelhetjiik, hogy a vizsgalt
tartomanyban az utolso 5 vizsgalt (45-50) ¢ értéknél az N novelésével a talalt klaszterek szama

is né.

15



=z

9. dbra Egy 60 1/um stiriiségii mintahoz tartozo térkép (bal oldal). A valasztott értékek (N=25 és az 8:40) megjelolése (jobb

Ezeknek az elsore ellentmondésosnak tiingd jelenségekre valé magyarazatok megtalalasahoz és
megértéséhez, tovabbi vizsgalatokra van sziikség. Mivel az eredeti programom ilyen iranyu
vizsgalatot nem végez el, igy egy ehhez sziikséges programrésszel egészitettem ki a meglévd

szkriptet. Itt annyi torténik, hogy kivalasztok egy adott € vagy N értéket és az ahhoz tartozo N
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¢s ¢ eértekek fliggvényében abrazolom a klaszterszamot.

A vizsgalat bemutatasahoz az 9.abra bal oldalan lathaté térképet hasznalom. Ehhez olyan

értékeket valasztottam, amelyeknél a kérdéses tendencidk figyelhetok meg. Ezekhez az N=25

WEZSIRZSE[Y

¢s az &=40 értékeket valasztottam. Ezeket megjeloltem a 9.abra jobb oldalan. Ezekre az

értekekre lefuttattam az eldbb leirt programot. Ennek eredményeit lathatjuk a 10.abran.
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10. dbra Az & = 40 (bal oldal) és az N = 25 (jobb oldal) tartozo klaszterszamvaltozas
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Ezeken a grafikonokon azt lathatjuk, hogy ahogy n6 az N értéke, igy kezdetben a klaszterszam
novekszik, majd egy érték utan erésen csokkeni kezd. Hasonld tendencia figyelhetd meg az
epszilon valtozasakor. Utobbi esetben ezt a jelenséget megtudtuk magyardzni kordbban is,
azonban az eldbbit nem. Ezért ezen grafikonon valasztottam néhany N értéket a novekvo és
csokkend tartoméanyon is, ahol az adott &-N értékparhoz tartozo6 DBSCAN eredményt
abrazoltam. Ehhez a rainSTORMba beépitett DBSCANt hasznaltam. A 11. és 12. abran
lathatjuk, hogy mi torténik az =40 értéknél. Eleinte (11. dbra a részabraja) a klaszterszam 10-
11 értéken van, majd ahogy kozelediink az N=37 ponthoz (11. dbra C részabraja) a klaszterszam
12, 13 és 14 értéket vesz fel. Az abrakon lathatjuk, hogy mi okozza ezt a klaszterszam
novekedést. Az N=23 értékhez tartozo abran (11. abra a részabraja) azt figyelhetjilk meg, hogy
egy klasztert altalaban kettd, harom kisebb klaszter alkot. A narancssargaval és a zold szinnel
jelolt klasztereket, viszont ennél tobb. Ahogy ndveljik N értékét, gy ezeket a nagyobb
Osszefliggo klasztereket elkezdi ”feldarabolni” a program tobb klaszterre(11. abra b részabraja).
Ennek a magyarazata az, hogy azokat a pontokat, amik a kisebb N értékeknél az 4thidalas
szerepét toltotték be, a program elkezdi zajnak kezelni. (Athidalas torténik két siiriibb teriilet
kozott, ha a koztes pontokra tovabbra is teljesiil az N feltétel, igy azok Osszekdtik a siirlibb
teriileteket. Ezt a DBSCAN miikddésének leirasanal emlitett elérhetdség (density-reachable)
definicio fejezi ki. Ennek lesz az eredménye az, hogy az eddig egybefiiggd klaszterek tobb
kisebb klaszterre tagolédnak. Példaul az N=23-nal (11. abra a részabrdja) narancssarga
klaszterbdl N=37 értékre (11. dbra C részabraja) négy darab klaszterre darabolddik. A zold

esetén ugyan ez a helyzet.
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11. dbra 4 40=¢ értékhez tartozé klaszterszamértékek valtozasanak névekvd tendencidja
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12. dbra A 40=¢ értékhez tartozo klaszterszamértékek valtozdsdanak csokkend tendencidja
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A 12. abrén a csokkend tendencidhoz tartozd pontok vizsgalatanak eredménye lathato. Ezen a
tartomanyon bekovetkezd jelenség sokkal egyszeriibb, ugyanis a klaszterszdm csokkenését a
szigorubb feltétel okozza. Itt mar nem torténik meg nagyobb klaszterek tobbre bontasa, csak az
eddig talalt klaszterek szama lesz kisebb, mivel egyre tobb lokalizacio lesz zajpontnak

besorolva.

Roviden, az ellentmondast a DBSCAN miikodését leird alfejezetben mar megemlitett athidalasi

jelenség jelenléte okozza, amit a varhato tendenciak™ részben nem vettiink figyelembe.

Kiilonb6zo siiriiségii mintak vizsgalata

Miutan az el6z0 alfejezetben leirt jelenséget megmagyardztam, egy masik megfigyelt

tendenciat is vizsgalni kezdtem.

Az altalam készitett 40, 60 és 80 I/um slirliségli mintdk esetén, azt figyeltem meg, hogy a
kiilonbozd stirtiségli mintakhoz tartozd térképeken megjelend, korabban maximadlis érték
savnak nevezett, sav meredeksége fiigg a szimulalt minta striségétél. Minél nagyobb az
epitopok strtisége, annal meredekebb a megfigyelhetd sav. Azonban ahhoz, hogy ennek a
megallapitasnak a helyességét vizsgalhassam, az egy siriiség értékhez tartozo tiz darab minta
adatait atlagoltam, mivel az egyedi mintdkra kapott eredményeket befolyasolta, hogy a
véletlenszerien elhelyezett epitopok pontosan hova is keriiltek. Az atlagolassal igy egy
altalanosabb tendenciat tudtam elemezni. Ehhez 6sszeadtam a kiilonb6z6 szimulacidkra kapott
adatokat tartalmaz6 métrixokat majd elosztottam a métrixok szamaval, azaz tizzel. igy kaptam
egy atlagolt matrixot. (Megjegyezném, hogy ezzel csak a talalt klaszterszamok értékét
atlagoltuk, a vizsgalt tartomany valtozatlan maradt.) Ezt mindegyik siirliség esetén elvégeztem,
¢s az igy kapott eredményeket térképeken abrazoltam (13.abra). Lathato, hogy a 40-es
stiriséghez tartozo abran (13.4bra bal felsd) ez a sav par fokot zar be az x tengellyel, majdnem
vizszintes. A 60-as értéknél (13.4bra jobb felsd) mar egy egyértelmii meredekség figyelhetd

meg. Hasonloan a 80-as értéknél (13.4bra also).

Mivel a vizsgalni kivant sdv némely értéknél elég széles, és egy azon maximalis érték tobb e-N
értékparhoz is tartozhat, ezért ezt figyelembe kellett vennem. Azonban az ehhez hasznalt
program ¢és az eredmény értelmezéséhez, fontos megemliteni az adatokat tartalmazé atlagolt
matrixok felépitését. Mint mar korabban leirtam, a matrixok a klaszterszamokat tartalmazzak,

viszont ezeknek az elemeknek a helyét kiillonboz6 indexek jelolik és nem az ¢ és N értékek.
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P¢ldaul a legmagasabb értékhez az 1-1 indexpar tartozik (ez a matrix elsé eleme). Az oszlopok

a kiilonbozo N, a sorok az ¢ értékeket jelképezik. (40*45 matrixok.)
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13. dbra A kiilénbézé surtiségekhez tartozo atlagolt térképek, Bal felsé a 40-es, jobb felsé a 60-as, az also pedig a 80-as
suriiséghez tartozo térképet dabrazolja

A program minden sorban (¢) megkeresi a legnagyobb értéket és az ahhoz tartoz6 indexeket (N
értekeket). Az igy kapott intervallumbol kiveszi a legkisebb és legnagyobb indexet (N értéket),
majd ezeket abrazolja az ¢ fliiggvényében. Az igy kapott eredményeket a 14. abran lathatjuk.
Eszrevehet6, hogy a megallapitasunk, ezen mintdk alapjan, helyesnek bizonyult, azonban a
magabiztosabb allitdshoz értelemszeriien tobb mintan vald vizsgalat sziikséges. Tovabba
érdemes megemliteni, hogy a 13 és 14 dbra 6sszehasonlitasa elsére nehéz, mivel a klaszterszam
értékek atlagolasanak hatdsara, az atlagolt matrixban megjelentek egymastdl csak tizedekkel
eltérd értékek is, amit a térképeken, a szinazonossag miatt, nem tudunk megkiilonboztetni, a

program viszont igen.
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14. dbra A maximalisérték sav meredeksége kiilonbozd stirtiség értékek esetén. 40-es értékhez tartozik a zold (legnagyobb
index) és a piros (legkisebb index), a tiirkiz (legnagyobb index) és a sima kék (legkisebb index) a 60-as, mig a fekete
(legnagyobb index) és a lila (legkisebb index) a 80-as siiriiséghez tartozo meredekségek.
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Osszefoglalas

Napjainkban a bioldgiai kutatdsok fontos eszkoze a fluoreszcens mikroszkopia, melynek
segitségével nagy kontraszttal tudunk lathatova tenni kiilonb6zo sejtalkotokat. A kutatdsoknak
lendiiletet adott a nagyfeloldasu technikdk megjelenése, melyek lehetdvé tették a diffrakcio
limit alatti struktirdk leképezését. Ezen technikdk koziil a lokalizacios (SMLM: single-
molecule localization microscopy) technikakkal lehet elérni a legnagyobb feloldast (~10-20
nm). A lokalizacios technikakkal viszont a hagyomanyos pixelizalt képektdl eltéréen a nyers
adat a fluoreszcens molekuldk koordinatdi. Ezek a koordinatak jo pontossdggal megadjak az

crer

elrendezddése szabalyozza, ezért az altaluk létrehozott klaszterek jellemzése egy fontos feladat.

Ezen klaszterek jellemzésére hasznalhato klaszteranalizis algoritmusok egyikét, a DBSCAN
algoritmust vizsgéaltam. A dolgozatot attekintése utan arra a megallapitasra juthatunk, hogy a
DBSCAN er6sen érzékeny az € €s N paraméterekre. Alacsony értékek hasznélatakor a valodinal
tobb és kisebb klasztert, magasabb értékek esetén kevesebb klasztert detektalhat az algoritmus.
Esetilinkben a legtobbszor, a DBSCAN, magasabb ¢ és alacsonyabb N értékparok esetén talalta

meg ¢és valasztotta szét helyesen a szimulalt mintakat.

Tovabba vizsgaltam a minta stiriségének hatdsat a klaszteranalizis eredményére, és azt a
megallapitast tettem, hogy az ¢-N térképen a maximalis talalt klaszterszam altal kijelolt
savmeredeksége a slriiséggel egyiitt nd. Azt is megallapitottam, hogy magasabb siiriiségii
mintak esetén alacsonyabb N ¢és ¢ érték beallitasaval visszakaphatjuk az eredeti minta

strukturajat (helyesen valasztodnak szét a klaszterek).

A szimulécios adatsorok klaszteranalizise lehetové tette a DBSCAN algoritmus mélyebb
megertését s az eredmények elemzése hozzasegit a megfeleld paraméterek kivalasztasara valds

mérési fajlok esetén is.
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