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Bevezetes

A biologia jelenlegi ismeretanyaganak nagy része, beleértve a sejthalézatok és a jelatvitel
szamos modelljét, populaciés szint(, atlagolt méréseken alapul (Altschuler and Wu, 2010). A
nagy szamu sejt egylttes viselkedését atlagold6 mérések azonban félrevezetd
kovetkeztetésekhez vezethetnek: elfedik a ritka, de a teljes halézat szempontjabaol kritikus
alpopulaciok jelenlétét (Pelkmans, 2012). Ma mar jél ismert, hogy a heterogenitas meg egyes
kis alcsoportokon belll is fontos kévetkezményekkel jarhat a populacié egészére nézve. A
genetikai valtozatossag példaul dontd szerepet jatszik a gyogyszerrezisztencidban és a
tumorok tulélésében (Heppner, 1984).

Még azonos genetikai Osszetétellel rendelkezd sejtcsoportokban is jelentds eltérések
figyelhet6k meg az egyes sejtek kdzott a fenotipusok szintjén, a gének kifejez6désének egyedi
mintazata miatt (Tay et al., 2010). A heterogén biolégiai rendszerek jobb megértése
érdekében ezért egyre inkabb az egyedi sejtekre, ugynevezett “egysejtekre” alapuld
molekularis és morfoldgiai elemzési modszerekre tdmaszkodunk (Strack, 2022). Ezeknek az
egyedi sejteknek a gy(jtése, valamint a tovabbi molekularis vizsgalatok céljabdl torténé
elkllonitése még mindig kihivast jelentenek, ahogy az is, hogy az ilyen egysejt-vizsgalatok
eredményét hogyan alkalmazzuk a bioldgiai rendszerek viselkedéseét, szerkezetét és

mikddését leird modellek megalkotasara. (Giladi and Amit, 2017).

Kutatdsom célja az egyedi sejt alapu mikroszkdpia, a morfologiai és fenotipusos elemzési
technikak, valamint az egysejt-izolalasi és molekularis elemzési mddszerek fejlesztése, ezen
tulmenden a kivalasztott sejtek gyors, megbizhaté és sokoldalu jellemzése még a
legkomplexebb sejtes mikrokdrnyezetben is, mint példaul az emberi agykéreg, a gyermekkori

agydaganatok 3D-s szferoidjai vagy a patoldgiai szoveti metszetek.

1. Tezis: Technikak egyedi sejtek mikroszkopiali
képanalizisére

A mikroszképos képelemzés soran az a célunk, hogy a digitalis képeket olyan kvantitativ
mérésekké alakitjuk at, amelyek példaul képesek leirni a kisérletben szereplé minden egyes
sejt allapotat. Ehhez tébb egymastdl flggetlen moédszert szikséges alkalmaznunk és
fejlesztenlink.

Minden mikroszkdp altal készitett kép inhomogén megvilagitast mutat, féként a fényforras

vagy optikai utvonal sajatossagaibdl adoddan, ami arnyékolast eredményez a kép szélein.
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Ezt a hatast szemmel gyakran alabecsulik, az intenzitasok azonban altalaban 10-30%-kal
eltérnek a kép egyes részein, ami rontja példaul a szegmentalds pontossagat, az
intenzitasmérést pedig mebizhatatlanna teszi. A megvilagitas digitalis korrekcidja egy olyan
folyamat, amelynek segitségével a torzitott képbdl visszaallithatd a valodi kép (Smith et al.,
2015). Erre harom f6 megkdzelités létezik; (1) A prospektiv mddszerek referencia képekbdl
(példaul sotét és vilagos képekbdl) szarmaztatjdk a korrekcios fliggvényeket. Ez a
megkozelités gondos kalibraciét igényel a kép felvételekor (Singh et al., 2014). (2) Az egyedi
képekre alkalmazott retrospektiv médszerek minden egyes felvételre kilon-kilon szamitjak ki
a korrekcios modellt (Babaloukas et al., 2011). Az eredmény azonban képrél képre valtozhat,
és igy megvaltoztathatja a relativ intenzitast; tobb mozaikdarabkabdl allé felvétel esetén
egymassal nem Osszehasonlithaté részeket kaphatunk. (3) A a legtébb laboratérium altal
valasztott retrospektiv, t6bb képet alkalmazé modszerek a kisérlet soran felvett képek
felhasznalasaval utélag hatarozzak meg a korrekciés fuggvényt. Ezek gyakran energia-
minimalizalasi modelleken alapulnak (Peng et al., 2017). Az altalunk bemutatott CIDRE
modszer (Smith et al., 2015) is energiaminimalizacido segitségével képes mar nagyon kis
szamu kép készitésekor is felUlmulni mind a digitalis mind pedig a hardveres kalibracios
technologidkon alapulé moddszereket. Ez kiléndsen fontos a nagy ateresztéképességi

kvantitativ mérések esetében.

A digitalis mikroszkdpiaban jellemz&en minden egyes sejtet kildn-kilén azonositanak és
értékelnek ki; vagyis a pixeleket ugy csoportositjak, hogy megkullénbdztessék a sejtet a tobbi
sejttdl és a hattértél. Ezt a folyamatot "szegmentalasnak" nevezzik, amelyre két f6 mdédszer
létezik. (1) A modell alapu megkozelités esetében valasztunk egy algoritmust az elkuloniteni
kivant alakzatok varhaté tulajdonsagai (példaul méretik és alakjuk) alapjan, és a
szegmentalasi eredmények vizudlis vizsgalata alapjan finomhangoljuk a paramétereket. Ez a
priori tudast (azaz "modellt") igényel (Molnar et al., 2016). A modell alapu megkdzelitések
jellemzden hisztogram-alapu modszereket alkalmaznak, példaul kuszobdlést vagy
éldetekciot, illetve watershed (“vizvalasztd”) transzformaciot. (2) A gépi tanulason alapuld
megkOzelitések esetében egy modellt tanitunk a megfeleld szegmentalasi megoldas
megtalalasara ugy, hogy elére felcimkézett (annotalt) adatokat mutatunk neki, amelyek
meghatarozzak, hogy a kép mely képpontjai tartoznak a kilonbozé osztalyokhoz (Hollandi et
al., 2020). A szegmentalast végul a betanitott modell Uj képekre torténé alkalmazasaval
végezzuk, melyek a pixeleket ennek megfeleléen osztalyozzak. NucleAlzer nevii médszeriink
mélytanulé halézatok kombindldsaval a Data Science Bowl 2018 (DSB2018) vilagverseny
legmagasabb pontszamat érte el (Hollandi et al., 2020).

A (Caicedo et al.,, 2017) altal készitett attekintésben betekintést nyujtottunk a sejtek

profilozasara hasznalt kép- és adatelemzési stratégiakba.
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2. Tézis: Egysejt fenotipizalas

A tudomany eddigi egyik legnagyobb eredménye az emberi genom teljes szekvenalasa
(Venter, 2001). Ma sokan ugy vélik, koztik a Human Cell Atlas konzorcium kutatéi is, hogy a
biolégia kovetkez6 nagy kihivasa a fenomika, azaz a fenotipusok azon halmazanak
szamszer(isitése, amely egy szervezetet teljes mértékben jellemez (Houle, Govindaraju and
Ombholt, 2010). A fenotipus egy szervezet megfigyelhetd jellemzdit jelenti, mint 6sszességet,
beleértve a morfolégiat, a biokémiai tulajdonsagokat, a viselkedést stb.. Az informaciéban
gazdag fenotipusos adatok gyjtése és elemzése révén reméljik, hogy jobban megérthetjik,
hogyan okoznak valtozast a szervezetekben vagy azok viselkedésében genetikai és
kornyezeti tényez6k, és képessé valunk olyan fontos jelenségek jobb elérejelzésére, mint a
fitnesz, a szaporodas, bizonyos betegségek, a karcinogenezis, a kulénb6zb rezisztenciak
kialakulasa vagy a mortalitas. A genomszekvenalassal ellentétben a fenom teljes megértése
a jelenlegi technoldgiakkal egyelére lehetetlen. Az erre iranyuld eréfeszitések soran kritikus
fontossagu, hogy intelligens dontéseket hozzunk arrdl, hogy mit mérjink, és milyen fenomikai
eszkdzoket hasznaljunk.

A képalkotas gyors és rugalmas modszer a fenomika tanulmanyozasara. A térbeli és idébeli
informaciok nagy pontossaggal és rendkivul széles skalan rogzithetdk. A mikroszkopia implicit
modon mutatja meg a sejt morfoldgiai jellemzdit, és az olyan jel6lési technoldgiak, mint a
fluoreszcens cimkék lehetévé teszik a sejtalkotok, fehériék és mas molekulak helyének és
alakjanak pontos meghatarozasat. A képek alacsony kéltséggel és gyorsan készitheték, ami
lehetbvé teszi nagyléptéki szlrési kisérletek tervezését és kivitelezését. A mikroszkopia, az
automatizalas és a szamitastechnika terén a kdzelmultban bekovetkezett fejlédés dramaian
megnovelte a fenotipusos informaciokban gazdag képek készitésének lehetéségét. Emellett
a képek ma mar nagysagrendekkel gyorsabban készithetdk, mint ahogyan azokat kizarolag
emberi erbvel vizsgalni lehetne. Kdvetkezésképpen fenotipusos képelemzési technikakra
tamaszkodunk, azaz olyan szamitasi médszerekre, amelyek a nyers képi adatokat kvantitativ
fenotipusos adatokka alakitjak. E terilet atfogd attekintését (Smith et al., 2018) munkajaban
mutattuk be .

Csoportom szamos olyan eszkdzt és szoftvercsomagot fejlesztett ki, amelyek intelligensen
segitenek meghatarozni az egyes sejtek fenotipusat. Mindegyik kutatasi projekt a kdvetkezé
két kérdésre keresi a valaszt:

'"Teljesen vagy legalabb részben feltartam-e az adataimat?'

'A lehetd legpontosabb-e az elemzésem?"'

A modern szamitastechnikai moédszerek ma mar elképzelhetetlen mennyiségii adatot képesek

rovid idé alatt elballitani. Sokszor ez tobb szazezer képet, tobb milliard egyedi sejtet és
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gyakran szazas nagysagrendi egyedi jellemzét tartalmaz minden egyes sejtrél. Ekkora
adatmennyiség mellett a fenti két f6 kérdés megvalaszolasa mar nem egyértelma.

A 2010-es évek elején azzal a céllal vezettuk be az Advanced Cell Classifier (ACC, elérhet6
a www.cellclassifier.org cimen) nevl szoftvert (Horvath et al.,, 2011), hogy az egysejtes
fenotipizalast végz6 szakertbk szamara kdénnyen hozzaférhetévé tegylk a gépi tanulasi
modszereket. Ezt a programot késdbb kibdvitettiik (ACC2.0) ugy, hogy a fenti kérdésekre
intelligens fenotipuskeres6 és aktiv tanulasi mddszerek alkalmazasaval adjon valaszt
(Piccinini et al., 2017). Az elmult évtizedben az ACC kulilénb6z6 valtozatait Uj gyogyszerek és
gének felfedezésében, a biolégiai alapkutatassal kapcsolatos kérdések megvalaszolasaban,
valamint az egyénre szabott terapiak kifejlesztésében is hasznositottak. Rangos publikaciok
jelentek meg a Cell, a Science és a Nature folydiratok hasabjain (a hivatkozasi listat lasd az
ACC weboldalon).

Jelentés mérfoldkének szamit, hogy kutatécsoportjaim lefektették annak az elméleti keretnek
az alapjait, amely a sejtek mikrokornyezetének fontossagat hangsulyozza, azaz a sejtek
fenotipusai pontosabban hatarozhaték meg, ha ismerjik azok kdérnyezetét a széveten belll.
Mar a korai médszerink, amelyben csak egyszer( tulajdonsagokat és szomszédsagi
meghatarozasokat vettlink figyelembe, jelentés javulast eredményezett (Toth et al., 2018).
Ennek a technikanak a kiterjesztése, amely a halszem-transzformaciét mélytanulassal
kombinalta, jelentésen javitotta az egysejtes fenotipusok meghatarozasat, mind szévet-, mind
sejtkulturas mintakban (Toth et al. 2022 in press).

A sejt szinte folyamatosan dinamikus valtozason megy keresztul, ami a fenotipusanak
megvaltozasaval is jar. Dolgozatomban részletesen bemutatom az altalunk javasolt
mesterséges intelligencia felhasznalasaval. Ehhez a feladathoz bevezettik a regresszios sik

koncepciot is (Szkalisity et al., 2021).

3. Tézis: Egyseijt izolalas

Szamos mddszer hasznalhatd a sejtek Osszegyljtésére bizonyos jellemzdk alapjan. Ezek
kézé tartozik a fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (FACS), az immunmagneses
sejtvalogatas, a mikrofluidika és a limitalé6 higitas. Ezek a gyUjtési technikdk azonban
megbontjak a szovet egységét, elvalasztjak a sejteket a mikrokornyezetiktdl, valamint nem
tudjak a sejteket a mintan bellli elhelyezkedésuk vagy morfoldgiai profiljuk alapjan kivalogatni.
Ezzel szemben a mikromanipulacio (pl. patch clamping), a Iézeres mikrodisszekcio (Espina et
al., 2006), a képalkotd tomegspektrometria (IMS) (Bodzon-Kulakowska and Suder, 2016)

vagy a Raman-spektroszkopia (Schie and Huser, 2013) olyan mikroszkopian alapuld
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modszerek, amelyek segitségével kdzvetlenll elemezhetjlk az egyes sejteket akar a
szdvetmintakon belll is.

Kutatocsoportjaim a szubmikron felbontasu képalkotast, az egysejtes fenotipizalast és a
mesterséges intelligencia altal tamogatott izolalast kombinaltak elektrofiziologiai,
szekvenalasi és ultraérzékeny proteomikai munkafolyamatokkal. A legnagyobb kihivas az
egysejt hatarok és fenotipusos sejtosztalyok pontos meghatarozasa. Szoftvereszkozeink
képesek egyszerre alkalmazni a klasszikus, a lézeres mikrodisszekcidos és a patch clamp
mikroszkoépiat. Ezeket aztan kombinalhatjuk a sejtkulturak vagy archivalt FFPE (formalinban
rogzitett és paraffinba agyazott) biobanki szovetek adatgazdag képalkotasaval, mély
tanulason alapulé sejt szegmentalassal és a sejttipusok és allapotok gépi tanulason alapuld
azonositasaval. A bioldgiai és/vagy klinikai szempontbdl érdekes sejtes vagy szubcellularis
objektumokat mesterséges intelligencia valasztja ki, melyekrél ezutan automatizalt omikai
profil készul. Az igy el6allitott adatok segitségével olyan RNS és fehérje mintazatok
felfedezésére nyilik mdd, amelyek molekularis betekintést nyujtanak a genom, a proteom vagy
mas omikak fenotipus szint(i valtozatossagaba, mindekdzben megérizve a teljes kérnyezeti
informaciot.

A kozelmultban az egysejtes izolaciés moédszerek négy csaladjat mutattuk be, nevezetesen
(1) a szamitogéppel segitett mikroszkdpias képalkotast és izolaciét (CAMI) (Brasko et al.,
2018), amely egy gépi tanulason alapulé egysejtes izolaciés technika, és l|ézeres
mikrodisszekciot alkalmaz 2D mikrokdrnyezetben; (2) az AutoPatcher rendszert, amely
teljesen automatikusan képes a sejteket 3D él6 sejtes kdrnyezetben megtalalni egy patch
clamp technika és mély tanulds kombinacidjaval (Koos et al., 2021); (3) a Deep Visual
Proteomics médszert, amely a CAMI rendszerbél szarmazik, és ultraérzékeny proteomikara
alkalmazhaté (Mund et al., 2022); és (4) a Mito-Raman technikat, amely intelligens
mikroszkoépiat és Raman-spektroszképiat hasznal a mitotikus sejtek automatikus
profilalkotasara (Voros et al., el6készuletben). Ezek a moddszerek az altalunk eddig
kifejlesztett képelemzési és mélytanulasi technikakra épulnek. Célunk, hogy ujabb médszerek

beépitésével ezeket tovabbfejlesszuk.

Konkluzio és kitekintées
Dolgozatomban bemutattam, hogyan lehet morfologiailag és molekularisan is profilozni az
egyes sejteket, még komplex térbeli kdrnyezet esetén is. Képkorrekcios és szegmentalasi

modszereket dolgoztam ki a mintakban 1év6 sejtek pontos meghatarozasara, valamint

fenotipizalé algoritmusokat fejlesztettem ki a sejttipusok automatikus azonositasara és
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osztalyozasara. Az egysejtes manipulacios technikakkal képesek vagyunk a kivant sejtet
elkuloniteni eredeti kdrnyezetébdl a részletes molekularis jellemzés érdekében.

Ezen technoldgidkkal ugy vélem, hogy megnyitottuk az ajtét a pontosabb egysejtes
felfedezések el6tt. A bemutatott mddszerek legtobbje altalanos labor kornyezetben is
megvaldsithatd, és lehetévé teszik a tuddsok szamara, hogy elvégezzék az ket érdekld
méréseket. Szamos érdekes, a bemutatott munkafolyamatokon alapuld, kutatast lehet

elérevetitetni.

A dolgozatban bemutatott elérelépések ellenére ugy gondolom, hogy ez még csak a kezdet,
€s még sok a tennivald. Kutatdécsoportjaim tervei kozé tartozik a jovében az itt leirt tertleteken
valé tovabbi elbérelépés, valamint a kifejlesztett technolégiak felhasznalasa mind az
alapkutatasban (lasd alabb a Human Mitosis Atlas-t), mind az egysejtes rakterapiakban
(hopeAl). Itt megosztanam az olvaséval a véleményemet arrél, hogyan képzelem el e tertiletek

fejlédését.

Valoszinilleg a képelemzés profitalt a legtdbbet a mélytanulas térnyerésébdl, és ez minden
bizonnyal csak a kezdet. A hardverek exponencidlis fejlédésével és a kvantum
szamitastechnikaval, mely mar az ajtéban kopogtat, j6 okunk van azt feltételezni, hogy sokkal
nagyobb mennyiségl képi adatot leszink képesek digitdlisan feldolgozni, és
szisztematikusabb kérdéseket feltenni, példaul a rakos megbetegedések jellemzd strukturaira
€s mintazataira a populaciokban egyetlen sejt szintjén. Ennek érdekében folytatjuk a
mélytanulasi eszkdzok fejlesztését, amelyek egyre jobb szegmentalast és a képi informacio
egyre jobb globalis megértését eredményezik. Egy masik terlilet, amely a kdzeljovében
valészinlleg tovabb fog fejlédni, az a 3D-s képalkotas és feldolgozas, mivel a szferoid,
organoid és mas szOvetszerkezetes 3D-s modellek jobban kozelitik a sejtek viselkedésének
fiziologiajat, mint a “sik” biolégia. Valdjaban mar megtettik az els6 I1épéseket e cél felé is, és
a jovében tobb eréforrast fogunk forditani a 3D képelemzési modellek szabvanyositasara,

felgyorsitasara és javitasara.

A bemutatott eszkozokkel a kezunkben mar szintén megtettik az elsé lépéseket egy
nagyszabasu kezdeményezés, a Human Cancer Mitosis Atlas (MITO-Omics) felé. Ez
atfogoan, kozel végtelen felbontéasban fogja leirni a sejtek mitézis soran bekdvetkezd
molekularis és morfoldgiai valtozasait. Tervink, hogy a jelenlegi adatainkat kiterjesszik az
Osszes emberi daganattipusra. A MITO-Omics nagyszeril forras lesz a gyogyszerfejlesztés
és a klinikai alapkutatasok szamara a rakos megbetegedések jobb megértése és a rak elleni

kiizdelem érdekében.
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Végul személyes célom, hogy az egysejtes moédszereinket a személyre szabott rakterapiaban
is bevezessuk. Ennek kapcsan szeretném a rakos megbetegedéseket egysejtes szinten
profilozni, hogy a feltart genomikai és proteomikai elvaltozasok alapjan precizios terapiak
javaslatara legyen lehet6ségink. Ez minden bizonnyal az akadémiai és az ipari szféra k6zds
vallalkozasa lesz. Az els6 Iépéseket mar megtettuk ezen cél felé, és az elsé kKlinikai

sikertorténet mar meg is sziletett (nem publikalt).
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