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Kivonat

Az elmult évtizedekben a fluoreszcencia korreldcids €s keresztkorrelacios spektoszkopia
(FCS, FCCS) széleskortien elterjedt biofizikai modszerré valt molekuldk mozgédsanak és
kolcsonhatdsainak tanulmédnyozdsara. TDK dolgozatomban egy multiple-7 hardware korrelatort
irok le, amelyet FCS és FCCS mérések auto- €s keresztkorrelacids szamitasaihoz fejlesztettiink
ki. Utemez8 eljardsunk alkalmazdsa révén a korreldtor egyetlen linedris korreldtor blokk
segitségével szamitja ki két detektor jelének auto- és keresztkorreldcidos fiiggvényeit 400
ns id6felbontassal. A korrelatort LabVIEW kornyezetben implementéltuk egy National
Instruments gyartmanyud FPGA (field programmable gate array) kértyén.

Abstract

In the last decades fluorescence correlation and crosscorrelation spectroscopy (FCS, FCCS)
have became widely used biophysical techniques to determine diffusion properties and
interactions of fluorescing molecules in living cells. Here a novel multiple-7 hardware correlator
design is introduced for computing auto- and crosscorrelation functions from FCS and FCCS
measurements. Our design applies a custom scheduler algorithm, which allows for calculating
the auto- and crosscorrelation functions of the signals from two detectors on a single linear
correlator block with 400 ns time resolution. The correlators are implemented in LabVIEW

environemnt on a National Instruments FPGA (field programmable gate array) card.
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1. Bevezetés

A molekuldris kolcsonhatdsok a sejtbiologiai folyamatokban (pl: fehérje-fehérje interakcidk)
kulcsszerepet toltenek be . Ezek a folyamatok jol nyomonkovethetéek a molekuldk
mobilitdsdnak, valamint egyiittmozgdsanak vizsgdlatival. Erre a célra alkalmas moédszer a
fluoreszcens korreldcids és keresztkorrelacids spektroszkopia (FCS, FCCS), amely az elmilt
évtizedben széles korben haszndlt biofizikai technikdvé vélt molekuldk mozgédsanak tanulma-
nyozdsara oldatokban vagy €16 sejtekben. Az FCS mérések segitségével meghatdrozhaté a
vizsgalt molekula diffizids ideje és koncentracidja, az FCCS mérések kiértékelésével pedig

kovetkeztethetiink a megfigyelt molekuldk kozotti kapcsolatokra.

Celgen RE Célgén RE
Korepresszor komplex Koaktivator komplex
Agonista hianyaban Agonista ligand jelenlétében
korepresszor koétés - koaktivator kdtés -
gatlas transzkripcié

Nagy et al, TRENDS in Biochemical Sciences 2004. alapjan

1.1. dbra. Az 4brdn a DNS-hez dimer formdjdban kot6ds, a gének mikodését szabalyozd
fehérjék lathatéak. Ezek aktivalo vagy gatldé komplexben helyezkednek el, vagy pedig
szabadon diffundédlnak a sejtmagban. A szabad magreceptor mozgédsa gyors, a DNS-hez
kotott receptoré lassd. A kotdédés kimutatdsara igy alkalmas a mobilitds mérése. A miikodés
megértéséhez sziikség van arra, hogy meghatarozhassuk az egymadssal és a DNS-sel kdlcsonhat6
magreceptorok mobilitasat kiilon-kiilon, illetve kolcsonhatdsuk esetén egyiittmozgasukat is.
Ezeket FCS és FCCS mérésekkel lehet meghatarozni.



A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum Biofizikai és Sejtbioldgiai
Intézetének Sejtbiologiai €s Jeldtviteli Kutatocsoportjaban jelenleg a kétféle mérést csak
egymds utdn lehet elvégezni, azonban a bioldgiai rendszerek dinamikusak és mikroszkopikus
szinten pillanatrdl pillanatra véltoznak, igy a pontosabb model feldllitisahoz az FCS és
FCCS egyidejli mérésére van sziikség. Célunk egy olyan miiszer kifejlesztése volt, mely
szimultan képes FCS és FCCS mérésekhez sziikséges auto- és keresztkorrelacios fligvények
kiszamit4sara.

Az FCS és FCCS mérésekhez sziikséges auto- €s keresztkorrelacids fiiggvények kiszamitasa a
méréssel egyidében torténik 400ns és ~1s kozott. A célhardware a korreldcids fiiggvényeket a
multiple-7 koncepci6 alapjan szdmolja ki, amelyhez fejlesztett és eddig nem publikélt litemezési

eljaras a felhasznalt er6forrasokat minimalizalja.



1.1.

A dolgozatban alkalmazott jelolések

Jelolés Leiras
Digitélis aramkorokben implementalasra keriilt korrelacids csatondk szama

L Korrelatorblokk korreldcids csatorndinak a szdma

m A mintavételezési id0 korrelatorblokkok kozotti novekményének az értéke

S Korreldtorblokkok szdma

T Id6alland6

Tmin A minimalis mintavételezési id6 allanddja.

Tmax Az elérni kivant maximadlis felbontds id64llanddja.

Aty Korrelatorblokk egy végrehajtasdhoz sziikséges idéallando.

s TetszOleges korrelatorblokk azonositdja (s € [1..5]).

) Tetsz6leges korrelacids csatorna azonositdja egy korreldtorblokkon beliil (I €
[1..L]).

Tk Az id6allandék halmazanak k-adik értéke.

Tsi Az s-edik korrelatorblokk / korrelacids csatorndjdhoz tartoz6 idééllando értéke.

I, A detektélt fotonok szdma egy az n-edik mintavételi periddusban ahol a
periddusok egymadst koveté azonos hosszisdgui iddintervallumok.

1 Egy s-edik korrelatorblokk aktualis "undelayed" periddusdban mért fontonknak
a szama.

1Y Egy s-edik korreldtorblokk az aktudlist egyel megel6z6 periédusban mért
fontonoknak a szdma.

7o Az I értéke az x bemeneti jelhez az s-edik korreldtorblokkban.

[ Az [ értéke az x bemeneti jelhez az s-edik korreldtorblokkban.

19 Egy s-edik korrelatorblokk /,_; értéke.

Iii’x) Az Iﬁ) értéke az x bemeneti jelhez az s-edik korreldtorblokkban.

G, Az n-edik korrelacios csatorniaban kiszamolt érték.

Gin Az s-edik korrelatorblokk n-edik korrel4cids csatorndjahoz tartozo érték.

Gﬁf‘;,”) Az x és y bemenet kozott szamolt korreldcids csatorna értéke az s-edik blokk
n-edik korrelacids csatorndjaban.

M, Egy n-edik monitorcsatorna értéke az aktudlis peroiédusban.

M, Egy s-edik korreldtorblokk rn-edik monitorcsatorndjdnak értéke az aktudlis
periddusban.

M) Az x bemenethez tartoz6 M, érték.




2. A fluoreszcencia korrelacios- és

keresztkorrelacios spektroszkopia

A fluoreszcencia korrelaciés spektroszkopia (FCS) egy hatékony biofizikai médszer mole-
kuldris mozgésok tanulmédnyozésara oldatokban vagy €16 sejtekben. A mddszer alkalmazdsa
soran fokuszalt 1ézernyalab effektiv térfogatan (kb. 0, 1 femtoliter) keresztiilhalad6 fluoreszkalé
részecskék emittalt fotonjait detektaljuk, altaldban lavina fotodiéddval (APD). A fluoreszcencia
intenzitds fluktudcidja a fluoreszkéld részecskék mozgékonysdgatol, koncentraciéjatol, illetve
minden olyan fotofizikai folyamattdl is fiigg, amely hozzdjdrul a molekula kvantumhatas-
fokdnak megvaltozasdhoz, példaul a triplet allapot vagy egy nem emittdlo ,,sotét dllapot”
kialakuldsa ([1]). A molekuldk mozgasanak tulajdonsdgai (diffiziés édllandd, koncentracid
az adott térfogatban ([5]) a fluktudcidk ingadozdsabdl autokorrelécids fiiggvény (g(r), ACF)

segitségével meghatdrozhatdak.

() = 01001t + )
N TP R

ol(r) = 1(r) = <1(1)) 2.1

Ahol 6I(¢) egy adott ¢ iddpillanatban a fluoreszcencia fluktudcié értéke, (I(¢)) az atlagos
fluoreszcencia intenzitds. Amennyiben a részecskék diffiziés mechanizmusa ismert, Ugy az
autokorreldcids gorbe analitikus alakja is meghatdrozhatd. Pl.: a 3D-ban szabadon diffundalé
egykomponensii fluoreszcens részecskék autokorreldcids gorbéjét a kovetkezd képlettel lehet

megadni, ha a detektélds hatadsfokanak térbeli eloszldsa 3D Gauss-eloszlast kovet ([6]).

-1 -1/2

Ta S Ta

Ahol N a detektdldsi térfogatban jelenlévd fluoreszcens molekuldk &dtlagos szdma, S az
ellipszoid alakunak feltételezett detektaldsi térfogat axidlis és laterdlis tengelyének hdnyadosa,
7, a komponens diffizios ideje, az az atlagos id6tartam, ami alatt a molekula athalad a detektalt

térfogaton.



A molekuldk diffiziés dllandéja (mozgékonysdga) a diffizids id6bol és a detektalasi térfogat

wyy laterdlis sugarabol a kovetkezOképpen hatdrozhat6 meg:

Ty = —o (2.3)

Az ACF-bdl nyerhetd masik alapvetd fontossagu paraméter a lokdlis koncentracio: a fiiggvény
amplituddja, v = 0-ra extrapoldlt értéke Gy = G(0) = 1/N, azaz a részecskeszam reciproka.

Az autokorrelécios fiiggvény szemléletes jelentése diffunddlé molekuldk esetén a kovetkezd:
g(1) értéke ardnyos annak valdszinliségével (ha az ampitud6t 1-re normdljuk), hogy ha egy
molekula a + = 0 id6pillanatban a detektdlasi térfogatban volt, akkor a molekula a t + 7

id6pillanatban is a detektdldsi térfogatban lesz.

G,=1/N

G(T)

T

2.1. édbra. Diffunddlé molekula autokorreldciés fiiggvénye . Az dbran lithaté a diffundalé
molekula intenzitds-fluktudcidira szamolt mért és megillesztett autokorreldcids gorbe.

Tobb diffunddlé komponens esetén az autokorreldcios gorbe képlete a kovetkezd:

\! 1\
Gaigr(T) = Y wi(l + a) : (1 vy E) (2.4)

i

Ahol w; az i-edik komponens silya (ami a koncentracidjatdl és relativ fényességétdl fiigg), 74,

az i-edik komponens diffizios ideje.



Amennyiben a fluktudcié ingadozdsdhoz tobb folyamat is kozrejatszik, a konkrét autokorreld-
cids gorbéhez az egyes folyamatok autokorrel4cidja is hozzdjarul. Ha a fluoreszcens részecskék

triplet allapotat is figyelembe vessziik, akkor az ACF a kovetkezd képlettel adhaté meg [13]:

(2.5)

=T +Te
-7

1
g(t) = N Giriptet(T) * Gaifr(T)s  Guripler(T) = [

Ahol T a triplet &4llapotban 1év6 molekuldk hédnyada 7, a triplet (foszforeszcencia)
élettartam. Az FCS mérések jol haszndlhatéak a kiilonféle molekuldk egyedi mozgdsainak
tanulmanyozaséra €16 sejtekben ([12, 11]), és alkalmasak pl. két molekula kdlcsonhatdsdnak
kimutatdsdra, ha az a vizsgélt molekuldk diffiziés idejének jelentds megvaltozasdval jar. De
Két molekula mozgéasara vonatkoz6 paraméterek autokorreldcidval valé meghatarozasabol nem
tudunk kovetkeztetni arra, hogy ez a két molekula egyiitt haladt-e 4t a detektdlasi térfogaton.
Ahhoz, hogy két molekula egyiittes mozgdsardl kapjunk informaciot, a detektalt fluoreszcencia

fluktudcidk kozott szamolunk keresztkorrelaciét az alabbi definicié alapjan ([7]):

(1) = OL,(1) - 0l,(t + 1))
T =00y )

(2.6)

Ahol ,,a” és ,,b” jelolik azokat a detektorokat amelyek mért intenzitdsa kozott szamolunk
korreldciét. Amennyiben az ,,a”-t jelolé detektor megegyezik a ,,b”-t jelolé detektorral, ugy
autokorreléciot, egyébként keresztkorrelaciot szamolunk. A fluoreszcencia keresztkorreldcios
spektroszképia (FCCS) azon alapszik, hogy ugyanazon detektaldsi térfogatbdl szarmazo,
kiilonboz6 fény-hullimhosszon fluoreszkdlé molekuldk fluoreszcens fluktudcidja kozott
szamolt keresztkorreldciobol kovetkeztethetiink a vizsgalt molekuldk kozotti interakcidkra. Ha
feltessziik, hogy a két kiilonboz6 detektor altal detektalt fotonok emisszids spektruma kozott
nincs atfedés, valamint hogy a két vizsgélt molekula kvantumhatdsfoka megegyezik akkor a
két molekuldra szamolt auto és keresztkorreldcids fiiggvény az atlagos koncentrécio és az adott

molekula diffiziés idejét figyelembevéve a kovetkezOképen definidlhato:

Cab

(Ca,tot : Cb,tot)

Gab(o) o« (27)

Ahol ¢, a komplex, ¢, €s cp.0r pedig az a és b molekula teljes koncentracidja. A kovetkezd

abra egy konfokalis mikroszképon bedllitott FCCS mérést szemléltet.
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2.2. dbra. Egy FCS, FCCS mérés folyamatianak szemléltetése. © Biophysical Fluorescence
Laboratory, National University of Singapore

A 1ézerrel megvilagitott konfokalis térfogaton keresztiilhaladva (A) a fluoreszkal6 részecskék
fotonokat emittdlnak, melyek intenzitdsdt (B) APD detektorok segitségével mérjikk. Az
intenzitdsokhoz szdmolt auto- és keresztkorrelacio kiértékelésével (C) a vizsgdlt molekuldk
kinetikai tulajdonsdgai meghatarozhatéak. ACFg a z6ld, ACFr a voros csatorna autokorrelacios
fliggvényét, CCF a két csatorna keresztkorrelacios fiiggvényét jeloli

A méréssel szimultdn korreldcid elkészitéséhez digitdlis korrelatorokat haszndlunk. A
digitdlis korreldtorok a korreldcids fiiggvényt édltalaban a 0.1us - 1s kozotti idGintervallumon
hatdrozzuk meg. A szamités elvégzéséhez sziikséges elméleti €s gyakorlati hatteret a kovetkezd

fejezetekben ismertetem.

2.1. Autokorrelacié becslése digitalis korrelatorokkal FCS

mérésekhez

A digitdlis korreldtorok célja, hogy a méréssel szimultdn meghatdrozzdk a korrelacids fiiggvény
értékeit a {7} halmaz &ltal megadott idGpillanatokban. A korreldtorok adott mintavételezési

frekvencidval (f.; ) rendelkeznek, amely meghatirozza az autokorreldciés gorbe legkisebb



idobeli felbontdsat (1., = 1/ for)- A detektalt fotonok szdma az egymast kovetd 7., hosszisagi

iddintervallumokban a kovetkezd képlettel irhato le:

I, = f I(n-Tyin +1)dt, n=0,1,.T (2.8)
0

Ahol T a mérés teljes iddtartama 7, egységekben, n az n-edik mintavételi periddust jeloli.
A (2.1)-es egyenletben definidlt képlet a normalizdlt elméleti autokorrorrelacids fiiggvény
képlete, ahol 7 a [0..c0] kozti id6intervallumon vehet fel értékeket. A hardware korreldtorok
az autokorreldcids gorbe becslésére a kovetkezd, un. szimmetrikus normalizalast alkalmazzak:

G,
——

T
1
T-1x ) Z In ' In_Tk

n=Ty

asymm(Tk) = 1 (2.9)

T
. Z I, T+m . Z Ly,

n=0 n=ty

My My,

SNl

Ahol 7, egy Tmin egységekben megadott idOpont, amelyen az autokorreldcids gorbét
kiszamitjuk. Azon id&pontok szamat, ahol a korreldciés fliggvényt kiszamitjuk, K-val jeloljiik
(K = |t¢]). A korrelator megvaldsitdsdhoz felhasznalt er6forrdsok szempontjdbol K értéke egy
fontos paraméter. A meghatarozandé momentumok kozotti idokésleltetést Ar,-val jeldljiik, ahol
ATy = T — Ty

A mérés sordn az n. periddusban az aktudlis intenzitds értéke /, ami az un. ,,undelayed”
intenzitds (I = I,). Az I,_ az aktudlis periédushoz képesti 7 id6egységgel kordbbi ,,delayed”
intenzitds értéke (I = I,_;).

Az implementdci6 sordn az egyenletben megjelolt G, ,M;, és M értékek kiszamitdsa és taroldsa
a célhardware feladata. Ennek elvégzéséhez sziikség van az intenzitasi értékekre (7,,). A digitalis
eszk0zokon a G, érték kiszamitdsa egy un. korreldcids csatorndban, az M., és M, ért€kek
kiszadmitdsa egy Un. monitor csatorndban hajtédik végre. Az I, értékeit az Un. intenzitasi
csatorna tartalmazza. Az implementélt korreldcids csatorndk szdma K.

Az Un. linedris korreldtorokban a meghatdrozandé momentumok értékei egyenletes id6kozokkel
rendelkeznek a minimalis és a maximalis idGbeli felbontdas kozott (At = Aty = --- =
AT, = Tmin). Egy linedris korreldtor sematikus vazat €s a benne taldlhat6 korrelacids csatorndkat

szemlélteti a kovetkez6 abra.



2.3. abra. Linedris korrelator sematikus rajza.

A linedris korreldtorok esetében a megvaldsitdshoz sziikséges korreldcids csatorndk szama
(L) megegyezik a kiszdmolandé momentumok szdmaval (K). Egy FCS mérés soran az ACF-t
legalabb 1us és 1s kozotti idintervallumban kell meghatdrozni, ami 10° korrel4cids csatorna
implementéldsat jelentené, ezért a mérések kiértékeléséhez hasznalt hardware korreldtorok egy

kvazi-logaritmikus 1dskdldt alkalmaznak, €s az un. multiple-7 koncepcidt valdsitjadk meg.

2.2. A multiple-7 korrelatorok

A multiple-t koncepcié szerinti megvaldsitasban lineéris korreldtorok lancszerlien vannak
egymdshoz kapcsolva ([8, 9]). Az Osszekapcsolt linedris korreldtorok (a kovetkez6kben kor-
relatorblokkok) szama S . A legtobb multiple-7 koncepcié szerint megvaldsitott korreldtorban a
korreldtorblokkok azonos (L) szdmu korrelacids csatorndt tartalmaznak.Egy korreldtorblokkon
beliil a korreldciés csatorndk kozotti idékésleltetés egyenld a korreldtorblokk mintavételezési
idejével, ami blokkrdl blokkra novekszik. Egy blokk mintavételezési ideje egy 6t megel6zd

blokk mintavételezési idejének m-szerese.

Trmin has=1
At = L, se]l.S] (2.10)
Ats_y -m egyébként

Ahol s (0 < s < §) az s. korrelatorblokkot jelenti. Egy korrelatorblokk mintavételezési

frekvencidja (f.x ;) megegyezik a At érték reciprokaval (foxs = 1/A7y).



I(1ui Z I(zu) Z I(?:J)

I(ldjl 1. 1‘2‘1’1 2. 1‘3‘”1 3.
— Korr. Y —— Korr. Y. ——| Korr. [—
blokk | blokk |- blokk |-
Clock
fCL fac f
2° o' s
2.4. 4dbra. multiple-r séma m = 2 esetben. Minden lineéris korrelator mintavételezési

frekvencidja az 6t megel6z6 korreldtorblokk frekvencidjanak a fele.

A Aty ismeretében az s. korrelatorblokk korreldcids csatornéi altal a korrelacios fiiggvényen

meghatdrozott momentumok (7;) értékei meghatarozhatéak a kovetkezéképen:

[- Tmin has=1
Ty = ,s€[1,2..8], [€[l,2,..L] (2.11)
T + Aty -1 egyébként

Ahol [ € 1...L azonositja a korreldcids csatorndt az s-edik korrelatorblokkon beliil. A
korrelatorblokkok mintavételezési idejeinek novelésével aranyosan az adott id6 alatt a detektor
altal érzékelt fotonok szdma 0sszeadodik. Az s-edik blokk n-edik mintavételezési periddusiban

a detektélt fotonok szamat a kovetkezd képlet irja le:

m.y—]_l
I, = Z Lyt (2.12)
i=0
Barmely blokkban az aktudlis periddus ,undelayed” intenzitdsdnak értéke: I§”) = I, a

korrel4cids csatorndhoz tartozé "delayed" pedig: I.Eflz) = I;,-;. Amennyiben az APD érzékelt
egy fotont ugy egy TTL jelet kiild a korrelatornak, amelyben ekkor az adott periédusban
Ii”) értéke 1 lesz, ellenkezd esetben 0. Az elsé korreldtorblokk ,.delayed” intenzitdsa If])

megegyezik az el6z6 periddus ,,undelayed” intenzitds értékével. Minden tovéabbi blokk els6
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delayed intenzitdsdnak értékét (Iidl)) az 6t megel6z0 korreldtorblokk utolsé m intenzitdsdnak az

Osszege hatdrozza meg.

m
(d) _ (d)
Is,l - Z Is—l,L+i (213)
i=1
A normalizalt szimmetrikus autokorreldcié becslése a multiple-r séma szerint, az el6z6

jelolések bevezetésével a kovetkezd képlettel irhato le:

Gsx,l
—_—

Ts—1
1 W) | 7
Ty-1 Z IS Is,l
i=0

émulti—‘r,symm(Ts,l) = (2 14)

Ty

To—1
1. ., 1 @
R
i=0
———

i=sl
—_———
Mg My,

Ahol a Gy, az s-edik korrelatorblokkban egy korrelacids csatorna kiszdmitasdnak részosszege,
M;, egy korrelacios csatorndhoz tartoz6 monitor csatorna, az 1Y az aktuélis "undelayed"
intenzitds értéke az s-edik blokk mintavételezési idejének megfeleléen, és s a blokk

mintavételezéseinek a szama.

Osszességében a multiple-r séma alkalmazdsa a ldncszerien egymdshoz kapcsolt linedris
korrelatorblokkokon alapszik. Minden korreldtorblokk végrehajtdsanak frekvencidja az 6t
megel6z6 blokk mintavételezési frekvencidjanak az m-ed része, igy a végrehajtdsok kozt
eltelt id6 a blokkok sorszdmdval exponencidlisan nd. Minden blokk a korreldciés gorbe
egy szegmensét szamolja ki egy kvazi-logaritmikus skdlan. Az implementdland6 korreldcids
csatorndk szdma igy K = § - L, ahol S a kivant maximélis id6felbontds ismeretében (T ax)

meghatérozhato: S = [10g,, (Tmax/ Tmin) |-
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3. Multiple-7 korrelator tervezése

Az éltalunk elkészitett digitdlis korreldtorban m értéke 2, L értéke 8, a monitorcsatorndk szdma
blokkonként 1. A kovetkezd fejezetekben leirom, a multiple-7 koncepcid szerint megvaldsitott
korrelatorokban hogyan lehet az implementélt korrelacids csatorndk szamat lecsokkenteni S - L-

r6l L-re.

3.1. Optimalizalas

A multiple-t koncepci6 alapjan (m = 2 esetben) az s-edik korreldtorblokk kétszer hajtédik
végre, mieldtt az azt kovetd (s + 1)-edik korrelatorblokk a legutdbbi végrehajtasa utdn ujbol
végrehajtodna. A blokkok végrehajtdsanak frekvencidja egymads utan felezodik. Haaz els6 s = 1
korrelatorblokk n-szer hajtédik végre a mérés sordn, a masodik blokk n/2-szer, a 3. n/4-szer,
stb... akkor az Osszes korrelatorblokk Osszes végrehajtdsa a kovetkezd képlettel adhaté meg
(feltéve, hogy n; =25 -k, k € N\ {0}):

1
Nyotal = n + n, +--- 4 ng =n- 1+§+W+F (3.1
1. korrelatorblokk 2. korrelatorblokk S. korreldtorblokk

Ahol n; az s. korrelatorblokk végrehajtdsainak a szama. Az n,,, < 2 - ny , igy az 6sszes blokk
egyiittesen is kevesebbszer hajtodik végre, mint az elsdé blokk végrehajtdsainak a kétszerese.
Egy blokk végrehajtasdhoz sziikséges id6 Aty;,.

Az elsd blokk minden 7.,;, mintevételezésnél végrehajtédik (At;, = Tmin), @ masodik blokk
2 - Tpin 1d6k6zOnként kap djabb adatot az elsd blokktdl, és a blokk végrehajtdsa 7., idon
beliil teljesiil. Egy megfelels iitemezési eljarassal n, - T, 1d6t fel lehet hasznalni a toébbi blokk

végrehajtasara.
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A N4 Korrelator blokk 1 A W4 Korrelator blokk
E ‘ ‘ Il 3 Korrelator blokk ! E Il 3 Korrelator blokk
g \ \ M 2 Korrelator blokk ;@ [l 2 Korrelator blokk
5 3 N N 5 3
3 N N 5
= [ [ =
< <
c S
= 2 = 2
b= b=
A 2
] ]
= = N N
e \ \
L 2 \ \
> >

|
123456 7 8 910111213 141516 17 1819 20 21 22 23 24 | 123 456 7 8 910111213 141516 17 1819 20 21 22 23 24
IR 024 e ' PR 024 ,
ATy, idGegységek ' ATy, id6egységek

3.1. abra. Korreldtorblokkok végrehajtasdnak szama Aty;, 1doegységek fiiggvényében. Az s-

27

edik korreldtorblokk akkor hajtédik végre, ha az 6t megel6zd (s — 1)-edik blokk kétszer
végrehajtodott. Az ,,A” Panel mutatja a parhuzamos végrehajtast és a kihasznalatlan
id6egységeket a blokkok végrehajtasai kozott. A ,,B” panelen a blokkok szekvencidlisan vannak
végrehajtva egy litemezési eljarasnak megfelel6en.

Amennyiben az elsd blokk mintavételezési idejét megnoveljiik 2 - 7i,, &k € N\ {0} tigy ezen

korrelatorblokk felszabadul6 szabad végrehajtési idejeiben az dsszes tobbi blokk végrehajthaté.

3.2. Utemezés

i

Az eldz6 fejezetben leirt optimalizdlds megvaldsitdsdhoz az litemezé€si eljards (m = 2 esetben)

a kovetkezd sorozaton alapul:

4 = { 0 ha ¢ pératlan vagy 0 e=0.1. (3.2)

as +1 egyébként

A (3.2) egyenletben definidlt sorozatban barmely a. = k, k > 0 érték el6forduldsa utdn
az a, = k — 1 érték pontosan kétszer fordul el6 a az a, = k érték djabb megjelenéséig. Ez
pedig kielégiti a multiple-T koncepciéban tdmasztott feltételt, miszerint barmely (s — 1)-edik
korrelatorblokk kétszer hajtédik végre mielStt az s-edik korrelatorblokk jbdl végrehajtddna.

A megvaldsitds sordn az aldbbi, a fenti rekurziv sorozattal ekvivalens iterativ formulat

implementéltuk:

0 hacO
a. = ,c=0,1... (3.3)
log, (X.)—1, X.=(XORc—-1)+1 egyébként

Ahol a XOR a logikai kizaré vagy miiveletet jelenti.
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A (3.2) és (3.3) egyenlethez kapcsolodd dllitdsok és azok bizonyitdsai megtaldlhatéak a
fliggelékben. Az iitemezd minden egyes ¢ idGegységben meghatdrozza a végrehajtandd
korreldtorblokk sorszdmdt, ami egyenlé a. + 1-el. A végrehajtishoz sziikség van egy
korrelatorblokkokat végrehajté egységre, amely minden 7,,;, hosszisigu ciklusban végrehajtja

a megfeleld blokkot.

3.3. Korrelatorblokk végrehajtasi egység

A korreldtorblokk végrehajtasi egység (tovabbiakban blokkvégrehajtd) 7.,;,, 1d6 alatt teljesiti
az egy korreldtorblokkhoz tartozé szamitdsi miveletek Osszességét. A végrehajtandé blokk
azonositdjat, az s értéket paraméterként kapja meg az iitemez6tdl, majd a blokk paramétereit
(Gt My, IO, 10 10", Ty ahol 1 € {0, 1,...L}, j € {0, 1,...L + 2}) betolti az FPGA-RAM-bol.

Az (s + 1)-edik blokk "undelayed" intenzitasanak (1) kiszamitdsahoz egy tovdbbi csatorna
(1), a kovetkez6 blokk "delayed" intenzitdsi érték kiszamitdsdhoz (Iii)1,1) tovabbi 2 csatorna
hozzdadédsa sziikséges, hogy a blokkonként megkétszerez6d6 mintavételezési idbre jutd

fotonszamokat taroljuk és 0sszegezziik.

Blokkvégrehajté

Akkumulator

=
<
I
<
9
o
(19

3.2. 4dbra. A blokkvégrehajté egység felépitése. A betlik jelolik az egyes szdmitdsok
végrehajtasanak helyét, amelyeket a szovegben (lentebb) megjeloltiink. Az FPGA képességeit
kihaszndlva minden mivelet parhuzamosan megy végbe
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Az iitemez6 éltal kivélasztott s-edik blokkban a paraméterek betoltése utdn a blokkvégrehajtéd

Tmin 1d0egység alatt parhuzamosan végrehajtja a kovetkezd miiveleteket:

Py

e (a) Az intenzitas-csatorndkban 1év4 értékeket (Iﬁ‘?) Aty szerint tovabbitja a kovetkezd
moédon: Minden Iidj) az Ii‘?_] Uj értéket kapja az 6t megel6z6 intenzitds-csatorndbol;
A kovetkezd blokk késleltetett intenzitisinak (I, ) kiszdmitisa pedig az utolsé 2

_ [ L@

(o x 2 (d)
Is+1,1 s,L+1 s,L+2)'

intenzitds-csatornaban 1€vo értékek dsszege lesz (

o (b) A kovetkezd blokk késleltetetlen intenzitasanak (1)) kiszamitasa (1™, = I{” + I{"").

e (¢) M; értékének megnovelése 1§”> értékkel.
e (d) Gy, értékek inkrementédldsa IE”) . Iidl) szorzat értékével.
o (e) T, értékének inkrementalasa 1-el.

Az els6 blokk (s = 1) az 1 5”) értékeket kozvetleniil egy akkumulatortdl kapja. Az akkumulator
2% T, k€ N\ {0} idSegységen keresztiil dsszeadja az APD-t8l érkezd értékeket és a
megfelels idSben tovdbbadja azt az elsS blokknak. Az I\ érték az I ériékét veszi fel
Aty késleltetéssel. A blokkvégrehajtoban egy darab monitor csatorna van, ami a késleltetlen
intenzitdsokat 0sszegzi blokkonként (M ). A szimmetrikus normalizédlds kozelitéséhez ezt az
egy értéket hasznaljuk fel.

A blokkvégrehajté egyetlen korreldtorblokk dramkoreit tartalmazza. Ezzel a megoldassal az
implementélt korrelaciés csatorndk szdma L lesz fiiggetleniil az elérni kivant maximaélis
idofelbontds értékét6l. A korreldtorblokk végrehajtiasi egységet és az litemezOt egyiitt

korreldciot teljesitd egységnek nevezziik (Correlation Processing Element).

3.4. Correlation Processing Element (CorrPE)

A blokkvégrehajto €s az litemezs egyiittes haszndlataval szamithatjuk ki a korrelacids fiiggvényt
a multiple-T séma szerint. A két egységet egyiitt korrelaciot teljesitd egységnek (Correlation
Processing Element, CorrPE) nevezziik. A CorrPE megvaldsitdsahoz a blokkvégrehajt és
az litemezd egy ciklusban van bedgyazva. A ciklus egy iterdcidja alatt a blokkvégrehajtd
végrehajt egy korrelatorblokkot. Ahhoz, hogy az iitemezd ki tudja szdmolni, hogy a korrelacios
fliggvénynek mely szegmensét kell kiszamolni, egy szdmlal6t haszndlunk, amit c-vel jel6liink
a tovabbiakban. A kovetkezd alfejezetek a CorrPE megvaldsitdsdnak két tipusdt mutatjak be. A
CorrPE-1 terv egy autokorrelacios fiiggvény kiszamitasat, a CorrPE-2X terv pedig két auto- és

két keresztkorrelacios fliggvény (2ACF, 2XCF) kiszamitasat mutatja be.
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CorrPE-2X

| APD | Akkumulator

Blokkvégrehajté

Blokkvégrehajtd
FPGA-RAM |

DMA-FIFO Utemezd

Utemezé

Host szamitégép

Host szamitégép

3.3. abra. CorrPE-1 és a CorrPE-2 tervrajzok sematikus abrdja. A blokkvégrehajto az
akkumulatoroktél kapja a bemend értékeket megfeleld id6kozonként. Az ilitemezd hatdrozza
meg, melyik korreldtorblokkot kell végrehajtani az adott iddegységben. A blokkvégrehajtd
a korreldciés adatok tdroldsira az FPGA memoriaegységeit haszndlja. Az adatok host
szamtogépre valo kiildésére a DMA-FIFO-t hasznéljuk.

3.4.1. CorrPE-1

Az egy bemendjelhez tartozé CorrPE esetében a ¢ értékét minden ciklus utdn inkrementaljuk.

Egy ciklusiterdaciéban a CorrPE végrehajtja az aldbbi miveleteket:

e 1. Az iitemez6 kiszdmolja a. értékét a (3.2)-es egyenletnek megfeleléen, majd

tovabbkiildi a végrehajtand6 blokk sorszamat (s = a. + 1) a blokkvégrehajténak.

e 2. A blokkvégrehajtd betolti az s-edik korreldtorblokk paramétereit ( Gy, M, Iﬁfij), I§”),

1Y% T, ) a memoriabol.

e 3. A blokkvégrehajt6 végrehajtja az s-edik korreldtorblokkot.

e 4. ¢ értéke inkrementalodik.

Amennyiben a c-edik ciklusban (idéegységben) az iitemez0 altal meghatdrozott érték nagyobb
mint a blokkok szdma (a. > §) vagy a kiszdmolt korrelatorblokk (s) megel6z6je még nem
hajtodott végre (L + m)-szer, ugy a 2-es és a 3-as lépések kimaradnak, ami az un. iires
végrehajtast jelent.

Ki kell emelniink, hogy a (3.2)-es egyenletben definidlt sorozat akkor tesz eleget a multiple-7
koncepcidban tdmasztott feltételeknek (az s-edik korrelatorblokk akkor hajtédik végre, ha az
(s — 1)-edik blokk végrehajtédott mar kétszer), ha a ¢ szdmlal6 3-t6l kezdddik. Az a, = 1-t61

kezd6dben a 0 érték kétszer fog el6fordulni az 1-es érték legkozelebbi el6forduldsaig.
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Az s-edik blokk akkor szolgéltat adatokat az (s + 1)-edik blokknak ha az s-edik blokk mér
legalabb (L + m)-szer végrehajtédott. A kovetkezd képlet megadja, hogy egy adott s blokkot

hany ciklusszam elteltével lehet végrehajtani el6szor.

Ctreshold) _ 19,951 _ 16 (3.4)

A fenti formulat hasznaljuk arra, hogy megallapitsuk, végre lehet-e hajtani az iitemezd altal
kivélasztott s-edik blokkot az adott ciklusban, vagy pedig egy iires végrehajtds kovetkezik. A
kovetkezd tablazat tartalmazza a CorrPE-1 végrehajtasi rendjét.

c 31415 718191011 |12|13|14 15|16
ac o,2j0}1,0;3[0(1]0]2]0|1]|0]4
Végrehajtottblokk | 1 | - | 1 | - | 1 | - | 1 |- |1 |- |1} -1]1]/]-
c 17 |18 1920 |21 |22 (23|24 |25|26|27 |28 |29 |30
e o,1j0}2,0|1]0(3]0]1 [0 1]0]1
Végrehajtottblokk | 1 | - | 1 | - [ 1 |2 |1 |- | 1|2 ]1|-/|1]-
c 31132133134 (35[36|37|3839[40 |41 |42 |43 |44
ac o501 /,0|2]0|1]0[3]0|2]0]1
Végrehajtottblokk | 1 | - | 1 | 2 |1 | - |1 [2 |1 |- ]1|-]1]2

3.1. tdbldzat. CorrPE-1 végrehajtdsa az ilitemezésnek megfelelGen. A kotdjelek (—) az iires
végrehajtasokat jelolik, a végrehajtas a ¢ = 3-t6] kezdddik.

3.4.2. CorrPE-2X

Két kiilonbozd detektor altal mért fluoreszcencia intenzitasok fluktudciéibdl két auto- és két
keresztkorrelaciot tudunk kiszdmolni. A korrelaciészamitast a kovetkezd képlet segitségével

végezziik el (minden x és y pdrositdsra):

1 Tx_l (X,y)
A (XY) = 2o Gs,l
g (Ts,l) =

multi—t,symm 1 T,—1 (x) 1 T, )
T 2i:O MS T,—1 Zi:l[V[s,l

(3.5)

Ahol x és y kiilonbozteti meg az detektorokat (illetve a téliikk szdrmazoé jeleket). A két valtozé
lehetséges pdrositdsainak szdma 4. Abban az esetben amikor a pdrositds (x, x) vagy (y,y),
autokorrelaciot, egyébként keresztkorrelaciot szadmolunk. Két ACF és két XCF multiple-7
koncepci6 szerinti kiszdmitdsahoz 4 - S db blokkra van sziikség. Az x-szel €s y-nal megjelolt
APD detektoroktol jovo jeleket a (3.5) egyenletnek megfeleléen x és y péarokra szdmoljuk

ki a kovetkez6 sorrendben: (x,x); (y,y); (x,y); (y,x). Két bemendjelhez két akkumulator
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van hozzdrendelve, amely a kiilonboz6 APD-kt6l érkezd intenzitds értékeket akkumulalja és
meghatdrozza a késleltetetlen intenzitds értékeket, 149t és 1"Y-t. A korreldci6s fliggvények
kiszdmolt értékeit (G, G%" , G% | GY”) az intenzitdsokat (19 , 19", II*Y | I"") a
monitor csatornak értékeit (ng), ME”)) és a blokk végrehajtasi ciklusainak szamat (7';) az FPGA
memoridban taroljuk.

A CorrPE-2X megval6sitdsandl a négy filiggvény szekvencidlis kiszdmitdsahoz egyetlen
blokkvégrehajtét haszndlunk. Ennek eléréséhez az litemez0 dltal meghatarozott s-edik blokkot
mind a négy korrelacids fiiggvénynél ki kell szamolni, ezért 4 - At;, 1ddre van sziikség mind
a négy korrelacios fiiggvény adott s-edik szegmensének kiszamitasdhoz. Annak eldontésére,
hogy melyik korreldciés fiiggvényt kell kiszdmolni adott ciklusiddében, egy periddikus
szamlalot haszndlunk (c.,) a [0,1,2,3] tartomdnyban, amely minden Atj;, idéegységben
inkrementalodik. Amennyiben c.,. €rtéke 0 vagy 1 akkor autokorrelacids fiiggvényeket
szamolunk (x, x); (¢, y) ha c.., értéke 2 vagy 3 akkor a kiszdmolt értékek a keresztkorrelacids
fiiggvények (x, y);(y, x). A c.orr értékének megfeleléen meghatarozott x és y parokhoz rendelt

bemendjelekre a CorrPE-2X a kovetkezd miiveleteket hajtja végre egy Aty;, 1d0 alatt:

e 1. Az iitemez6é kiszdmolja a. értékét a (3.2)-es egyenletnek megfeleléen, majd

tovéabbkiildi a végrehajtand6 blokk sorszamat (s = a. + 1) a blokkvégrehajtonak.

e 2. A blokkvégrehajt6 betolti az s-edik korrelatorblokk paramétereit x és y bemendjelnek

megfelelGen (G(Sx’y MY, Ig‘ljfx), 199 9% T ) a memoriabol.
e 3. A blokkvégrehajt6 végrehajtja az s-edik korreldtorblokkot.
e 4. ¢, értéke inkrementalodik.

Amennyiben a 4-es pont végrehajtdsa utdn c,, értéke 4, gy a c értéke inkrementalddik,
ccorr €rtéke pedig visszadllitodik O-ra. Az autokorreldcids fliggvények teljesitése esetén
a blokkvéggrehajt6 a lefrdsban szerepld Osszes utasitast végrehajtja, a keresztkorreldcids
fliggvények kiszamitdsa esetében kihagyja az a) pontban leirt intenzitds csatornak késleltetését.

A kovetkezd oldalon taldlhat6 tdbldzat tartalmazza CorrPE-2X szerinti végrehajtasi rendjét.
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Ceorr 0| 1| 2 31011 2 3
Kivalasztott korreldcios fiiggvény | A, | A, | Xy | Xyn | Ax | Ay | Xy | Xpx
c 30130 30 | 30 | 31|31 31 | 31
a. 1|1 1 1 0 0
Végrehajtott szegmens 2 12| 2 2 1|1 1 1
Ceorr 011 2 3101 2 3
Kivélasztott korrelacios fiiggvény | A, | A, | Xy | Xyn | Ax | Ay | Xy | Xys
c 32132 32| 32 33|33 33 | 33
ac 5155 S10]107] 0 0
Végrehajtott szegmens - | - - - 1|1 1 1

3.2. tablazat. CorrPE-2X végrehajtisa az litemezésnek megfeleléen. A kotSjelek (-) az
tires végrehajtasokat jelolik. A ¢ értékét a tablazatban 30-al kezdtik. Az A,, Ay, X, Xy«
jelolik a végrehajtasra kivalasztott korrelacios fiiggvényt c,,. értékének megfeleléen az adott
ciklusiteracioban. A kotdjelek (-) az iires végrehajtast jelolik.

3.5. A kiszamitott korrelacios értékek kiolvasasa és normali-
zalasa

A CorrPE-1 esetben a kiszdmolt (G, M, Iif?, 1%, 19" T,) értékekbdl a korrelaciés fiiggvény
meghatdrozhatd. Az ehhez sziikséges lebeg&pontos miiveleteket a host szamitégépen végezziik
el. Az éltalunk megval6sitott hardware korreldtor az s-edik blokk (s > 1) szdmitdsait Ggy
litemezte, hogy azt az (s — 1)-edik korrelatorblokk tétlen idejeiben szdmolja ki.

A korrelatorblokkok paramétereinek a kiolvasast tigy oldottuk meg, hogy a ¢ szdmlélé

(25 1) k- T,k € N\{0} értékeinél a soron kovetkezd s-edik korreldtorblokk G, ,
M, és T, értékeit kiolvastuk egy arra dedikdlt memoriarészbe, majd ezeket az értékeket O-ra
allitottuk. A kiolvasasra haszndlt memoridban tarolt értékeket a hardware korreldtor az s-edik
blokk kovetkezd kiolvasasa el6tt a DMA-FIFO-ba , kiildi”’, ahonnan egy erre a célra kifejlesztett
alkalmazds azt a host szamitégépen téarolja.

A szimmetrikus normalizdldshoz ((2.14)-es egyenlet) minden 7,; momentum G értékéhez két
monitor csatorna €rt€ket kell hasznalnunk: M, €s M, ,. Azonbanha Ty — oo alimy . M, =

limy ., My . Az M. , becslését a kbvetkezO képlettel adhatjuk meg:

T,—(-1)

M, ~ T
s

M, (3.6)

Ennek el6nye, hogy blokkonként egy monitorcsatornat kell implementdlnunk. A CorrPE-2X
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esetében a normalizélés a (3.5) egyenletnek megfelelen hajtddik végre az x €s y detektorokbol

Jov6 akkumuldlt intenzitdsokra.
Az értékek periodikus kiolvasdsa €s a normalizédlds utdn lehetdvé valik a korreldcids gorbe

megjelenitése gyakorlatilag a méréssel egyidejiileg. A kovetkezd fejezetben a megvaldsitdshoz

sziikséges technikai részleteket mutatom be.
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4. Multiple- korrelator implementalasa

4.1. FPGA hasznalata digitalis korrelatorok megvalositasa-

hoz

Az FPGA (field programmable gate array) egy programozhaté logikai kapumadtrixokat
tartalmaz6é hardware. Legf6bb jellegzetessége a programozhatdsdga, amellyel egy altaldnos
célu digitalis eszkoz megvaldsithato rajta. Szemben az ASIC (Application Specific Integrated
Circuits) eszkozokkel, melyek logikai dramkoreit a gyértds utdn mar nem lehet valtoztatni,
az FPGA eszkozok kapumdtrixainak logikai aramkoreit wjratervezhetjik az adott célnak
megfelel6en. Tovdbbi kiilonlegessége, hogy kivdléan alkalmas pédrhuzamos szdmitdsok

elvégzéséhez. A legtobb FPGA tartalmazza a kovetkez6 elemeket

o [/O blokkok: interfészek, amelyeken keresztiil az eszkoz kapcsolatot tart a kiilvilaggal.
e Core: Belso programozhat6 rész

o BlokkRAM: SRAM az adatok tarolasara.

A kapumdtrixokban az altalunk haszndlni kivéant logikat leironyelvekkel definidlhatjuk. A
két legismertebb nyelv FPGA-khoz a VHDL (very-high-speed integrated circuits hardware
description language), illetve a Verilog.

Az elmult években tobb folydiratban publikalt kozlemény sz6lt az FPGA hasznalhatdsdgardl
korrelaciészamitasokhoz ([2, 3, 4]), azonban a megvalositashoz sziikséges részletek tisztazasa
nem kell6képen részletes, vagy a megvalésithatésdgra csak utaldsok vannak a kiillonbozo
cikkekben. Az FPGA megvaldsitds sordn az implementdlandé korreldciés, monitor és
intenzitdsi csatorndk szdma korldtozott. A kapumatrixok éltal definidlt logika, a felhasznaladsra
szant flip-flopok mind-mind korldtozottak. A kordbbi fejezetben utalt 194 korrelacids csatorna
implementédldsa a multiple-7 koncepcié megvaldsitdséhoz FCS mérések esetén sok esetben
nem kivitelezhetd FPGA-ra a felhasznalt flip-flop-ok nagy szama miatt. A kidolgozott eljaras

lecsokkentette az implementdlandé korreldcids csatorndk szamét 8-ra amely mar a legtobb

21



forgalomban 1év6 FPGA-val megvaldsithato.

A hardware korrelator programjinak elkészitéséhez a National Instruments (NI) cég altal
fejlesztett LabView szoftver 8.6-os verzidjat az FPGA module kiegészitovel hasznaltuk. Az
elkészitett hardware korrelatorok (CorrPE-1, CorrPE-2X) a felhasznalt er6forrasok tekintétében

csekély mértékben kiilonboznek.

4.2. CorrPE-1 és CorrPE-2X hardware korrelatorok

A haszndlt FPGA egy Virtex-II (XC2V3000, Xilinx, http://www.xilinx.com/) chip. Az FPGA
egy NI (National Instruments) PXI-7833R kartyan érhetd el, a programozdshoz LabView 8.6-0s
verzidjat hasznaltuk az FPGA modul kiegészitGvel.

A hasznalt korrelaciés csatornak szama (L) 8. A korrelaitor 20 MHz-es mintavételezési
frekvencidval rendelkezik, igy az 7., értéke 50ms. A CorrPE-1 esetében a minimélis
id6felbontds 100ns és a korreldtorblokkok szdma (S) 20, igy Thmax = 838, 86ms. A CorrPE-

2X esetében a minimalis id6felbontds 400ns, az S értéke pedig 18.

CorrPE-1 esetében a korreldtorblokkok paramétereinek (G, My, Ifj), 19 199* T\) téroldsdhoz
sziikséges egymastdl fiiggetlen memoriarekeszek szdma 31. A "delayed" intenzitdsok (Ifj))
tarolasdhoz 10, az "undelayed" intenzitdsok (I§”) és I§”)* ) tarolasdhoz 2, a korrelacios
csatorndk altal kiszdmitott értékekhez (G,,) 8, a monitorcsatorna értékének (M) taroladsdhoz
1, a blokkonkénti mintavételezés szdménak (7;) taroldsdhoz 1, a kiolvasdshoz pedig 9
memoriarekesz sziikséges. A kiolvasott és aktudlis G, értékeket 64, a tobbi ért€ket 32 biten
reprezentdljuk a memoridban. A megcimezhetd értékek szdma memoriarekeszenként 32. A
hasznalt Virtex-II kartyan a 64 bites reprezentacié két 32 bites memoriablokkot foglal el, igy a
korreldcidszamitasra felhasznalt memoriablokkok szama 48. A kovetkezd tablazat 6sszefoglalja

a felhasznalt memoriablokkok szamat.

Memoériablokk felhaszndldsa | Reprezenticid | Sziikséges memoriarekeszek Térolasra felhaszndlt
szdma RAMB16_S36_S36-0k szdma

Kiolvasas 64-bit 9 2-9

Gy, 64-bit 8 2-8

19 32-bit 10 10
1" 32-bit 1 1
1 32-bit 1 1
M, 32-bit 1 1
T, 32-bit 1 1

Osszesen 0 31 48

4.1. tablazat. Tablazat A RAMB16_S36_S36 egy Virtex-II dltal hasznalt 32 bites

dual-port elérésti RAM. A 64 bites reprezentacidhoz 2db 32bites RAMB16_S36_S36-ra van

sziikség.
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A kiolvasdshoz haszndlt 9 memoriarekeszbdl 8 direkt médon egy-egy Gy, értékhez
kapcsolodik, mig az M, , T, 32 bites értékek Osszefésiilddnek egyetlen 64 bites értékké, amely
a 9. kiolvasasra hasznélt memoriarekeszben tarolodik. A teljes CorrPE-1 a DMA-Engine-
el egyiitt 60 memoriablokkot haszndl fel az elérhetd 96-bol (62%). A korrelacidszamitashoz
felhasznalt memoriateriilet nagysaga 48 - 32 - 32 bit = 6 Kbyte.

A CorrPE-2X megval6sitasndl a memoriarekeszek szdma megegyezik a fentebb (CorrPE-
1-hez) leirtakkal. Kiilonbség a felhaszndlt memoriateriilet méretében van. Két bemendjel
intenzitdsainak taroldsdhoz az intenzitds csatornikhoz €s a monitorcsatorndkhoz rendelt me-
moriateriilet megdupldzddik, a korrelacidszdmitési értékek tdroldsdra haszndlt memoriateriilet
pedig megnégyszerezddik. A blokkonkénti mintavételezések szamanak taroldsa nem véltozik,
mivel a korreldcids fliggvények azonos szegmensében a korrelatorblokkok mintavételezési
szama mindig meg kell, hogy egyezzen. A konkrét memoriateriilet felhaszndldsa a

kovetkez6képen alakul:
L0, 185 L0 [0 190, 19 MO, MY 2 13 -2 - 32 - 32 bit = 3,25 Kbyte; GV

G(fl’y) , Gi’fl’”) , G(fl’x) : 16 - 4 - 32 - 32 bit= 8 Kbyte; a kiolvasdshoz sziikséges RAM-ok szdma:
18 -4 -32-32 bit=9 Kbyte, illetve a T , ami 1 - 32 - 32 bit = 0, 125 Kbyte; ez dsszesen 20, 375
Kbyte.

A kovetkez0 tablazat tartalmazza a CorrPE-2X leforditasa utan a felhasznalt er6forrasokat.

Elem neve Felhasznalt | Osszes | Kihasznaltsag
Number of Slices 5318 14336 37%
Number of BRAMs 60 96 62%
Number of MULT18X18s 45 96 46%

4.2. téblazat. A CorrPE-2X teljes kihasznaltsiga.

A PXI-7833R kartya egy PXI-1033-as rendszerbe van bedgyazva, a host computerhez egy
PCI Express kartydn keresztiil csatlakozik. A host szdmitégépen a design FPGA kartyéra
val6 feltoltéséhez, a hardware korreldtort6l jové adatok kiolvasdsdhoz és a korrelacids gorbe
megjelenitéséhez egy erre a célra kifejlesztett alkalmazast készitettiink el, amelyet CorrPE-App-

nak neveziink.
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4.3. CorrPE-App

A CorrPE-App egy Microsoft Visual Studio 2008 kornyezetben kifejlesztett, C++ nyelven
megirt alkalmazds. A program az FPGA haszndlatdhoz az NI daltal szolgéltatott dinamikus
csatoldsd eldre leforditott programkédot haszndl, az NiFPGA.dIl dllomanyt. A megfeleld
eljarasok meghivasdval, a program feltolti a kivalasztott hardware korreldtort (CorrPE-
1, CorrPE-2X) az FPGA kartyara, majd a kiolvasott adatokat feldolgozza és megjeleniti.
A grafikus felhasznal6i feliilletet MFC (Microsoft Foundation Class Library) segitségével
valésitottuk meg, a gorbék kirajzolasahoz NTGraph[10] nyilt forrdskéda ActiveX komponenst
hasznaltunk. A kovetkezd dbra a rendszer sematikus felépitését szemlélteti.

NI PXI-1033 Host szamitégép

Hardware CorrPE-App
Correlator

4.1. dbra. Az adatfolyam utja a hardware korreldtortdl a normalizélt korreldcids fiiggvény
megjelenitéséig. A hardware korrelatortdl a DMA-FIFO-n keresztiil juttatjuk el az adatokat
a CorrPE-App alkalmazéshoz, amely megjeleniti a kiszamolt korrelaciés fliiggvényt, elmenti a
nyers adatokat és exportélja a a kiszamitott értékeket.
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5. Eredmények

Az FCS/FCCS mérésekhez egy Olympus FV1000 konfokalis mikroszképot haszndltunk
egyedileg hozzdtervezett FCS/FCCS egységgel (3db EGG APD detektor).

A CorrPE-1 és CorrPE-2X korreldtorok teszteléséhez Alexa488 és CyS5 festékek oldatait
hasznéltuk. A festékeket 488, illetve 633 nm-es 1ézerfénnyel gerjesztettiik. Az emittalt fotonokat
egy 570DXCR dikroikus tiikor valasztotta sz€t hulldimhossz szerint, majd a zold tartomédnyba
es6 fotonokat egy 514/20 nm-es, a vor0s tartomdnyba es6é fotonokat egy 690/70 nm-es

savszliron keresztiil detektéltuk az APD 0 és 1-el. A mérések idGtartama 5 - 20 masodperc volt.

A korrelator teszteléséhez a detektorokbdl jové TTL jeleket megosztottuk az FPGA hardware
korreldtor és egy ALVS000E (ALV GmbH, Langen, Germany) multiple-r hardware korrelator
kozott. A CorrPE-2X 4ltal meghatdrozott autokorrelacios gorbe teszteléséhez SOnM-os Alexa
488 (zold fluoreszcencidji) és CyS (vordsben és IR-ben emittdld) festékoldatokat hasznaltunk.
A két festékoldat CorrPE-2X el és ALV-5000E-vel szdmolt autokorrelacios fliggvényeket az (
Egy ACF gobe kiszamitdsa esetében a megillesztésre (2.2)-es és (2.5)-es egyenletben
leirt modellfiiggvényt hasznéltuk. Az autokorreldcios gorbék modellfiiggvénye a duplan jelolt
antitestek esetében két diffiziés komponenst tartalmazott (gyors, antitesthez nem kotdds és

lassu, antitesthez kotdd6é komponens), €s figyelembe vette a triplet dllapotot:

11-T+Te'l™ T T T T
= I+—](1 I+—]|1 5.1
9() N 1-T [rl( +T1)( +T1'SZ)+r2( +T2)( +T2'52)] -1

Ahol r; és r, = 1 — r; a gyors és lassi komponensek fraktdlis amplitiddja, a komponensek

diffuzios ideje pedig 7, és 7,. A keresztkorreldcids gorbék megillesztésénél a triplet allapotot
figyelmen kiviil hagytuk, mivel a kétféle festék triplet dllapotba keriilése egymdstol fliggetleniil
kovetkezik be, igy az dltaluk okozott ingadozdsok keresztkorreldcidja zérus.

Az ACF gorbéket leiré modellfiiggvény az (2.1) egy modell fiiggvénnyel voltak megillesztve

amely figyelembevéve a triplet dllapotot és egy diffiziés komponenst a kovetkez6képen van
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definialva:

11-T+Te/™r T T
= . 1+—]|1+ 5.2
9() N 1-T rl( Tl)( 71-52) (5-2)

A modellfiiggvények megillesztéséhez a Jan Krieger (Ph. D. hallgaté, Biophysics of
Macromolecules, DKFZ, Heidelberg) dltal fejlesztett Quickfit 3.0 programot hasznaltuk.

0.08 0.05
ComPE2X
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0.04 PN
0.08 -\-«u,,\ ’\\\\
4,
"~ e
. 0.03 -
= =)
= 0.04 4 \\ e
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5.1. dbra. Az 4bran alexa Fluor 488 és Cy5 festékekkel duplan jelolt W6/32-es antitestek auto-
és keresztkorreldcids gorbéi lathatéak. A szamitdst a CorrPE-2X (piros egyenes vonal) €s egy
ALV5000 (fekete szaggatott vonal) korrelatorokkal végeztiikk. Az A és B dbra a zold és a piros
bemenetekhez kapcsolt autokorreldcids gorbét dbrazolja, mig a C és a D dbra a két bemenet
kozott szamolt keresztkorrelaciot jeleniti meg.
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6. Osszefoglalas

Az elkészitett hardware korrelator szimultan képes FCS és FCCS mérésekhez korrelacids
fliggvények kiszamitasdra, amely hasznalhato az intézet sejtbiologiai kutatdsaihoz. A megjelolt
molekuldk auto- és keresztkorreldcids fiiggvényeinek meghatdrozdsa komplex biofizikai
jellemzést tesz lehetové, amely informédciét ad a molekuldk mobilitdsdval, a diffazié
mechanizmuséval, illetve a kétféle molekula egymadssal €s a kornyezet egyéb molekuldival
kialakitott kdlcsonhatdsaival kapcsolatban. A Biofizikai €s Sejtbioldgiai Intézet munkatarsai

a korrelatort a sejtmembran €s a sejtmag fehérjéinek vizsgélatara fogjdk felhaszndlni.

A szimultin FCS és FCCS mérést a jelenleg kaphaté hardware korreldtorok tobbsége
nem tdmogatja (Forrds: http://www.correlator.com, http://alvgmbh.com). A megvaldsitdsa
sordn kifejlesztett algoritmus minimalizdlja az implementalt korrelacids csatorndk szamét. A
multiple-t koncepcié alapjan az implementdlandé korreldcids csatorndk szdma S - L-r6l L-
re csokkenthetd, ami alkalmassd teszi a korreldtor implementdldsat a legtobb FPGA kartyan.
Tovébbi elénye, hogy az implementalt korreldcids csatorndk szdma konstans marad fiiggetleniil
az elérni kivant maximadlis id6felbontds novekvd értékét6l. A maximdlis id6felbontds az
implementdland6é dramkorok kialakitdsat nem befolydsoljdk, a felbontds novelése az adattar
novekedését vonja maga utdn. A multiple-t koncepcié ezen megvaldsitisa mindeziddig nem
publikalt eljards. Az iitemezési eljardst tovabb lehet fejleszteni mas periodikus folyamatok
végrehajtasahoz kapcsolddo teljesitménybeli problémdk optimalizdlasara. (pl. napi, heti és havi

biztonsagi mentések litemezése, dllanddan és periodikusan futd folyamatok iitemezése, stb.).

A megval6dsitott multiple-r hardware korreldtor egy (CorrPE-1), illetve négy (CorrPE-
2X) korreldcids fliggvény szimultdn kiszdmitdsara alkalmas. A minimdlis id6felbontds a
CorrPE-1 esetében 100ns, a CorrPE-2X esetében 400ns. A maximalis idokésleltetés mindkét
esetben 838, 86ms. Az FPGA korreldtor vezérlése a C programnyelven megirt FPGA Reader
program végzi amely felel6s a kiolvasott adatok tdroldsaért is. Az AXCF Controller .NET
keretrendszerben irédott, amelynek eszkodzrendszerével konnyedén kialakithatunk rugalmas
felhasznaloi feliileteket. Az adatok taroldsara egy PostgreSQL adatbézist hasznéalunk, amelyben

az adatok sziirése €s statisztikai kiértékelése valik konnyen kezelhetové.
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6.1. Sajat munka leirasa

A Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum Biofizikai és Sejtbioldgiai
Intézetének Sejtbioldgiai és Jeldtviteli Kutatdcsoportjdban 2010 februdrjaban kezdtem dolgozni
Dr. Vamosi Gyorgy és Mocsar Gabor témavezetésével. Munkdm sordn felel6s voltam a
hardware korreldtor elkészitéséért é€s a megvaldsitds sordn felmeriil6 problémdk megoldaséaért.
Felismertem, hogy a korrelator végrehajtasa a multiple-7 koncepcié alapjan optimalizdlhato,
megadtam egy sorozatot amely alapjdn a korreldtorblokkok iitemezését megoldottuk. Ennek
az eljardsnak koszonhetéen csokkentettiik az implementdlandé korreldcids csatorndk szamat,
mellyel lehetové vélt az implementdlds a hasznalt FPGA kdrtyara. Megadtam a sorozattal
ekvivalens formulat mely hasznélatival a sorozat értékeinek kiszdmitidsahoz nem sziikséges
rekurzié vagy nagyméretii lookup tabla. Bebizonyitottam, hogy a sorozat alkalmas a multiple-
7 koncepcidban tdmasztott feltételek kielégitésére. Megterveztem és implementdltam a
CorrPE-1 és CorrPE-2X hardware korrelatorokat és megoldottam, hogy a négy korrelacids
fliggvényt egy blokkvégrehajté implementéldsaval valositsuk meg a CorrPE-2X korreldtorban.
A kiértékeléshez haszndlt program tervezése, megvaldsitdsa és tesztelése szintén munkdm részét

képezték.

6.2. Koszonetnyilvanitas

Tisztelettel szeretnék koszonetet mondani témavezet6imnek Dr. Vamosi Gyorgynek és
Mocsar Gabornak, akik lehetové tették szamomra a munka elkészitéséhez. Kdszonettel
tartozom tovabba Dr. Té6th Laszlonak (egyetemi adjunktus, Debreceni Egyetem Informatika
kar Informatikai Rendszerek és Halozatok Tanszék), Jan Kriegernek (Ph.D hallgat6, dkfz
Heidelberg B040), Jan Buchholznak (Ph.D hallgaté, dkfz Heidelberg B040) valamint
Panyi Gyorgynek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomdnyi Centrum Altaldnos

Orvostudomdanyi Kar Biofizikai Tanszék vezetjének.
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A. Fuggelékek

A.1. A (3.2)-es egyenlethez kapcsolodé allitasok és bizonyita-

sok

Definidljuk az a. sorozatot a kovetkez6képpen:

a - { 0 ha ¢ pératlan vagy 0 e=0.1. (A1)

as + 1 egyébként

Annak beldtasdhoz, hogy a (3.2)-es egyenletben definidlt sorozat sorban névekvd ¢ (¢ € N
) szamokra pontosan a végrehajtand6 korreldtorblokk sorszamét adja meg, igazolnunk kell,
hogy a sorozat periodikus minden a. = k, k € N értékre, valamint barmely (k > 0) érték
megjelenése utdn a k — 1 érték pontosan kétszer jelenik meg a sorozatban a k érték kovetkezd
megjelenéséig, azaz a k — 1 korrelatorblokk kétszer lesz végrehajtva k-adik blokk legkdzelebbi

végrehajtasdig. Az allitas bizonyitdshoz sziikségiink lesz az aldbbi definicidkra és lemmadkra:

Definicié: Legyen a. = k , ahol ¢,k € N, és legyen d > ¢ a c-hez legkozelebbi olyan szam,
amelyre teljesiil a; = k.

A.1.1. Lemma: Legyen a. = k. Akkor ¢ = n - 2%, ahol n egy tetsz6leges pératlan természetes
Szam.
Bizonyitas: Minden ¢ € N felirhat6 ¢ = n-2* alakban, és a. értéke az (A.1)-es egyenletben leirt

sorozat definici6jabdl kovetkezben k lesz.

A.1.2. Lemma: Legyen a, = k. A k érték el6forduldsa az (A.1)-es egyenletben definidlt
sorozatban periédikus és a periodicitdsa 25!, azaz a, = a1 = k.

Bizonyitas: Legyen ¢ = n - 2¥, ahol n egy tetszSleges paratlan természetes szam. A kovetkezs
pératlan szam n + 2, tehét a kovetkezd index, ahol a sorozat értéke k lesz az (n + 2) - 2 helyen

lesz, ami ¢ + 21,
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A.1.3. Lemma: Legyen a. = k, ahol k > 0, n egy pdratlan természetes szdm, és ¢ = n - 2%,
Legyen [ = ¢ + 2¥!. Ekkor a; = k — 1.

Bizonyitas: Az [ = n- 2% + 2K felirhat6 [ = (2-n+ 1) - 2! alakban, ahol 2 - n + 1 biztos, hogy
paratlan, tehat az a; értéke az A.1.1.-es lemmdabodl kovetkezden k — 1 lesz.

A.1.4. Lemma: Legyen a. = k, ahol k > 0, n egy pdratlan természetes szdm, ¢ = n - 2, és
legyen [ = ¢ + 25!, az A.1.3. lemm4bdl kovetkez8en a; = k — 1. Az [ a legkozelebbi kivetkezd
index c-hez, ahol az (A.1)-es egyenletben definidlt sorozat értéke k — 1 lesz,

Bizonyitas: Indirekt. Tegyiik fel, hogy van olyan g € N, hogy ¢ < g < [és a, = k— 1. Akkor az
A.1.1.-es lemmabol kdvetkez8en g felirhat6 h-2% — 1 alakban, ahol & pdratlan természetes szam.
Ekkor A ¢ < g és g < [ egyenlGtlenségeknek igaznak kell lenniiik. A ¢ < g egyenldtlenségbdl
azt kapjuk, hogy 2 - n < h, a g < [ egyenlStlenségbdl pedig azt, hogy A > 2 -n + 1 ami

ellentmondas.

Allitas: Létezik pontosan két m, p € N index c és d kozott, hogy a,, = a, = k-1, azaz
c<m<p<d.

Bizonyitas: Az A.1.2.-es lemmabdl kovetkezben d = ¢ + 2M!. Legyen m értéke a c-hez
legkozelebbi olyan szam, amelyre teljesiil, hogy a,, = k—1 Az A.1.4.-es lemmabdl kovetkezden
m = c+ 21 az A.1.2.-es lemmabél kivetkez8en p = m + 2. Ekkor, az, hogy ¢ < m valamint
az m < p trividlis. A p < d egyenldtlenségbdl azt kapjuk, hogy 2-n+ 3 < 2-n+ 4 ami igaz.
Legyen w egy index ugy, hogy p < w < d és a, = k— 1. A p-hez legkdzelebbi olyan index, ahol
a sorozat a k — 1 értéket veszi fel a p + 2 helyen lesz. A w < d egyenl&tlenségbdl azt kapjuk,
hogy 2 -n+5 < 2-n+ 4 ami nem igaz. Azaz pontosan két index létezik c és d kozott, amelyre

az allitas teljesiil.

A.2. A (3.3)-as egyenlethez kapcsol6do allitasok és bizonyita-

sok

Az (A.1)-es egyenletben definiélt sorozat megadja, hogy egy adott ¢ természetes szam hanyszor
oszthatd 2-vel, ezért a szdm bindris formdjdban meg kell keresniink az els6 olyan bitet jobbrol

balra, amely 1-es. Ennek a szdmnak a helyiértéke fogja megadni a sorozat aktudlis értékét.

a.=logy(X) -1, X.=(c XOR c—-1)+1 (A.2)

ahol a XOR egy bitenkénti logikai kizaré vagy miivelet a két kijelolt szam kozott. Az X, binaris
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formdjéban egyetlen darab 1-es szerepel, igy ennek a bitnek a helye jelenti a szdm 2-es alapd
logaritmusét. Annak belatdsdra, hogy az X, a megfeleld helyiértéken fog 1-est elddllitani bindaris

formdban a kovetkezd levezetést adjuk:

Tegyiik fel, hogy az els6 1-es a ¢ szdm bindris forméjaban a k-adik helyen van (32 bites unsigned
integer). Az efolott 1évo helyiértékek értéke tetszbleges lehet ¢ — 1 = (a32a31...0,11...1),.
Ekkorc XOR (c—1)=1(00...0¢11411...1),,igy (¢ XOR (c—1)+1) =(00...1;410,00...0),.
A kiszdmolt szdm bindris formdjdban az 1-es helyiértéke az eredeti szam bindris formdjaban
szerepld elsd 1-es bit helyiértékénél pontosan 1-el nagyobb, tehat: log, (X.)—1 = (k). Mivel X,
mindig 2-nek a hatvadnya és ez pontosan 1 db egyest tartalmaz, ennek megkeresésére a kovetkez6
algoritmust hasznéljuk (Nagy Ferenc debreceni fizikus Ph.D. hallgat6 otlete alapjan, személyes
kommunikacio, 2011.02.17):

Legyen x az a szdm, amelynek bindris formdjaban pontosan 1db 1-es bit helyezkedik el.

1. 1épés:
my = x AND (11111111111111110000000000000000), (A.3)
my; = x AND (11111111000000001111111100000000), (A4)
my, = x AND (11110000111100001111000011110000), (A.S5)
my = x AND (11001100110011001100110011001100), (A.6)
my = x AND (10101010101010101010101010101010), (A.7)

Ahol az AND egy bitenkénti logikai ES miivelet a két kijelolt szam kozott.

2. 1épés:

2 ham; >0
R = (A.8)
Oegyébként

A helyiérték értéke: 37 R,.
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