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Osszefoglalé

Szamos, az €16 szervezetekben végbemend folyamat szabalyozasaban fontos szerepet tol-
kalciumkotd fluoreszcens festékek segitségével, melyek kvantumhatasfoka a kalciumkotéstol
fliggden valtozik, igy a kapott fluoreszcenciaintenzitas ardnyos a kalciumkoncentracioval. A
modern képalkotd eljarasok segitségével nagy ido- €s térbeli felbontasu felvételek készitheto-

ek, melyek feldolgozéasa szamitogépes modszereket igényel.

Dolgozatomban harom kutatasi teriilethez kapcsoléddan készitett kalciumjel-sorozatok
elemzését mutatom be. Mindharom esetben kozos, hogy térben kétdimenzios, iddsoros felvé-

telek elemzése torténik

Az elsd altalam fejlesztett algoritmus alkalmazéasara az idegélettan teriiletén keriilt sor. Itt
egy egyszerre sok sejtet tartalmazé agyszelet vizsgélata torténik, ahol a feladatot az aktivitast
mutatd sejtek azonositasa és az aktivitas alapjan a sejttipus azonositasa jelenti. Az aktivitast
mutatd teriiletek (ROI, Region Of Interest) azonositasara az egyes képpontokhoz tartozé ido-
soros adatokat hasznaltam a dolgozatban részletezett kettds kiiszoboléses technikat alkalmaz-
va. Ennek segitségével a ROI-k azonositasa 90% feletti pontossdggal torténhet. Az egyes
ROI-k tipizalasara egy neuralis halozatot tanitottam be, mely héalézat 98%-0s pontossaggal

azonositotta be a sejttipusokat minddssze az aktivitasuk alapjan.

A masodik algoritmus a vazizomban megfigyelhetd elemi kalciumfelszabadulasi esemé-
nyekr6l késziilt nagysebességii konfokalis mikroszkopos felvételek elemzéséhez kertilt Kifej-
lesztésre. Ezen algoritmus is eldszor az egyes ROI-kat azonositja, majd meghatarozza az eze-
ket jellemz6 paramétereket. Fontos elem a sejtstruktira pontos meghatarozasa és a ROI-k
térbeli kiterjedésének a struktarahoz képesti meghatarozasa. Ez esetben is 90% feletti pontos-

saggal tortént az egyes kalcium-események azonositasa,

A harmadik algoritmust a bizonyos koriilmények kozott spontdn kalciumfelszabadulasi
eseményeket mutaté hamsejtek azonositasara fejlesztettem ki. Itt a felvételeken az egyes sej-
tek azonositasa kézzel tortént, &m az események megtaldldsa csak automatizalt modszerrel

volt kelléképpen pontos.



Bevezetés

Az alabbiakban el6szor roviden bemutatom az altalam fejlesztett szoftverek harom alkal-
mazasi teriiletét, a mogottiik allo bioldgiai hatteret. Ezt kdvetden roviden bemutatom azon
pontokat, melyek az egyes teriileteken alkalmazott algoritmusokban kozosek. A dolgozat ko-
vetkezd részében részletezem az egyes problémakorok esetén elérni kivant célt, a felvételek
készitésére hasznalt mérérendszereket, az altalam fejlesztett szoftvereket, valamint az ezekkel
elért eredményeket. A zard szakaszban Osszefoglalom az elért eredményeket és Kitekintést

adok a jovOre vonatkozoan.

Az egyes mérési technikak bioldgiai jelentosége

Mindharom, altalam kutatott teriiletben k6z0s, hogy kétdimenzids kalciumjel-sorozatok
kertilnek felvételre valamilyen mérérendszerrel, a cél pedig ezen képeken az aktivitast (kalci-
umkoncentracio-valtozast) mutaté teriiletek azonositasa és jellemzése. A kalciumkoncentracid
valtozasat fluoreszcens kalciumkotd festékek segitségével mérhetjiik, melyek kvantumhatas-
foka megnd a kalciumkd&tés hatasara. A kalciumkoncentracié novekedésével a festékmoleku-
lak egyre nagyobb részéhez kapcsolodik kalciumion, igy a fluoreszcencia egyre magasabb
lesz. A modszer kiilon — nehezen kivitelezhetd — kalibracio nélkiil nem alkalmas az abszolut
kalciumkoncentracié meghatarozasara, de a kalciumkoncentracidé idd- és térbeli valtozasa

kivaléan felmérhetd segitségével.

Tovéabbi k6zos pont mindhdrom esetben, hogy az alkalmazott képalkotd eszkdz latoteré-
nek megfeleld, szamos sejtet vagy egy nagyméretii sejt jelentds feliiletét tartalmazo kétdimen-
z10s felvételek keriilnek rogzitésre bizonyos, a rendszer sajatossagai altal meghatarozott id6-
kozonként. Ez lehetdvé teszi a kalciumkoncentracid iddbeli valtozasanak meghatarozasat,

melyet sziikséges helyileg is lokalizalni a kétdimenzios felvételeken.

Sejttipusok azonositasa neuralis tulélészelet felvételeken

Neuralis tuléloszelet felvételek segitségével egy-egy agyteriilet miikodése vizsgalhato az
in vivo (¢él6ben tapasztalhatd) koriilményekhez hasonld koriilmények kozott. A szeleten beliil
talalhat6 egyes sejtek a mérés ideje alatt €lnek és a normalisnak megfeleléen miikodnek. Bar a
szeleten kiviili kapcsolatok fizikailag mindenképpen megszakitasra kertilnek, a szeleten beliili

kapcsolatok sziikség esetén megtarthatoak.

Az egyes szeletekben alapvetden kétféle sejttipus talalhato: az idegi miikodést mutatd neu-

ronok és a nélkiilozhetetlen kiegészité funkciokat ellatd glia sejtek. Mindkét sejttipus aktiva-



l6dasa soran a sejten beliili, intracellularis kalciumkoncentracié idélegesen megnd. A neuro-
nok aktivalodasa elsdsorban a mas sejtektdl szarmazo ingeriiletek hatasara 1étrejove akcios
potencialok nyoman, igen gyors kinetikaval torténik. A gliasejtek aktivalodasa ezzel szemben

az akcios potencialoktdl fliggetleniil, alapvetden lassabb lefolyassal torténik.
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1. abra: Tipikus akciés potencidlhoz kotott (neuronalis) és akcids potencidlhoz nem kotott
(glialis) kalciumjelek. Az a és a d jel neuronalis, a b és a ¢ jel glialis jel. A bemutatott jelek az idealis
esetet mutatjak, melyhez képest a gyakorlatban joval kevésbé elkiiloniil6 jelek fordulnak eld.

Az egyes jelek akcios potencidlhoz kotott volta pontosan ellendrizhetd a kalciummérés
kozben kivitelezett un. patch clamp mérés segitségével, amikor is a vizsgalni kivant sejtbe
egy elektrédas helyeziink, majd pedig ezen keresztiil rogzitjiik a sejt membranpotencialjanak
iddbeli valtozasat. Ezen technika legfébb hatranya, hogy a kalciumméréssel ellentétben egy-
szerre minddssze egy sejt vizsgalhato. Nagy jelentdséggel birt egy olyan algoritmus kifejlesz-

tése, amely képes automatikusan és megbizhatoan eldonteni parhuzamos patch clamp mérés

nélkiil egy adott kalciumjelrél, hogy akcios potencialhoz kapcsoldodoan jelent-e meg.
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2. abra: Parhuzamos kalciummérés (feliil) és patch clamp mérés (alél). Jol megfigyelhetd, hogy
minden egyes kalciumjelet egy akcios potencialnak megfeleld aramtiiske el6z meg.



Elemi kalciumfelszabadulasi események vazizomban

A vézizom az emberi test mozgasaért felelds szdvettipus. Az egyes izmokat alkot6d izom-
sejtek az adott izom teljes hosszan, akar tobb tiz centiméteren keresztiil végigfutnak. A vaz-
izom a harantcsikolt izmok kozé tartozik, mivel a sejtek hosszaban ismétlédd szerkezeti €s
funkcionalis egységekbdl, tn. szarkomerekbdl allnak, melyek mikroszkopban jellegzetes ha-

rant irdnyl csikolat forméjaban jelennek meg.

A vézizom Osszehuzodasdban alapvetd szerepet toltenek be a kalciumionok. A sejt belse-
jében talalhaté kalciumraktarakbdl, az un. szarkoplazmatikus retikulumbol a kalciumionok a
kiviilrél érkezé akcids potencial hatasara megnyild rianodinreceptorokon (RyR) keresztiil
aramlanak ki. Bizonyos koriilmények kozott ezek a csatornak kiilsé inger nélkiil is megnyil-
hatnak (Cheng, 1993). Ezen megnyilasok nem terjednek ki a sejt egészére és igy nem okozzak
a sejt 6sszehuzodasat, viszont idéegység alatt nagy szamban fordulnak eld. Ezeket a megnyi-
lasokat, illetve az altaluk okozott kalciumfelszabadulast elemi kalciumfelszabadulasi ese-

ménynek nevezziik.
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3. abra: Az izomtipusok és az elektromechanikai kapcsolat vazizomban. A: A vazizom képe sz6-
vettani metszetben. B: A simaizom képe szivettani metszetben. C: A szivizom képe szdvettani met-
szetben. D: Az 6sszehtizodast iranyito elektromechanikai kapcsolat elemei vazizomban.



Ezen események pontos szerepe az izommiikddésben maig nem tisztazott, azonban ismert,
hogy szamos koros allapotban megvaltozik — altalaban megné — a frekvenciajuk és megval-
toznak a tulajdonsagai (Zucchi, 1997). Az események pontos jellemzése kozelebb vihet az

események jelentdségének megismeréséhez.

Hamsejtek spontan aktivitasanak vizsgalata
Tradicionalisan a hamsejteket statikus, nem ingerlékeny sejteknek tartottak, melyek funk-

cigja kimeriil a kiiltakar6 alkotasaban.

Az elmult években szamos kutatas foglalkozott a fejlodé hamsejtek vizsgalataval. Egye-
temiikdn kimutatasra keriilt, hogy a hamsejtek fejlddésében nagyon fontos szerepet jatszik a
kalciumion-koncentracié valtozasa. A hamsejtek nem csak kiils6 ingerek hatasara, hanem

spontan is valtoztatjak a kalciumszintjiiket.

Problémat jelent, hogy a mikroszkopidval altalanosan vizsgalt folyamatokhoz képest ezen
folyamatok lefolydsa sokkal lassabb, az egyes mérések Osszes id6tartama tizperces nagysag-
rendl. Ezen 1d§ alatt a mikroszkop fokuszsikjanak helyzete a rendszer hibja miatt nem allan-
do. A fokuszsikba be- ill. onnan kikeriilé sejtalkotok olyan fluoreszcencia-valtozast okozhat-
nak, melyek Osszetéveszthetok a sejtek spontan aktivitasaval. Fontos volt egy olyan algorit-
mus kifejlesztése, ami a kétféle okbdl bekovetkezd kalciumszint-valtozast automatizaltan és

kovetkezetes feltételrendszer alapjan elkiiloniti.



A kétdimenziés kalciumjel-sorozatok elemzésére alkalma-
zott médszerek

Altalanos leiras

Mindhéarom esetben egy kozos sémara éplil az alkalmazott elemzés:
1. A képeken taldlhatdo mitermékek eltavolitasa
2. Az aktivitast mutato teriiletek (Region of Interest, ROI) azonositasa
3. A ROl-kon beliil az aktivitast jellemz0 id6beli szakaszok meghatarozasa
4. Az egyes események paramétereinek meghatarozasa

A neuralis tuléloszelet felvételek €s az elemi kalciumfelszabadulasi eseményekrdl készitett
felvételek esetében mind a négy pont elvégzésére teljesen automatizalt algoritmust fejlesztet-
tem ki. A hamszovetrdl késziilt felvételek esetén a ROI-k azonositdsa kézzel tortént, am az

0Sszes tobbi 1€pés itt is automatikusan tortént.

K06z06s pont volt mindhdrom esetben az, hogy nem az egyes képeket, hanem az adott pont-
hoz tartozé idésoros adatokat elemz6 algoritmust készitettem. Ez teljes mértékben kikiiszobo-
li az esetleges, leginkabb konstans fluoreszcenciaszint-novekedést vagy esetleg csokkenést

eredményez6 — szennyezOdések hatédsat.

Wavelet-alapu jelelemzés
Az alabbiakban roviden 0sszefoglalom a korabbi munkdmban (Vincze, 2008) mar ismerte-
tett Stationary Wavelet Transform modszert, melynek mind egy-, mind kétdimenzids valtoza-

tat hasznaltam az ismertetett algoritmusokban.

Az Un. stationary wavelet transform (SWT) vagy mas néven a trous (,,lyukas”) wavelet
transzformdcio a diszkrét wavelet transzformaciok csalddjaba tartozik, segitségével a bemend
jel (Fo) kiilonb6z6 komponensekre bonthatd. A bemend jelen egy feliilatereszté sziiré (G) és
egy alulateresztd szlird (H) keriil alkalmazésra, melyek koziil az eldbbi adja meg a wavelet-
egylitthatokat az elsd szinten (W;), az utobbi pedig bemend jelként (Fi1) szolgél a kdvetkezd
hasonl6 ciklus szamara (4. abra). A ciklus elére megadott véges szamban fut le, igy adja meg
a kép kiilonbozo ,,részletességi szintekre” vald bontasat. Fontos megjegyezni azt a kiilonbsé-
get az altalanosan hasznalt diszkrét wavelet transzformaciohoz képest, hogy a SWT-ban nem
torténik meg a képi pixelek felének elhagyasa (downsampling) az egyes ciklusok kozt. Ez
ugyan azzal a hatranyos tulajdonsaggal jar, hogy az ily mddon elvégzett dekompozicié redun-

dans, azonban az igy keletkezett tobblet-memoriaigény okozta hatrany eltorpiil azon eldnyhdz



képest, hogy igy az egyes wavelet-szintek pontjai egyszeriien megfeleltethetok az eredeti kép

pontjainak.

Fo :> Go

|

W,

4. abra: A stationary wavelet transform Kkivitelezésének folyamatabraja (Vincze, 2008). A jel6lések
magyarazata: F; —bemend jel az adott szinten, W; — wavelet koefficiensek az adott szinten, G;—az
adott szinten alkalmazott feliilateresztd szlird, H; — az adott szinten alkalmazott alulatereszt6 sz(ird.

Az alkalmazott felilateresztd és alulateresztd sziir0k a diszkrét wavelet transzformaciok-
nal szokasos modon allithatok eld, bazisfiggvényként egy harmadfoku B-spline-t hasznaltam

(Unser, 1999). Az alkalmazott alulateresztd szlir egyiitthatoi egy dimenzidban a kdvetkezok:

1/16-[1, 4, 6, 4,1], ebbil egyszeriien elallithatok az egyiitthatok két dimenzioban:
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4 16 24 16 4
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Magat a wavelet transzformaciot a Mallat-algoritmussal (Mallat, 1989; Shensa, 1992) va-
lositottam meg, melynek elve igen egyszerii: minden ciklusban a bemend jel (Fi.;) és a fen-
tebb ismertetett alulateresztd sziiré megfelelden skéalazott véaltozatanak (Hi.1) konvolicidjaként

allitja el6 a kovetkez0 szint bemend jelét (F):
F=F,*H_, (1)
majd a kett6 kiilonbségeként a wavelet-egyiitthatokat (W;):
W =F,-F . 2
Az alulatereszt6 sziiré megfelelden skalazott valtozatat az algoritmus ugy kapja meg, hogy

a koefficiensek kozé 20 db nullat illeszt be. Innen szarmazik az algoritmus masik elneve-

z€se, az a trous (,,lyukas™) wavelet transzformdcio.



A transzformacio tulajdonsagaibdl kovetkezik, hogy a wavelet egyiitthatok és az utolsod

(N-edik) ciklus utan megmaradt jelbdl rekonstrualhato az eredeti jel:
N

F=F +i§l:wi : ®)

A feliilatereszt6 és az alulateresztd szlirdk egymasutan torténd alkalmazasanak hatasa jol

lathaté az algoritmus altal generalt wavelet-egyiitthatokon, az egyes szintek kifejezett band-

pass karaktert mutatnak. Ez azt jelenti, hogy az eredeti jelben fellelhetd kiilonb6zé frekven-

ciaju ill. kiterjedésii komponensek kiilonboz6 wavelet-szinteken jelennek meg. Az alkalma-

zott wavelet transzformacié tulajdonsagai biztositjadk a wavelet-egyiitthatok azon tulajdonsa-

gat, hogy egy adott szint dsszes egyiitthatdjanak dsszege nulla.



Sejttipusok azonositasa neuralis tulélészelet felvételeken
Ceélkitiizés
Ebben az esetben a célkitlizésem volt az aktivitdst mutatd, az egyes sejteknek megfeleld
ROI-k helyének meghatarozasa, valamint ezen beliil az egyes jelek iddbeli helyzetének meg-
hatarozasa. A jelek meghatdrozasa mellett célkitlizésem volt egy olyan algoritmus létrehoza-

sa, ami kizardlag a kalciumjelek segitségével meg tudja hatarozni azt, hogy az adott jel akcios

potencialhoz kotott-e vagy sem.

Moédszerek
Alkalmazott mérémoédszer

Az altalam vizsgalt agyszeletek patkany nucleus cochlearis dorsalisabol szarmaztak. A
szeletek Oregon Green 488-AM kalciumkoté fluoreszecens festékkel keriiltek feltoltésre. A
mintak vizsgalata Zeiss Axioskop mikroszkoppal 20x-0s ill. 63x-os nagyitasu objektivek
hasznalataval tortént. A Till Photonics gyartmanyu fluoreszcens képalkotd rendszer legfonto-
sabb elemei a gerjesztéshez szlikséges 488 nm-es fényt kibocsatani képes fényforras és a ké-
pek felvételére szolgalé CCD kamera. A kamera 10 Hz-es frekvencidval rogzit 172x130 pixel
felbontasu, egycsatornas 12 bites képeket, melyeket tomdoritetlen TIFF (Tagged Image File

Format) formatumban térol.

Az elemzéshez hasznalt algoritmus

Az agyszeletekrdl késziilt képek elemzésére fejlesztett algoritmust harom részre bontot-
tam: a ROI-k azonositasara, az egyes ROI-kon belill a jelek megtalalasara és az egyes jelek
akcios potencialhoz kotott voltanak eldontésére. Az elsé két 1épésre kifejlesztett algoritmust
Borland Delphi 7 integralt fejleszt6i kornyezetben valodsitottam meg, a harmadik 1épést pedig

Matlab 7-ben (2010a) implementaltam.

A képelemzés legelsd 1épéseként a kép minden egyes képpontjara vonatkozéan meghata-
rozasra keriil az adott képpontra vonatkozé alapvonali fluoreszcencia-érték. Ezen érték meg-
hatdrozasahoz az adott képponthoz tartoz6 iddsor azon pontjainak atlagos fluoreszcencia-
értékét hasznalom, melyek az id8sor sszes pontjanak atlaga (Mean) + NormCri'-SD érték
alatt vannak. A kovetkezd 1épésként az egyes képpontokhoz tartozé iddsorokat az egydimen-
zi6s SWT transzformacio (Vincze, 2008) segitségével komponenseire bontom, majd ennek

segitségével savsziirést végzek: a Wi, szinteket eltavolitva a nagyfrekvencids zaj jelentds

! A meghatarozott optimalis érték: NormCri = 1,05
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része eltavolitasra kertiil, az Fg-as wavelet-maradékkal elosztva az iddsor Osszes adatat pedig
az igen lassu kinetikaju, a vizsgalni kivant jelenségek altal biztosan nem okozott kalcium-

szint-valtozasok kisziirésre keriilnek.

A ROI-k azonositasara a korabban mar elemi kalciumfelszabadulasi események elemzésé-
re mar hasznalt kettds kiiszoboléses modszer (Cheng et al., 1999) altalam moddositott valtoza-
tat hasznalom. Ennek lényege, hogy a Mean + LoCri? érték feletti olyan 0sszefiiggo teriiletek,
melyek tartalmaznak legalabb egy Mean + HiCri® értéket elérd pontot ROI-ként keriilnek

azonositasra.

A ROl-kon beliil az egyes jelek helyének azonositasara a sévsziirt, ez altal zajsziirt jel elsd
derivaltjan végzett kiiszobolést alkalmaztam, az egybefiiggben D1thresh® feletti szakaszok
jelként keriiltek azonositasra. Ezzel a modszerrel a jelek felszallo szara azonosithato, igy a
teljes jel azonositdsara mindkét irdnyban megkeresem a legkdzelebbi lokéalis minimumot, és a

jel hataranak ezt a két helyet veszem.

Az egyes jelek akcids potencidlhoz kotott voltanak meghatarozasara a kovetkezd paramé-

tereket hataroztam meg:
e amplitad6 (Amp),
e meredekség (Slope),
e integral (Integral),
e acsucsig eltelt id6 (Time To Peak, TTP),
e az amplitado 80, 50 ill. 20%-anak eléréséig eltelt id6 (RT80, RT50, RT20),
e ajel masodik id6 szerinti derivaltjan mért maximalis kitérés (d2-swing),
e ad2-swing és az amplitado aranya (Discriminator).

Ezen paraméterek koziil a Discriminator maga is 80% feletti pontossaggal képes a jel ak-

ci6s potencialhoz kotdtt voltat meghatarozni 0,03 s—0s kiiszobértékkel.

2 A meghatérozott optimalis érték: LoCri = 1,2
® A meghatarozott optimalis érték: HiCri = 1,55
* A meghatarozott optimalis érték: D1thresh = 0,04
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5. abra: Az egyes idésorokbol meghatirozott paraméterek. A felso abran a vékony fekete vonal je-
16li az eredeti jelet, a vastag sziirke vonal pedig a zajsziirt jelet. Az alsé abran a fekete vonal a zajsziirt
jel masodik id6 szerinti derivaltja. Az egyes paraméterek az abran lathaté moédon szamithatoak.

A pontossag tovabbi javitasa érdekében az 0sszes meghatarozott paraméter alkalmazasa-
val létrehoztam Matlab 7-ben egy 15 rejtett neuront tartalmazé feed-forward mesterséges neu-
ralis halot, melynek forrasa a Fliggelékben olvashatd. A neuralis halo betanitasara olyan jele-
ket hasznaltam, melyek akcios potencidlhoz kotott voltat elézetesen kézi elemzéssel ellendriz-

tem.
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Eredmények
A ROI-k azonositasa 90% feletti pontossaggal tortént, ami megfelel az algoritmussal
szemben tamasztott kovetelményeknek. Az aldbbi dbran lathatd egy reprezentativ felvétel a

ROI-ként automatikusan kijeldlt sejthatarokkal.

6. abra: Egy reprezentativ felvétel a megtalalt aktivitast mutato teriiletekkel. A sarga korvonal a
vizsgalandé teriilet manualisan kijelolt hatarat mutatja. A fehér szinnel jelzett sokszogek jelentik a
megtalalt ROI-Kkat.

A ROI-k id6soran beliil a jelek azonositasara meghatarozott kiiszobértékkel azonositott je-
lek 95%-a valddi kalciumjel volt, azaz azonositas pozitiv prediktiv értéke 95%. A kalciumje-
lek kb. 15%-at (a késébbiekben akcios potencialhoz nem kotottként azonositott jelek 55%-at)
az automata elemzés nem talalta meg, ezek kézzel keriiltek kijellésre.

A betanitott neuralis halé a parhuzamos patch clamp méréssel megerdsitett 84 akcids po-
tencialhoz kotott jel mindegyikét, a 15 akcids potencialhoz nem kotott jel kozil 14-et helye-
sen azonositott. A kisérletsorozatban felvett 1551 jel 97,6%-at a neuralis halo akcids potenci-

alhoz kotottnek, igy a vizsgalatba bevonhatonak azonositonak talalta.
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Elemi kalciumfelszabadulasi események vazizomban
Célkitlizés
A sejt teriiletének automatikus meghatdrozasa, a sejt strukturalis elemeinek azonositasa, az

elemi kalciumfelszabadulasi események helyének meghatarozasa, az egyes elemi

kalciumfelszabadulési események kovetkezd paramétereinek meghatarozasa:

e amplitad6 (Amp)

térbeli félérték-szélesség hossziranyban (FWHM-X)

o térbeli félérték-szélessék harantiranyban (FWHM-Y)

e alegkdzelebbi szarkomer tavolsaga (Pos)

e az esemény excentricitasa (FWHM-X / FWHM-Y)

e az esemény kozéppontjanak elmozdulasa két kép k6zott hossziranyban (MovX)

e az esemeny kozeppontjanak elmozdulasa ket kep kozott harantiranyban ov
r yk.. rpp jr k 1 d 11 kr k'p k.. .. h r . r yb (M Y)

Moédszerek
Alkalmazott mérémoédszer

Az elemzésre keriilt ill. jovSben elemzendé kétdimenziés képeksorozatok a DE OEC Elet-
tani Intézet ill. a University of Maryland School of Medicine, Department of Biochemistry
and Molecular Biology (Baltimore, USA) keretein beliil miikodo, Zeiss LSM 5 LIVE tipusu
konfokalis 1ézerpasztazd egységgel késziiltek. Ez a rendszer lehetdvé teszi, hogy egy teljes
vonalon egy id6ben késziiljon el a konfokalis fluoreszcencia-mérés, igy 512x512 pixel felbon-
tast képek készitésénél elméletileg akar 120 Hz-es pasztazasi frekvencia is elérhetd. A fluo-
reszcens festék kiégését is figyelembe véve a képek tobbsége 30 Hz-es pasztazasi frekvencia

mellett lett felvéve.

A képinformacio mellett taroldsra keriilt paraméterek segitségével az elemzd szoftver a
felvétel paraméterei kozti kiilonbségeket automatikusan figyelembe veszi az elemzésnél, ahol
szlikséges. A képek rogzitésére lehetdség van 8 és 12 bites szinmélységgel, a szamitogépesen
elemzendd képek esetén kivétel nélkiil ez utdbbi keriil alkalmazésra. Az egyes képsorozatok
egy-egy modositott, tobblapos TIFF allomanyban keriilnek tarolasra. A konfokalis mérérend-

szerre specifikus informacidkat az allomany tagjeiben rogziti a rendszer.

14



Az elemzéshez hasznalt algoritmus

Az alabbiakban ismertetett algoritmus az altalam korabban mar leirt (Vincze, 2008) algo-
ritmus modositott, tovabbfejlesztett valtozata. Jelen dolgozatban az egész algoritmust ismerte-
tem, kiilonos figyelmet forditva a korabban mar ismertetett algoritmushoz képest megjelend

kiilonbségekre.

A képelemzés legelso 1épéseként a kép minden egyes képpontjara vonatkozoan meghata-
rozasra kertil az adott képpontra vonatkozé alapvonali fluoreszcencia-érték. Ezen érték meg-
hatarozasdhoz az adott képponthoz tartoz6é idésor azon pontjainak atlagos fluoreszcencia-
értékét hasznalom, melyek az idSsor osszes pontjanak atlaga (Mean) + NormCri®-SD érték
alatt vannak. A kovetkezo 1épésként az egyes képpontokhoz tartozé idésorokat az egydimen-
zi6s SWT transzformacio (Vincze, 2008) segitségével komponenseire bontom, majd ennek
segitségével feliilateresztd sziirést végzek: az F4-es wavelet-maradékkal elosztva az idGsor
Osszes adatat pedig az igen lassu kinetikéju, a vizsgalni kivant jelenségek altal biztosan nem

okozott kalciumszint-valtozasok kiszlirésre kertilnek.

Az egyes képpontokhoz tartozd alapvonali fluoreszcencia-értékekbdl késziilt nagyon jo
jel/zaj ardnyt képen eldszor meghatarozom, hogy mely teriilet tartozik a sejthez. Ahogyan az
jol lathatd, a sejthez tartozd képpontok fluoreszcenciaja joval magasabb a sejten kiviili kép-
szerrel meghatdroztam a két halmaz kozotti optimalis vagast, majd a kiiszob feletti egybefiig-

g0 teriiletet a sejthez tartozoként rogzitettem.

A sejt strukturalis elemeit a sejt hossziranyanak megfelelden elhelyezkedd oszloponkénti
Fourier-transzformacié segitségével hatiroztam meg. A 0,5 um™-nél megfigyelheté — a kb.
2 um hosszt szarkomereknek megfeleld — csucs koriili teriiletet kivéve a tobbi egyiitthatd
értékét kinullaztam, €s igy végeztem inverz Fourier-transzformaciot. Az igy kapott képen csak
a strukturalis elemeknek megfelel6 komponensek maradtak meg, melyen oszloponként lokalis
maximumkereséssel meghatdrozhatdé a szarkomerek helyen. Az esetlegesen megtord
szarkomerek lefutdsa is kovethetd, igy az események paraméterei meghatirozhatéak a

szarkomerek lefutdsara merdleges (X) €s azzal parhuzamos (Y) irdnyban is.

> A meghatarozott optimalis érték: NormCri = 1,1
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7. abra: A sejtstruktiira azonositasa egy reprezentativ felvételen. A bal felsé panelen az eredeti
képsorozat egy kép lathatd. A jobb felsé képen az egyes képpontok alap fluoreszcencia-értékeibdl ké-
sziilt kép lathatd, ami jo jel/zaj arannyal megmutatja a statikus képelemeket, igy a szarkomereket. A
bal also panelen lathato frekvenciaspektrumon jol lathaté 0,5 pm™-nél (és az inverzénél) az éles sav,
ami a szarkomereknek felel meg. A jobb alsé abran az inverz transzfomacié eredményeként késziilt
kép lathato, melyen a szarkomerek kivaléan kdvethetdek.

A ROI-k azonositisa és paramétereik meghatarozasa eldtt az altalam mar kordbbi mun-
kamban ismertetett (Vincze, 2008; Starck, 1998) modon végzett, nagy hatékonysagu Wavelet
zajszirést végeztem (0 = 3) az egyes normalizalt képeken. Az elemi kalciumfelszabadulasi
események elemzésére mar régdta hasznalt kettds kiiszoboléses modszer (Cheng et al., 1999)
altalam modositott valtozatat hasznaltam a ROI-k azonositasara. Ennek lényege, hogy az
egyes képeken a Mean + LoCri® érték feletti olyan Osszefiiggo teriiletek, melyek tartalmaznak

legalabb egy Mean + HiCri’ értéket elérd pontot ROI-ként keriilnek azonositésra.

® A meghatarozott optimalis érték: LoCri = 1,7
” A meghatarozott optimalis érték: HiCri = 2,8
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Az azonositott ROI-n beliil megkeresem a legmagasabb atlagi 3x3-as teriiletet, melynek
kozéppontjat jelolom meg az adott esemény csucspontjaként. Az itt mért fluoreszcencia-
intenzitas és az alapvonal kiilonbsége az adott esemény amplitudoja. Innen a szarkomerekkel
parhuzamos iranyban ill. arra merdleges irdnyban elindulva kerestem meg azon pontokat, ahol
harom pont atlagdban az intenzitas az amplitudo értékének fele alatt van. Ezen pontok lettek
az FWHM-X ¢és az FWHM-Y hatarpontjai. A legkodzelebbi lokalis maximumtdl vald tdvolsag
eltarolasra kertil, mint Pos érték. Az egymas kozotti képeken atfedd sparkok csticspontjai ko-

z0tti tavolsag komponenseibdl meghatarozhaté a MovX és a MovY értéke is.

Eredmények
A ROI-k azonositasa a felvételek jo jel/zaj aranyanak kdszonhet6en igen pontosan tortént
az altalam készitett program segitségével. Az aldbbiakban egy reprezentativ méréshalmaz

elemzésével kapott paramétereket mutatom be:
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Amplitadé (AF/FO)

8. abra: Egy reprezentativ méréshalmaz térbeli félérték-szélesség és amplitid6 hisztogramjai. A
fekete szin a kontroll korillmények kozott (n=1856), a zold szin a depolarizacié utan (n=23714), a pi-
ros szin a koffeinkezelés utan (n=22426) lathat6 elemi kalciumfelszabadulasi események paraméterei-
nek eloszlasat mutatja. A gorbék log-normalis illesztéssel késziiltek, a szamok a gérbe maximumhelyét
mutatjak. *: p<0,05 vs kontroll; t: p<0,05 vs depolarizacio
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Hamsejtek spontan aktivitasanak vizsgalata

Célkitiizés

A hamsejtek spontan aktivitasanak vizsgalata esetén a feladat annyiban kiilonbozott az ed-
digiektdl, hogy itt az aktivitast mutaté ROI-k kijel6lése nem az algoritmus altal tértént, hanem
a felhasznal6 maga jelolte ki az egyes sejteket. Ebben az esetben tehat csak az egyes ROI-k
hoz tartozo iddsoros adatok alltak rendelkezésre, és ezeken beliil kellett a kalciumszint-
valtozasokat megtalalni. Ebben az esetben a legfobb cél az volt, hogy a hosszu felvételi 1d6
alatt bekovetkezo fokuszsik-elmozdulas altal okozott fluoreszcencia-valtozasokat megbizha-

toan megkiilonboztessem a valodi kalciumeseményektdl.

Modszerek
Alkalmazott mérémodszer

A mérbrendszer megegyezik az elemi kalciumfelszabadulasi eseményeknél leirttal, annyi
kiilonbséggel, hogy a bioldgiai folyamat kinetikajat figyelembe véve itt a képek 2 Hz-es frek-

vencidval keriiltek rogzitésre.

Az elemzéshez hasznalt algoritmus

Ebben az esetben a program az adott képen kijelolt 6sszes ROI iddsoros adatat kapja meg
bemend adatként. Az egyes idOsorokra a mar ismertetett modon elvégzi az SWT transzforma-
ciot, majd savszlrést végen ennek eredményét alkalmazva. A W szintet eltavolitva a nagy-
frekvencias zaj jelentés része eltavolitasra keriil, az Fg-05 wavelet-maradékkal elosztva az
1ddsor Osszes adatat pedig az igen lassu kinetikajl, a vizsgalni kivant jelenségek altal biztosan
nem okozott — tehat feltehetdleg a fokuszsik mozgasa altal okozott — kalciumszint-valtozasok

kiszlirésre kertilnek.

Az egyes kalciumesemények azonositdsa a W, és Ws szinten torténik: amennyiben az adott
helyen a W, szint értéke meghaladja a W4cri® vagy a Ws szint értéke a W5cri® értékét, akkor a
program eseményt detektal. Tapasztalatok alapjan a zaj az alacsonyabb, a mikroszkop fokusz-
sikjanak mozgasabol ered$ valtozasok pedig a magasabb szamu wavelet-szinteken jelennek
meg.

Sajnalatos mdédon a mikroszkop fokuszanak mozgéasa bizonyos esetekben tartalmaz olyan

frekvenciakomponenseket, melyek nagysdgrendileg egybeesnek a detektalni kivant jelek

® A meghatarozott optimalis érték: Wacri = 0,01
¥ A meghatarozott optimalis érték: W5cri = 0,01
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frekvencidjaval, igy a detektalasra hasznal wavelet-szinteken megjelennek. Az ilyen fokusz-
mozgasok altal okozott fals pozitiv taldlatok kisziirése érdekében amennyiben egy adott ese-
mény iRange10 képnyi kozelében az eldzetesen manualisan kijeldlt ROI-k legalabb

DropFQatio11 aranyaban talalhat6 detektalt esemény, akkor az esemény eldobdésra kertiil.

Az egyes detektalt események amplituddja és idobeli félérték-szélessége meghatarozasra
keriil, valamint a program rogziti, hogy az elézetesen kijeldlt ROI-k mekkora része mutat va-

lamilyen aktivitast.

Eredmények
Tapasztalataink alapjan jol lathatd, a mikroszkop fokuszsikjanak mozgasabol ad6do inten-
zitas-valtozasokat az alkalmazott algoritmus jol kisziiri és csak a valodi események keriilnek

detektalésra.

A detektalasi paraméterek ugy lettek meghatarozva, hogy a detektalas pozitiv prediktiv ér-
téke magas (95% feletti) legyen, akar annak arén is, hogy az események egy részét ne talalja
meg a program. Ennek oka az, hogy egy adott sejt a mérés soran sokszor tobb oszcillaciot is
mutat, és a kisérletsorozatban a biologiailag relevans kérdés minddssze annyi, hogy a sejtek
mekkora része mutat barmiféle aktivitast is. Ebben az esetben, még ha nem is talalja meg a
program egy adott sejten az Osszes jelet, ha legalabb egyet mar megtalal, akkor a feltett biolo-

giai kérdésre helyes valasz adhato.

19 A meghatarozott optimalis érték: Range = 5
1 A meghatarozott optimalis érték: DropRatio = 0,9
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Diszkusszio

Dolgozatomban harom, sok tekintetben hasonld, am részleteiben mégis kiilonb6z6 prob-
1émat rejtd bioldgiai kutatasi teriileten alkalmazhato, altalam kifejlesztett jelelemz6 eljarast
mutattam be. Ko6zos elem, hogy kétdimenzios kalciumjel-sorozatok elemzése a feladat, és
hogy a korabban mar szamos teriileten sikeresen alkalmazott Stationary Wavelet Transform

segitségével az elemzés legfobb 1épései hatékonyan megvalosithatdak.

Mindharom ismertetett teriileten az altalam készitett szoftverek napi hasznalatban vannak
a DE OEC Elettani Intézetében. Az egyes teriiletekért felelds vezetd kutatok attekintették a

programok altal adott eredményeket és értékelhetének ismerték el azokat.

Fontos megemliteni, hogy mas kutatocsoportok az emlitett problémak megoldasara mas
stratégiakat alkalmaztak. Kiilondsen az els6 két teriilet, az agyszeletek kalciumfelvételeinek

elemzése ¢s az elemi kalciumfelszabadulasi események detektalasa sokat kutatott teriilet.

Az agyszeletek kalciumfelvételeinek elemzésére hasznalt masik legfontosabb technika az
altalam kidolgozott algoritmushoz képest teljesen més megkozelitéssel dolgozd Independent
Component Analysis (Mukamel, 2009). Jelenleg folyamatban van a kétféle algoritmus &ssze-
vetése €s esetleges Osszekapcsolasa, am az alapvetd feladatokra az altalam fejlesztett elemzo-
szoftver hasonloképpen alkalmasnak bizonyult. Az agyszeletek kalciumfelvételeinek elemzé-
sében egyediilallo modon neuralis halora alapuld eseménytipus-azonositas pontossaga csak-
nem 100%, igy az analizis ezen része minden tovabbi fejlesztés nélkiil tokéletesen alkalmaz-

hato.

Az elemi kalciumfelszabadulasi események kapcsan joval szélesebb kord irodalom all
rendelkezésre az un. line-scan képek elemzésére (Cheng, 1999; v Wegner, 2006; Picht, 2007),
melyek egydimenzids idésoros adatok. A kétdimenzios idOsoros adatok megfeleld sebességii
rogzitésére csak néhany éve all rendelkezésre megfeleld mérérendszer, igy bar mar létezik az
irodalomban kozolt elemzési technika (Banyasz, 2007; v Wegner, 2007), nincs egyetlen egy,
teljes kort elfogadottsagot élvezd elemzési algoritmus sem. Ugy vélem, hogy az altalam ki-
dolgozott, teljes kort elemzést lehetdvé tevé modszer valhat a kdzeli jovoben az egyik legy-
gyakrabban alkalmazott elemzési technikava.

Osszességében tigy latom, hogy a bemutatott algoritmusok a kézi elemzéshez tiilsdgosan
nagy mennyiségli adatok elemzésére mar jelen forméjukban is alkalmasak, hasonl6 jellegli
felvételek elemzésére a jovOoben széles korben hasznalhatoak lesznek. Rajuk épitve tijabb

problémak megoldasara alkalmas modszerek kifejlesztése is varhato.
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A munkahoz nyujtott sajat hozzajarulas

A hérom tertileten hasznalt algoritmusok kifejlesztése ¢s implementalasa Borland Delphi 7
¢s Matlab 7 kornyezetben. Az elemi kalciumfelszabadulasi események elemzésének alapjaul
szolgald mérések egy részének végzése. A mindharom teriileten elvégzett mérések kiértékelé-

se, az eredmények értelmezése.
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Fuggelék

Az egyes jelek tipizalasara hasznalt Matlab program forrasa.

% Tanitd adatok beolvasésa

fid = fopen (' betanlto adatok.csv');

C = textscan(fid, '$f% FIFSFSFESFS £%£f%f%s', 'delimiter', ;") ;
fclose (fid) ;

% A jelek karakterisztikéajanak kinyerése
signalCharacteristics = [C{1l} C{2} C{3} C{4} C{5} C{6} C{7} C{8} C{9}1;

% A jeltipusok beolvaséasa
neuron = strncmpi(C{10}, 'NEURON', 1);
glia = strncmpi(C{10}, 'GLIA', 1);

% A célvaltozdk meghatéarozéasa

signalType = double([neuron glia]l);
signalCharacteristics = signalCharacteristics'
signalType = signalType'

% Egy 15 rejtett neuront tartalmazé feed-forward
net = newff (signalCharacteristics,signalType,15);

% A haldzat tanitésa

net.divideParam.trainRatio = 0.70;
net.divideParam.valRatio = 1 - net.divideParam.trainRatio;
net.divideParam.testRatio = 0;

net.trainFcn = 'trainbfg'

[net,tr] = train(net,signalCharacteristics,signalType);

% Tesztadatok beolvaséasa

fid = fopen(' valldalo adatok.csv');

C = textscan(fid, '$f% FYFIFSFSES f$£f%$£f%s', 'delimiter','; "),
fclose (fid) ;

% A jelek karakterisztikdjdnak kinyerése a tesztadatok esetén
signalCharacteristicsTest = [C{1l} C{2} C{3} C{4} C{5} C{e} C{7} C{8} C{9}1;

% A jeltipusok beolvasasa a tesztadatok esetén
neuronTest = strncmpi(C{10}, 'NEURON', 1);
gliaTest = strncmpi(C{10}, 'GLIA', 1);

% A tesztvaltozdk meghatédrozasa

signalTypeTest = double ([neuronTest gliaTest]);
signalCharacteristicsTest = signalCharacteristicsTest';
signalTypeTest = signalTypeTest';

testInputs = signalCharacteristicsTest;

testTargets = signalTypeTest;

% A haldzat alkalmazédsa a tesztadatokra

°

out = sim(net,testInputs);
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Az eredmények kiolvasdsa a tesztadatokbdl
y out,I out] = max(out);
y t,I t] = max(testTargets);

diff = [I_t - 2*I out];

= length (find(diff==-1)
length (find (diff==0))
length (find (diff==-2)
= length (find (diff==-3)

5 Q QB
Il

% Az eredmények kiiratéasa

N = size(testInputs,?2);

fprintf ('Tesztadatok szama: %d\n', N);

cm = [n_n n_g; g_.n g _g]

cm p = (cm ./ N) .* 100

fprintf ('Helyesen osztédlyozott jelek aranya
100* (cm(1,1)+cm(2,2)) /N);

fprintf ('Hibdsan osztalyozott Jjelek aranya
100* (cm(1,2)+cm(2,1))/N);
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