TDK-dolgozat

Lezsak Domonkos



Valadékszemcsék szoftveres
kvantifikacioja fluoreszcens
mikroszkopos felvételek alapjan

EOTVOS LORAND TUDOMANYEGYETEM
TERMESZETTUDOMANYI KAR

ANATOMIALI, SEJT- ES FEJLODESBIOLOGIAI TANSZEK

Szerzo:

Lezsak Domonkos
programtervezd informatikus BSc

3. évfolyam

Témavezeto:

Dr. Csizmadia Tamas

egyetemi adjunktus

Lezarva: Budapest, 2022 december



Tartalomjegyzék

1. Bevezetés 4
1.0. Osszefoglald . . . . . . . . .. .. 4
1.1. Adolgozatszerkezete . . . . . . . . . .. ... 6
1.2. Biologiaihattér . . . . . . . . . . ... 7

1.2.1. Akrinofagia. . . . . . .. ... 8
1.3. Technikai hattér . . . . . . . ... .. .. . . 9
1.3.1. Fluoreszcens markerek . . . . ... .. .. ... ......... 9
1.3.2. AGlueFluxrendszer . . .. ... ... ... ... ... .... 10
1.3.3. Képalkotds . . . ... .. .. ... ... 11
1.3.4. Tipikus kisérlet, 6sszefoglaldas . . . . . . ... ... ... .... 14
1.4, Célkitlizések . . . . . . . . . . L 14
1.4.1. Milyen aj6 statisztika? . . . . . . .. ... ... ... 16
1.4.2. Felvétel készités . . . . . . . . ... ... 17
1.4.3. Célkitlizések gjraértelmezve . . . . . . . . ... ... ... ... 17
1.5. Kapcsolé6domunkak . . . . . . ... ... ... Lo 18
I.5.1. Imaris . . . . . .. . 18
1.52. Volocity . . . . . . . .. 19
1.53. Imagel. . . . . . . .. 19
1.6. Elméletihattér . . . . . . . . . .. ... 20

2. Megvalésitas 21

2.1. Szoftveres eszkdozdk . . . . . . . .. ..o 21
2.1.1. Python, mint tudomédnyosnyelv . . . .. ... ... ... .... 21
2.1.2. Sajatkonyvtar —pipeline . . . . .. ... 22
2.1.3. Sajatrendszer —dashboard . . . . ... ... .. ... ... .. 24
214, Elmés V8 . . . . . . . e 24

2.2, Algoritmus . . .. oL 24



TARTALOMJEGYZEK

22.0. load . . . ... e 24

22010 clean . . ... e e e e 27

2220 diff ... 30

2230 SUM ... e e e e e e 30

224. find granule centers. . .. .. ... ... ... ....... 31

2.2.5. analyze coordinates . ... . ... ... ... ..., 32

22.6. count . . ... 32

3. Az eredmények értékelése 35
3.1. Statisztikai validdlds . . . . . . .. ..o 35
3.1.1. Validalas szakért6i kvantifikacié alapjan . . . . . . .. ... ... 35

3.1.2. Validalas bioldgiai funkcidk segitségével . . . . . . . . ... ... 36

3.2. Sikertelen kisérletek . . . . . . . ... oo 40

4. Tovabbi kutatasi lehetoségek 45
5. Osszefoglalas 47
5.1. Egyéni hozz&jarulds . . . . . . . . .. .. 48

A. Elméleti hattér 50
A.l. Aritmetikai miiveletek képeken . . . . . . . ... ... oL, 50
A.1.1. Miveletek kép és skalar kozott . . . . . . ... ... ... ... 50

A.1.2. Miveletek képek kozott . . . . . ..o 51

A.2. Limitalas (thresholding) . . . . . . . . ... ... ... ... ... ... 53
A.2.1. Otsu-féle hisztogram alapu threshold . . . . . . ... ... .. .. 53

A.2.2. Lokalis adaptiv limitalas . . . . . ... ... ... .. .. .... 54

A3. Konvolucié . . . . . . . .. 54
A4, Gauss-elmosas . . . . . . . ... 54
A.4.1. Difference of Gaussians (DoG) . . . . . . . .. ... ... .... 57

A.5. Egyéb folt-detektdldsi algoritmusok . . . . . .. . ... ... ... ... 58
A.5.1. Laplace of Gaussians (LoG) . . . . . . . .. ... ... ..... 58

A.5.2. Difference of Hessians (DoH) . . . . .. ... ... ....... 58

A.5.3. Mintafelismerés . . . . . . ... ... Lo 58

A.6. Morfolégiai médszerek . . . . . .. ... oo 59

A.6.1. Er6zi6, dilacié. . . . . . .. ..o o 59



TARTALOMJEGYZEK

A.6.2. Opening,closing . . .. ... ... ... ... ... ... ....

B. Felhasznal6i dokumentacio
B.1. Szoftverkovetelmények, letoltés . . . . . . . ... ... ... ... ...
B.1.1. Futtatds Windows alatt . . . . . ... ... ... .........
B.1.2. Futtatas Linux alatt (csak fejlesztoknek javasolt) . . . . . . . . ..
B.2. Fijlformatumok . . . . . . . .. ..
B.3. Aprogramhaszndlata . . . . .. ... ... Lo
B.3.1. Féprogram . . . . . . . ... ... ...
B.3.2. dashboard . . . . . .. .. ...

Irodalomjegyzék
Abrajegyzék

Széjegyzék

62
62
62
62
63
63
63
68

72

78

85



1. fejezet

Bevezetés

1.0. Osszefoglald

,»A lizoszomdlis rendszer barmilyen hibdja sulyos kovetkezményekkel jarhat: szdmos
betegség alakulhat ki, amelyek rendszerint stilyos kimeneteliek.” [1] A lizoszomalis
rendszer egyik feladata a sziikségtelenné valt szekrécios granulumok (valadékszemcsék)
lebontdsa. Ez egy, a mirigysejtekben természetesen végbemend folyamat, azonban
jelenlegi ismereteink szerint hibdja kothetd az I-es és a II-es tipusu cukorbetegséghez
[2], tilm{ikodése pedig a hasnyadlmirigy-gyulladashoz [3] [4] és a folyamat részletei még

mindig nincsenek feltarva.

A folyamat kutatdsdnak egyik részproblémdja az 1.1 abran lathatd, ahol mikroszképos
felvételeken meg kell szdmolni a magenta- és fehér szini foltokként megjelend
granulumokat, ezek ardnyabol kovetkeztethetiink bizonyos kezelések vagy muticidk
bioldgiai jelent6ségére.

Habar 1ényeges eltérések két kép kozott ranézésre is megallapithatéak, a foltok
szamszer(sitése elengedhetetlen a megalapozott kovetkeztetések levondsahoz. Jelenleg a
foltok (granulumok) szdmlélasa kézzel torténik, ami kisérletenként tobb ezer apr6 dontést
jelent. A foltok morfol6gidjabol és elhelyezkedésébdl adédéan nem ismeriink olyan
modszert, amely lehetévé tenné a folyamat automatizdldsat, ezért készitettem a kettGs
cély, bioinformatikai tém4ju dolgozatomat. Egyrészt szeretnék kozvetleniil hozzajarulni
tobb bioldgiai kutatds hatékonysdganak a noveléséhez, masrészt a témakorben egy

attekintést nyujtva szeretnék hasonlé fejlesztéseket inspiralni.
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1.1. dbra. A kvantifikaciés probléma, a kiilonbozé szini foltok szamoldsa. Oszloponként
ugyanannak a haromszini felvételnek harom kiillonboz6 projekcidja lathats: A felsé
képen az Osszes szin lathatd, amit kettébontottam: A masodik sorban csak a magenta

(szekrécios granulumokat jelold) és a kék (sejtmagokat jelold) szinkomponens, az alsé
sorban azonban csak a zold (pozitiv szekrécids granulumokat jelold) szinkomponens
szerepel. Az 4dbrardl szemrevételezéssel is leolvashatd, hogy a bal oldalhoz képest a jobb
oldalon tobb magenta szinben l4that6 folt z6ld szinben is latszik. A kutatdsom 6
kérdése: Pontosan hany darab folt (szekrécios granulum) lathatd, és ezek koziil mennyi
z0ld (kisérlet szempontjabol pozitiv minta) is és mennyi csak magenta szini (kisérlet
szempontjabol negativ minta)?

(A felvételek fluoreszcens mikroszképpal késziiltek kontroll (bal oldal) és
géncsendesitett (Vps41RNALkezelt) (jobb oldal) fiatal Drosophila menalogaster bébok
nyalmirigy-sejtjeir6l. A magenta szin DsRed, a z6ld szin GFP és a kék szin DAPI jelét

mutatja [5])
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Az 1.1 abran egy szembetling eltérés van a bal- és a jobb oldali felvétel kozott:
Jobb oldalon joval tobb zold szint latunk. Ahhoz, hogy el tudjuk donteni, hogy a
foltok szdmadban 1év{ kiilonbség szignifikdns-e, sziikség van a képek szdmszerisitésére.
Ennek egy kézenfekvé mddja, ha megszdmoljuk a foltokat, és megszamoljuk, hogy ezek
koziil hany lathaté csak magenta szinben, €s hany zold (egyiitt fehér) szinben is. Ez
a szamolds kézzel végezve meglehetdsen faraszté €s hosszadalmas munka, de nehezen
automatizdlhatd, mivel a legtobb felvételen a szabdlytalan alaku szekrécios granulumok

joval kisebbek és joval tobb esetben atfedésben vannak egymadssal. Célszoftver hidnyaban

a kutatok sokszor még mindig ezt az utat kénytelenek vélasztani.

A dolgozat egy olyan szakértéi modellt allit fel, mellyel elvégezhetd a szekrécios
granulumokrol késziilt tobbcsatornds mikroszkopos felvételeken a fluoreszcens
fehérjékkel megjelolt viladékszemcsék mindségi és mennyiségi elemzése a csatorndk

kozotti osszefiiggés figyelembevételével.

1.1. A dolgozat szerkezete

A dokumentumban a dolt betlivel szedett kifejezések az utolsé oldalakon 1évo
sz0jegyz€kben magyardzattal ellitva megtaldlhatéak, megfeleld6 PDF-olvasé esetén

kattinthatak, ugy mint az dbraszamok, fejezet/alfejezet/részszamok és hivatkozasok.

A témakor kevéssé kutatott, ezé€rt a munkdm jelentds részét a valés probléma
(illetve a kapcsol6dé problémdk) és a lehet6ségek felderitése tette ki, ezzel dsszhangban
a bevezetésem (1. fejezet) is hosszd. A bevezetés sordn el6szor az 1.2 alfejezetben
bemutatok részletesebben egy gyakorlatban megoldandé problémét, az 1.3 alfejezetben
részletezem a probléma megolddsdhoz haszndlt laboratériumi eszkozoket/eljarasokat,
majd az 1.4 alfejezetben Osszefoglalom a probléma megoldasahoz kidolgozott szakértdi
modellre vonatkozo elvardsaimat, végiil az 1.5 alfejezetben felsorolom a jelenleg 1étez6
megoldasokat és a hasonlé6 munkdkat. A modellben haszndlt informatikai eszkozoket

roviden felsorolom a 1.6 alfejezetben, ezeket az A. mellékletben fejtem ki.

A modell részleteit a 2. fejezetben targyalom. Kiemelendd, hogy a 2.2 alfejezetben
bemutatom a modellem algoritmusat. A dolgozat végén a 3. fejezetben bemutatom az
eredményeit, a 4. fejezetben felsorolok par tovabbi fejlesztési lehetdséget, az 5. fejezet

pedig egy attekintd 0sszefoglaldst tartalmaz az egész munkarol.
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1.2. Bioldgiai hattér

A Drosophila menalogaster, vagyis az ecetmuslica eldszeretettel haszndlt modellallat
genetikai és sejtbioldgiai kutatdsokban a gyors reprodukcids ritdjanak és alacsony
fenntartési koltségeinek koszonhetden. Mindemellett sok olyan folyamat is modellezhetd
benne, melyek az emberekben is hasonléan torténnek, igy a muslicdkkal végzett
kutatdsok eredményei késébb akar gydgyszerfejlesztési kutatdsok alapjdul is szolgédlhat.

Az egyik ilyen kutatds a krinofdgia kutatdsa, ami legkdnnyebben a muslicdk ldrvainak

nyalmirigyében figyelheté meg. [6]

1.2. abra. A kisérleti modelldllat bemutatdsa. Balrdl jobbra sorban el6szor egy muslicak
fenntartdsara szolgdlé tivegcsovet, majd abban par kifejlodés elott 4116 larvat, utdna
larvak nyédlmirigyeit lathatjuk kiilonb6z6 nagyitasokban. A képeken 1év6 allatok
transzgénikusak, nyalmirigyeik magenta szinlinek latszanak, ami a k6z€épsd képen
szabad szemmel is kivehetS. A jobb sz€ls6, nagyobb nagyitasi képek hasonldak, de
azokon csak a szekrécios granulumok beltartalma keriilt géntechnolégidval megjeldlésre,
igy a granulumok elkiilonithetSek, cserébe a magenta szin csak specidlis mikroszképon
keresztiil lathat6. Néhany granulum zold szinben is feltlinik egy mésik, mesterséges
jelolésnek koszonhetden.

(A kék vonalak tdjékoztato6 jellegliek, mindegyik képen masik egyedrdl késziilt felvétel.
A fekete méretvonallal jelolt képeken +;fkh-Gal4,UAS-6XmCherry transzgénikus
Drosophila menalogaster 1arvak lathatéak (hattérben sotét szinnel két fiatal, kifejlett
példany), ennek koszonhetSen a nydlmirigyeikben 1év6 granulumok magenta szinben
vilagitanak mdr lathaté fényben is. A fehér méretvonallal jelolt képeken hasonlo
(GlueFlux jelzdorendszerrel elldtott) 1arvak kiboncolt nydlmirigye 1athat6 fluoreszcens
mikroszkop alatt, aminek az esetében a kibocsajtott fény valéjaban 575 nm-es
hullimhosszon a legerGsebb, a magenta szint csak a kontrasztarany novelése érdekében
végzett szoftveres utdszinezésnek koszonhetden kapjuk.)
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1.3. dbra. A krinofdgia folyamata leegyszertsitve. A szekrécids granulumok a szekrécio
(normalis folyamat) helyett a krinofdgia utjara is 1éphetnek [9]

1.2.1. A Kkrinofagia

Az éltalunk vizsgélt szekrécios granulumok Glue-t tartalmaznak, amely egy
ragasztoszerli anyag, amit a muslicalarvdk onmagiiknak kornyezetéhez valé rogzitéséhez
haszndlnak [7] [8]. A sejten beliilr6l szarmazik, normaélis esetben kiiiriil a sejtek kozotti
allomanyba (szekretalddik), onnan keriil a nydlba. Amennyiben nem {iriil ki a sejtbdl és a

bevezetd Osszefoglaloban emlitett médon lebomlik, krinofdgidrol beszélhetiink.

A krinofdagidt eldoszor 1966-ban Smith és Farquhar dokumentélta. Ez egy
természetes folyamat, amely sordn a szekretdldsra nem keriild, abnormalis szekrécios
granulumok (véaladékszemcsék) koré kisebb lizoszomdk (lebonté enzimeket tartalmazé
sejtszervecskék) toborozdédnak, azzal egyesiilnek, majd beltartalmuk elsavasodik és

lebomlik (1.3 4bra). [6]

A krinofdgia mikodésének részletei (a szekrécios granulumok pontosan hogyan,
mikor és miért keriilnek lebomldsra) még mindig nincsenek teljesen tisztdzva, igy ez
a témakor a bioldgia tudomdanydgan beliil alapkutatdsnak mindsiil, és nem megfeleld
miikodése szamos stlyos probléméhoz vezethet [2] [3] [4] [10], amelyekre vonatkozdan

jelenleg is aktiv kutatasok folynak.

Az 50-100pum atmér6jl sejten beliil a vizsgdlandd granulumok édtlagos dtmérgje a

folyamat sordn 3 és 8um kozott valtozik (1.2 dbra). A bevezetGben mutatott 1.1 dbran
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magenta szinnel ilyen granulumok lathatéak, az ennél kisebb struktirdk (0.1-0.5um
atmérdji lizoszémak) fluoreszcens technologidval kozvetleniil nem vizualizdlhatéak. Ez a
mérettartomdny (a 1athat6 fény hullimhosszdbo6l adéddan) a hagyomanyos mikroszképok
elméleti felbontdsanak hatarat sdrolja, ilyen kis méretben videofelvételek készitése orids
kihivés [11] [12], igy a kvantifik4cids feladat legtobbszor rossz mindségi €s allo, de nagy
mennyiségli képre irdnyul. Az egyre novekvd igény miatt jovSbeni terveim kozé tartozik
a kidolgozott algoritmusomat és a hozza tartozé implementiciét videomikroszkopidra

adaptélni.

1.3. Technikai hattér

A krinofdgia a granulumok beltartalmanak (esetiinkben Glue) elsavasoddsaval jar (a

savas kozeg az 1.3 dbran piros szinnel jelolve), igy —- bizonyos feltételek ellendrzését
kovetden' —- a krinofdgia felismeréséhez detektilhaté a savasodds. Erre megfelels a

GFP (Green Fluorescent Protein) fluoreszcens marker, mivel az konnyen felhaszndlhat6
bioldgiai kisérletekben és savas kozeg hatdsdra elvesziti fluoreszcens képességét (1.3.2

rész). [13]

1.3.1. Fluoreszcens markerek

A fluoreszcens marker olyan mesterséges anyag, amely egy bizonyos hulliamhosszon
torténd megvilagitds hatdsdra egy mdsik, alacsonyabb energiaszintli, de szintén jol
meghatédrozott hullimhossz-tartomanyban fényt bocsdjt ki (fluoreszkal). Az 1.4 4bran
harom kiilonboz6 ilyen anyag spektruma l4that6. Pontosan ilyen paraméterekkel
rendelkezd fluoreszcens anyagok a természetben nem jellemzéek. Ha mikroszkép
haszndlata soran megfelel szinsziir6t alkalmazunk a fényforras é€s a minta kozott, tovabba
a minta s az okuldr kozott, akkor 1ényegében csak egy olyan fluoreszcens marker lathaté a

lencsén keresztiil, amivel az allatot mesterségesen ellattuk®. Ez lehet6vé teszi ugyanabban

a mintdban taldlhat6 tobb jelol6anyag szepardlt megfigyelését.

'Egy ilyen feltétel a lizoszémakkal torténé fizi, amelynek detektaldsdhoz a LampRing fluoreszcens
markerrendszer haszndlhaté. Ez nem képezi kozvetlen targyat a dolgozatnak, csak a végén fogok
réla par szot ejteni. (Az &ltalam kidolgozott szakértdéi modell csak egy részfeladatit oldja meg a
fuzié-detektalasnak.)

2 Az dllatokat a fluoreszcens markerekkel géntechnoldgiai eljarasokkal lehet ellatni, ennek koszonhetSen

€16 allatok is vizsgalhatéak
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1.4. abra. Az altalam megfigyelt kisérletek soran leggyakrabban hasznélt fluoreszcens
markerrendszer. Kék, zold és narancssarga szinnel rendre a DAPI, GFP és DsRed
jeloldanyagok fénykibocsdjtasi spektruma lathaté egy diagramon dbrdzolva. Az én
képeimen csak ez a rendszer van haszndlatban, mas kisérletek esetén mas fluoreszcens
markerrendszer is el6fordulhat. A grafikon az FPbase Spectra Viewer segitségével
késziilt [14]. (A vizszintes tengelyen a fény hulldmhossza szerepel 375-t6l 750 nm-ig, a
fliggbleges tengelyen pedig az egyes anyagok fluorofidrjai dltal az adott hulldimhosszon
kibocs4jtott fény (normalizélt) intenzitdsa lathato)

Mivel a minta kiils6 megvilagitdsa és a fluoreszkdlds mas hullimhosszon torténik,
az okuldr el6tt 1évo sziird csak a fluoreszcens markerek 4ltal kibocsdjtott fényt engedi
at, igy a hattér fekete marad. Igy egyszerre t6bb, kiilonbozé marker hasznalatdval akér
szines dbrékat is készithetiink, ha a kiilonbozd megvilagitasban készitett képeket utdlag

kombinaljuk (1.5 abra). Ilyen felvételeket fluoreszcens mikroszkopokkal lehet késziteni.

1.3.2. A GlueFlux rendszer

A GlueFlux jelzorendszer egy olyan fluoreszcens markerrendszer, amelyben a
magentdban fluoreszkdl6 DsRed fehérje (Discosoma Red Fluorescent Protein) és a
z0ldben fluoreszkdlé GFP fehérje (Green Fluorescent Protein) is hozzd van kotve
a szekrécios granulumokban fellelhetd Gluehoz, igy az a Glue, amely nem savas
(semleges vagy liugos pH-értéki), fehér (z6ld+magenta) szinben latszik, amely azonban
elsavasodott®, csak magentdban, igy segitségével szépen nyomon kovethets a krinofdgia

folyamata. [13] Az 1.6 dbra ennek a rendszernek a miikodését prezentélja.

3A GFP reverzibilisen inaktivalédik, igy ha egy granulum djra visszanyeri semleges pH-jit, tjra
fehérnek (zo6ldnek) latszik

10
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1.5. dbra. Fluoreszcens markerek egyesitése. Drosophila menalogaster nyalmirigypar, az
1.4 4bra szerinti fluoreszcens markerrendszerben: DsRed magenta, GFP zold és DAPI
kék szinnel dbrazolva, el6szor szinenként, majd egyesitve. A hattér fekete marad, mivel a
minta megvildgitdsa mindig mas hulldimhosszon torténik mint amilyen szinben a
jeloldanyagok fluoreszkalnak

A tovabbiakban az 4ltaldnosithat6sdg érdekében a DsRed jelét altaldban a voros
(rgb(255, 0, 0),eddigiekben magentaval volt jelolve), a GFP jelét zold (rgb (0, 255,
0), ahogy eddig is jelolve volt) szinnel fogom megjeleniteni. Ilyen esetben — feltéve,
hogy a bioldgiai rendszer minden tekintetben az elképzelések szerint viselkedik — a
semleges bels6 kozegli granulumok sirga (rgb (255, 255, 0)) szinben litszanak, mig a
savasak voros szinben (rgb (255, 0, 0)). A rendszer mellett a konnyebb tdjékozddas
érdekében szokds még alkalmazni DAPI fluoreszcens markert, amely kék szinnel a

sejtmagokat jeloli ki. (1.7 dbra)

1.3.3. Képalkotas

Az 1.5 dbran a nydlmirigyeknek csak egy sikmetszeti képét lathatjuk. Az ilyen
felvételek elballitdsara a konfokélis mikroszképok képesek, amelyek a fokusztavolsag
alapjan képesek (az objektivre merSlegesen) kizardlag egy optikai szeletr6l érkezd
felvételeket mutatni. Az 1.8 dbran egy Osszehasonlitds l4athaté optikai szeleteléssel és
anélkiil késziilt képekrdl. [15] Ennek a médszernek az elsddleges eldnye az, hogy nincs

sziikség a minta mechanikus szeletelésére és ezéltal szétroncsoldsara.
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1. Bevezetés

Glue-Flux (GF) rendszer m(ikodése

2 draval a A bebAboz6dss
bebabozodas g s
2 id6pontjaban
elott

Glue- Krinoszéma
GFP, -
Glue- Intakt

DsRed szekrécios

granulum

1.6. dbra. A GlueFlux jelzorendszer miikodése. Az id6 eldrehaladtdval a fehér szint
granulumok szdma csokken, €s egyre tobb magentava vilik, ezt a jelenséget a
granulumok beltartalménak elsavasoddsa okozza. A k6zéps6 sorban sematikus abrék, az
alsé sorban pedig valédi mikroszképos felvételek lathatéak. A kép forrdsa Dosa Anna
2022-es biologia TDK el6addsa [9], némi atalakitdssal

500 pm

1.7. abra. Magenta-zold-kék és voros-zold-kék szinezés dsszehasonlitdsa. Bal és jobb
oldalon ugyanaz az inform4ci6 l4thatd, azonban jobb oldalt konnyebb 6sszehasonlitani
az elsd két csatornit.
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1. Bevezetés

{b)

1.8. abra. Apotome és szeletelés nélkiili (Widefield) képkészitési technologidk
Osszehasonlitasa. A bal oldalon a nyillal jeldlt objektumok jobban kivehetdek annak
koszonhetden, hogy nincsenek egyéb rétegbdl szarmazé zavaro jelek.

(,,Egy 70um vastag szelet X. laevis ebihalrdl. Kék: sejtmag (DAPI [DP]), zold: idegek
(Alexa Fluor 488 lekovetés (tracing [TR])), sarga: dendritek (Alexa Fluor 546 biocytin
visszakovetés (backtracing [BT])), voros: aktin-szdlak (Alexa Fluor 647 phalloidin
immunfestés [PH]). (a) ApoTome képkészitéssel és (b) szokdsos epifluoreszcens kép.”
Az édbra forrdsa Weigel, Schild és Zeug munkdja [15])
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1. Bevezetés

1.3.4. Tipikus Kkisérlet, 6sszefoglalas
A krinofdgia kutatdsara irdnyul6 kisérletek egy tipikus folyamata a kovetkezd:

Bioldgiai szempontbdl vizsgalandé fehérjék kivélasztdsa (Csizmadia és tsai. [13]) és
fluoreszcens markerrendszer megtervezése (1.3.1 Fluoreszcens markerek)
Mely fehérjéhez milyen szinben vilagité fluoreszcens markerek fognak

kapcsolddni, és ezek jelenléte milyen bioldgiai funkcidkhoz kothetd?

4

Kisérleti kezelés elvégzése*, a mintdk eldkészitése® (nem része a dolgozatnak)

Megfigyelés (1.3.3 Képalkotas)

Optikai szeletelésre alkalmas fluoreszcens mikroszkop haszndlatdval

Dokumentalas (1.4 Célkitiizések)
Felvételek készitése ¢és elmentése, majd kvantifikdcidja az egyszeriibb

feldolgozhatésdg érdekében

Statisztikai ellendrzés (B.3.2 dashboard)

A kinyert adatokra statisztikai mutatok szdmitdsa
Publikdlas (nem része a dolgozatnak)

Természetesen a valdsdgban a folyamat ennél joval bonyolultabb, csak az automatizalt

kvantifikacié szempontjabdl Iényeges 1épések vannak kiemelve.

Habér a dolgozatom sordn Csizmadia cikkének [13] részleteit veszem alapul, a
kidolgozott eljards j6 alapot szolgdl mas jellegli kisérletekhez is, mint az egy késGbbi

kutatas [16] soran is kideriilt.

1.4. Célkituzések

A fent felvéazolt kisérlettipus sordn felmeriil egy gyakorlatias probléma: A szekrécios
granulumok elsavasoddsdnak megvizsgdlasdhoz meg kell szdmolni, hogy az Osszes
szekrécios granulum (DsRed foltok) koziil mennyi marad semleges ph-ju (GFP foltok,

ezeket tekintjiik pozitiv eseteknek), és mennyi savasodik el (ezekben a negativ esetekben

4A gyakorlatban tobbnyire a kisérlet tirgyat képez6 kezelés is géntechnolégiat takar, géncsendesitést
vagy tdltermeltetést

>A DAPI jeloléanyag kozvetleniil a felvételkészités el6tt, sejtmagfestéssel keriil a mintdba. A
fluoreszcens mikroszképok a nagy nagyitds miatt érzékenyek, igy a mintdkat érdemes fixdlni illetve
alacsony torésmutatiju glicerin oldatba helyezni
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1. Bevezetés

kialszik a GFP jel). A konkrét problémadra jelenleg 1étez6 megoldds nincs, €és a
hasonlé problémdk esetén is a pontossdgra hivatkozva tobbnyire a kézi szamldldsra
hagyatkoznak a sejtbioldgia teriiletén folyé kutatdsokban. Ezekre egyesével kell
rakattintani képanalizdl6 szoftverben, ami rengeteg id6t vesz igénybe®. En meg vagyok
gy6zbédve arrdl, hogy kelld pontossdg elérhetd automatizdlt modszerekkel is, igy
a dolgozatom jelentdsen hozzdjarulhatna tobb bioldgiai kutatds hatékonysdgdnak a

noveléséhez.

Automatizalt informdcidkinyerésre tobb  kiillonb6zd megkozelités 1étezik.
Modell-vezérelt moddszereknek nevezziik azokat az eljardsokat, amik esetében
matematikai jellegli Osszefiiggésekre tdmaszkodva készitiink egy adathalmazbdl
predikciét. Adat-vezérelt modszereknek nevezziik azokat az eljardsokat, amik esetében
az adathalmaz matamatikai jellegli 6sszefiiggéseire tekintet nélkiil alkotunk predikcids
eljarast. Ennek tipikus esete a mélytanul6 algoritmusok haszndlata. A két modszer kozott
féluton helyezkednek el azok az eljardsok, amelyek egy modellvezérelt mdodszerrel
jellemzoket emelnek ki az adatokbdl, amelyeket felhaszndlnak az adatvezérelt moédszerek
adataiként, igy gyorsitva €s javitva az adott esetben alkalmazott mélytanulé (vagy egyéb,

gépi tanuldsos) algoritmus miikodését [19].

Szerettem volna a kordbbi kutatdsokra tdmaszkodva (A. Elméleti hdttér) egy
olyan szakértéi modellt feldllitani, amellyel a fenti felsoroldasban (1.3.4 Tipikus
kisérlet, osszefoglaldas) a dokumentdldst (idéigényes szdmolgatdst) automatizélni lehet,
amely alkalmas granulumokrdl késziilt fluoreszcens képek beavatkozds nélkiili’
kvantifikacidjara.

Annak érdekében, hogy minél nagyobb legyen a munkdm hozzdadott értéke,
a feladatot némiképp dltalanositottam ahelyett, hogy csak egy konkrét megoldandé
probléméra koncentraltam volna. Igy a modellem némi (feladatfiiggd) atalakitdssal

alkalmazhaté jellemz6kiemeléshez gépi tanulési algoritmusok bemeneteként.

®A Google els taldlata az ,jimagej count objects” kifejezésre [17] Labno Christine dokumentumdra
mutat, ami manudlis szdmlalast és egyszerd limitdlds alapi szadmldlast ir le. Az utébbi pontatlan (amit
késdbb kifejtek). Az Image] legfrissebb dokumentdcidjaban szerepl6 leirds is csak ezt a két eljarast emliti
(18]

7A célkitiizéseim koziil a beavatkozas nélkiili mikodés csak részben valésult meg. Az eredmény csak
sztochasztikusan kozelit a valédi eredményhez, azonban az implementacidmhoz készitettem egy olyan

7.z

felhasznal6i feliiletet, amellyel kordbbi id6raforditdsok toredéke alatt pontosithaté a becsiilt eredmény
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1. Bevezetés

1.4.1. Milyen a jo statisztika?

Az elégséges statisztika ,,minden informécidt tartalmaz az ismeretlen paraméterre
vonatkozdan”, elég annak az értékét ismerni és ,,nem fiigg az ismeretlen paramétertdl”

[20].

A fluoreszcens mikroszképos felvételekrdl egy olyan statisztikét szeretnék késziteni,
amely alapjan meghatarozhat6 a pozitivnak tekinthetd szekrécids granulumok aranya az

0sszes szekrécios granulumhoz viszonyitva.

Ezt egy kétlépcsds folyamattal oldom meg: ElGszor felismerem az objektumokat
(szekrécios granulumok), majd a felismert objektumokat — alapvetGen — két osztilyba

sorolom be (pozitiv vagy negativ).

Sajnos a gyakorlatban tobbszor szakért6k kozott is ellentmondds van annak
tekintetében, hogy mi az, amit egy felvétel alapjan kiillonallo szekrécios granulumnak
tekinthetiink, illetve ezek koziill melyeket tekinthetjiik pozitiv esetnek és melyeket
negativnak. Az elébbi problémat talan gy érdemes athidalni, ha a felismerések uniojat
vessziik (tehat elég, ha egy személy hatdroz meg egy foltot granulumként, nem sziikséges
a szakért6k kozott teljes egyetértés), az utdbbit viszont lehet modellezni egy skaldr

paraméterrel (elfogadasi limit).

Milyen a j6 hiba?

A feladat gyakorlati jellege miatt még a fenti, preciz megkozelités ellenére is vannak
olyan esetek, amikor nem beszélhetiink helyes valaszrél. Van olyan eset, amikor nem
tudjuk osztdlyozni az adott szekrécios granulumot kiilsé tényez6k miatt, példaul éppen

két granulum késziil fuziondlni, vagy tdl nagy a héttérza;.

A felismerhetetlen esetek tekintetében a modellem osztdlyozdsaival szemben a

kovetkezs elvarasokat tamasztom:

* Mérhetd
A bizonytalan esetek mennyiségét is meg kell hatdrozni vagy legaldabb becsiilni,

hogy kézi feliilvizsgalassal javitani lehessen azokat.

* Reprezentativ
A bizonytalannak nyilvénitott esetek kozott hasonlé ardnyban forduljanak eld a

pozitiv és a negativ esetek.
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* J6l definidlt
Amennyiben manudlisan megvizsgalunk egy képet (leiiliink, és megszamoljuk a
granulumokat), az egyes esetekrdl el lehessen donteni, hogy varhaté-e a modell

tévedése azok tekintetében.

1.4.2. Felvétel készités

En a kutatds soran a konnyen elérheté Zeiss Axiolmager Z1 és M2 fluoreszcens
szemikonfokalis mikroszképok?® felvételeire optimalizaltam a szakértéi modellemet. Ezek
az Apotome technoldgiat haszndljdk, amely csak részleges optikai szeletelést végez a
gyorsasdgért és a bioldgiai értelemben vett kiméletességért cserébe, szemben a CLSM
(Confocal Laser Scanning Microscopy) technolégidval. Ez a fluoreszcens technoldgiat
haszndl6 vizsgalatoknak a minimadlis feltétele, ezért feltételezhetd, hogy a hasonld
kisérleteket végz6 laborokban ma méar mindenhol megtaldlhaté hasonlé kapacitasokkal

rendelkezd miszer.

Elérhetd tobb, jobb felvétel készitésére alkalmas technoldgia a modernebb RCM
(Re-scan Confocal Microscope) [21], azonban egyrészt a kutatisommal szélesebb
rétegeket szeretnék minél el6bb tdmogatni, mésrészt a nagyitds novelésével csokken a
felbontds, és a kis méretli objektumok esetén hasonl6 problémaval dllunk szemben, mint
rosszabb mikroszkop esetén, igy mas jellegli kisérletnél sziikség lehet az itt kidolgozott

eljarasok alkalmazdsara.

1.4.3. Célkittizések Gjraértelmezve

Ahogy Csetverikov mdr 1989-ben is megfogalmazta, a ,,szamitégépes latdsnak
prediktiv erejlinek kell lennie”. [22] Ennek a figyelembevételével irtam a dolgozatomat.
A kutatds sordn sikeriilt egy olyan, teljes korli szakértéi modellt kidolgozni, amely
statisztikailag igazolhatéan miikodik, megfelel a fenti (irdnyadd) feltételeknek, amellett,

hogy tobb kisérlet sajatossdgait is figyelembe veszi.

8Az ELTE Bioldgiai intézet Anatomiai Sejt- és Fejlédésbiologiai Tanszék laborjaiban (ahol a
kutatdsomat végeztem) ez a két mikroszkép megtaldlhatd, tovabba tobb, hasonlé témakorben sziiletett
tudomadnyos cikkben is hasznéltak Zeiss Axiolmager mikroszképokat
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1.5. Kapcsolodé munkak

Az altalam felvazolt feladat megoldhaté kolokalizacié vizsgdlattal [23], azonban
a pontosabb, részletesebb és atlaithatobban indokolhaté eredmény elérése érdekében
szeretném diszkretizdlni az egyedi objektumokat, igy a munkdmra alapozva elvégezhetd
mas jellegli kisérletek (példaul membrangytirlire asszocidlodé GFP jel keresése, 3.2

alfejezet) kvantifikdlasa és mas jellegli adat kinyerése (példaul trajektoria analizis) is.

Az én kutatdsomhoz talan Bradbury 1979-es cikke [24] all legkozelebb. Ebben
sajat tapasztalatai alapjan altaldnos jelleggel bemutatja, hogy a mikroszképos képek
feldolgozasaval kapcsolatos kisérletek esetén mire érdemes odafigyelni, mik a buktatok,
és mik a javasolt eljarasok. A ,,Problems of grey level discrimination” és ,,Problems due
to image complexity” fejezetében sok praktikdt bemutat a képfelismeréses feladatokat
illeten, tobb megoldast, amit & bemutat, én is kiprobaltam. A Brandbury féle cikk [24]
irdsanak idején még joval fejletlenebbek voltak a személyi szamitégépek, mint ma (14sd
,Data handling” cimi fejezetét), tovdbba 1j eredmények is sziilettek a képfeldolgozas
teriiletén [25] [26], ezért gy gondolom, lassan id6szer( djragondolni az elképzeléseit,

tekintettel a mikroszkopos képek feldolgozasanak egyre novekvd igényére.

1.5.1. Imaris

Az interneten konnyedén lehet rengeteg olyan cikket, ingyenes programot, vagy
tutorial vide6t talalni, ahol mikroszkdpos képek kvantifikalasaval foglalkoznak, azonban

ezek nagy részében nem granulumok, hanem sejtek keriilnek megszamlalasra.

A dolgozatom irdsa sordn csak egy olyan programot taldltam, amely taldn alkalmas
lehet a fent vazolt probléma megoldasara, az Imarist (Oxford Instruments) [27]. Ez egy
kereskedelmi forgalomban 1év6, nagyon esztétikus, professziondlis €s felhasznédlobarat
szoftver, azonban szekrécios granulumok szintjén csak korldtozott megoldasokat kinal.
A funkci6i koziil az 1.2. alfejezetben taglalt probléméanak a megolddsara talan az
,,Object-Based Colocalization” funkciéja all a legkézelebb. Sajnos ennek a funkciénak a
pontos miikddése nem pontosan dokumentélt, azonban ha az elképzeléseim helyesek, csak
diszkretizaci6 utdn képes objektumok kozotti Osszefiiggések vizsgdlatara, ezzel kizarva
bizonyos tipusu kvantifikdcidknak (vératlan teriileteken 1év6 jel figyelmen kiviil hagyasa,

granulumon beliil csak szérvanyosan megfigyelhet6 jel) a lehet6ségét.
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Rész-probléma Szoftver
Gyarté
o ‘ Volocity 6.3
Elofeldogozas y
Quorum Technologies, Puslinch, ON, Canada
Volocity 6.3

Objektum felismerés

Quorum Technologies, Puslinch, ON, Canada
Adobe Creative Cloud Photoshop
Adobe, San Jose, CA, USA

Microsoft Office 365 Excel

Microsoft, Redmond, WA, USA

Eléfeldolgozas

Adat-0sszegzés

1.1. tablazat. Ma és Brill altal hasznalt [28] szoftveres megoldasok rendszerezve

1.5.2. Volocity

A konkrét problémat talan Cheng-I Ma €s Julie Brill meglehetdsen friss cikke [28]
kozeliti meg. Ok a Volocity szoftvert [29] hasznaltak mind az el6feldogozasra, mind az

objektum felismerésre (lasd 1.1 tablazat).

A Volocity szoftver [29] nagyon j6 beépitett dekonvoliicids algoritmussal rendelkezik,

azonban a dekonvoliicié nem képzi a targyat ennek a dolgozatnak.

A dekonvoliicion tul a Volocity [29] funkcidi koziil a f4jlkezelést leszamitva csak a
Find Objects funkciot haszndlja ki a Ma €s Brill 4ltal leirt protokoll [28]. Ez egy limitél4st
(idegen széval thresholding, ldsd A.2 alfejezet) €s utdna az objektumok méret alapu
heurisztikus szétvalasztasat takarja. A probléma ilyen jellegli megkozelitésére tobb jol
miikodd megoldas 1étezik, példaul Nasr-Isfahani, Mirsafian és Masoudi-Nejad megolddsa
[30]. Azonban az egyszer( limitdlas ilyen jellegli alkalmazasat én nem javaslom, mivel

rengeteg informacidvesztéssel jdr.

1.5.3. TmageJ

Az Imagel [31] bioinformatikai teriileten nagyon gyakran alkalmazott képelemzd
szoftver, nem véletleniil. Az ImageJ [31] egy ingyenes, szabad és moduléris képelemzd
szoftver, amely rengeteg plugint tartalmaz. Sajnos ezeknek egyike sem alkalmas
onmagdaban az 1.2 alfejezetben taglalt probléma megoldasédra, de azokat egymds utin
alkalmazva’ lefuttathatjuk a 2.2 alfejezetben taglalt algoritmust, amivel elérjiik a dolgozat

altal kivant hatast.

% Az Image] nagyon j6 segédfunkciokkal rendelkezik makréirdshoz, igy a grafikus feliileten egyesével
végrehajtott 1épéseket konnyen lehet ismételni, akar programkéd olvasasa és értelmezése nélkiil is
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1.6. Elméleti hattér

A dolgozatom elkészitése sordn a lehetd legegyszer(ibb algoritmusokra igyekeztem
tdmaszkodni. A morfolégiai mdédszereket részesitettem eldnyben, mivel azokra épitkezve

az algoritmus helyessége intuitivan indokolhat6 [26].

Alabb felsorolom azokat a fontosabb eljardsokat, algoritmusokat, amelyeket
felhasznalok a modellemben; ezeket az A. fiiggelékben részletezem a bioldgus vagy a

témdéban nem jartas olvasok szamara.
* Aritmetikai miiveletek kép és skaldr kozott
* Pixelenkénti aritmetikai miiveletek két kép kozott
* Egyszer( limitdlas (thresholding) rogzitett értékkel
* Gauss-elmosds
* Morfoldgiai miiveletek
— Erézio, dilacié

— Opening, closing
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Megvalositas

A fenti médszereket alkalmazva kidolgoztam egy olyan algoritmust, amely képes
megoldani a bevezetdben ismertetett feladatot. Az algoritmus egy implementécidja

elérhetd a https://github.com/lezsakdomi/gfp-ring-detector/tree/GF linken.

2.1. Szoftveres eszkozok

A modellem magas szintii, igy a megvaldsitidshoz tobb kiilsd és belsd szoftveres
eszkozt igénybe vettem. Az implementicidhoz készitettem rovidebb felhasznél6i
utmutatot (B. fiiggelék), aldbb csak a programtervezési szempontbdl lényegesebb

valasztasaimat részletezem.

2.1.1. Python, mint tudomanyos nyelv

Az algoritmus implementalésat illetden a Python nyelvre esett a vdlasztdsom, mivel
az ,,nagyszerl” nyelv tudomdanyos problémdk prototipizalasdhoz [32]. Alabb kiemelek

par szempontot, ami meglatdsom szerint idedlis valasztdssa teszi azt.
* Gyors prototipizalas
* Rengeteg elérhetd adatfeldolgozé konyvtar
* Opcionadlis kiegészités gépi koddal

— Par tervezési elvvel (miiveletek vektorizalasa, szamuk csokkentése,

adatmadsolds elkeriilés) és a numpy nevi konyvtar haszndlatdval jelentGsen
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novelhetd a teljesitmény, amellett hogy a kod atlathaté és konnyen

karbantarthaté marad [33]

— Ha teljes kontrollt akarunk a program futdsa folott, a Pythonhoz hasonld

szintaxist megtartva kikeriilhet6 az interpretalds [34]

— Akédr a programkdod 1ényegi valtoztatdsa nélkiil is elérhetd kozel nativ

teljesitmény JIT (Just In Time compiler) haszndlataval [35] [36]

— Igény esetén sajat modulok is készithetdek tetsz6leges, alacsonyabb szinti

programozasi nyelven

2.1.2. Sajat konyvtar — pipeline

Az algoritmusom pipeline-szer(, tehat jol elkiilonithets, 1épcsdzetesen egymadsra

éptil6 blokkokbdl 4ll.

A kisérletezés sordn sokszor sziikség volt bizonyos kddrészletek kicserélésére,
véltoztatdsdra, dthelyezésére. Ezeknek a véltoztatdsoknak a megkonnyitésére készitettem
egy univerzdlisan haszndlhatd, 6ndll6 konyvtarat (pipeline_lib.py), amellyel konnyen
épithetdek ilyen pipeline-szerli programok. A 2.1 forraskdéd egy példat mutat a konyvtar
haszndlatdra, mig a 2.2 forrdsk6d ugyanazt a problémat a konyvtar nélkiil oldja meg,
kevesebb kiterjesztési lehetdséggel (pl. Gjra futtatdshoz djra kell inditani az alkalmazast,

nincs lehetdség a részképek kinyerésére).

Megjegyzés. A program belsd felépitése sok tekintetben hasonlit a CellProfiler [37]
felhasznaloi feliiletére, ami szétvalasztja a képek felderitését, feldolgozdsat és az adatok

feldolgozasat.
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1 class MyPipeline extends Pipeline:

2 @Step.of (’DsRed’)

3 def add_GFP_to_DsRed (GFP, DsRed):
4 return DsRed + GFP

5

6 @Step.of ([’GFP’, ’DsRed’])

7 def double (GFP, DsRed):

8 return GFP * 2, DsRed * 2

9

10 @Step.of (’summary’):

11 def summarize (GFP, DsRed):
12 return f"Maximum of GFP is {np.amax(GFP)}, " +

13 f"but DsRed peaks at {np.amax(DsRed)}."

2.1. forraskdd. Pipeline_lib.py példa hasznélat

1 def add_GFP_to_DsRed (GFP, DsRed):
2 print ("Adding GFP to DsRed")
3 return DsRed + GFP

s def double (GFP, DsRed):
6 print ("Doubling GFP and DsRed")

7 return GFP * 2, DsRed * 2

9 def summarize (GFP, DsRed):

10 print ("Summarizing GFP and DsRed")
1 return f"Maximum of GFP is {np.amax(GFP)}, " +
12 f"but DsRed peaks at {np.amax(DsRed)}."

14 def run():

15 global _DsRed, _GFP, _summary

16 _DsRed = add_GFP_to_DsRed

17 _GFP, img_DsRed = double (GFP, DsRed)
18 _summary = summarize (_GFP, _DsRed)

2.2. forraskéd. Példa kod pipeline_lib.py hasznalata nélkiil
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2.1.3. Sajat rendszer — dashboard

A prototipizdlds késdbbi szakaszdban az elképzeléseim validdldsdhoz komplex
adatvizualizdciés eszkozokre volt sziikség. Igy elkészitettem egy elkiilonitett
programkomponenst (dashboard), amely képes Ondlléan is futni, azonban sok
szempontbdl kényelmesebb a f& programmal egyiitt haszndlni. Ez képes soronként
kettdsponttal jelzett felsorolasokat beolvasni TXT f4jlokbdl, az adatokat CSV formatumu
tdblazatban elmenteni, kiilonbdz6 szempontok szerint személyre szabhaté grafikonokon
megjeleniteni, intuitiv médon mddositani és egy-egy adatpontot a f6 programban
megnyitni és Ujraanalizdlni. A B. fiiggelék B.4 dbrdjan néhany képernydmentés lathaté a

komponens egy tipikus diagramjarol.

2.1.4. Elm és V8§

Az implementicié (f6 program) felhaszndléi feliiletét a hibdk minimalizaldsa
érdekében egy funkciondlis reaktiv programozdsi nyelven irtam [38]. Az Elm 19.0.1-es
verzidjat haszndltam, amely a V8 JavaScript motorral kardltve gyorsan miikodo

weboldalak fejlesztését teszi lehetové [39].

2.2. Algoritmus

Az algoritmus (szakértoi modell) fontosabb 1€péseit a 2.1 dbra mutatja meg. Ezeket

alabb, fejezetenként részletezem.

Az algoritmus helyes mikodése szempontjabol fontosabb 4llitdsokat kiemeltem,
ezekhez irtam feltételeket. Az algoritmus mds kisérletre valé adapticidja el6tt
mindenképpen sziikséges a feltételeket végigolvasni és egyesével ellendrizni, hogy az
ott megfogalmazottak az adott kisérletre teljesiilnek-e. Ha mind teljesiil, az algoritmus
atalakitds nélkiil haszndlhat6, ha nem, akkor a programkdd 4atirdsdval (az algoritmus

modositasaval) az adott kisérletre kell szabni.

2.2.0. load

Mindenek el6tt a forrasfelvételeket olvasom be a hattértarbol. Egy apré technikai
részlet, hogy az implementécié kiillonboz6 fajlformatumokat tdmogat, igy minden egyes

csatorndt kiilon, sziirkedrnyalatos képként toltok be. Ezek a f4jlformatumok a csatorndkat
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normalize(&DsRed) normalize( &GFP) normalize( &DAPI)

'gaussian_blur(&DsRed, a=1) gaussian_blur(&DAPI, 0=5)

gaussian_blur(&GFP, o=1)

MESK = new smphy Brlary mask GFP = GFP - minimum_convolution(

GFP, kernel=disk(r=30px))

maskiwhere DAR =207 4. Dafed »20%] = TUE

DsRedlwhere mask = FALSE] := 0 GFP[where mask = FALSE] := 0

diff := GFP - DsRed

diff_abs := abs{diff}

sum := mean(GFP, DsRed)

2.1. dbra. Osszefoglal6 folyamatdbra a modellemet megvaldsité algoritmusrdl (1/2)
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allow overlapping blobs A

‘store both coordinates
and approximate radius

all_coordinates := find_blobs(sum, method=DoG, 0=7.10)

filter(&all_coordinates, scale_space_maxima = 0.01)

neutral {:oﬂrdmatas. pﬂrsﬂ]ve mardmahas. Hagnxwa coordinates = new empty array
with max. capacity of lengthiall_coordinates]

< < enginan_coordnates)

value := mean(GFP in the circle with center and radius from all_coordinates[il)

_!taiue <01 3
append(&negative_coordinates, all_coordinates[il)
£ 0.1 = value < 0.25

'gppe;lgi{_sﬁeqtfaLnnordiﬁabesi all'.._conﬂ:l_iﬂz_ims[_i]}

< 0.25 < value —¥=5

‘append|&p ositive_coordinates, all_coordinateslil) .

all, ﬂ@.uhfal negnk\ra ositive
l _s. neut ral_coor

Malysm date: now
Count: all

'Pomtivg poa!ﬁve
Negative: ‘negative

Invalid: all - positive - negalwe neutral

Dropped: ratio( (all - (neutral+negative)) / all )
Negative ratio: ratio(negative / (neutral+negative))

2.1. dbra. Osszefoglalé folyamatdbra a modellemet megvaldsité algoritmusrél (2/2)
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egy egyszerl sorszdmmal azonositjak, igy a képek paramétere, hogy melyik csatorna
milyen informdciét hordoz, amit dataset.toml nevi fijlokban tarolok. Az informécié
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ataddséaért a 1load 1épés a felelSs.

A tarolt képek dltaldban az informdciétartalom maximalizdldsa érdekében valtozé
expozicidval késziilnek el, igy nem vesztek érdemi informdciét azzal, ha beolvasds
utdn egybdl normalizdlom azokat (elosztom az Osszes intenzitds-értéket a maximalis

intenzitds-értékkel, igy a maximalis érték 1-re csokken az ardnyok megtartdsa mellett).

A beolvasott képeket DsRed, GFP és DAPI sikként (plane) tarolom el.

2.2.1. clean

Az els6 1épés (clean) feladata a zaj kisziirése. Ez két al-1épésre bonthaté (ami a

forraskédban nem jelenik meg).

Kezdeti zajsziirés

Sok képfeldolgozasi algoritmus megbizhatatlanul miikodik részletes, zajos képen, a
2.2 4bra ezt mutatja be a limitdldson keresztiil. fgy a legelsé miivelet, amit a képeken

végzek, egy struktira csokkentés Gauss-elmosds (gaussian blur) formdjaban (o = 1).

A modellemben feltételezem, hogy mig a DsRed fluoreszcens marker a vizsgédlandé
organellumok kijelolésére hasznédlatos, a GFP fluoreszcens marker a jellemzok
kijelolésére!. Ezért a GFP jelnek egy specidlis jellemzGje lehet egy hattérjel, amelynek
az er6ssége mas sejtes funkcioktol is fiigg, igy a felvételeken régidrdl régiora valtozik.
Ennek kikiiszobolése érdekében egy adaptiv modszerrel normalizéltam az intenzitdsokat:
kisérletezéseim alapjan a lokalis (30 pixel sugaru kor alaku kornyezetben) minimummal

val6 csokkentés bizonyult a legjobb eredményt produkalé médszernek.

Maszkolas

A felvételeknek vannak olyan j6l leirhat6 részei, amelyekrdl ismert, hogy irrelevans,

ezaltal megtévesztd informdcidt tartalmaznak. A kovetkezdket vettem bele a modellbe:

* A sejtmagon beliil az aktudlis szeleten nincsenek granulumok, igy az azon a

2.z

teriileten 1év6 DsRed jel biztosan fékuszon kiviilrdl érkezik

IForditott esetben a modell médositdsa sziikséges, a két csatorna megcserélése indokolt
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2.2. ébra. DAPI fluoreszcens marker intenzitasa egy képen, eredeti véltozatban (bal
fols6), kozvetleniil limitalva (jobb fols6) és Gauss-elmosds (gaussian blur) (¢ = 5) utdn
(bal also¢) illetve azutdn limitdlva (jobb als6). A maszkolds sorédn a jobb als6hoz
valtozatot haszndlom fel ebbdl a csatornabol
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* Feltételezve, hogy a GFP tetszbleges jellemzdket jelol, a granulumok teriiletén

kiviilrél érkezé jel irrelevans?

Ezeket a részeket figyelmen kiviil kell hagyni. Ennek céljabol létrehozok egy
mask nevli, pixelenként egy logikai értékeket tartalmazé sikot, ami a pozitiv értékeket
tartalmazza. Mivel a képeket normalizdltam, haszndlhatok egyszer(i limitdlast. A mask
sikon minden pixel értéke igaz akkor €s csak akkor, ha a DAPI sikon az intenzitds nem

nagyobb, mint 0.2, viszont a DsRed sikon nagyobb, mint 0.2.

2.3. dbra. Maszkolas. Az els6 a beolvasott (Load) felvétel, masodik képen a maszkolés
el6tti DsRed (voros), GFP (zold) sikok és a generdlt mask sik (kék), a harmadik képen
pedig maszkolds utdni DsRed (vOros) és GFP (zold) lathatd. A felvétel tetején 1évo sejt
granulumjainak nagy része nincsen benne a fokuszsikban, igy a 1épés utan az eltlinik.

Allitas. A mask sik hamis értékei alatt taldlhat6 pixelek figyelmen kiviil hagyhat6ak
Feltételek. Ezek kétféle teriiletet takarhatnak:

Magas intenzitasi DAPI (vagy Gauss-elmosds (gaussian blur) miatt annak kornyezete)
A magas DAPI emisszi6é fokuszban 1évd sejtmag jelenlétére utal, igy azon a

teriileten nem lehetnek fékuszban 1€v6 szekrécios granulumok.

Alacsony intenzitasa DsRed (vagy Gauss-elmosds (gaussian blur) miatt annak kornyezete)
DsRed jelenlétének a hidnya cél-sejtorganellumok? jelenlétének a hidnyéra
utal. Vagy ott, vagy annak kornyezetében lehetnek csak vizsgédland6

jelenségek.

A késdbbi miiveletek egyszertisitése érdekében a DsRed és GFP sikokon az intenzitast
0 értékire allitom ott, ahol nem teljesiil a mask feltétele. A végeredményt a 2.3 dbra

mutatja.

2 A vilasztott kisérlet esetében idedlis esetben ilyen szitudcié nem 4llhat fenn, de annak érdekében, hogy
az algoritmust felkészithessem mads feladatokra, kisziirom a potencidlisan problémét okozd jelet
3GlueFlux jelzérendszer esetében ez szekrécids granulum
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2.2.2, diff

A felvételeken a granulumok koziil nem mind van fékuszban. Azonban szerencsére
azok az objektumok, amelyek az egyik csatornan nincsenek fokuszban, a tobbi csatornin
se lesznek. Igy a jellemzSket jelols fluoreszcens marker erSsségét a vizsgilandé

objektumokat kiemeld fluoreszcens marker erdsségéhez érdemes viszonyitani.

Allitas. A granulumok teriiletén beliil a pixelenkénti intenzitdsok Osszegének eltolds

utdni trichotom osszehasonlitdsa alkalmas osztilyozasra

Feltételek. A GlueFlux jelzérendszer esetében mind a két 6sszehasonlitando fluoreszcens
marker ugyanoda lokalizalodik (a szekrécios granulumok belsejébe), igy annak a
megéllapitdsara, hogy elsavasodott-e az adott szekrécids granulum, ideédlis médszer
a szekrécios granulumok teriiletén beliil a pixelenkénti intenzitdsok Osszegének
Osszehasonlitdsa: Mennyivel tobb fotont (jelet) lehet savasodastdl fiiggetleniil is

érzékelni, mint amit csak savasodas el6tt?

Tapasztalatom szerint az 0sszehasonlitdsra a kiillonbség megbizhatébb eredményt

ad, mint az arany.

Mivel az implementaciét Python nyelven irtam, és az optimalizéldshoz elsGsorban
numpy-t haszndlok, érdemes minél tobb miiveletet vektorizdlni [33], ezért el6zetesen

elkészitek egy segédsikot diff néven, ami a pixelenkénti intenzitaskiilonbséget mutatja.

2.2.3. sum

Az egyes granulumok felismerése geometriai 3D-s gombszerli struktirdk
detektdlasaval torténik. AlapvetGen erre idedlis megoldds lenne a DsRed jel figyelése,
azonban bizonyos kisérletek esetében (példaul LampRing rendszer hasznélata esetén
[13]) a DsRed és a GFP egymdstdl kiilonb6z6 anyagokat jelol, amelyek egyiittesen

alkotjak a szekrécios granulumon beliili allomanyt.

Eldzetesen elkészitek egy segédsikot sum néven, amely a GFP és a DsRed pixelenkénti
Osszegét tarolja, ezt fogom haszndlni a kés6bbiekben a 3D-s gombszeri struktirak

felismerésére.

Allitas. A sum sik alkalmas a 3D-s gombszer( strukturdk felismerésére
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Feltételek. A modell kidolgozasa soran feltételeztem, hogy a kisérlet két fluoreszcens
markert alkalmaz (nevezziik 6ket GFP-nek és DsRed-nek), amelyek kozott kell

kolokalizaciot vizsgdlni. Két eset lehetséges:

A GFP és a DsRed ugyanazt a fehérjét jeloli * A GFP és a DsRed pontonként
sztochasztikusan megegyezd aranyd minden egyedi granulumra, az
Osszegzésiik  sztochasztikusan megfeleltethetd egy egyszeri skaldrral

vald szorzasnak

A GFP és a DsRed kiilonbo6zo fehérjét jelol A GFP-vel és a DsRed-del megjelolt
fehérjék metszete lires halmaz. A modellben feltételezem, hogy az unisjuk
a granulumon beliili dllomany. Igy a pixelenkénti 6sszegiik éppen kiadja a

granulumon beliili dlloményt.

2.24. find granule centers

Az egyes granulumok felismerésére az DoG-piramison alapulo sarokdetektdlds (blob
detection) algoritmust [25] alkalmazom, 7-10 kozott mozgd o értékkel. A DoG alapu
algoritmus elénye az, hogy a futdsideje és a pontossdga idedlis egyenstlyban van,
szemben a DoH és LoG alapu algoritmusokkal. Ezekrol részletesebben a mellékelt A.4.1

részben irok.

Az algoritmus akdr a legkisebb zajt is foltként azonosithatja. Kisérletezés ttjan
megallapitottam, hogy GlueFlux jelz6rendszer esetében az idedlis szlir6feltétel valahol
0.01 intenzitdsu scale-space-maxima kornyékén van: Ez az az ért€ék, amivel a
granulumfelismerési hibdk mennyisége minimalizdlhaté>. A 2.4 dbra mutatja a sz(irés

eredményét, ami csak a fokuszban 1év6 granulumokat tartja meg.

Allitas. A Lowe féle DoG alapu algoritmus [25] a max;c scale-space 1%, y] > 0.01 sz{irési

feltétellel megfelel6 a granulumok beazonositasara

*A GlueFlux jelzérendszer esetében a GFP és a DsRed ugyanazt a fehérjét jeloli

SKisérletezésem sordn a hibatlan eredményre torekedtem. Tapasztalatom szerint az algoritmus
tokéletesen miikodik (tobb ezer dokumentélatlan esetet kézzel megvizsgdlva egyben sem taldltam hibat,
dokumentalt vakteszt esetén (3. fejezet) minden tekintetben kevesebb, mint 5% hibdt taldltam, azonban
ezek tobbnyire manudlisan is nehezen osztdlyozhat6ak), de ezen a ponton az algoritmusom indoklasi ldnca
sériil, igy alkalmazds esetén fontos az egyes felvételek kvantifikdciéjdnak szemrevételezése a dashboard
segitségével
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Feltételek. A visualize coordinates 1épés all sikja (vagy a dashboarddal is
betolthetd®, stats.csv fajlba elmentett pontok listdja) nem tartalmaz se hamis
pozitivokat, se hamis negativokat (2.4 abra). Ez val6szintsithetd (3.1.1 Validdlds
szakértdi kvantifikdcio alapjdn), de szemrevételezéssel ellendrizendd az 4llitds

belatasahoz.

2.2.5. analyze coordinates

A granulumok osztdlyozdsaért az analyze coordinates 1€pés felel. Ez a szakértdi
modell leginkabb kisérlet-specifikus része, igy nem GlueFlux jelz6rendszer esetén minden

bizonnyal ennek a dolgozatnak a keretein tilmutaté implementacié sziikséges.
Allitas. A analyze coordinates lépés megfelels

Feltételek. A kisérlet sordn a Csizmadia és tsai. 4ltal is hasznalt GlueFlux jelzGrendszer’

van hasznalatban

A 2.2.2. 4llitas szerinti eltolds az algoritmusom f6 hiperparamétere. Két jellemzd
hiperparamétert rogzitettem az implementacioban, ezek szerint a granulumokat harom

osztéalyba sorolom be:

Pozitiv ha a kiilonbség a nagyobb hiperparaméter folotti
Semleges ha a kiilonbség a két hiperparaméter kozé esik
Negativ ha a kiilonbség a kisebb hiperparaméter alatti

Az adott kisérlet érzékenysége szerint a semleges taldlatok értelmezhetéek

semlegesként, pozitivként és negativként is.

2.2.6. count

Az utols6 1épése a modellnek az 6sszegzés (count). Ennek sordn az dsszes, a pozitiv, a
negativ és egyértelmien téves talalatok szamat (par tdjékoztatd jellegli metaadattal egyiitt)

szoveges formaban a képernydre irom, illetve opciondlisan fajlba mentem.

%A dashboard rendelkezik egy olyan funkciéval, mellyel konnyedén, egérrel bekarikdzva ki lehet zarni
a tévesen felismert granulumokat

"Tamds Csizmadia és tsai. “Molecular mechanisms of developmentally programmed crinophagy in
Drosophila”. Journal of Cell Biology 217.1 (2017), 361-374. old. DOI: 10.1083/jcb.201702145.
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2.4. abra. Felismert granulumok vizualizicidja. Az els6 képen a voros illetve zold
csatorndn a betoltott nyers adatok lathatéak, kék szinnel pedig a felismert granulumok
vannak jelolve (all sik); a masodik képen a voros csatorndt emelem ki; az als6 sorban a
fels6 képek tetejének (cidn keret) kinagyitott valtozata lathat6. Ideélis esetben kék jelold
éppen kvantifikdlasra alkalmas granulumokra van elhelyezve. A masodik képrdél
leolvashatd, hogy a fels6-kozépsd részen sok szekrécios granulum nincsen fokuszban,
igy csak 1-2 kék jelol6t latunk azon a régidn, azonban kozelrSl megnézve az elhelyezett
jeloldk éppen értékelhetd granulumokat takarnak.
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A 2.3 forraskédrodl leolvashatd, hogy az algoritmus 6sszesen 1664 objektumot tallt,

amib6l 297 egyértelmiien pozitiv, 878 pedig egyértelmien negativ minta.

Analysis date: 2022-11-28 18:11:25.496636
Count: 1664

Positive: 297

Negative: 876

Neutral: 484

Invalid: 7

Dropped: 0.42%

Negative ratio: 52.87Y

2.3. forraskod. A modell dltal generalt 6sszegzés
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3. fejezet

Az eredmények értékelése

3.1. Statisztikai validalas

A modell statisztikai validalasdhoz a konvencionalis 5%-os szignifikancia-szintet
hasznalom. Kétféle ground truth adathalmazzal végzek kisérletet. Az egyik esetben
szakértdi kvantifikdciot haszndlok, a mésik esetben jol felderitett bioldgiai funkcidkra

tamaszkodok.

3.1.1. Validalas szakértoi kvantifikacio alapjan

1

Néhany, reprezentativan' valasztott felvétel granulumjait kézzel &atnéztem, és

Osszevetettem az algoritmus eredményével (3.1 tdblizat).

A hiba ardnya® egyik esetben sem ért el 5%-os értéket, annak ellenére, hogy a lehetd
legszigorubb szamitdst alkalmaztam. (Valdjdban a statisztika szabadsigi foka ehhez
képest nagyban lecsokken, mivel a végs6 ardnyban csak a hibak kiilonbsége jelenik meg.
Tovabba érdemes kiilonvalasztani a téves pozitiv és a téves negativ eseteket, igy ez a szdm
még két rész Osszegére bonthatd.) Az ald- és folébecsiilt esetek ardnya még kisebb. A

kisérlet soran mind a kozel 1309 pontot egyedileg, a tobbitdl fiiggetleniil vizsgdltam meg.

Lathat6, hogy az Osszesitett eltérés elenyész6. Sajnos a negativ hibdnak enyhén

nagyobb az esélye, de ez a szakértd szigorisdgin is mulik (honnantdl tekintiink egy

Tgyekeztem a felvételen szerepld allatok relativ életkora, az Osszes granulumszdm és a pozitivitds
dimenzidknak mindegyik végletét érintd felvételhalmazt Osszedllitani kontrollfelvételekbdl, egyéb

tekintetben véletlenszertien vdlogattam
2H~b a% = 2 rendszer 4ltal figyelmen kiviil hagyott granulumok+-a rendszer altal tévesen granulumnak tekintett objektumok
1 0= felvételen lathat6 osszes granulum
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Belsd azonosité Ala! | Folél?! | Hibaye,PH) | Hibayee*M! | Hiba%!!"!
Pozitivitds!®! | Ossz.[”!

GF_fos_RNAi_-1h-0108 oer | qlel | 422 | 49-10 | 4.9%
35.2% | 466

Rabex5_RNAi_GF_0h-0010 | 261 | ol | 41-1 | +2-3 | 12%
12.7% | 569

Rabex5_RNAi_GF_0h-0004 | 161 | ol6H7 | 420 | +2-4 | 3.0%
6.3% 1270

3.1. tdblazat. Kézzel készitett hibastatisztika. Megjegyzések: [11Olyan granulumok
szdma, amelyek alacsonyabb rendd osztalyba keriiltek, mint kellett volna: semleges
helyett negativ, vagy pozitiv helyett semleges, [?!Olyan granulumok szdma, amelyek

magasabb rend{ osztdlyba keriiltek, mint kellett volna: negativ helyett semleges, vagy
semleges helyett pozitiv, PEltérés olyan granulumok szdmdban, amelyeket a rendszer
nem ismert fel, de fokuszban vannak és pozitivnak tekintendéek, [41E]térés olyan
granulumok szdmdban, amelyeket a rendszer nem ismert fel, de fékuszban vannak és
negativnak tekindendSek, °!+a — b jelentése: a masodfaji és b els6faju hiba, [*/Nem
volt olyan granulum, ahol dupla osztalyugras tortént volna, [//Ezen a felvételen a nagy
hattérzaj miatt 41 granulum esetén szemrevételezéssel megallapithatatlan volt, hogy
milyen osztilyba kell azokat besorolni, igy ezeket a statisztikdba nem szdmolom bele,
[8TA rendszer 4ltal szamolt pozitivitasi ardny, °1Osszes olyan granulum szama, amelyet a
rendszer felismert, [191Az 6sszes hiba 6sszege és a granulumok teljes szimanak aranya

granulumot kettdnek). Szerencsére ezek az esetek mind Kkiszilirhetéek az eredmény
gyors (5-10 méasodperces) szemrevételezésével, ami bioldgiai funkcidk kizdrdsa miatt is

feltétleniil sziikséges szakszer( adatfeldolgozds soran.

A fentiek tekintetében nagyobb hangsulyt fektetek a gyakorlati feladatokkal torténd

validalasra.

3.1.2. Validalas bioldgiai funkciok segitségével

A modellem validélasét elvégeztem olyan bioldgiai kisérleteken, amelyeket az ELTE
Biologiai intézet Anatomiai Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszék (ELTE ASF) laborjaiban
kontrollkisérletként végeztek, igy a kimeneteliik felhasznédlhatd, mint ground truth.

A savasodas homérsékletfiiggése

A jelenlegi modell egyik validdlasat és egyben els6 komolyabb sikertorténetét egy

vératlan esetnek koszonhetem. Az ELTE lagymdnyosi kampuszanak déli épiiletében 2022
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3. Az eredmények értékelése

Comparison of dataset name and positive ratio for different stages among GF_€CO_25C, Iru_RNAi images
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3.1. dbra. Kontroll és megismételt géncsendesités (IrufMA7) 6sszehasonlitdsa, y tengelyen
a pozitiv granulumok ardnydval az 0sszeshez viszonyitva. Amennyiben az elképzelések
helyesek, mind a két minta pozitivitdsa alacsony.

telén egy idore lecsokkentették a beltéri hdmérsékletet 18 °C kornyékére. Egy korabbi,
GlueFlux jelzorendszert hasznald kisérletet (ami arra engedett kovetkeztetni, hogy az
IrufNAi géncsendesités nem befolydsolja az elsavasodast, tehat kevés pozitiv granulumot
eredményez) megismételtek, mivel régebben kevés felvétel késziilt. A varakozasokkal
ellentétben meglepd moédon azt tapasztaltdk, hogy a korabbi kontrollcsoporthoz képest

joval alacsonyabb foku volt az elsavasodds (tehat sok volt a pozitiv granulum).

7 2z

Az eredmények a 3.1 dbran lathat6ak. A grafikont megnézve szembetling, hogy a

géncsendesitett torzs nem hozza az alacsony pozitivitast.

Szerencsére ennek ellenére a felvételeket elmentették és megengedték, hogy azokra
lefuttassam a programomat. Az eredményeket a 3.2 dbra mutatja, meglepd médon nincs

szembet(ind kiillonbség a két adathalmaz kozott.

Feltlint, hogy a pozitivitds szokatlanul magas, igy elkértem a kordbbi kisérletek
kontrollfelvételeinek gyijteményét, és azokra is lefuttatam a programot, azonban meglepd
eredményt tapasztaltam: Jelentds eltérés van a megismételt kisérlet kontrollja és a korabbi

kisérletek kontrolljai kozott (3.3 dbra).
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3. Az eredmények értékelése

Comparison of total and positive ratio for different stages among GF_CO_18C, Iru_RNAi images

3.2. dbra. Megismételt kisérlet kontroll (kék) és géncsendesitett (IrufN4%) (piros)
felvételeinek 0sszehasonlitdsa, y tengelyen a pozitiv granulumok ardnya, x tengelyen az
Osszes granulum szdma az adott felvételen.

Comparison of total and positive ratio for different stages among GF_CO_18C, GF_CO_25C, Iru RNAi images

3.3. dbra. Géncsendesitett (IruN47) és kiilonboz8 kontrollfelvételek Gsszehasonlitdsa, y
tengelyen a pozitiv granulumok ardnyaval az 0sszeshez (x tengely) viszonyitva. Kék
szinnel a 18°C-os kornyezetben végrehajtott kontrollkisérlet, piros szinnel a 25°C-os

kornyezetben végrehajtott 6sszes korabbi kontrollkisérlet koziil a kozeli felvételek, zold

szinnel pedig a géncsendesitett torzs felvételei. Az 4j felvételeken (kék és zold) a
granulumok magas szdménak a magyardzata az, hogy a gyors kozbelépésemnek
koszonhetden nagyobb teriiletet feloleld felvételek keriiltek mentésre.

Comparison of total and positive ratio for different stages among GF_CO_18C, GF_CO_25C, GF_IruRNAi, Iru_RNAi images

3.4. dbra. Kiilonboz hdmérsékleten végzett géncsendesitett (IrufMA?) és kontroll
felvételek 6sszehasonlitdsa, y tengelyen a pozitiv granulumok ardnydval az dsszeshez (x
tengely) viszonyitva. Piros és zold szinnel a 25°C-on végzett kontroll és kisérleti csoport

eredményei, mig kék és sarga szinnel a 18°C-on végzett kontroll és kisérleti csoport
eredményei.
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3. Az eredmények értékelése

Sok esetet szirdprobaszerlien és a kifejezetten hibagyanus régidkat is atnézve
szemrevételezéssel megvizsgiltam, €és nem taldltam tévesen felismert granulumot.
Azonban ha az eredeti par felvételt is rdhelyezziik a grafikonra, vildgosan latszik, hogy
a 18°C-os kontroll és a 18°C-os kisérleti csoport illetve a 25°C-os kontroll és a 25°C-os

kisérleti csoport pdronként hasonl6 eredményeket produkal (3.4 dbra).

Id6kozben a kisérlet felelosével kozosen rdjottiink, hogy a GlueFlux jelzérendszer
alapvet6 feltétele, a lizoszomdk elsavasoddsa 17.5°C-on jelent6sen kisebb mértékben

megy végbe, mint 18°C-on és folotte [40].

A fenti bekezdés alapjan a torténet a modellem hasznalhat6sdgdnak egy vaktesztje.
Habar ez a modellem validdcidja szempontjabdl nem relevans, a 18°C-os mintdkon az

4tlagos pozitivitds szignifikdnsan nagyobb, mint a 25°C-os mintdkon®.

Korabbi kisérlet

A modellem megbizhaté validdldsa érdekében végrehajtottam egy sokkal

kézzelfoghatobb tesztet is.

A GlueFlux jelzorendszer miikodésébdl adddik, hogy minden sejtben, igy minden
nyalmirigyben is az id6 el6rehaladtaval a pozitiv granulumok szdma monoton csokken.
Sajnos a granulumok valds idejli megfigyelése jelenleg meglehetésen koltséges és
koriilményes [11], de szerencsére a felvétel elkészitése el6tt felismerhetd a hasznalt
allatok babozddéshoz viszonyitott életkora (time Relative to Puparium Formation (RPF)).
Tobb kontrollfelvételhez rendelkezésemre 4llt az RPF érték, igy a modellemnek egy
j6 ellendrzése, hogy tetszbleges célbdl késziilt kontrollfelvételen ki tudja-e mutatni a

pozitivitds csokkenését.

Ennek az ellendrzésére egy egyoldali Student féle T-tesztet végeztem, Osszehasonlitva
a -1 RPF és 0 RPF értékl kontrollfelvételeket. A teszt alapjan a p-érték 0.7%, igy
elvethetd az, hogy a program nem mutatna ki pozitivitds csokkenést az idében eltérd

felvételek kozott, ezéltal valoszintisithetd, hogy az algoritmusom helyesen miikodik.

3A t.test(stats$positive.ratio[stats$dataset.name==’GF_C0_18C’],
stats$positive.ratio[stats$dataset.name==’GF_C0_25C’], alternative = "greater") R
parancs segitségével megallapithatd, hogy a p-érték 0.03
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3. Az eredmények értékelése

A Lamp-Ring (LR) rendszer mikodése

Lizoszoma
GFP-Lamp1l

\, 2¢ravala A bebabozdédas
/" bebdbozddds eltt idépontjaban

Membranfuzio

3.5. dbra. A LampRing rendszer mikodése. A kozéps6 sorban sematikus dbrakkal, az
als6 sorban pedig mikroszkdpos felvételeken kovetheté nyomon a gyfir(ik kialakuldsanak
folyamata LampRing rendszer esetén [9]. A magenta szin DsRed jelre, a zold pedig GFP

jelre utal.

3.2. Sikertelen kisérletek

Egy masik, nagyon hasonlé biolégiai probléma a granulumok membréinjaira
lokalizdlodé GFP fehérjék (gytriik) kvantifikdlasa. Ez a LampRing rendszer [13]

alkalmazasa esetén meriil fel feladatként. A folyamat a 3.5 dbran lathato.

Nagyon sokat probdlkoztam morfolégiai megkozelitésti gylrilikeresési algoritmus

kidolgozasaval is.

Ezeket a dolgozatban nem részletezem olyan mélységgel, mint a mdkodd és
haszndlatra javasolt algoritmust, mivel ezeket még tovabb szeretném fejleszteni, miikodo

allapotba hozni, azonban megemlitem, mint a dolgozat keretében végzett munkakat.

Pixelenkénti osszesités

A legelsd implementaciét sztochasztikus alapokra helyeztem. Ennek sordn minden
egyes pixelre kiszamitottam két értéket: Mekkora eséllyel része membrannak DsRed
jelek alapjan és mekkora eséllyel pozitiv GFP jelek alapjan membranon. Ezek utdn
a valészintiségeket egyszerli Osszeaddssal az egész képre Osszegeztem, €s az alapjan

szamitottam ardnyt. A miikodését a 3.6 dbra mutatja.
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3. Az eredmények értékelése

Original DSRed image

Original GFP plane re- Composite of GFP + DSRed

3.6. dbra. Az eredeti implementdcié miikddése. A konkliziot az utolsé panelrdl lehet
levonni, amelyen voros szinnel a membranok, zold szinnel pedig a gy(rik lathatdak, a
két szin keverékébdl a szindrnyalat alapjan meg lehet mondani, hogy a narancssarga az

v s

pozitiv, GFP gyliriis granulumot, mig a voros az negativ, GFP gytir nélkiili granulumot
jelol.

A DsRed jelet dilaticié és er6zid kiilonbségével membranokka alakitottam, majd
pixelenként 0sszeszoroztam a GFP jellel, igy a GFP jelnek csak azok a részei maradtak
erdsek, ahol valéban a membranon vagyunk, igy a probléma egy kolokalizacios jellegii

feladatta valik [23].

Ennek a megkozelitésnek az eldnye a (jol paraméterezhetdség mellett) skalar jellegi
eredmény. Minden granulumrdl tudok adni (0, 1) nyilt tartomanyb6l szarmazé eredményt,
ami leirja, hogy mennyire j6 mindségl az adott gy(rd, igy ezek Osszege az egész kép
mindségét jellemzi. Hatranya viszont a nehéz szakért6i ellendrzés. A szakért6ktdl sokkal

konnyebben begytjthetd kategorikus adat mint valdszintiségi adat.

Ennek a megkozelitésnek egy tovdbbfejlesztési irdnya mesterségesen kivalasztott és
— akdr 50 x 50 pixel méretlire — kivagott mintdkon val6 validalas és/vagy kalibralas
lehet, illetve érdemes kiprobalni mas jellegii (pl. négydimenzids) felvételek hasznélataval
is [41].

Hough transzformaci6

Az el6zé algoritmus Otletét folytatva a karikdkat (mesterséges gytriiket) ki lehet

listdzni Hough gytriikeresd algoritmusa [42] segitségével.

Ennek a modszernek a hétrdnya a pontatlansag volt, amelynek az az oka, hogy a

41



3. Az eredmények értékelése

Pl

granulumok alakja olyan messze van a szabalyos kort6l, hogy a szirtifeltételek szigoritdsa
a zaj kisztirése mellett a granulumok nagy részét is kisziiri. Azonban mint ahogy az 1.4
Célkitiizések alfejezetben is megfogalmaztam, az egyik legfontosabb kévetelmény, hogy

a minta reprezentativ legyen, igy ezt a médszert mindenképp el kell vetni.

Ennek a megkozelitésnek egy tovabbfejlesztési irdnya jobb gyfirlikeresd algoritmusok

[43] hasznalata lehet.

Flood

Megprobélkoztam intuitiv alapon flood-fill algoritmus alkalmazdsdval. Ennek a
megkozelitésnek a legnagyobb kihivésa taldn a kontur kijelolése, mivel tobb granulum

akdr atfedésben is lehet amellett, hogy kiilonb6z6 intenzitdssal jelennek meg a képen.

A kihivas lekiizdésére megprobalkoztam egy mddositott implementacidval, amiben
minden pixel esetén a kozéppontdl vald tdvolsag alapjan szamitok limit-értéket a kontir

megallapitdsahoz.

Egyre tobb jellemzd figyelembe vételével az algoritmus komplexitdsa folyamatosan
nd, igy ugy vélem, ilyen jellegii probléma esetén nagyobb haszna volna egy neurdlis hdlé

alapt implementé4cidnak.

Ennek a megkozelitésnek egy tovabbfejlesztési irdnya természetes jelleggel adodik, a

flood fill esetén a feldolgozas sorrendjének €s a kontir meghatdrozasanak javitasdval.

Atméro meghatarozasa DoG piramis hasznalataval

7 oz

A Lowe féle foltkeresé algoritmus [25] egy kozelitdé atmérdt is meghataroz. Ez
kiindulépontja lehet a lehetséges gytirtik korrel valé kozelitésére. Azonban egyrészt
sajnos a granulumok membrédnja nem feltétleniil koveti a kort, ezért gyanuds, hogy nem
teljesitené a megkozelitési mod a hiba reprezentativitdsara val kovetelményt, masrészt
Lowe algoritmusa [25] a foltok dtmérdinek felismeréséhez nagyon pontatlan kozelitést
ad, abbdl adédéan hogy a kifejlesztése sordn nem valddi foltok, hanem sarokpontok

detektalasara koncentraltak.

Ennek a megkozelitésnek egy tovdbbfejlesztési irdnya alternativ algoritmus keresését

€s a modszer erds igazolasat (akar statisztikai médszerekkel, akdr indoklassal) jelentené.
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3. Az eredmények értékelése

Mélytanulas hasznalata

Mélytanul6 algoritmus bevetésével meggy6z6 eredményeket értem el, azonban még
nem sikeriilt olyan neurdlis hal6t talilnom, amely teljesiti a 1.4 Célkitlizések alfejezetben
tdmasztott elvardsokat, mely szerint az algoritmusnak atldthaténak kell lennie. A tervem
egy egyszerlibb hélézattal valo kisérletezés. A legjobb kisérleteim egyik demonstracids

jellegii eredménye a 3.7 dbrdn lathato.
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3. Az eredmények értékelése

3.7. abra. A voros és a zold csatornan a szokasos GFP és DsRed lathato, a kék csatornan

s

azonban M1 segitségével mesterségesen elddllitott gytirlik
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4. fejezet

Tovabbi kutatasi lehetoségek

A kutatdst két irdnyban érdemes folytatni: Egyrészt a jelenlegi modellt és algoritmust
lehet még tokéletesiteni, masrészt a jelenlegi munkdm jo alapul szolgédl mds, hasonlo

feladatok kvantifikalasahoz.

Jelenlegi modell tokéletesitése

Egyrészt a jelenlegi implementicié egy proof-of-concept-szerli program, azaz a
futdsi 1d6 minimalizdldsa nem tartozott a céljaim kozé. Alapos dtgondolédssal és
esetleg masik programozasi nyelvre val6 atirdssal jelentds teljesitménybeli javuldst lehet
elérni, de mar a tobbszalisitisa is nagyon hasznos lenne. Idedlis esetben akér az
egyes felvételek feldolgozasat tobb kiilonbozd, hdlézatban 6sszekapcsolt szamitogép is
végezhetné. Lokdlisan gondolkodva videokdrtya hasznélatba vétele is egy jo irdny az

optimalizalasshoz.

Ezen kiviil a dolgozatban a find granule centers 1épés egy sziirke folt, nem
teljesen koriiltekintd a 1épés indokldsa. Egy lehetséges kutatdsi irdny a 1épés igazolasa,
illetve a Lowe dltal kidolgozott DoG alapui algoritmus [25] helyett jobb algoritmusok
keresése a 2.2.4 szakaszban taglaltak szerint, egy madsik lehetséges kutatdsi irdny
pedig 3D-s (a bioldgiai szakirodalomban z-slice-nak nevezett) felvételek felhaszndldsa a
lokalizélas pontositdsdhoz, amely felhaszndlhat lenne a 2D-s eljards validdlasdhoz, mivel

a mintavételezés felbontdsa nagysagrendekkel nagyobb, mint 2D-ban [44].
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4. Tovabbi kutatasi lehetoségek

Mas feladatok kvantifikalasa

A dolgozatom remek alapként szolgdl mds hasonld munkdk szdmdra. Egyrészt
tomoren Osszefoglaltam a krinofdgia kutatdsaval kapcsolatos olyan tudnivaldkat, amik
egy informatikus szdmadra relevidnsak lehetnek, masrészt 6sszefoglaltam a morfoldgiai
jellegti képfeldolgozas alapvetd algoritmusait, amelyek mikroszképos képek elemzése

esetén hasznosak lehetnek.

Ezen kiviil a kikisérletezett algoritmusomat részben vagy egészében fel lehet
hasznalni més jellegli mikroszképos képek elemzésére. Hasznalhato egyrészt kdzvetleniil
neurdlis hdlé augmenticidjaként (amennyiben a felvételek hasonlé méretskaldban
mozognak), masrészt amennyiben a tételek formdjdban megfogalmazott feltételek
koziil nem sériil mindegyik, az algoritmusom egy-egy lépése akar atalakitds nélkiil
felhasznalhaté és/vagy a programnak csak kis részén kell mddositani. Ilyen példaul a

membranokra lokalizal6dé gyfrtiszerd struktirdk keresése.

Harmadrészt a jarulékosan sziiletett szoftver dnmagdaban is kivalé alapként szolgal
mikroszkopos képek feldolgozédsara. A pipeline_lib.py konyvtarral konnyedén épithetdek
hasonlé felépitésti, de teljesen mas megkozelitési algoritmusok, amikben a hiba
kereséséhez a felhaszndldi feliiletem nagyobb segitséget nyujt az ismert integralt
programozdi kornyezeteknél (IDE-knél). Ha az alternativ feladat hasonldan rogzitett
szamu osztilyba sorolhatd objektumokat azonosit mikroszképos felvételeken, akkor akar

a dashboard atalakitas nélkiil hasznalhat6 hozza.

Végiill, de nem utols6 sorban az eredeti algoritmusomra (vagy akdr
implementiciomra) kozvetleniil épitkezve mads jellegli adatokat is kinyerhetiink a
mikroszképos felvételekbdl, példaul a koordindtdnként elmentett adatokbdl konnyedén

végezhet{ trajektoria analizis jol ismert algoritmusok hasznalatdval.

Rovid tava tervek

Elsé 1épésként szeretném 6tvozni a GlueFlux jelzérendszerhez kidolgozott szakértdi
modellt a gylrtk keresésére irdnyuld probdlkozdsaimmal, mesterséges intelligencidt
alkalmazva. Jelenleg mar van rd mikodd implementiciom, a legnagyobb kihivds a
megoldds 4dltaldnossdganak igazoldsa. Azt kovetéen pedig szeretném elkésziteni ennek
a dolgozatnak a biolégusoknak szo6lé valtozatat €s azt hazai €s/vagy nemzetkozi

folyéiratban publikalni.
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Osszefoglalas

A dolgozatomban részletesebben bemutattam az egyik, szekrécids granulumokkal
kapcsolatos kutatdsi eljarast, a GlueFlux jelzOrendszer hasznélatat (1.3 alfejezet) és
ejtettem pdr sz6t a LampRing rendszerrdl is (3.5 dbra). Ezen kiviil a dolgozatom tartalmaz
egy hasznos dttekintést (A. fliggelék) a morfoldgiai képelemzéssel kapcsolatos kutatdsok

megalapozasiul.

A kutatdsom f6 kérdése az volt, hogy pontosan hany darab pozitiv és negativ
szekrécios granulum lathat6 egy adott mikroszkdpos felvételen. Bemutattam, hogy a téma
még nem rendelkezik kell6 mennyiségii szakirodalommal, annak ellenére, hogy aktuélis

(1.5. alfejezet).

Ezen kiviil bemutattam egy 1j, a GlueFlux jelzorendszer felvételeinek feldolgozasara
alkalmas szakértoi modellt (2.2 alfejezet) €s annak implementdldsara haszndlt, gondosan
Osszeallitott szoftveres kornyezetet (2.1 alfejezet), aminek miikodését igazoltam egyrészt
a sorok kozott részleges indoklassal (leszamitva a granulumok beazonositdsat), masrészt
statisztikai moddszerekkel (3. fejezet), mind kézi utdnaszamoldssal, mind konkrét

gyakorlati alkalmazds soran.

A lehetséges tovabbi kutatdsi irdnyokat felvdzoltam a sorok kozott és Ossze is
foglaltam és kiilon kiemeltem a személyes terveimet (4. fejezet). A sikertelen kutatasi
kisérleteim mind egy madsik rendszer, a LampRing felvételeire irdnyultak. Ezeket a

statisztika utdn részleteztem (3.2 alfejezet).
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5. Osszefoglalds

5.1. Egyéni hozzajarulas

A dolgozatom az informatika és a biologia egy eddig informatikai oldalrdl
nem vizsgdlt specifikus hatarteriiletével foglalkozik. A kutatds informatikai oldalat
teljes mértékben egyediil, témavezetdi segitség nélkiil végeztem; a témavezetdm —

biologusként — elsddlegesen a feladat specifikdldsaban segitett.

Ujrafeltarom a szekréciés granulumokkal kapcsolatos képfeldolgozasi lehetdségeket,
€s bemutatok egy Uj szakértéi modellt a GlueFlux jelzorendszer haszndlatdval késziilt
felvételek automatizélt feldolgozdsdra. A modellem a jelenleg ismert modszerekkel
ellentétben djszeri elgondoldst is figyelembe vesz: Otvézom az objektum-alapi
kolokalizaciot és a hagyomdnyos kolokalizaciét azéltal, hogy diszkretizacid elott is

keresek Osszefiiggéseket egy felvétel tobb csatorndja kozott.

A modell validdciéja mellett azt egy valds kisérletben is alkalmazom'

: részlegesen
megismétlem Roederer, Bowser és Murphy kisérletét [40] a lizoszomélis enzimek altal

okozott savasodds hdmérséklet-fiiggésére vonatkozdan.

YA kisérlet végrehajtisat és az adatgyijtést Désa Anna végezte, azonban a kvantifikdlds és az
adatvizualizaci6 az én modellemmel tortént, illetve az itt leirt statisztikai elemzést ondlléan végeztem
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Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni a dolgozat elkésziiléséhez valé hozzdjaruldsat
témavezetdmnek, dr. Csizmadia Tamdsnak, aki a feladat részletes, j6l illusztralt
specifikdldsa utdn hasznos tandcsokkal latott el az els6 tudomédnyos munkdm
megsziiletésére vonatkozdan, Désa Anndnak a dolgozatban és a kutatds sordn
hasznalt fluoreszcens mikroszkopos felvételekért, Farkas Erikdnak a fénymikroszkdpos
felvételekért. Tovabba szeretnék koszonetet mondani a Bolyai Szakszeminarium
vezetdjének, Porkoldb Zoltdnnak, aki akar vasarnap este is vélaszolt a levelemre, és
az ELTE Biolégiai intézet Anatomiai Sejt- és Fejlodésbiologiai Tanszéknek (ELTE
ASF), azon beliil is f6ként a CsizmadialLab labornak [5], aminek tagjai szabadidejiikben
rengeteget segitettek a dolgozat bioldgiai hatterében amellett, hogy végig tdmogattak
a dolgozat elkészitésében, és akiket kérdéseimmel folyton zaklathattam. Hozz4jarultak
a munkdm szinvonaldhoz a Biol6gus TDK-n hallott értékes el6addsok és a Bolyai
szakszemindriumok illetve az ELTE ASF tanszék inspirdld kozege. Szeretném
megkoszonni a segitségét mindenkinek, aki félkész allapotban segitett lektordlni a
dolgozatomat: a csalddomnak, Tatai Aronnak, Désa Anndnak, Kozdk Baldzsnak,
Csizmadia Tamasnak és Hajder Leventének, akit a szakdolgozatommal kapcsolatos
belsd konzulensi kozremiikodése mellett a TDK-mmal kapcsolatos lektordldsra is
megkérhettem. Tovabbd mindenképpen szeretnék koszonetet mondani Csetverikov
Dimitrijnek, aki a rovid taldlkozoink ellenére is hosszan tarté tanidcsokkal latott el, és

akinek kozvetleniil koszonhetem, hogy a DoG alapu algoritmust haszndlatba vettem.
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A. fiiggelék

Elméleti hattér

Aldbb részletezem azokat a fontosabb eljarasokat, algoritmusokat, amelyeket

felhasznalok a modellemben.

A.1. Aritmetikai miiveletek képeken

Az egyik legegyszeriibb képfeldolgozasi eljards az, amikor a képen pixelenként a

szin(ek)kel aritmetikai miiveleteket végziink.

Altalaban ezeknek csak sziirkedrnyalatos (egyszinii) képek esetében van értelme.

A.1.1. Miiveletek kép és skalar kozott
Szorzas skalarral
A legegyszeriibb ilyen miivelet a skalarral val6 szorzas.
Ha példdul egy képen a legnagyobb intenzitdsu pixel is csak lehetséges legnagyobb
intenzitas felét éri el, informaciovesztés nélkiil felskalazhato. (A.1 abra)
Lebegopontos formatum

Annak érdekében, hogy az informécidvesztést elkeriiljem, olyan képformatumot
hasznalok, ami a pixelek értékét eldjeles lebegdpontos szamként tarolja. Mivel a
lebegbpontos szamabrdzolds esetén a pontossdg az elméleti maximumhoz kozeledve
csokken, a legpraktikusabb maximalis intenzitdsérték az 1, igy konnyedén tudok az

elméleti maximumndl kisebb és nagyobb fényességet is tarolni.
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A. Elméleti hattér

A.1. dbra. Kép szorzdsa skaldrral. A jobb oldali képen szinenként az intenzitds kétszer
akkora, mint a bal oldalon.

Osszeadas skalarral (eltolas)

Amennyiben szorzds helyett Osszeadast vagy kivondst alkalmazunk, az egymads

melleti pixelek intenzitdskiilonbsége megmarad.

Hatvanyozas

Ha a kép pixeleinek intenzitdsidt négyzetre emeljiik, az egymds melletti pixelek
intenzitdsdnak az ardnya is valtozik, tovdbba a nagy intenzitdsu pixelek esetében nagyobb
az intenzitaskiilonbség mint a kis intenzitdsu pixelek kornyezetében. Amennyiben az

intenzitasok a [0, 1] tartmdnybdl szdrmaznak, ez forditva van.

Osszefoglalé az egyszerii miiveletekrdl

Az intenzitdskiilonbségek megtartdsa/elvesztése bizonyos esetekben kivant

tulajdonsdg, bizonyos esetekben pedig keriilendd.

A.1.2. Miiveletek képek kozott

Bindris aritmetikai miiveletet nem csak egy adott kép pixeleivel és egy konstanssal

lehet végezni, hanem két kép megfelel6en parositott pixelei kozott is.

A képek kozotti kivonds alkalmas a képek egyes részleteinek csokkentésére. [45]

Példdul, ha egy adott képbdl kivonjuk ugyanarrdl a teriiletrél készitett DAPI-szlir6s

véltozatat, eltlinnek a sejtmagok kozelében 1évé részletek, mivel a DAPI kizardlag a
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A. Elméleti hattér

A.2. dbra. Képek kivondsa egymdsbdl. A fenti harom képen rendre ugyanannak a
felvételnek a voros (DsRed) és kék (DAPI) csatorndja, illetve a kett6 kiilonbsége 1athato,
alatta pedig a voros csatorndn a kiilonbség, a kéken pedig az eredeti voros csatorna. A
sejtmaggal atfedésben 1év6 szekrécios granulumok némileg kékesebbek, halvanyabbak.
A képek szélessége nagyjabol 25um
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A. Elméleti hattér

A.3. abra. DAPI fluoreszcens marker intenzitasa egy képen, limitalas elott €s utan. A kor
alaku formakbdl sejtmagok jelenlétére kovetkeztethetiink. A kiilonbség nem
szembet{ind, de ha keresiink a bal oldali képen nagyon halvany részeket, azok a jobb
oldali képen hidnyoznak, tovabba a vildgosabb részek a jobb oldalon sokkal
vildgosabbak. A késébbiekben be fogok mutatni szembetin6bb kiilonbséget
eredményezd modszereket is.

sejtmagokban latszédik. (A.2 dbra) Azonban sajnos ez az eljards még nem tokéletes, az
abran az lathatd, hogy csak a sejtmag sz€lén 1évd granulumok tlinnek el, és azok is csak

kevésbé.

A.2. Limitalas (thresholding)

Sokkal jobb eredményt érhetiink el, ha nem-linedris transzformdacidkat is
alkalmazunk. Ilyen példdul a limitdlds, amely az eldjelfiiggvényhez hasonldéan egy
bizonyos limitdlé érték alatti értékekhez O-t, felette viszont a lehetséges legnagyobb

értéket rendeli.
A A.3 dbran az el6z6 felvételek kék (DAPI) csatorndjan egy ilyen atalakitas lathato.

A 1.5 Kapcsolodo munkdk alfejezetben emlitett munkdk nagyrészt csak egy egyszer

limitalast végeznek a felismerendd objektumokon.

A.2.1. Otsu-féle hisztogram alapi threshold

szamtani kozepét vessziik, azonban ez az esetek kis részében vezet megfeleld eredményre.

Az ennél jobbak koziil az egyik legismertebb mddszer Otsu nevéhez flizddik. Ennek

lényege a hatarérték alatti és feletti intenzitdsok minimalizéldsa. [46]

53



A. Elméleti hattér

Habér az ismertsége, konnyl implementdlhatésdga és atlathatosdga miatt gyakran
alkalmazzak példaul az Imaris [27] szoftverben, ez az eljards nem feltétleniil a legjobb
eredményeket hozza, helyette érdemes inkdbb a kovetkezd részben leirt lokalis adaptiv

limitalast alkalmazni.

A.2.2. Lokalis adaptiv limitalas

Az el6z6ekben ismertetett un. globdlis limitdldsi eljardsokndl &ltaldban jobb
eredményeket érhetiink el, ha lokdlis limitdlast alkalmazunk. Ennek lényege, hogy
mindegyik pixel esetében mds limitet alkalmazunk, ami az adott pixel egy kornyezetének

értékeit veszi figyelembe. Ez lehetdvé teszi a valtozo kontrasztd képek limitdlasat. [45]

A.3. Konvolucio

A képfeldolgozds egyik legsokoldalibb alapvetd mivelete a konvoliicio. Ez egy
bindris képtranszformaciés mivelet képek és adatmatrixok (in. kernelek) kozott, amely
sordn az eredményiil kapott kép Osszes pixelének intenzitdsa a kornyezetének és az

adatmatrix kozott végzett skaldris szorzatnak! az eredménye. [48]

A.4. Gauss-elmosas

A Gauss-elmosds (gaussian blur) Konvoliicio az un. Gauss-kernellel. Az ilyen kernel
vonalmenti metszetének az intenzitdsa a ¢ szOrdsu normdlis eloszlds eloszlasfiiggvényét

koveti (A.5 dbra). A kernel egy-egy eleme a A.1 képlettel irhato le. [49]

x2 +y2

Kx,y]=e 27? (A.1)

Ilyen kernellel az adott pixel intenzitdsit egyenletesen befolydsolja a kornyezetének
intenzitdsa, igy a kép elmosddik, a lokdlis elvéltozasok eltlinnek, csak a nagyobb

teriileteket érint$ intenzitdskiilonbségek maradnak meg.

'A skalaris szorzat elemenkénti szorzast majd a szorzatok Gsszegzését jelenti
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A.4. dbra. Lokalis limitédl4s (thresholding) sokkal jobb eredményeket hoz valtoz6
kontrasztd kép esetén. A fels6 képen egy konyvrdl késziilt fotd 1athatd, alatt a globalis
limitdlds majd legalul lokalis limitdlas. A limitdlds sordn a felbontds romlani latszik, de

ez csak informdacidvesztésre utal (dimenzidcsokkenésre). Lokdlis limitdlas esetén a
legkevesebb a hiba. A kép forrdsa: skimage dokumentacié [47]
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A.5. dbra. Egy 11x11-es méretli, 0 = 3 paraméteri Gauss-kernel és annak y = 0 vonal
menti metszete

A.6. abra. Egy kép és annak Gauss-elmosds (gaussian blur) utani valtozata. A harmadik

képen a voros csatorndn az eredeti, a zold csatorndn pedig az elmosott valtozat 14thato, a

képet jobban megfigyelve feltlinhet, hogy a granulumok nagy része sirga (piros + zold),
csak az atlagosndl nagyobb intenzitdsu granulumok kapnak pirosas drnyalatot.
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A. Elméleti hattér

A.7. ébra. A Difference of Gaussians (DoG) mivelet szemléltetése. Egy kép eredeti,
elmosott véltozata majd az eredeti €s az elmosott kiilonbsége. Alatta a kiilonbség
abszolut értéke lathato, amelyen minden lokalis elvéltozas kirajzolddik. Legalul a voros
csatorndn az eredetib8l vonom ki az elmosottat, mig a zold csatornan forditva, igy a
vOros csatornén a lokdlis intenzitdsndvekedések, mig a zold csatornan a lokalis
intenzitdscsokkenések rajzolédnak ki.

A.4.1. Difference of Gaussians (DoG)

Két kép kiilonbsége (A.1.2 rész) alkalmas lokalis vondsok kiemelésére vagy
eltompitdsara. Egy elmosott képet kivonva az eredeti képbdl a részletek el6tlinnek. (A.7

abra)

DoG piramis

Az algoritmusom egyik kozponti eleme a sarokdetektdlds (blob detection), amely
sordn egy 2D-s képen gombszerii struktirdkat azonositok. En David G. Lowe
2004-ben publikélt algoritmusit alkalmazom. Ennek legnagyobb elénye a konnyl

implementédlhatosag és a méret- és korvonalinvaridns detektalas. [25]
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A. Elméleti hattér

A.5. Egyéb folt-detektalasi algoritmusok

Az orvosbioldgia teriiletén a leggyakrabban a DoG, a LoG és a DoH algoritmusokat
hasznaljék, igy — habér ezek a modellemben nem szerepelnek — ez utébbi kettdrdl is

ejtek par szot. [50]

A.5.1. Laplace of Gaussians (LoG)

»A LoG az egyik els6 €s leggyakrabban haszndlt foltdetektald [algoritmus]. A folt
jellemz6t csak fehér szind foltokon képes érzékelni, és mitobb, nagyobb foltok detektilasa

kifejezetten lassu. Mindegyik koziil a LoG a legpontosabb €s leglassabb eljards.” [50]

Szerencsére a fekete/fehér szineket egy egyszerd invertdldssal meg lehet cserélni,
azonban tapasztalatom szerint nincs sziikks€g ennek az alkalmazasdra, a gyorsabb

modszerrel is megfelel6en pontos eredmények érhetdek el.

A.5.2. Difference of Hessians (DoH)

»A LoG-hoz hasonléan a DoH a scale-spacet veszi figyelembe a cél-pontok
detektdldsahoz. A DoH esetében a lényeges képek gyorsan detektdljdk a cél-pontokat.
A DoH eldnye a szamitési igény €s igy a felismerd az egyik leghasznosabb folt-detektdlo.
Ha a scale-space nem kifejezetten nagy, a DoH akéar valds idejl folt-detektdldshoz
is haszndlhat6. Ezentil a detektdldsi sebesség fiiggetlen a foltok méretétdl és tobb
szokvdnyos geometriai struktdrat is tud detektdlni, példdul tdl formdkat, foltokat és
lapokat. Haszndlhaté mind sotét hattéren vildgos, mind vildgos hattéren sotét foltok

detektalasara.” [50]

Sajnos a sebesség ennek az algoritmusnak az esetében enyhén a mindség rovasara
megy. Tapasztaltom szerint a kiilonbség mar nem elhanyagolhatd, azonban amennyiben
a modellem alkalmazdsa megkdoveteli, a sebesség nyugodtan ndvelhetd DoG helyett DoH

alkalmazdasaval, mivel a hiba teljesiti a kovetelményeimet (1.4.1 Milyen a j6 hiba?).

A.5.3. Mintafelismerés

Egy masik, kézenfekvd mddszer folt-detektdldsra specialis algoritmusok alkalmazasa
helyett mintafelismerés alkalmazasa. Ennek kézenfekvé mddja kiilonb6zd méreti

granulum alakd mintdval valé konvolucidé alkalmazdsa. Ez a megkozelités (a minta
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A. Elméleti hattér

személyre szabhatdsdganak koszonhetden) kicsit nagyobb pontossdgot de egyben jéval

nagyobb futdsidéket is eredményez.

Készitettem erre is egy implementéaciot, az elgondolds miikodSképes, de véleményem
szerint lassisdga miatt nem érdemes alkalmazni, esetleg jovGbeni kutatdsok esetén

keriilhet széba alkalmazasa.

A.6. Morfolégiai médszerek

,»A matematikai morfologia olyan kép-transzformécidknak és kép-fiigvényeknek
az elmélete, amelyek halmazelméleti, geometriai és topoldgiai koncepidkra vannak
alapozva.” [51] Ennek a megkozelitésnek az elonye az, hogy a feldolgozni kivant képek
tulajdonsdgainak ismeretében akar vakon is kidolgozhatunk jél mikods eljarasokat,
morfoldgiai épit6kovek alkalmazdsa esetén meglehetGsen egyszerl és szemléletes az
algoritmus helyes miikodésének indokldsa, ami kifejezetten elony0s interdiszciplindris

teriileten [26].

A morfolégidban leggyakrabban haszndlt miiveletek bindrisak, melyek egyik
operandusa egy sziirkedrnyalatos kép, a masik pedig egy bizonyos szabdlyszerl kernel
Osszes paramétere. A valddi miivelet implementdlhat6 a kernel és a kép Osszes pixele
kozott egy elemenkénti szorzattal, majd egy halmaz-redukciés miivelet (pl. minimum,

maximum, dsszeg) alkalmazasaval. [52]

A Wolfram Mathematica [53] nyelv ListConvolve fiiggvénye egy altalanositott
konvoliiciot val6sit meg, igy idedlis annak a jeloléseit alkalmazni. A A.2 képlet megfelel

a hagyoményos konvolucionak.

ListConvolve|kernel,image,Ceiling[Length[kernel|/2],{},

Times,Plus]//MatrixForm

(A.2)
Alébb ismeretek par fontosabb morfoldgiai miiveletet.
A.6.1. Erozio, dilacio

Dildacio

A dildaci6 a minkowski-Osszeg morfologiai megvaldsitdsa. Informaélisan

megfogalmazva egy képre dildciot alkalmazva az objektumok mérete megnd.
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A.8. dbra. Az erozio és a dildcio. A masodik dbran az elsd dbra erodalt valtozata, mig a
harmadik abran a dilatélt valtozata lathato, S5px sugar6 kor alaku kernellel.

Minden pixelnek az adott kernelre vonatkozé kornyezetébdl megkeressiik a

maximumot. Wolfram Mathematica [53] nyelvben a A.3 képlet szerint irhato le.

ListConvolvelkernel,image,Ceiling[Lengthlkernel]/2],{}, (A3)

Times,Max|//MatrixForm
Erozio
Az erozic a minkowski-kiilonbség morfologiai megvalositdsa. Informalisan
megfogalmazva egy képre erdziot alkalmazva az objektumok mérete lecsokken.

Minden pixelnek az adott kernelre vonatkozé kornyezetébdl megkeressiik a

minimumot. Wolfram Mathematica [53] nyelvben a A.4 képlet szerint irhato le.

ListConvolvelkernel, image,Ceiling[Length[kernel]/2],{}, (Ad)

Times,Min|//MatrixForm

A.6.2. Opening, closing

Eroziot és dildciot egymds utdn alkalmazva a kis méretli objektumok eltlinnek, ezt
opening-nek hivjuk. (A.5 képlet)
Forditott sorrendben alkalmazva a kis méretd lyukak tlinnek el. (A.6 képlet)

ListConvolvelkernel,ListConvolve[kernel,image,Ceiling[Length[kernel]/2],{},
Times,Min|,Ceiling[Length[kernel]/2],{},

Times,Max|//MatrixForm

(A.S)
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A.9. dbra. Az opening és a closing. A masodik dbran az elsd dbra opening utdni valtozata,
mig a harmadik 4brdn a closing utani valtozata lathatd, S5px sugar6 kor alaku kernellel.

ListConvolvelkernel,ListConvolve[kernel,image,Ceiling[Length[kernel]/2],{},
Times,Max|,Ceiling[Length[kernel]/2],{},

Times,Min|//MatrixForm

(A.6)
A moédszer mikodésének informalis indoklasa:
* opening esetében:

1. er6zi6: Az objektumok mérete lecsokken, olyannyira, hogy a nagyon kicsi

objektumok nyomtalanul eltlinnek
2. dilaci6: Az objektumok visszanyerik eredeti méretiiket
* closing esetében:

z_ 2

1. dil4cidé: Az objektumok mérete megnd, olyannyira, a kozel 1évS objektumok

kozotti Gr eltlinik
2. er6zi6: Az objektumok visszanyerik eredeti méretiiket

Ahogy a A.8 és a A.9 abran lathat6, a mddszer hatrdnya, hogy a kép részletessége
(informdciétartalma) minden egyes miivelet sordn csokken. fgy a morfoldgiai eljardsok
alkalmasak alacsony entrépidju statisztikdk készitésére, de Ovatdsan kell kezelni az

érzékeny statisztikédkat.
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Felhasznaloi dokumentacio

A sok tesztelési kor miatt az implementacié felhaszndl6i feliilete a szokdsosndl

komolyabb.

A fentieken kivill az implementacid kifejlesztése mellett elkésziilt egy olyan
felhaszndl6i feliilet is, amivel elkészithetdek kozvetleniil azok a grafikonok, amelyek
egy relevdns bioldgiai kutatds sordn belekeriilnének akar a végsé publikdcidba (B.3.2

dashboard)

B.1. Szoftverkovetelmények, letoltés

B.1.1. Futtatas Windows alatt

A program Windows opericids rendszer alatt futtathaté valtozata egy egyszer(ien

hasznalhat6 6nkicsomagolé program formdjaban keriil terjesztésre.

A bindris valtozat letolthetd itt: https://github.com/lezsakdomi/gfp-ring-detector/releases

(Forraskod: github.com/lezsakdomi/gfp-ring-detector)

A legutébbi automatikus build letdlthetd a kovetkezd linkkel, amennyiben az elmult

90 napban volt frissités: https://bit.ly/gfp-ring-detector-downloader

B.1.2. Futtatas Linux alatt (csak fejlesztoknek javasolt)

A forrask6dbol valé futtatdshoz sziikség van az Anaconda telepitésére illetve egy uj

kornyezet létrehozdsdra az environment . yml alapjén.
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Ezutin az adott kornyezet aktivalasat kovetden inditsuk el vélasztdsunk szerint a

server.py vagy interactive-server.py programot.

B.2. Fajlformatumok

A program az Axiolmager M1 és M2 programokkal képes egyiittmikodni. Az
aldbbiakban a felvétel sz6 olyan mappdkat takar, amelyeket az Axiolmager M1 vagy
M2 program segitségével lehet létrehozni felvételek TIFF fajlként valé elmentése
funkci6 haszndlataval. Ilyen mappaformatum az AxioVision program 4-es verzidjaval is

produkélhat6, amely konnyebben beszerezheté mint az Axiolmager M1 ill. M2.

A mas médon létrehozott, hasonlé szerkezetli mappak hivatalosan nem timogatottak,
azonban jo eséllyel miikodnek, egyediill a mappdk és a TIFF fijlok nevére érdemes

odafigyelni, ha valaki ezzel prébalkozna.

A f6 program Un. stats.txt és stats.csv fdjlokat hoz 1étre, amelyek mas médon

is el6éllithatok, ha valaki csak a dashboard komponenst szeretné hasznélni.

B.3. A program hasznalata

B.3.1. F6 program
Attekintés
A program webes feliiletrél hasznélhato.

Inditaskor par felugré dial6gus ablakban ki kell vélasztanunk, hogy melyik mappaban
taldlhatdak az elemezni kivant f4jlok (,,dataset”), tovabbd a a program megkérdez néhany,
az adathalmazra vonatkoz6 informéciét, majd megnyilik egy bongészdablak, amelyben

betoltddik a program webes feliilete.

Ez alatt megnyilik egy konzolos ablak, amelyben a program az esetleges
hibaiizeneteket elénk tdrja. A program ledllitdsdhoz ezt az ablakot kell bezarni.
Mindaddig, amig a konzolablak nyitva van, akar tobb fajlt is megnyithatunk kiilonb6z6

lapokon (B.1 abra).

Mivel a program egy webszervert indit el, a Windows tlizfal inditdskor megkérdezheti,

hogy szeretnénk-e engedélyezni a mas gépekkel val6 kommunikdlast. Ha azt szeretnénk,
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B.2. dbra. KépernySkép a f6 program delhasznaléi feliiletérdl

hogy a hal6zatunkra kapcsolt més szamitogépekrdl is vezérelni lehessen a programunkat,
akkor engedjiik 4t a programot a t(izfalon, ellenkez6 esetben ne. Sajnos a bedllitds
modositdsa némileg koriilményes, és legkozelebbi inditiskor nem fogja a Windows

megkérdezni.

A webes feliilet hasznalata

A program webes feliiletén lehet6ség van az analizdland6 felvételek listdzdsara,
egyedi képek analizdlasdra. A 6 felhaszndloi feliilet egy tipikus édllapotardl késziilt

képernySkép lathaté a B.2 dbran.

Ha kivélasztunk egy képet elemzésre, akkor egyrészt a webes feliilet WebSocket
technoldgia hasznalatdval utasitja a konzolos alkalmazast analizis elkészitésére az adott
képen, tovabba valds id6ben jeleniti meg szamunkra a részeredményeket. Mind az egyes

lépések kimenetei és a bemenetei is ldthatoak.

Ha ravissziik az egeret egy-egy képre, akkor van lehet6ség nagyitasra/kicsinyitésre
(gorgd), a kép arrébbhuzdsiara, vagy akdr szines kompozit létrehozdsdra az r/g/b
gombokkal, vagy a kompozit képen az egyes csatorndk kikapcsoldsdra ha ugyanezen

gombok mellett nyomva tartjuk a shift gombot (B.3 dbra).
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allapotokat, amelyek megadhatdak akkor, ha a cimsort dtadjuk valakinek, esetleg
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allapotokat, amelyek megadhatéak akkor, ha a cimsort dtadjuk valakinek, esetleg
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B.4. dbra. Néhany képerny6kép dashboard komponens felhaszndléi feliiletérdl

Algoritmus A program kordbbi verzidirdl késziilt egy részletesebb leirds, ez elérhet6 a
kovetkezd linken:

https://bit.ly/gfp-ring-detector-v2-demo

A program éaltal végrehajtott algoritmust az 2.2 fejezetben ismertettem (2.1 dbra).

B.3.2. dashboard

A programnak egy olyan komponense, amely segitségével grafikonon tudjuk
abrazolni és vizsgdlni az eredményeket. A B.4 dbrdn lathaté néhany képernydmentés a
programkomponens tipikus diagramjair6l.

Konfiguracio

A komponens tobb konfigurdciés paraméterrel rendelkezik. Ezeket a config.toml

fajlban adhatjuk meg.
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A datasets kules vagy egy elérési utat, vagy pedig elérési utak list4jat tartalmazhatja.
Lista esetén a vizsgdland6 adathalmazokat jelenti, kozvetleniil megadott elérési tt esetén
olyan mappat, amely a vizsgdland6 adathalmazokat tartalmazza. Egy adathalmaz egy
mappédt jelent, amelynek tartalma elkiilonitve jelenik meg a grafikonokon (pl. kiilon
boxplot, kiilon szin, stb.).

Alapértelmezett értéke a f6 program elemzésre kivédlasztott mappdja, ami feltételezhetGen

adathalmazokat tartalmaz.

Az output kules egy opciondlis mappa, ahova a kimeneti fajlok (grafikon, dsszesitett
CSV {4jl) keriilhetnek. Alapértelmezetten a datasets kulcs értéke kertil ide, vagy ha az

egy lista, akkor a f6 programndl az elemzésre kivélasztott adathalmaz.

Megnyitas

A dashboard megnyitasa a f6 programbdél a fajllistazos nézetben az Open dashboard
gombra kattintva lehetséges. A kezdeti betoltés lassu, mivel a program ilyenkor 4tnézi az
Osszes almappat lehetséges felvételek utan kutatva és megprdobalja beolvasni az 0sszes

felvétel stats.txt f4jljat.

A dashboard futtatasa komponensként (fejlesztoknek) megvaldsithaté a plot.py
fajlbol importélt get_app() fiiggvény meghivasaval, ami egy Plotly Dash objektumot
ad vissza. Ennek a server mezdje egy Flask szerver, ami rendelkezik egy wsgi_server

mezdvel, ami egyszerlien haszndlhaté webes lekérések kiszolgalasdhoz [54].

A dashboard onallé programként valé futtatdsa megtehetd a plot.py szkript
megfeleld kornyezetben (environment.yml fdjlban rogzitett csomagok feltelepitését
kovetden) valé megnyitdsdval, ez azonban nem javasolt, mert igy nem lehet atkattintani
egy-egy pont analizisének vizsgdlatara. A f6 program memoria- €s elindulasi igénye

eltorpiil a dashboard mellett.

Amennyiben a plot.py szkriptet 6ndlld programként futtatjuk, az eredmények
elmentésre keriilnek a konfiguracioban megadott kimeneti mappdaban, stats.csv néven
(amely nem koveti a szokdsos formdtumot), és egy Osszefoglald interaktiv grafikon

stats.html néven. Mds médon ezen fijlok 1étrehozdsara nincs lehetdség.
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Hasznalat

A komponensben lehet6ség van megadni az dsszehasonlitani kivant adathalmazokat
(alapértelmezetten az Osszes latszik), felvétel készitésének az el6babdb-allapot elérésétdl
szamitott 1dOpont vizualizdcidjdnak moddjara (ha nem valasztottunk ki adathalmazokat,
akkor erre kevesebb lehet6ségiink van a grafikon atlathatatlansagdnak -elkeriilése

érdekében, ha valaki mégis azt szeretné, akkor ki kell vdlasztania az 6sszes adathalmazt).

A megjelenitett grafikonok letolthetéek képként a grafikonok jobb felsé sarkdban 1évo
kamera ikonra kattintva, amely (egyéb hasznos ikonok mellett) csak akkor latszik, ha f61é
vissziik az egeriinket. A grafikonok interaktivak, az egeret az elemek f6lé huzva részletes
informdcidkat latunk és a jelmagyardzatban kattintva egy-egy adatsort konnyedén lehet
elrejteni és megmutatni. Az egyes adatpontok kattinthatdéak és kijelolhetoek, kijelolés
eldtt a szaggatott négyzet vagy lasszé ikonra kattintva az adott grafikont kijelolés mdédba

kell 1éptetni.

A felso (felvételeket Osszesit6) grafikonon

Adatpontok Kkijelolése esetén vagélapra mdsolhatd formdban a grafikon alatt
megjelenik a kijelolt adatpontokhoz tartalmazé felvétel neve és egy gomb, amellyel
eltavolithatjuk azokat a statisztikdbol. A statisztikdbol val6 eltdvolitds az adott
felvételekhez tartozo stats.txt fjl torlését jelenti. A program ujrainditdsa vagy a jobb
felsd sarokban 1€v6 Reload data gombra kattintasig az adatok a grafikonokon maradnak.
A gomb haszndlata kozben egy felugré figyelmeztetés jelenik meg a mivelet destruktiv

jellegérdl, ami lehetdséget ad a felhaszndlénak arra, hogy még meggondolja magat.

Adatpontra kattintas esetén kis varakozds utdn (ami kozben a felhaszndléi élmény
javitdsa érdekében egy valds informécidkon alapuld folyamatjelzd sav jelenik meg ha
a folyamat hosszabban tart) a grafikon alatt egy ujabb grafikon jelenik meg, amin
lathatjuk az adatponthoz tartoz6 felvétel RGB kompozit képét, amire (az adott felvételhez
tartoz6 stats. csv fjl 1étezése esetén) felkeriilnek adatpontként a program 4ltal felismert
granulumok is. Tovdbba az alsé grafikon jobb felsé sarkdban megjelenik egy gomb,

amellyel a kijel6léshez hasonlé médon ki lehet zarni az adott felvételt a statisztikabdl.

A felvételt abrdzolo grafikon sikeres betoltése esetén az alatt megjelenik egy

kordiagram is, amelyen a granulumok osztdlyozdsat lathatjuk. Ennek elsGsorban a
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felvételt abrazol6 grafikonon adatpontok kijelolése esetén van szerepe.

Az oldal aljan megjelenik egy link, amellyel a f6 programban elindithatjuk a
felvétel megismételt analizisét, ezdltal a felvételhez tartozé stats.txt és stats.csv

alaphelyzetbe allitasat.

A kozépso (felvételt abrazolo) grafikonon

Adatpontok Kkijelolése esetén az alatta 1évé kordiagramon a stats.csv f4jlbol
betoltott adatok helyett a kijellt adatpontok eloszlédsa jelenik meg. A kordiagram bal felso
sarkdban 1év6 gombra kattintva feliilbirdlhatjuk az adott felvételhez tartozé stats.txt
fajl tartalmét olyanra, hogy a kordiagramon mutatott informdcidkat reprezentélja.
Azonban fontos megjegyezni, hogy a f6 program és a dashboard fiiggetlen, igy a
gombra mentés merdben mads jellegli adatokat ment el, mint amik abba automatikusan
belekeriilnek. A kép kizarasanak esetéhez hasonldan, a program a miivelet végrehajtasa

kozben figyelmeztet a miivelet destruktiv jellegére.

Grafikon teriiletén valé kattintas esetén a megfelel6 koordinatdkra fokuszalva
megnyilik a f6 programban az adott felvétel analizise, az esetleges hibak felderitésének

az érdekében.

Az als6 (kordiagram) grafikon nem tartalmaz kattinthatd és/vagy kijelolhetd

adatpontokat.
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Abrak jegyzéke

1.1. A kvantifikiciés probléma, a kiillonb6zd szini foltok szdmolasa.
Oszloponként ugyanannak a haromszint felvételnek harom kiilonb6zo
projekcidja lathaté: A fels6 képen az Osszes szin l4thatd, amit
kettébontottam: A masodik sorban csak a magenta (szekrécios
granulumokat jelold) és a kék (sejtmagokat jelold) szinkomponens, az
alsé sorban azonban csak a zold (pozitiv szekrécios granulumokat jelold)
szinkomponens szerepel. Az abrardl szemrevételezéssel is leolvashato,
hogy a bal oldalhoz képest a jobb oldalon tébb magenta szinben lathat6
folt zold szinben is latszik. A kutatdsom f6 kérdése: Pontosan hany darab
folt (szekrécios granulum) lathatd, és ezek koziil mennyi zold (kisérlet
szempontjabol pozitiv minta) is és mennyi csak magenta szind (kisérlet
szempontjabol negativ minta)? (A felvételek fluoreszcens mikroszképpal
késziiltek kontroll (bal oldal) és géncsendesitett (Vps41RNA_kezelt) (jobb
oldal) fiatal Drosophila menalogaster babok nydlmirigy-sejtjeirdl. A
magenta szin DsRed, a zold szin GFP és a kék szin DAPI jelét mutatja
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1.2. A kisérleti modelldllat bemutatdsa. Balrél jobbra sorban el&szor
egy muslicdk fenntartdsara szolgdlé iivegcsovet, majd abban par
kifejlodés el6tt all6  larvat, utdna larvdk nydlmirigyeit lathatjuk
kiilonbozé nagyitdsokban. A képeken 1évo dllatok transzgénikusak,
nydlmirigyeik magenta szinlinek ldtszanak, ami a kozéps6 képen
szabad szemmel is kivehetd. A jobb szélsd, nagyobb nagyitdsi képek
hasonléak, de azokon csak a szekrécios granulumok beltartalma keriilt
géntechnoldgidval megjelolésre, igy a granulumok elkiilonithet6ek,
cserébe a magenta szin csak specidlis mikroszképon keresztiil
lathat6. Néhany granulum zold szinben is feltiinik egy madsik,
mesterséges jelolésnek koszonhetéen. (A kék vonalak tdjékoztatd
jellegliek, mindegyik képen madsik egyedrdl késziilt felvétel. A fekete
méretvonallal jelolt képeken +;fkh-Gal4,UAS-6XmCherry transzgénikus
Drosophila menalogaster larvak lathatéak (hattérben sotét szinnel két
fiatal, kifejlett példdny), ennek koszonhetGen a nydlmirigyeikben 1évd
granulumok magenta szinben vildgitanak mdr lathaté fényben is. A
fehér méretvonallal jelolt képeken hasonld (GlueFlux jelzorendszerrel
ellatott) larvak kiboncolt nydlmirigye lathaté fluoreszcens mikroszkop
alatt, aminek az esetében a kibocsdjtott fény valdjdban 575 nm-es
hullimhosszon a legerdsebb, a magenta szint csak a kontrasztardny
novelése érdekében végzett szoftveres utdszinezésnek koszonhetSen
kapjuk.) . . .. 7

1.3. A krinofdgia folyamata leegyszertsitve. A szekrécidos granulumok a
szekrécid (normélis folyamat) helyett a krinofdgia utjara is léphetnek [9] . 8

1.4. Az dltalam megfigyelt kisérletek sordn leggyakrabban haszndlt
fluoreszcens markerrendszer. Kék, zold és narancssarga szinnel rendre a
DAPI, GFP és DsRed jelol6anyagok fénykibocsdjtasi spektruma lathat
egy diagramon dbrdzolva. Az én képeimen csak ez a rendszer van
haszndlatban, mas kisérletek esetén mas fluoreszcens markerrendszer is
el6fordulhat. A grafikon az FPbase Spectra Viewer segitségével késziilt
[14]. (A vizszintes tengelyen a fény hulldmhossza szerepel 375-t61 750
nm-ig, a fiiggbleges tengelyen pedig az egyes anyagok fluoroflérjai altal

az adott hulldimhosszon kibocsdjtott fény (normalizélt) intenzitdsa lathaté) 10
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L.5.

1.6.

1.7.

1.8.

2.1.
2.1.
2.2.

Fluoreszcens  markerek  egyesitése.  Drosophila  menalogaster
nydlmirigypar, az 1.4 4bra szerinti fluoreszcens markerrendszerben:
DsRed magenta, GFP zold és DAPI kék szinnel dbrazolva, elszor
szinenként, majd egyesitve. A hittér fekete marad, mivel a minta
megvildgitdsa mindig mas hulldimhosszon torténik mint amilyen szinben
a jeloldanyagok fluoreszkdlnak . . . . . . . ... ... ... ..
A GlueFlux jelzorendszer miikodése. Az id6 eldrehaladtaval a fehér
szinl granulumok szdma csokken, €s egyre tobb magentavd valik, ezt a
jelenséget a granulumok beltartalmédnak elsavasodédsa okozza. A koz€épsd
sorban sematikus &dbrdk, az alsé sorban pedig valddi mikroszkdpos
felvételek lathatéak. A kép forrdsa Désa Anna 2022-es biolégia TDK
el6adasa [9], némi atalakitassal . . . . . .. ... .. ... ... .....
Magenta-zold-kék és vords-zold-kék szinezés Osszehasonlitdsa. Bal és
jobb oldalon ugyanaz az informacié lathatd, azonban jobb oldalt
konnyebb 6sszehasonlitani az elsd két csatorndt. . . . . . .. ... .. L.
Apotome és szeletelés nélkiili (Widefield) képkészitési technoldgidk
Osszehasonlitdsa. A bal oldalon a nyillal jelolt objektumok jobban
kivehet6ek annak koszonhetden, hogy nincsenek egyéb rétegbdl szarmazo
zavaro jelek. (,,Egy 70um vastag szelet X. laevis ebihalrdl. Kék: sejtmag
(DAPI [DP]), zold: idegek (Alexa Fluor 488 lekovetés (tracing [TR])),
sarga: dendritek (Alexa Fluor 546 biocytin visszakovetés (backtracing
[BT])), voros: aktin-szdlak (Alexa Fluor 647 phalloidin immunfestés
[PH]). (a) ApoTome képkészitéssel €s (b) szokdsos epifluoreszcens kép.”

Az abra forrasa Weigel, Schild és Zeug munkgja [15]) . . . . . . ... ..

Osszefoglalé folyamatdbra a modellemet megvalésité algoritmusrol (1/2)
Osszefoglal6 folyamatabra a modellemet megval6sité algoritmusrdl (2/2)
DAPI fluoreszcens marker intenzitdsa egy képen, eredeti valtozatban (bal
folsd), kozvetleniil limitdlva (jobb folsd) és Gauss-elmosds (gaussian

blur) (0 = 5) utan (bal als6) illetve azutdn limitdlva (jobb alsd). A

maszkolds sordn a jobb alséhoz valtozatot hasznidlom fel ebbdl a csatorndbol 28
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2.3.

24.

3.1.

3.2

3.3.

Maszkolds. Az els6 a beolvasott (load) felvétel, masodik képen a
maszkolds el6tti DsRed (voros), GFP (zold) sikok €s a generdlt mask sik
(kék), a harmadik képen pedig maszkolds utdni DsRed (voros) és GFP
(zold) lathat6s. A felvétel tetején 1évd sejt granulumjainak nagy része
nincsen benne a fokuszsikban, igy a 1épés utdn az eltlinik. . . . . . . . ..
Felismert granulumok vizualizdcidja. Az elsd képen a voros illetve zold
csatornan a betoltott nyers adatok lathatdak, kék szinnel pedig a felismert
granulumok vannak jeldlve (all sik); a masodik képen a vOrds csatornat
emelem ki; az als6 sorban a felsd képek tetejének (cian keret) kinagyitott
véltozata lathatd. Idedlis esetben kék jelol6 éppen kvantifikalasra alkalmas
granulumokra van elhelyezve. A masodik képrdl leolvashatd, hogy a
fels6-kozépsd részen sok szekrécios granulum nincsen fokuszban, igy
csak 1-2 kék jeloldt latunk azon a région, azonban kozelrdl megnézve

az elhelyezett jelolok éppen értékelhetd granulumokat takarnak. . . . . .

Kontroll és megismételt géncsendesités (IrufN4%) Gsszehasonlitdsa, y
tengelyen a pozitiv granulumok ardnydval az Osszeshez viszonyitva.
Amennyiben az elképzelések helyesek, mind a két minta pozitivitidsa
alacsony. . . . ..
Megismételt kisérlet kontroll (kék) és géncsendesitett (TruRNAD (piros)
felvételeinek Osszehasonlitdsa, y tengelyen a pozitiv granulumok aranya,
X tengelyen az Osszes granulum szdma az adott felvételen. . . . . . . . . .
Géncsendesitett  (Iruf®NA)) & kiilonboz6  kontrollfelvételek
Osszehasonlitdsa, y tengelyen a pozitiv granulumok ardnyédval az
Osszeshez (x tengely) viszonyitva. Kék szinnel a 18°C-os kornyezetben
végrehajtott kontrollkisérlet, piros szinnel a 25°C-os kornyezetben
végrehajtott 6sszes kordbbi kontrollkisérlet koziil a kozeli felvételek, zold
szinnel pedig a géncsendesitett torzs felvételei. Az uj felvételeken (kék
€s zold) a granulumok magas szdménak a magyardzata az, hogy a gyors
kozbelépésemnek koszonhetden nagyobb teriiletet felolelo felvételek

keriiltek mentésre. . . . . . . . ...
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3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

A.l.

A2,

A3.

Kiilonboz6 hémérsékleten végzett géncsendesitett (Iru*M47) és kontroll
felvételek 0sszehasonlitdsa, y tengelyen a pozitiv granulumok ardnyaval
az Osszeshez (x tengely) viszonyitva. Piros és zold szinnel a 25°C-on

végzett kontroll és kisérleti csoport eredményei, mig kék €s sdrga szinnel

a 18°C-on végzett kontroll és kisérleti csoport eredményei. . . . . . . ..

A LampRing rendszer miikodése. A kozépsd sorban sematikus dbrakkal,
az als6 sorban pedig mikroszképos felvételeken kovethetd nyomon a

gylrlik kialakuldsanak folyamata LampRing rendszer esetén [9]. A

magenta szin DsRed jelre, a zold pedig GFP jelreutal. . . . . . . . .. ..

Az eredeti implementdcié miikodése. A konkluiziét az utolsé panelrdl

lehet levonni, amelyen vOrds szinnel a membranok, zold szinnel pedig a

s

gylrik lathat6ak, a két szin keverékébdl a szindrnyalat alapjan meg lehet

Pl

mondani, hogy a narancssérga az pozitiv, GFP gy{ir{is granulumot, mig a

voros az negativ, GFP gytrd nélkiili granulumot jelol. . . . . . . .. . ..

A vOros és a zold csatornan a szokasos GFP és DsRed lathato, a kék

2

csatornan azonban M/ segitségével mesterségesen eldallitott gyliriik

Kép szorzasa skaldrral. A jobb oldali képen szinenként az intenzitas

kétszer akkora, minta baloldalon. . . . . . . . . .. . ... ... . ...

Képek kivondsa egymasbol. A fenti hdrom képen rendre ugyanannak a
felvételnek a voros (DsRed) és kék (DAPI) csatorndja, illetve a kettd
kiillonbsége lathatd, alatta pedig a voros csatorndn a kiillonbség, a kéken
pedig az eredeti vOrds csatorna. A sejtmaggal atfedésben 1€v6 szekrécios

granulumok némileg kékesebbek, halvinyabbak. A képek szélessége

nagyjabol 25um . . . ... L

DAPI fluoreszcens marker intenzitdsa egy képen, limitdlds elStt és
utdn. A kor alaki formdkbdl sejtmagok jelenlétére kovetkeztethetiink.
A Kkiilonbség nem szembetlind, de ha keresiink a bal oldali képen
nagyon halvany részeket, azok a jobb oldali képen hidnyoznak, tovdbba

7z 27

a vilagosabb részek a jobb oldalon sokkal vildgosabbak. A kés6bbiekben

7

be fogok mutatni szembet{in6bb kiilonbséget eredményezd mddszereket is.
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A4

AS.

A.6.

Al

A.8.

A9.

B.1.
B.2.
B.3.

Lokalis limitdlds (thresholding) sokkal jobb eredményeket hoz valtozo
kontrasztd kép esetén. A felsé képen egy konyvrdl késziilt fotd lathato,
alatt a globdlis limitdlds majd legalul lokdlis limitdlds. A limitdlas
soran a felbontds romlani latszik, de ez csak informacidvesztésre utal

(dimenzidcsokkenésre). Lokalis limitdlds esetén a legkevesebb a hiba. A

kép forrdsa: skimage dokumentéacié [47] . . . . . . . ... ... ...

Egy 11x11-es méretli, 0 = 3 paraméteri Gauss-kernel és annak y =0

vonal menti metszete . . . . . . .. ...

Egy kép és annak Gauss-elmosds (gaussian blur) utdni valtozata. A
harmadik képen a vords csatorndn az eredeti, a zold csatorndn pedig az
elmosott vdltozat lathatd, a képet jobban megfigyelve feltlinhet, hogy a

granulumok nagy része sarga (piros + z0ld), csak az dtlagosnal nagyobb

intenzitdsu granulumok kapnak pirosas arnyalatot. . . . . . . . . ... ..

A Difference of Gaussians (DoG) mivelet szemléltetése. Egy kép
eredeti, elmosott véltozata majd az eredeti és az elmosott kiillonbsége.
Alatta a kiilonbség abszolut értéke lathaté, amelyen minden lokalis
elvéltozas kirajzoldédik. Legalul a vords csatorndn az eredetibdl vonom
ki az elmosottat, mig a zold csatorndn forditva, igy a voros csatorndn

a lokdlis intenzitdsndvekedések, mig a zold csatorndn a lokdlis

intenzitdscsokkenések rajzolédnak ki. . . . . . ..o oL o L

Az erozio és a dildcio. A masodik abran az elsé abra erodalt valtozata,

mig a harmadik 4bran a dilatdlt valtozata lathato, Spx sugar6é kor alaku

kernellel. . . . . . . . .

Az opening és a closing. A mdasodik dbrdn az elsd dbra opening utdni

véaltozata, mig a harmadik abrdn a closing utdni valtozata lathatd, Spx

sugaré kor alakd kernellel. . . . . .. . ... o oL

A letolthet6 program haszndlata . . . . . . ... ... ... ... ....

7.2

KépernySkép a f6 program delhaszndléi feliletérdl . . . . . . . . . . ..

A felhasznal6i feliilet dllapotai. A diagramon kékkel jeloltem azokat az

allapotokat, amelyek megadhatéak akkor, ha a cimsort atadjuk valakinek,

esetleg elmentjiik az oldalt konyvjelzébe (1/2) . . . . . . . .. .. .. ..
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B.3. A felhasznal6i feliilet dllapotai. A diagramon kékkel jeloltem azokat az
allapotokat, amelyek megadhatéak akkor, ha a cimsort dtadjuk valakinek,
esetleg elmentjiik az oldalt konyvjelzébe (2/2) . . . . . . .. .. ... ..

B.4. Néhany képerny6kép dashboard komponens felhaszniloéi feliiletérdl
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Drosophila menalogaster Kozismert nevén ecetmuslica, elGszeretettel hasznalt
modelldllat bioldgiai kutatdsokban a gyors reprodukcids ritdjanak és alacsony

fenntartési koltségeinek koszonhetden. 5, 7, 11, 78-80, 86

dashboard A program egy elkiiloniil6 komponense, amely alkalmas nagy mennyiségti
kvantifikdcids adat vizualizdlasara, esetleg a f6 programmal valé6 kommunikéciora.

24, 31, 32, 46, 63, 68, 69, 71, 84

dekonvolicié A mikroszképos képek zajanak és torzitdsdnak csokkentése. Minden
lencsének van egy torzitdsa és zaja. A legyakrabban haszndlt fluoreszcens
mikroszképok képesek nem csak feliilnézeti vetiiletrdl, hanem akdr mélyebb
rétegekbdl valé képalkotdsra is. Szerencsére a mikroszkop torzitdsa invertdlhato,
a zajszlirésre azonban bonyolultabb heurisztikdk sziikségesek, amelyek nem képzik

targyat ennek a dolgozatnak. 19

dilacié Morfoldgiai mivelet. Teljes kernel mentén végzett minimum-keresés. Megfelel a

minkowski-kiilonbségnek [51]. 59, 60, 83

DoG Difference of Gaussians. 31, 45, 49, 57, 58, 83

DoH Difference of Hessians. 31, 58

ELTE ASF ELTE Biol6giai intézet Anatomiai Sejt- és Fejlédésbioldgiai Tanszék. 17,
36, 49

er6zio Morfoldgiai miivelet. Teljes kernel mentén végzett maximum-keresés. Megfelel a

minkowski-osszegnek [51]. 60, 83

flood-fill algoritmus Tiikorforditdsban  eldraszté-kitoltd  algoritmus.  Egyszerd

algoritmus a konturral korbezart teriilet kijelolésére. Iterativ eljards, amelynek
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kiindulépontja egy olyan pontnak az egyelem( halmaza, amely benne van a
kitoltendd teriiletben, és amelyben minden iterdcié sordn hozzavessziik a halmaz

elemeinek nem-kontir szomszédait. 42

fluoreszcens marker Olyan mesterséges jeloldanyag, ami adott hullamhossza fénnyel
valé megvilagitds hatdsdra mas hulldimhosszui fényt bocsdjt ki. A vizsgalt képeken

(jo esetben) csak ilyenek latszanak. 9-11, 14, 27, 28, 30, 31, 53, 79, 80, 82, 86

Gauss-elmosas (gaussian blur) Gauss-kernelel torténé konvoliicio. 27-29, 54, 56, 80,

83

Gauss-kernel Olyan kernel, aminek a vonalmenti metszetének az intenzitdsa a o szorasu
normalis eloszlas elzoszlésﬁiggvényét koveti. Egy—egy elemét a kovetkezd képlet
irjale: K[x,y| = 67%. 56, 83, 86

Glue Olyan ragasztdszerd, cukoroldalldncokat tartalmazé anyag Osszessége, amelyet a
Drosophila menalogaster larva a babozo6dds sordn dnmaganak kornyezethez val6
rogzitéséhez haszndl [8] [7]. A targyalt bioldgiai kisérletben [13] a szekrécio

folyamdn ilyen anyag keriil kiiiritésre. 8—10, 86

GlueFlux jelzérendszer Olyan fluoreszcens markerrendszer, amely magentdban
fluoreszkdlé DsRed fehérjét és a zoldben fluoreszkdlé GFP fehérjét is hozzdkoti
a szekrécios granulumokban fellelhetd Gluehoz, igy az a Glue, amely savas,
fehér (magenta+zold, DsRed+GFP) szinben latszik, amely azonban savas, csak

magentaban [13]. 7, 10, 12, 29-32, 37, 39, 4648, 79, 80

ground truth Magyarra alapigazsdgként fordithaté. Statisztikai és gépi tanuldsi
szakkifejezés, olyan informdcid, amirdl axiémaként feltehetd, hogy igaz. A
képfeldolgozasban olyan felvételeket jelent, amelyek a feldolgozandé képeknél
nagyséagrendekkel pontosabbak. [44] En a kifejezést a hagyomanyos értelemben
haszndlom, tehét olyan informdcidkra, amelyekrdl egy szakértd kijelentette, hogy

igazak. 35, 36

hiperparaméter Mesterséges intelligenciai szakkifejezés. Olyan paraméter, amelynek
értékét csak kisérletezéssel lehet meghatdrozni, nem szdmithat6 ki mas paraméterek

fliggvényében. 32
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kernel Egy kisebb adatmatrix amely ravetithetd6 egy kép Osszes pixelének egy
kornyezetére. Altaldban a kép széleihez kozel levs pixelek specidlis kezelést
igényelnek, mert azok kornyezete nem feltétleniil része a képnek. 54, 59, 60, 85,

86

konvolicié A képfeldolgozas egyik legsokoldalibb alapveté miivelete. Ez egy bindris
képtranszformacidés miivelet képek és adatmatrixok (Un. kernelek) kozott, amely
sordn az Osszes pixelre a kornyezetiik és az adatmatrix kozott skaldris szorzatot

képziink [48]. 54, 59, 86

krinofagia A sejtekben természetes koriilmények kozott lezajlé folyamat, amely sordn
lizoszomdk kozvetlenill egyesiilnek a kiliriilésre vard szekrécios granulumokkal.

7-10, 14, 46, 79
lizoszoma Egy membrannal hatérolt sejtszervecske, amiben emésztéenzimek vannak. 8,

87

LoG Laplace of Gaussians. 31, 58

magas szintli Azokat a programozasi nyelveket nevezziik ~nek, amelyekben egy-egy
utasitds tobb szdz-ezer gépi utasitdst takar [55]. A doglozatomban a kifejezést
atvitt értelemben alkalmazom, ~ modell alatt olyan modellt értek, aminek egyes

részlépései hasonldak egy magas szintli programozdsi nyelv egyes utasitdsaihoz. 21

MI mesterséges intelligencia. 44, 46, 82

negativ (a dolgozatomban) olyan szekrécios granulumok, amelyek elsavasodtak, igy nem

tartalmaznak GFP jelet, csak DsRed-et. 5, 14, 16, 32, 34-36, 47, 78

pipeline J4l elkiilonithetSen 1épcsdzetesen egymadsra €piild blokkokbdl 4116 algoritmus.

22,87

pipeline_lib.py Egy 0ndll6 keretrendszer mely a munka melléktermékeként késziilt.

Alkalmas pipeline algoritmusok implementaldsara. 22, 23, 46

plane Sik. Az implementiciomban haszndlt angol sz6 egyes eltarolt képvaltozatok

jelolésére. 27
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pozitiv (a dolgozatomban) olyan szekrécios granulumok, amelyek nem savasodtak el,

igy tartalmaznak GFP és DsRed jelet is. 5, 14, 16, 32, 34-39, 47, 78, 81, 82

RPF time Relative to Puparium Formation. 39

sarokdetektalas (blob detection) Alacsony szinti 2D-s vagy 3D-s struktirdk
felismerése képeken [56]. Ez a gyakorlatban éppen atvilagitott gombok elmosott
vetiiletére illik legjobban, amely pontosan megfelel a szekrécios granulumok

fluoreszcens mikroszkdpon keresztiil 1atott valtozatanak. 31, 57, 58

scale-space A kép paraméteres transzformaltjainak Osszessége, ahol a paraméter
megfeleltethetd a kép méretezésének [25]. Egy képfeldolgozasi megkozelitésként

is értelmezhetd. 31, 58

szakért6i modell Olyan modell (bizonyos adatok alapjan bizonyos predikciora alkalmas
komplex (bonyolult) fiiggvény / algoritmus), amelynek az el6allitdsa szakértdktdl

szarmazd6 informdciok alapjan tortént. 6, 9, 15, 17, 24, 32, 4648

szekrécios granulum Membrannal hatarolt valadékszemcse. 4-8, 10, 14, 16, 18, 29, 30,
33,47, 48, 52,78, 79, 81, 82, 8688

trichotom osszehasonlitas Két valos szam kozott a <, >, = relacidk koziil pontosan egy

all fenn, a ~ ezek koziil a megfeleld kivalasztasa [57]. 30

unié6 Két halmaz egyesitése. Példaul az {1,2} és {2,3} halmazok ~ja {1,2,3}.
Matematikai jelekkel: {1,2} U{2,3} ={1,2,3}. 16, 31
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