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1. Bevezetés

1.1. Kalcium a szervezetben

A kalcium a szervezet fontos biogén eleme, mely a sejt 1étrejottétdl egészen a halalaig
szerepet jatszik mechanizmusaiban. Szerepe a sejt differencidlodaséban, fejlodésében,
aktivitasaban és a sejthalal kialakitasaban is igen jelentds [1]. Hatdsat intracellularis jelatvivo
anyagként fejti ki, jelatviteli utjai pedig igen valtozatosak, ami lehetové teszi széleskora
szabalyozo feladatainak ellatasat. Ezt a valtozatossagot a kalciumhoz k&tédo folyamatok
négy tulajdonsaga egyiittesen hatirozza meg, melyek a Ca?’ szdrmazédsa, a vélasz
id6tartama, a kalcium szint valtozasanak amplitadodja és frekvencidja.

A Ca?" két térségbdl juthat a citoplazmaba, az extracellularis térbol épplgy, mint az
intracellularisbodl. A sejten kiviili térbdl harom féle csatorna engedi 4t a sejtmembranon, ezek
a fesziiltségfliggd csatornak, amik féleg ideg- és izomsejtekben talalhatok, a ligandfiiggd
csatorndk és a raktarfliggd csatorndk [1, 2]. Az intracellularis tér kalcium raktira az
endoplazmatikus retikulum (izomsejtekben a szarkoplazmatikus retikulum ennek
megfeleldje). Az innen torténd iiriilést biztositd két legfontosabb receptor az inozitol-1,4,5-
trifoszfat (IP3) és a kifejezetten Ca®" hatdsara nyil6 rianodin receptor [1, 2].

A vélasz 1d6tartama széles skalan mozoghat a milliszekundumos nagysagrendtdl az akar
egy oOran keresztiil tart6 kalcium szint valtozasig, ami jelentdsen befolyasolja, hogy milyen
reakciok indulnak meg a sejtben. A gyorsan lezajlo folyamatok lokalizalt Ca** koncentracio
novekedést tesznek lehetdveé. Ezeket elemi jeleknek nevezziik, amik a kis kiterjedésiik miatt
specifikus reakciokat valthatnak ki a sejtben, példaul a szinaptikus vezikulak exocit6zisat
[2]. Az ilyen elemi jelekbdl a kalcium indukalta kalcium felszabadulés éltal kialakulhatnak
az egész sejtre kiterjedd és hosszan tartd globalis jelek. Ennek alapja, hogy az elemi jel
okozta lokalisan megndtt Ca?" koncentraci6 a kalcium diffuzidjat idézi elé a citoplazmaban.
Az igy elért kozeli receptorok koordinalt aktivalasa ujabb Ca®" felszabaduldsokat valt ki.
Ennek a folyamatnak a része, hogy a felszabadult Ca®" hatdsara az IP; receptorok
érzékenyitddnek, igy még kdnnyebben nyilnak. Az elemi jelek ezaltal kialakithatnak egy, az

egész sejten tovaterjedd hullamot, vagy akar oszcillalé koncentraciovaltozast is (1. abra) [2].
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1. dbra: A kalcium indukalta kalcium felszabadulds. Az elemi jel dltal kivaltott Ca®* ionok
(piros) a citoplazmaba jutva diffuzioval mozognak. Az endoplazmatikus retikulum
receptorait elérve (kék) érzékenyitik azokat, igy megkonnyitve a tovabbi Ca’" felszabaduldst.
A folyamat lehetové teszi a tavolabbi receptorok kalcium felszabaditasat is. A kép a [2]-es
forrasbol keriilt atvételre, a rajta elvégzett valtoztatasok soran a feliratot magyarra

forditottam és az a) megjelolést toroltem rola.

A globdlis jelek esetében a koncentracid szint valtozasa jellemezhetd az amplitadod
nagysagaval is, aminek egyes gének aktivalasaban van fontos szerepe [1]. Altalanos, hogy
nehéz ennek kis valtozasait észlelni, azonban kutatdsok alapjan elmondhato, hogy a sejt
megfelelden képes az eltérések érzékelésére. Oszcillaldo koncentraciovaltozas esetén a
frekvencia 1s meghataroz6 lehet. Novekedett frekvencia példaul az artéridk

simaizomsejtjeinek elernyedését okozza. [1].
1.2. Kalcium szint monitorozasa

Az intracellularis kalcium szint monitorozéasa ¢s annak megfeleld vizualizalasa sokban
hozza tud jarulni a sejten beliil lezajlo folyamatok feltérképezésében és megértésében. Ezt
felismerve, az elmult évtizedekben sokan dolgoztak kiilonféle indikatorok kidolgozasan,
melyekkel a sejten beliili Ca®" koncentracié megfeleléen mérhetd.

A kalcium indikatorok harom csoportba sorolhatok, mely csoportok a biolumineszcens
indikétorokat, a kémiai indikéatorokat és a genetikailag kodolt kalcium indikatorokat (GKKI)
foglaljak magukban.

Legkorabban a biolumineszcens indikatorokat, mint az Aequoria victoria medaza fajban
megtalalhato aequorint, fedezték fel [3]. Az aequorin egy apoproteinbdl (apoaequorinbol) és

a hozz4 csatlakozd szinhordozo csoportbol (coelenterazin és az azaltal megkotott
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molekularis oxigén) épiil fel. A molekulaban megtalalhat harom kalcium kotd helyre Ca*
bekotddése esetén a térszerkezet irreverzibilis konformacidvaltozasa kovetkezik be, amit a
coelenterazin coelenteramidda torténd oxidéacioja kisér, energia leadds mellett. Ez az energia
egy foton form4jaban tdvozik, a folyamat soran kibocsatott fény hulliamhossza pedig 470 nm
[4].

A biolumineszcens indikatorok hasznalatdhoz nem kell kiilsd fénnyel gerjeszteni a
molekulat, igy kikiiszobolve az autofloureszcenciat és a sejtet éré karos kiilsd sugarzast
(példaul UV). A biolumineszcens fényre nem jellemz6 az ugynevezett fotoelhalvanyodas
(angolul photobleaching) jelensége sem, melynek sordn a molekula fénykibocsatd
tulajdonsaga fokozatosan megsziinik [4]. Mivel a sejtben a biolumineszcens molekulan kiviil
nincs autofluoreszcencia, igy az ilyen festékek jel-zaj aranya igen jo, hiszen az emittalt fény
kizardlag az indikatortol fog szarmazni [3].

Az aequorin hasznalatat koriilményessé teszi azonban, hogy a molekula csupan egyetlen
foton kibocsatasara képes, ezenfelill a festéket kiilséleg kell bejuttatni a sejtbe, példaul
mikropipetta hasznalataval [3, 4].

A masodik csoportot a kémiai indikatorok képviselik. Ezekben az indikéatorokban egy
kalcium fogo kelat és egy szinhordozo csoport kovalens kotéssel kapcsolddik, igy alkotva
molekulat [4]. A biolumineszcens festékekkel ellentétben, a kémiai indikatorokat kiilso fény,
legtobbszor UV, besugarzasaval kell gerjeszteni. Az altaluk kibocsatott fény hullamhossza
az aequorinnal nagyobb, altalaban 505-520 nm [4]. Miikddésiik azon alapul, hogy a kelat
reverzibilis Ca®" megkdtése utan a molekula térszerkezete valtozik, ami az altala emittalt
fény hullamhosszanak megvaltozasat is okozza [4].

Akémiai indikatorok hasznalata mellett és ellen is szdlnak érvek. Elonyiik, hogy altalaban
jo a jel-zaj aranya a veliik késziilt felvételeknek, illetve ma mar rengeteg féle kémiai
indikator létezik, melyek Ca** affinitasa és fényspektruma széles hatarok kozott htizodik [4].
Ezekkel az indikéatorokkal szinte minden tipusu sejt festheto.

Hétranyos tulajdonsagaik kozé tartozik, hogy miikodésiikhoz kiilsé fénybesugarzas
szlikséges, mely legtobbszor UV besugarzast jelent. Ez okozhat a sejtben fototoxicitést,
valamint autofluoreszcenciat is, ami a jel-zaj aranyt csokkentheti [3, 4]. Az ilyen indikatorok
nem hasznalhatok a tobb napon keresztiil elhtizoddo mérésekhez sem, emellett itt is
koriilményes a festéket a sejtekbe juttatni. Erre ugyan sziilettek az évek soran megoldasok
(mint az acetoxi-metil észter alkalmazédsa, amely forméaban a festék at tud jutni a
sejtmembranon, a citoplazmaba jutva pedig aspecifikus észterdz enzimek lehasitjak az

acetoxi-metilt rola), azonban még ez is bonyolitja hasznélatukat [3].
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A harmadik csoport tagjai a genetikailag kddolt kalcium indikatorok (GKKI). Két
tipusukat lehet megkiilonboztetni, aszerint, hogy egy vagy kettd fluorofér (fluoreszcens
protein) molekulat tartalmaznak. A két fluorofort tartalmazé GKKI-k mikodési elve a
Froster-féle rezonans energiaatadasra (roviden FRET) épiil, amely egy nem radioaktiv
energiadtadds a donor és az akceptor fluorofor kozott [4]. A FRET Iétrejttéhez
kulcsfontossagu, hogy a két fluorofor egymastdl megfeleld, legfeljebb 10 nm, tavolsagra
legyen [4, 5]. A két proteint egy calmodulin (Ca?" k&té fehérje) és egy M 13 (calmodulin kété
peptid) kapcsolja Gssze.

Mikor a calmodulin megkot egy kalcium iont, a molekuldban konformacidvaltozas megy
végbe, melynek folyaman a két fluorofor kdzelebb keriil egymashoz, igy elérve a megfeleld
tavolsagot. A donor molekulabdl kilépd fotonok ezaltal gerjeszteni tudjdk az akceptor
molekulat, ami igy szintén fényt fog emittalni. Fontos, hogy a donor molekulat ehhez a
folyamat soran kiilsd fénybesugarzassal gerjeszteni kell, tovabba a két fluorofort ugy kell
megvalasztani, hogy a donor altal kibocsatott fény gerjeszteni tudja az akceptor molekulat
[3]. A kalcium szint mennyiségére az akceptor €s a donor fluorofér altal emittalt fény
intenzitdsanak aranyabdl tudunk kovetkeztetni [5].

A calmodulin nem szelektiv kotésének kikiiszobolésére sziilettek valtoztatdsok az alap
felépitéshez képest, példaul a calmodulint gyakran cserélik ki tropionin C molekulara [5].

Egy fluorofort tartalmazé GKKI-k esetében a calmodulin és az M13 a fluoreszcens
protein két oldalan helyezkednek el. Ebben az esetben is a calmodulin Ca* megkotése
okozza a térszerkezetvaltozast, azonban itt csak az emittalt fény intenzitasa novekszik, a
hulldmhossz valtozatlan marad [5]. Eppen ezért ezek a GKKI-k nem olyan megbizhatoak,
mint a két fluoroforos valtozatok.

A GKKI-kat azért hoztak létre, hogy a sejteket specifikusan lehessen jeldlni, ami a kémiai
¢és biolumineszcens festékek esetében nem mindig lehetséges. A GKKI elnevezés is utal arra,
hogy ezeket az indikatorokat a sejt maga irja &t a DNS-ébdl, igy specifikusan lehet olyan
sejteket eldallitani, amiket jelolni szeretnénk. A gén bejuttatasa torténhet viralis vektorok
segitségével [4]. Elonyei ezenfeliil, hogy hosszabb ideig lehet veliik jeldlni a sejteket [5] és
a kalcium megkotése reverzibilis uton torténik [3].

Negativumok itt is felmeriilnek. Pontosan kell ismerni a kodot, amirdl az indikator
atirddik, emellett az aktiv génallomanyt is, mivel az indikéator génje csak az aktiv szakaszba
¢épiilve fog atirddni. Ezutdn az indikatorral felszerelt sejteket vagy akar allattorzseket a
kutato(k)nak kell tenyészteni. Ennél az indikator tipusnal is sziikség van kiils6 besugarzasra,

éppugy, mint a kémiai indikatorok esetében [3].
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Az eddigiekbdl latszik, hogy ezen indikdtorok a citoplazmaban 1év6 szabad Ca?* kotésére
képesek, mely ionok egyensulyban vannak a kotott formékkal [4]. Mivel az indikatorok is
megkdtik a kalciumot, igy valdjaban felboritjdk ezt az egyenstlyt, ezaltal a belso
dinamikékba is beleszolhatnak [4]. A mérések soran ezt mindenképp figyelembe kell venni.

A kutatas tervezésekor ezért nagy szerepe van a megfeleld indikator kivalasztdsanak.
Erdemes lehetdség szerint alacsony affinitast indikatort valasztani, mert az kevésbé fog
beleszolni a sejten beliili egyensulyba. Az alacsony affinitasti festékkel festett sejtrol
azonban csak a megfelel6 érzé¢kenységli miiszer tud j6 mindségii képet alkotni, igy zajos kép

esetében a magas affinitasu indikator jobb valasztas lehet [4].
1.3. A felvett adatok elemzése

Az eldz06 alfejezetben targyalt indikatorok segitségével a sejtekben lezajlo folyamatokat
video forméjaban rogziteni lehet. Ezek a videok aztan tovabbi elemzésre szamitdogépes
szoftverekbe taplalhatok. Ilyen szoftverekbdl nincs sok, koziiliik pedig a legtobb ingyenesen
nem is érhetd el. Gyakori probléma, hogy a fejlesztd cégek vagy megsziintek, vagy mar nem
Olnek annyi energiat a program folyamatos fejlesztésébe, igy ezek a szoftverek egyre
elavultabbak, esetlegesen mar nem is kompatibilisek a legujabb operacios rendszerekkel. Az
egyik legelterjedtebb ilyen szoftver, az Imaging Workbench, is hasonld helyzetbe kertilt.
Utols6 nagy frissitésére 2007-ben kertilt sor [6], majd a fejlesztd cég megsziint. Fejlesztése
ugyan atkeriilt egy masik céghez, az INDEC BioSystems-hez, viszont azota csak egy kisebb
frissitése lett lefejlesztve [7].

Az elemzési folyamat egyik legfontosabb lépése a felvételen vizsgalando teriiletek
kijeldlése. Az angol szakirodalom a ,,region of interest” kifejezést hasznalja, melybdl a ROI
rovidités adodik. A tovabbiakban én is ezt a roviditést fogom alkalmazni.

A programokban ko6z0s, hogy az egyedi sejtek vizsgalatanal a ROI-k felhelyezése kézzel
torténik, amely tobb hatranyat is okozza ezeknek a szoftvereknek. A felhelyezésben jelentds
szerepet kap az emberi hiba, hiszen szinte lehetetlen kétszer ugyanarra a pixelhalmazra
helyezni a ROI-t, igy csokken a kisérlet megismételhetdsége. Emellett az egymas mellé
felrajzolt ROI-k méretei is eltéréseket mutathatnak, hidba torekszik a felhelyezd személy az
azonossagra. A kutatok korében nincs arra egységes megallapodéds, hogy mekkorara €s
milyen alaktra kell az egyes ROI-kat megrajzolni. A 2. dbra bemutat néhany lehetséges

felhelyezést. JoOl latszik, hogy a méret a felhelyezhetd ROI-k szamat is jelentOsen



befolyasolja. Egy a sejten tovaterjedd hullam vizsgélata soran ez okozhat mérési

kiilonbségeket.

Kicsi ROI méret Ko6zepes ROI méret Sejtkovetd ROI méret

2. abra: A ROI-k felhelyezésének néhany lehetséges formaja a nyulvannyal rendelkezo
Deiters sejtre. A bal oldali kép a kicsi (nyulvany nagysagu) ROI méretet, a kozepso a kozepes
méretet abrazolja, a jobb oldali képen pedig egy nagy, sejtkoveté ROI, és egy kisebb,
nyulvanyt lefedé ROI van. Mindharom képen latszik a hattéren is egy ROI, ez az

intenzitasértékek korrekciojahoz sziikséges.



A 3. abra a kilonbozé méretekbdl adodo eltéréseket szemlélteti a mar kiszamolt

intenzitasgdérbék bemutatasaval.
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3. adbra: A kiilonbozé méretii ROI-k altal okozott kiilonbség a Deiters sejtek
intenzitasgorbéin. A sejtet a kisérlet soran 100 uM ATP-vel ingereltiik, ami purinerg
receptorokon keresztiil az intracelluldris Ca’" szint emelkedését okozza. Az intenzitdsok a
sejttest esetében csak az elsé ROI teriiletéen vannak abrazolva. A felsé képek a vizsgalat alatt
lezajlott intenzitasvaltozast mutatjak, az also képek pedig a relativ amplitudokat hasonlitjak
ossze. A bal oldali kép mindig a sejtesten lévé elsé ROI adatait mutatja, a jobb oldali pedig

mindig a nyulvanyét.

Jol latszik, hogy a ROI mérete és az ebbdl ad6do helyzete nagy kiillonbségeket okoz az
érzékelt intenzitds nagysagaban és a relativ amplitidoban is. A felvétel sordn a
legintenzivebb valasz a sejttest kozepén volt lathatd, ezért a sejttest szélére kertilt kicsi ROI
teriiletén volt a legkisebb a fluoreszcencia valtozas. A kozepes ROI esetében a vizsgalt
teriilet mar jobban benytlt a sejt kdzepe felé, ezért itt nagyobb mértéki intenzitast mértiink.
A legnagyobb relativ amplitidé a sejtkovetd ROI esetében adodott, hiszen itt a sejt kozepe
is mérésre kertilt, illetve ebben az esetben az alapintenzitas is magasabb volt, hiszen itt a

ROI aranyaihoz képest kevesebb volt a ROI-ba beldgo hattér tertilete.
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A nyulvany vizsgélatdban a kicsi és a sejtkovetd ROI intenzitasgdrbéje szinte megegyezd
volt, mert a kicsi méret a nyulvany mérete szerint lett meghatarozva.

Ezek alapjan jol latszik, hogy a ROI mérete és alakja nagy befolydsolod hatassal bir,
kiilonosen, ha kis kompartmenteket is vizsgalni szeretnénk. Ilyen kompartment lehet példaul
képeken latott Deiters sejt nyulvanya, egy fotoreceptor, vagy egy idegsejt, illetve gliase;jt
nyulvanya is. Fontos tehat, hogy egy egységes rendszer legyen a vizsgalandé teriiletek
kijelolésére.

A ROI-k felhelyezése mellett van egy masik szubjektiv tényezo is. A felvételen gyakori,
hogy a sejt elmozdul, azonban sok szoftver nem tudja lekdvetni ezt. Az ilyen programokban
az elemz6 személy kézzel allitja a felvétel soran a ROI-k helyzetét tigy, hogy az altala észlelt
elmozdulast korrigalja aszerint, hogy a ROI-k ismét a vizsgaland6 helyre keriiljenek. A
szubjektiv oldalat az adja, hogy nem mindenki tudja ugyanolyan érzékenyen észlelni az
elmozdulast, ezenfeliil a ROI-k is csak bizonyos tdvolsdgonként mozgathatok, nem lehet
6ket finoman hangolni.

Ehhez hozz4jon az is, hogy a program nem nyilt forraskddot haszndl, igy az elemz6 nem
tudja lekérdezni a szadmitdsi algoritmusokat. A 3. &bran is olvashatd, hogy a program
onkényesen skalazta az intenzitas értékeket, a kiilonbdzd programok pedig eltérd skalakat
hasznalnak.

Masok is felismerték a fent emlitett problémakat, igy sziiletett néhany olyan program,
melynek indittatdsa hasonld a késdbbiekben bemutatasra keriild algoritmuséval. Ilyen
példaul az EzCalcium [8], a SIMA [9], a Mesmerize [10], a CalmAn [11] és a Suite2p [12].
Ezek mind vagy MATLAB vagy Python nyelven lettek kodolva, R-ben még senki nem irt
hasonlé programot. Emellett a felsoroltak koziil tobb is felhasznalja valamelyik masiknak az
algoritmusat egyes 1épésekhez, nem csak sajat kodolasi mechanizmusokat [8, 10]. A jelenleg
1étezd programok koziil sok idegsejtek vizsgalatara lett fejlesztve, igy ezeknél a cél az, hogy

mingl tobb sejtet el tudjon kiiloniteni, nem egy sejt elemzésére talaltak ki dket.
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2. Célkituzések

A jelenleg rendelkezésre allo szamitogépes szoftverek hasznalata sok negativummal jar.
Ingyenesen nem érhetdk el, cserébe elavultak. Fejlesztésiik jobb esetben is kimeriil
annyiban, hogy a jelenlegi operacios rendszerekkel kompatibilissé teszik 6ket. Az elemzési
munka sok szubjektiv tényez6t foglal magaban, ami csokkenti a kisérlet
megismételhetoségét, és befolyasolja az eredményeket. A program kodjahoz az elemzé nem
fér hozza, ezért nehezen testreszabhat6 a vizsgalat, a szdmitasi folyamatok €s algoritmusok
pedig nem kérdezhetdk le. Nem tudni tehat, hogy mi alapjan skaldzza az adatokat, tovabba
szoftverek kozott is eltérés lehet a skdlazasban és az eredmények szamitasi modszereiben.
Sok szoftverben az sincs megoldva, hogy az elemzés automatikus legyen, ezért a folyamat
1d6- és emberigényes, ami kritikus lehet egy kutato életében.

A felsorolt hatranyok alapjan sziiletett meg a terv egy olyan algoritmusra, ami ezeket
kikiiszoboli. Cél volt az ingyenes elérhetdség és a nyilt forraskod biztositasa, amely taldn a
két legfontosabb aspektusa egy ilyen programnak. Ezek biztositjak, hogy konnyen elérhetd
¢s barki altal testreszabhato legyen, ami a széleskorli haszndlatot teszi lehetdvé. Az
objektivitast és az automatizaldst is szem el6tt tartva igyekeztlink a lehetd legkevesebb
interakciot igényld programot irni, aminek futési ideje is optimalis.

A munkahoz az R programozas nyelvet hasznaltuk, mert célunk volt a biologia teriiletén
dolgoz6 legtobb kutato elérése, akik koziil sokan hasznaljak ezt a nyelvet. Szempont volt,
hogy minél kevesebb R csomag kelljen a hasznéalathoz, hiszen azokat barki mddosithatja,

ezaltal valtozas allhat be a program altal hasznalt kodok miikodésében is.
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3. Anyag és modszer

3.1. Deiters sejtek

A Deiters sejtek a belsé fiilben talalhatdé Corti-szerv egyik tipusu sejtjei. F6 feladatuk a
kiils6 szorsejtek alulrdl torténd tdmasztasa [13]. A sejtek rendelkeznek egy nyulvannyal is,
ami a szdrsejtek cstcsi részéig felér, és akar két-harom sejttel arrébb 1évd szorsejthez is

elnyulhat [14]. Altalanos felépitésiiket a 4. 4bra illusztralja.

kiilsé szorsejt

4. abra: A Deiters sejtek dltalanos felépitése és elhelyezkedése a Corti-szerven beliil. Az
dbran latszik, hogy a Deiters sejtek (zold) a kiilsé szorsejtekhez hasonloan tobb sorban
helyezkednek el. Ezen sorok egyiittes vastagsaga a Deiters sejtek labainal 15.1 + 0.3 um. A
kép az eredeti formdjahoz képest valtoztatva lett, a feliratok magyarra forditasa, illetve

kiegészitése és a Deiters sejtek szinezése révén [13].

A program megirasat ezen sejtek vizsgalata 6sztonozte. A Deiters sejtekkel kapcsolatos
kutatasainkban a sejtben lezajlo Ca*" szint valtozasokrol felvétel késziil. Ehhez fluoreszcens

(oregon green BAPTA-1, Sigma Aldrich) indikatorral megfestett sejteket hasznalunk.
3.2. Az R programozasi nyelv

Az algoritmus az R programozasi nyelven irddott. Az R egy nyilt forraskdda nyelv, igy
barki hozzéaférhet a kodhoz, szabadon valtoztathat rajta, hogy a lehetd legjobban sajat
igényeire formalja. A miitkddése az S statisztikai nyelven alapul, azonban a megalkot6i nem
csupan statisztikai nyelvként szeretnek az R-re gondolni [15]. A nyelv elérhetd6 Windows,

macOS ¢és Linux operacios rendszereken is.
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A bioldgia teriiletén az egyik legelterjedtebb nyelv, mert statisztikai elemzéseket remekiil
lehet benne végezni. Ez koszonhetd a rendkiviil sok beépitett statisztikai modszernek, illetve
annak, hogy az eredményeket latvanyos grafikonokon is szemléltetni lehet, rogton az R-en
beliil [15]. Ebben sok nyelvtdl kiilonbozik, mert csak kevés masiknak van hasonloan
funkcionalis grafikus panelje. Masik erdssége a konnyen hasznalhatd segitségkérd
funkcidja. A help() parancsot alkalmazva egy részletes leirast kapunk az éppen keresett
kérdéssel kapcsolatban [15].

Az R tugynevezett csomagokat haszndl, amik az alap funkciokat bdvitik ki. Az R
telepitésekor alapbdl 8 ilyen csomag toltédik le, amik a legegyszeriibb programozasi
feladatok elvégzését teszik lehetové [15]. Az alap csomagokban talalhatd koédok azonban
sokszor nem elegenddek specialisabb programok megirasahoz. Az ilyenkor kelld kodokat a
kiilonféle csomagokban lehet megtalalni, melyeket a felhasznald sziikség szerint maga tolt
le. A nyilt forraskod miatt lehetdség van sajat csomagok megalkotasara is, ami magasfoku
testreszabhatdsaggal jar egyiitt [15].

A feliilet, amit a kéd megirdsdhoz hasznaltunk, az RStudio nevii platform, ami az R-en
kiviil tobb nyelvet is kezelni tud. Az RStudio igen felhasznalobarat, egy feliileten egyesiti a
programozas soran hasznalt rétegeket, mint a kornyezetet, ahova a kiilonboz6 valtozok is
keriilnek, a munkakonyvtarban megtalalhato fajlokat, a konzolt és magat a kddolo ablakot

is [16].

3.3. A kod mukodése

Az altalunk hasznalt R csomagok: tiff, grid, scales, és a quantmod. Ahogy az els6 csomag
is utal rd, az beolvasandd fajlnak TIFF multipage formatumunak kell lennie. A TIFF
beolvasasa utan minden kép egy kiilon rétegként lesz elmentve egy listaban. A lista elemei
ezaltal olyan matrixok lesznek, amik a kép pixeleinek intenzitasait taroljak magukban.
Ezutan a fliggvények lefuttatdsa a kovetkezd 1épés, amelyeket késébb a {6 algoritmus majd
felhasznal. A fliggvényekben 1év6 kodokat azért kell kiilon kezelni a f6 programtol, mert
ezek tobb helyen is meghivodnak, igy sokkal letisztultabb a program, ha a fiiggvények
kiviilrél vannak behivva. Az altalunk irt és hasznalt fliggvények: kneedle, contrast maker,
rotation, ROI maker, ROI calculator, és inflect. Ezek részletes miikodése a kovetkezd
alpontokban kifejtésre keriil. A fliggvények beolvasdsa utdn a {6 algoritmus futtatdsa
kovetkezik. A program miikodésének dsszefoglaldsat az 5. dbra mutatja be. A program végén

az adatok data frame formdjadban keriilnek mentésre, mert igy konnyen kezelhetd az
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adathalmaz a tovabbi elemzésekhez. A mentésre keriil6 adatok a kép rétegszama, az
iddpillanat, amikor az aktudlis kép késziilt, a nytlvanyon elhelyezkedd ROI-n beliil mért
atlagintenzitas, a sejttesten 1évé ROI-k altal mért atlagintenzitasok, a hattéren 1évé ROI

atlagintenzitasa és hogy a ROI-k gjra lettek-e szamolva azon a rétegen.

e
Pull;% 1;35;30 Kovetkezé |
i o

ROI-k

Nem

TIFF multipage
beolvasasa

i

felhelyezéese

Nincs

elcsuszas ROI-k atlag
intenzitasa

Elcslszas
vizsgalata
minden 5.-nél

Forgatasi szog
szamolasa

Van

Forgatas -
elcsuszas

]

Nydlvany
helyzetének
vizsgalata

1

Fliggvenyek

Meafeleld szog
kiszamolva

Contrast
maker

W

Intenzitas
hisztogram

ROI
maker &

Sejttest
keresés
W
Sejt

koordinatak

<] .4

ROI-k atlag
intenzitasa

g

W W
Intenzitasok Nyulvany
Mentés 1es0 meérete
—
W
ROk
koordinatai
Kell még
2] W
Nem | kontraszt? Koordinatak
Igen mentése

Szomszedok
vizsgalata

5. dbra: A program miikédését osszefoglalo folyamatabra. A két legtobb lépést tartalmazo

fliggveny (Contrast maker és ROI maker) kiilon jel6lve van a lépések feltiintetésével.
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3.3.1. Start

A program inditasa utdn rogton egy logikai vizsgalat kovetkezik, ami megnézi, hogy az
elsé rétegnél jar-e az algoritmus. A futasi id6 optimalizalasa miatt a legtobb 1€pés csak az
elsé réteg esetében zajlik le. Az itt kiszdmolt értékek jorészt hasznalhatok a tobbi rétegre is,
igy nem kell minden 10j rétegnél a szamolassal id6t vesziteni. Az elsé réteg esetén a program

tovabb ugrik a contrast maker nevii fiiggvényre.
3.3.2. Kneedle

A folyamatabran ezt a fiiggvényt reprezentalja a ,,Konyok megkeresése” nevili alakzat a
contrast maker fliggvényen beliil. A programban ez az egyetlen mechanizmus, amit nem mi
programoztunk le, hanem egy mar meglévd, Emmet Tam altal elérhet6évé tett algoritmust
hasznaltunk fel [17].

Az algoritmus a felhasznaland6 adatokat vektor formdjdban kéri be. Két vektort kell
betaplalni, amik egyiittesen koordinatakat adnak ki (tehat kell egy vektor, ami az x-ket és
egy, ami az y-kat tartalmazza) [17]. Ezeket az algoritmus az x-k szerint sorba rendezi, és az
igy kapott gorbén megkeresi a ,,konyokot” (6. abra). Ehhez az els6 és a masodik derivaltat
felhasznalva azt fogja végiil konydknek érzékelni, ahol a derivaltak segitségével szamolt
gorbiilet maximalis [18]. A konyok koordinatdjat aztan a fliggvény kimenetként visszaadja,

¢s lehet vele tovabb dolgozni [17].
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6. abra: A kényok szemléltetése. Ezen az abran a kénydkot a piros pont jeléli. Az abra az

algoritmus készitojétol szarmazik, a piros pont utolag lett atszinezve [17].
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3.3.3. Contrast maker

A fliggvény feladata az intenzitasokat kicserélni ugy, hogy a matrixban csak 0 és 1 értékek
szerepeljenek. A sejttest igy optimalis esetben csupa 1-es, a hattér pedig csupa 0-as értéket
kap.

Ehhez a képet matrix forméjaban beolvasva, a pixelek intenzitasértékeibdl eloszor egy
hisztogramot készitiink (7. é&bra), az igy kapott gorbe pontjainak koordinatait pedig
betaplaljuk a kneedle fiiggvénybe. A hisztogram egy unimodalis gorbét eredményez, aminek
a maximuma a hattérintenzitdsoknal van, mert a hattér (sziirke) intenzitasértékei képviselik
az adatok legnagyobb részét. A sejttest értékeit a csucs utani ellaposodd szakasz
reprezentalja. Ahhoz, hogy a kneedle fiiggvény megfelelden kezelje ezt a gorbét, a felvételek
(tarhely kiméld) koriilvagasat, ahol az intenzitads 0, nem vettiik bele a hisztogramot alkoto6
adatokba. Emellett a kneedle fiiggvénynek csak az intenzitdsok medidnjanal nagyobb
intenzitasértékek adodnak at, ezzel biztositva, hogy a gorbén csak egyetlen konyok

szerepeljen.
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7. abra: Az intenzitdsértékekbdl készitett hisztogram. A piros vonal mutatja a median értékét
a 0 intenzitasértékeket nem nézve. A kneedle algoritmus a piros vonaltol jobbra eso adatokat

kapja meg, ezzel biztositva, hogy csak egy konydk legyen az adatokban.

A kneedle fiiggvény a megkapott adatokbdl a fentiek szerint visszaadja a konyok
koordinatait. Ez a koordinata adja majd a kontrasztozashoz azt az intenzitasértéket, amely
alatt a matrixban tarolt intenzitdsok 0 értéket kapnak, a konyok értékénél nagyobb

intenzitasok pedig mind 1-es értékké valnak. Az igy kapott matrixot a fliggvény kirajzolja,

17



¢s megkérdezi, hogy sziikséges-e még tovabbi kontrasztozds. Nemleges valasz esetén
elmenti a matrixot és kilép a fliggvénybdl. Igen valaszt kapva azonban tovabbi értékek
nullazédnak ki, ha nincs legalabb hdrom olyan szomszédos cellajuk, melyben 1-es érték
szerepel. A program az igy kapott 1j matrix kirajzolasa mellett ismét rakérdez a tovabbi
kontrasztozasra. A szomszédok vizsgalatat folyamatosan igent valaszolva egymads utan
tobbszor is el lehet végezni. Tovabblépni nemleges valasszal lehet. A [épések eredményeit a

8. abra szemlélteti.

/ ' 4 ' 4

8. abra: A kontrasztozas lépései. A bal oldalon az eredeti kép lathato, a kozepso kép a 0-1-
es kozotti kiiszobérték meghatarozdsa utan késziilt, a jobb oldali kép pedig az elso tovabbi
kontrasztozas eredményét mutatja. A program a tovabbi kontrasztozasok szamat kékkel
rairja a képre. Ldthato, hogy az elso kontrasztozas is igen jo eredményt ad, azonban jobban
megnézve latszik a sejttest mellett a dudornal egy kis szorddds. A tovabbi kontrasztozds ezt

csokkentette.
3.3.4. A forgatasi szog szamolasa

A kontrasztozas utan kapott matrix értékeihez regresszios egyenest illeszt a program. A
kontrasztozas ezért sziikséges eldfeltétele a forgatasi szog keresésének, hiszen a contrast
maker kimeneteként kapott adatformara lehet megfeleld regresszios egyenest illeszteni. Az
egyenes meredekségébdl megkapjuk a forgatdshoz kelld szdget. A sejtet a tovabbi
1épesekhez nagyjabol vizszintes helyzetbe kell forditani, mert ezaltal kiiszobolhetd ki az
atfedés a nyulvany intenzitésait tartalmazo oszlopok és a sejttest értékeit tartalmazok kozott.

Ehhez a regresszios egyenes elegendden pontosnak bizonyult.
3.3.5. Forgatas

A forgatast a program forgatdsi matrix €s bilinedris interpolacid segitségével végzi. A

forgatasi matrix egy olyan négyzetes matrix, ami ortogonalis €s a determinansa 1 [19].
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_ [cos@ —sinf
sin@  cos6
Egy ilyen matrix egy kétdimenzids oszlopvektort tud forgatni, ez az oszlopvektor az x és
y koordinatdkat tartalmazza.

R = [cosH —sinb [x] _ [xcosH—ysinH

sinf  cos6 y xsin@ + ycos0
Ilyen forméban a matrix szorzas a nullvektorral a nullvektort fogja adni, tehat ez a
forgatas az origé koriili forgatast jelenti. igy a koordinatatengelyeket a matrix kozepére kell

rendezni. A koordinatak a matrixbol tigy adodnak, hogy a matrix dimenzidit elosztjuk

oszlopok szama_oszlopok széma]
2 ’ 2

kettdvel (mivel az origd kozépre kertilt), igy az x tengely a [—

intervallum lesz, az y tengely pedig ugyanigy a sorok szdmaval. A matrixhoz hozzaftiz6dik
egy csupa 0 értéket tartalmazo sor vagy oszlop, ha az adott dimenzié nem paros. Mivel a
matrix sorainak és oszlopainak szdma lett egy-egy koordinata, igy az eddig celldkban tarolt
intenzitasérték most két koordinata koz¢ esik féluton, igy ezek x és y koordinatai valéjaban
a siknegyedtdl fiiggden +0,5 vagy —0,5 értékkel valtoznak. (A 2. és 3. siknegyedben +0,5-
tel, az 1. és 4. siknegyedben pedig —0,5-tel.) Elsd 1épésben a matrix négy sarkaban 1évo
érték koordinatait forgatja a program a matrix szorzas alapjan.

A 0,5-tel eltolt koordinatakkal forgatva az 0j koordinatdk nem egész szamok lesznek,
viszont a matrixban a sorok és oszlopok csak egész szamokat vehetnek fel. Ahhoz, hogy az
intenzitasértéket a megfeleld sorral és oszloppal lehessen majd hivatkozni, a program az
intenzitasértékek 1) koordinatainak a fels6 vagy also egészrészét veszi, attol fiiggden, hogy
melyik siknegyedbe esnek. A négy 1) koordinata altal meghatarozhaté egy uj, csupa 0

értekkel feltoltott matrix, aminek dimenziodit a négy forgatott sarok adja meg a 9. dbra szerint.

Uj matrix

Régi matrix fogatva

9. abra: Az eredeti matrix forgatva, és az dltala meghatarozhato uj matrix. Az uj matrixot a

forgatott matrix négy sarka koré hozza létre a program.
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A kovetkezd 1€épésben a program végigmegy minden 0j koordinatan (amit ugyanugy alkot
meg, mint a folyamat elején az eredeti matrix esetében), és a forgatdsi matrix segitségével,
most —0 szoggel, visszaforgatja dket. Ek6zben megnézi, hogy visszaforgatva, beleesik-e az
eredeti matrix dimenzidiba, és ha nem, akkor meghagyja 0-nak az adott koordinatdhoz
tartozo értéket. Abban az esetben, ha beleesik, bilinedris interpolacid segitségével
kiszamolja, hogy milyen intenzitasérték tartozik az adott uj koordindtahoz. Azzal, hogy az
Uj matrix létrehozasakor az also és fels6 egészrészeket veszi a program, a visszaforgatasnal
nem ugyanazt a koordinatat kapjuk, mint a forgatas el6tti eredeti matrixban. Igy az j

koordinata az eredeti matrix négy ismert koordinataja k6z¢ fog esni (10. abra).

®

©) ©
10. abra: Az uj koordinatahoz tartozo ismeretlen érték visszaforgatva az eredeti matrixban:

X, és a négy ismert koordinatdju intenzitasérték: A, B, C, D.

Az 1j koordinatahoz tartozo intenzitasértéket a bilinearis interpolacio révén az aldbbiak
szerint kaphatjuk [20]:
X = (A X kék teriilet nagysaga) + (B X zold teriilet nagysaga)
+ (C X piros tertlet nagysaga) + (D X sarga teriilet nagysaga)

A betlik intenzitasértékeit X-en kiviil ismerjiik, illetve a koordinatajat mindnek tudjuk,
igy a négyzetek teriilete konnyen kiszamolhato, és ezaltal X értéke is. A fliggvény
kimeneteként megkapjuk az ) matrixot, benne az 0j koordinatdkhoz tartozé kiszémolt

intenzitasértékekkel.
3.3.6. Nyulvany helyzetének vizsgélata

A meredekséghez tartozo szoggel forgatva a Deiters sejt két iranyban allhat az eredeti

helyzetétdl fiiggéen. A nyulvany a sejttesttl vagy jobbra vagy balra keriilhet. Ezt a feltételt

20



az inflect fliggvény vizsgalja. A program szempontjabol a nyulvanynak a jobb oldalra kell
esnie a sejttestdl, igy, ha ez nem teljesiil, a program 180°-t forgat a sejten. Ennek a
folyamatnak a végén a megfeleld szog kiilon mentésre keriil, amit majd a kdvetkezd

rétegektdl szamolas nélkiil rogton lehet alkalmazni a forgatashoz.
3.3.7. ROI maker

A ROI maker fiiggvény felel a ROI-k helyzetének meghatarozaséaért. Ez a fliggvény sem
hivodik meg az elsé utdn minden rétegre, csak ha a program egy késobbi szakaszban
elcsuszast érzekelt.

Elso 1épésként megkeresi a kontrasztozott és mar beforgatott matrixon a sejttestet jelold
1-es értékeket. Ezeket aztan kimenti egy data frame-be gy, hogy minden 1-es érték mellé
kimenti a hozza tartozd sor- és oszlopszamot, amivel hivatkozni lehet ra az eredeti
matrixban.

A fiiggvény ezutan kirajzol egy ujabb gorbét, ami a kontrasztozott és beforgatott matrix
oszlopaiban 1évé 1-esek szamat abrazolja. Az dbran megjelenik harom vonal is aszerint,
hogy hény darab 1-est tartalmaz az az oszlop, amit a program mar a sejt részének érzékel.
Ezéltal tudjuk a ROI-k nagysagit meghatarozni, amit érdemes a nyUlvany méretéhez
igazitani.

A ROI-k helyzetét a program gy hatarozza meg, hogy veszi az egyes oszlopokat,
megnézi, hogy melyikben van a gorbén bedllitott értéknél tobb. Ez kell ahhoz, hogy biztosan
a sejt részeire keriiljenek a ROI-k, a nyalvany és a sejttest kozé pedig ne keriiljon. Ezt
kovetden megnézi, hogy ezekben az oszlopokban milyen sorszamu sorokban van 1-es, €s
ezek medidnjat veszi. Ekoré a medidn koré teszi fel a ROI-kat ugy, hogy a magassaga az
interkvartilis terjedelem, szélessége pedig a nyllvany szélességével legyen egyenld.
Emellett a viszonyitasi pont miatt a hattérre is keriil ROI. A pontos elemzéshez fontos, hogy
minden ROI megegyezd méretli legyen. A ROI-k szama attdl fligg, hogy mennyi fér ra a
sejtre a nyulvany méretli ROI-bol. A folyamat végén a fliggvény elmenti a ROI-k helyzeteit

az eredeti képen (11. abra).
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11. abra: A boxplot a medianokat szemléltetve (bal) és a felpakolt ROI-k az eredeti forgatott
képen (jobb). Latszik, hogy a medianok szépen a sejt kozepén huzodnak, illetve, hogy a

nyulvany és a sejttest kozott nincs felhelyezett ROL.
3.3.8. ROI calculator

Ez a fliggvény a folyamatabran a ,,ROI-k atlag intenzitdsa” nevii alakzatként szerepel. A
figgvény feladata csupan annyi, hogy a ROI maker altal kiszamolt és felpakolt ROI-kon
beliili intenzitasértékeket és az azokbol szamolt atlagintenzitast elmenti, hogy késébb a

tovabbi elemzéshez felhasznélhatdak legyenek.
3.3.9. Elcstszasvizsgalat

A programnak ez a része felelds azért, hogy a ROI-k mindig a megfelelé helyen
maradjanak. A kisérletek sordn gyakran eléfordul, hogy a sejt az eredeti helyéhez képest
elmozdul, igy kikeriilhet a ROI-k 4ltal lefedett teriiletrl. Eppen ezért fontos, hogy az
elcsuszas korrigalva legyen, ha sziikséges.

A vizsgalat csak minden 6todik rétegnél torténik meg, hogy a futasi 1d6 a lehetd
legoptimalisabb legyen. Wilcoxon-féle eldjeles rangprobat végezve nézi, hogy a ROI-k
intenzitasértékeinek medianjai mennyire térnek el a hattérétdl. Szignifikdns kiilonbség
esetén nem veszi elcsiiszasnak, azonban, ha a ROI-k negyedénél, vagy a nyltlvanynal nem
talal szignifikans kiilonbséget, Ujraszamolja a ROI-k helyzetét. Ilyenkor a program

visszaugrik ROI maker fliggvényhez, és Gjra végigmegy a lépéseken.
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3.3.10. Mentés

A program végiil egy data frame formajaban elmenti a rétegszamot, a hozza tartozo idot,
a nyulvanyon, a sejttesten €s a hattéren 1évé ROI-kon beliili atlagintezitasokat, illetve, hogy

azon a rétegen tortént-e az elcsiszas miatt Gjraszamolas.

4. Eredmények

Az algoritmus sikeresen felallt, megfeleléen lehet vele az intracelluldris Ca®" jeleket
kdvetni mind a nyalvanyon, mind a sejttesten beliil. A ROI-k felhelyezése automatizalt és
objektiv modszert hasznal a meghatarozasukhoz.

A program a kodolas soran fdleg Deiters sejtekre lett optimalizélva, azonban mas
sejtekrdl késziilt felvételekkel is teszteltiik az algoritmust, és ezekre is sikeresen elvégezte
az elemzést. A sejtek, amivel tesztelve lett a program: szalamandra retinalis csapsejt [21],
patkédny amygdaldjanak interneuronja [22] és HeLa sejtek [23]. A program mindharom sejtre
sikeresen felhelyezte a ROI-kat, illetve képes a nyulvanyokat is megfeleléen kezelni. A
csapsejt esetében az is miikodott, hogy a nyulvany és a sejttest kozé nem tett fel ROI-t. A 12.

abra a tesztelés eredményét a mutatja be.

12. abra: Mas sejtekkel lefuttatott tesztelés eredménye. Bal oldalon az interneuron [22],

kozépen a HeLa sejtek [23], a jobb oldalon pedig a csapsejt [21] lathato. A csapsejt esetében

az is megvalosult, hogy a nyulvanyt kiilon tudta kezelni a sejttesttol.

A csapsejtek és a Deiters sejtek nyulvanyai morfoldgiailag hasonloak olyan szempontbol,
hogy rendelkeznek egy, a sejttestnél kisebb fejjel. Ezekkel a sejtekkel lefuttatva a programot,
majd a ROI-k altal mért intenzitadsokat gdrbéken abrézolva jol latszik, hogy a program

sikeresen érzékelte a nyulvany és a sejttest valaszai kozotti kiillonbséget is (13. dbra).
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13. abra: A csapsejt [21] és egy Deiters sejt intenzitasértékei az algoritmussal kiszamolva.
A vastagabb piros vonal jel6li a nyulvany valaszat, a fekete vékonyabb gorbék pedig a
sejttesten leve ROI-k daltal mért intenzitasokat szemléltetik. Jol latszik a kiilonbség a

nyulvany és a sejttest valaszai kozott.

Az idegsejttel kapcsolatban érdemes azonban kiemelni, hogy a sejten 1évé ROI-k mérte
tul nagy. Ez abbol adodott, hogy a kép tll zajos volt, és a kontrasztozas soran ezt nem sikertilt
eléggé kikiiszobolni. Nagy maradt a szérdsa annak, hogy az adott oszlopokban melyik sorok
tartalmaznak 1-es értéket, igy a sejtet nagyobbnak érzékelte a program, mint amilyen
valgjaban volt. Ennek ellenére a ROI-k igy is jo helyre keriiltek.

Létezik mas kontrasztozasi modszer is, az Otsu példaul egy altalanosan elfogadott eljaras.
Ez a mddszer is fekete-fehér képekkel dolgozik, a kontrasztozas pedig a hattér és az eldtér
elkiilonitésére szolgal [24, 25]. Az eljarashoz az kell, hogy a képbdl egy bimodialis
hisztogramot lehessen alkotni, a kiiszobérték igy a két cstcs kozott fog elhelyezkedni [25].
Az Otsu a kiiszobértéket ugy hatdrozza meg, hogy a két csucsot alkotd pixelek csoporton
beliili variancidja a lehetd legkisebb legyen, ehhez minden lehetséges kiiszobértéket
kiszamol 0-t6l a maximum intenzitasig [24]. Zajos, illetve (kozel) unimodialis hisztogramot
ado képekre nem miikodik megfelelen [24].

Kiprobaltuk a program irdsa sordn az Otsut is, am ez lassabbnak bizonyult (mivel nagyon
sok kiiszobértéket kell ellendriznie), illetve a mi adatink unimodidlis hisztogramot adnak,
igy nem 1is teljesiil az alkalmazhatosagi feltétele. A mi Deiters sejtjeinkrdl késziilt képek
koriilvagasanak (a felvételt hatarolo teljesen fekete, intenzitasértéket nem tartalmazo teriilet)
eltavolitasa nagyon torzitja az Otsuhoz az adatokat (14. dbra). A megtalalt kiiszobértéket a
mi modszeriink is ugyanigy kezeli, mint az Otsu, miszerint a kneedle-vel talalt

kiiszobértéknél kisebb intenzitasok 0, a nagyobbak pedig 1-es értékké valnak [24].
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14. abra: Kontrasztozas az Otsu és a mi modszertinket alkalmazva. A bal oldalon az eredeti
kép, kozépen az Otsu kontrasztozas erdeménye, a jobb oldalon pedig a Contrast maker

lefuttatdsa utani dllapot latszik.

Purkinje sejten [4] is elvégeztiik az 6sszehasonlitast, €s a mi modszerlink nagyon hasonld

eredményt adott, mint az Otsu (15. 4bra).

15. abra: Kontrasztozas Otsuval és a Contrast makerrel. A bal oldalon az eredeti, kézépen
az Otsuval kontrasztozott, a jobb oldalon pedig a Contrast makerrel kontrasztozott purkinje
sejt [4] latszik. A két kontrasztozdasi modszer kozel azonos eredményt hozott, az Otsu

alkalmazasaval kicsit tisztabb lett a kép.

Az 3.3.9. fejezetben targyalt elcstiszasvizsgalat is mikodik. A ROI-k Gjraszamolasa nem
volt semmilyen negativ hatdssal az intenzitdsokra. Nem generalt az 4thelyezés 0j valaszt, és
nem is maradt le egyikrdl sem (a példa kisérelt soran harom ingerlés tortént: 200, 1300 és
2400 masodpercnél). A 16. dbra szemlélteti a nyulvany és a sejttest elsé ROI-ja altal kapott
intenzitdsok gorbéjén az athelyezések iddpontjat. Az elcsuszas kifejezetten a nyulvany
esetében latszik jol, hiszen a nyualvany méretébdl kiindulva sokkal kisebb eltérés is

jelentdsen belesz6l a ROI-n beliili atlagintenzitasba. Jol kivehetd, hogy a nyulvany
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elcsuszdsa emiatt nagyobb sullyal szol bele az athelyezésbe. A sejttest elsé ROI-an beliil
mért intenzitdsok nem valtoztak olyan drasztikusan a kisérlet soran, mert a sejttest sokkal
sz¢lesebb, igy tobbet mozdulhat arrébb mieldtt a program elcsuszast érzékelne. Jobban
megnézve az is latszik, hogy a sejttest els6 ROI-ja alapjan nem is kellett volna athelyezést

végezni, igy ténylegesen miikodik a nyulvany elcstiszasanak stlyozasa.
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16.

elso ROI-val meért atlagintenzitasok gorbéin dbrazolva. A ROI-k akkor szamitottak

dabra: A ROI athelyezések iddpontjai (voros pontok) a nyulvanyon és a sejttesten lévo

elcsuszottnak, ha a hattér és az adott ROI intenzitasai nem kiilonboztek szignifikansan 0,01-
es p-értékkel szamolva. Azaz a Wilcoxon statisztikai probdabdl kapott p-érték nagyobb volt,

mint 0,01.

5. Megbeszélés és kovetkeztetések

Az intracellularis Ca®" szint vizsgalatival fontos informéciokat nyerhetiink a sejtek
miikddésével kapcsolatban. Az elmult évek sordn szamos olyan modszer sziiletett, amely
segiti a kutatokat a kalcium ion monitorozasdban. Ide tartozik a kiilonb6zd indikator
molekulék kifejlesztése és a sejtek géntechnologiai modositasa is, mely altal a fluoreszcencia
segitségével lathatova teszik a sejten beliili koncentracio kiilonbségeket. A kisérletek soran
felvett intenzitas adatok elemzése azonban lassabban fejlodott az elmult iddben. Sok esetben
a felvett adatokat az emberi szubjektivitds is befolyédsolja, hiszen a vizsgalni kivant
tertileteket, a ROI-kat, a kutatok manudlisan hatarozzak meg, igy tobb kutato eltérd
eredményre juthat ugyanannak a kisérletnek az elemzése soran [11].

Napjainkban a nagyobb agyteriiletek idegsejtjeinek automatikus megkeresésére egyre
tobb szoftvert fejlesztenek [8, 11], de az egyedi sejtek vizsgalatanak automatizalasa

elmaradott. Ez 6sztonozte egy egyedi, nyulvanyos sejtek vizsgdlatara alkalmas program
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fejlesztését, amelyet a késébbiekben a bels6 fiil Deiters sejtjeinek vizsgalatira szeretnénk
felhasznalni. Eppen ezért ezt a sejtet tekintettiik példa sejtnek a fejlesztés soran.

A program a sejtekbdl készilt idobeli felvételsorozatokra képenként a nyulvannyal
megegyez0 méreti ROI-kat illeszt, igy kikiiszoboli a méretekbdl adodo esetleges
miterméket. Ezek mellet minden 6todik rétegnél ellendrzi a sejt helyzetét, ugyanis egy-egy
kisérlet soran az valtozhat.

Osszefoglalva, a program megfeleléen miikodik, és képes az elvarasoknak eleget téve
objektiv elemzést végezni. A szubcellularis kompartmentek eltérd valaszat is sikeresen lehet
vele vizsgalni, ami jelentds szempont. Ezt a példa Deiters sejtiink mellett retinalis csapsejtek
esetében is sikeresen bizonyitottuk. A 13. d&bra jol bemutatja, hogy ezeknél a
kompartmenteknél igen jelentds eltérés lehet, igy a kutatdsok soran mindenképpen fontos
ezeket is vizsgalni, és kiilon ROI-t helyezni rajuk.

Van azonban egy két tényezo, ami a miikodését hatraltathatja. A kontrasztozashoz fontos,
hogy a kép ne legyen til zajos, kiilonben a kneedle nem fogja megtalalni azt a kiiszobértéket,

amivel a sejttest szépen elvalaszthatd lenne a hattértdl (17. abra).

17. dabra: Egy zajos felvétel a kontrasztozas utan. A zaj miatt nem sikeriilt a megfelelo
kiiszobértéket megtalalni, ezért a kép a kiisz6b meghatdrozas és kontrasztozds utan is zajos

maradit.

A futdsi 1d6 optimalizalasdval sokat foglalkoztunk, és wvégil sikeriilt egészen
lecsokkenteni. A forgatas telik jelenleg a legtobb iddbe, a jovoben érdemes lehet ennek
tovabbi optimalizalasaval foglalkozni.

A programnak nagy elénye, hogy az R programozasi nyelven irddott, mert sok kutatashoz
hasznalnak R-t. Mindenképp konnyebbség, hogy a teljes elemzési folyamat (intenzitas

gorbék kirajzolésa, statisztikai tesztek elvégzése stb.) egy feliileten elvégezhetd. Jovobeli cél
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azonban, hogy az algoritmus Python nyelvre is at legyen forditva, igy még szélesebb korl
elérhetdséget biztositva.

A program elsd sorban Deiters sejtek vizsgéalatahoz irddott, ezért mas sejtekre
felmeriilhetnek olyan problémak, amik a sejtek morfoldgiai kiilonbségeibél adodnak. Eppen
emiatt fontos, hogy az algoritmus nyilt forraskoda, mert igy a felhasznald testreszabhatja

sajat igényei szerint.
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Osszefoglalé

Akalcium a szervezet fontos biogén eleme, amely rendkiviil tag szerepkorrel rendelkezik,
ezért szamos kutatés foglalkozik mechanizmusaival. Gyakran ezen kutatdsok soran kalcium
szint monitorozas zajlik, melynek eredményeit szamitogépes programok segitségével
elemzik. Az elemzéshez hozzatartozik az agynevezett ,,region of interest” — roviditve ROI —
felhelyezése is, ami a felvételen vizsgalni kivant teriiletek kijelolését jelenti. A ROI-k
meghatarozdsa azonban manualisan torténik, amire nincs egységes eljaras, megrajzolasuk
ezért szubjektiv. A szoban forgd programok emellett sokszor nem érhetdk el ingyenesen.
Fejlesztésiik megsziint, ezaltal elavultak, és tamogatasuk fokozatosan lejar az operacios
rendszerek Gjabb verzidival. Az elemzési folyamat nincs benniik automatizalva, elvégzésiik
ember- és id6igényes folyamat. Az eredmények értékelése szempontjabol fontos kiemelni,
hogy nem nyilt forrdskédot hasznalnak, igy nem tudni, milyen algoritmusok alapjan
dolgoznak az adatokkal. Projektiink célja egy nyilt forrdskodi, mindenki szdmara elérhetd
¢s testre szabhato, automatizalt elemz0 program megirasa volt, amely objektiv modszereket
alkalmaz a ROI-k felhelyezéséhez. A program az R programozasi nyelven irodott, amely az
egyik legelterjedtebb nyelv a bioldgia tudomanyaban. Fontos szempont volt a lehetd
legkevesebb R csomag haszndalata. A legtobb csomag nem keriil az R programmal egyiitt
letoltésre, ezeket a felhaszndldo maga tolti le egyesével. Mivel az R nyilt forraskoda nyelv,
igy a csomagok barki 4ltal fejlesztésre keriilhetnek. Eléfordulhat, hogy egy frissités soran a
csomagba tartoz6 parancsok valamelyikét atdolgozzak, ami eredményezheti a mar megirt
program miikddésbeli valtozasat. A csomagok egyenként torténd letoltése ezenfeliil lehet
lasst, igy nem felhasznalobarat. Oka, hogy az R a lassabb programozasi nyelvek kozé
tartozik, ami a kod megirdsa sordn kezdetben nehézséget is jelentett. A kisérleti adatok
nagysaga miatt a futasi id6 jelentdsen megndtt, ezt idével azonban sikeriilt gyorsitani.
Elkésziilt programunkkal sikeresen mértlink kiilonboz6 tipust, polarizalt sejteket. Ez 1
lehetdségeket kindl majd a kutatoknak, hiszen jelenleg nincs hasonld ingyenes, nyilt
forraskodu program, amit ilyen elemzésekre lehetne hasznalni. A tovabbiakban cél a
program atforditdsa Python programozasi nyelvre is, a még szélesebb korli alkalmazhatdsag

érdekében.
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Summary

Calcium is an important element of the animal body, therefore it is a highly researched
topic. Often these studies involve monitoring calcium levels and analysing the results using
computer programs. Selecting the regions of interests — also called ROIs — is a part of the
process, which means selecting the areas to be investigated in the recording. However, the
ROIs are determined manually, for which there is no standardised procedure, and their
definition is hence subjective. Most of these programs are not available for free and their
development has stopped, leading to obsolescence. The analysis process is not automated,
their implementation is time consuming and human source demanding. It should be
highlighted that they are not open-source programs, so it is not known what algorithms are
used to deal with the data. Our goal was to develop an open-source, automated analysis
program that is freely available to anyone and that uses objective methods to select the ROIs.
The coding was done in the R programming language, one of the most used languages among
biologists. Minimising the number of R packages used was an important aspect, partly
because only a few packages are downloaded with R itself, the others are installed by the
customer. Secondly, R is an open-source language so anyone can be a part of its
development. The use of many packages increases the possibility that one of them will be
updated, therefore changing the outcome of an already coded program. In addition,
downloading the packages can be slow, which is less user friendly, and the reason for this is
that R is a slower language. This caused difficulties at the beginning, as the size of the
experimental data considerably increased the runtime of the code, but this has been improved
over time. We were able to measure different types of polarised cells with the finished
program. As there 1s no freely available open-source program like this currently, it will open
up new opportunities for researchers. Our aim for the future is to translate this program into

Python, another commonly used language in biology.
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