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1. Bevezeto

1.1. Szamitogépes feldolgozasok a kalciumfelszabadulasi
események kutatasaban

A dolgozat témajat az élettan és biofizika egy sajatos jelenségét vizsgald kutatasok
keretén beliil alkalmazott szamitégépes modszerek képezik. A jelenség izomsejteken
beliil torténik és az izom Osszehtizodasat el6idézé folyamatokat foglalja magéba,
amelyeknek fontos szerepléje a sejten beliili kalcium, mint biologiai jelatvivé anyag.
A tanulmanyozott folyamatot az el6szor 1993-ban rogzitették konfokalis
mikroszkoppal, fluoreszcencia alapt képalkoté modszerekkel (Cheng és mtsai. 1993).
A néhany mikron atmér6ji térben lezajlo események rogzitésének eszkoze a
konfokalis mikroszkép volt a kutatasok utébbi 20 esztendejében. A folyamat néhany
részlete mindmaig nem valt pontosan ismertté, ezért a témaban kiterjedt kutatasok
folynak napjainkban is. A tanulmanyozott jelenséget részletesen a 1.3 fejezetben
ismertetem.

Ezen a terilleten a mérési folyamatok vezérlése és rogzitése is szamitogéppel
torténik, és szitkkség van szamitégépes modszerekre az eredmények kiértékelésénél
is. A mikroszkop optikai képét visszaado analog jel digitalis mintavételezéssel kertiil
rogzitésre, egy-egy kisérlet folyaman a rogzitett mérések szama szazas
nagysagrendi is lehet. Mivel a rogzitett események gyakran szemmel is nehezen
észlelhet6ek, mar a kutatasok elején felmeriilt annak a sziikségessége, hogy a
nagyszamu mérés elemzését objektiv szamitogépes modszerekre bizzak. Az
alabbiakban réviden utalok azokra a teriiletekre ahonnan ezek a feldolgozasok
modszereiket veszik, kés6bb munkam Modszerek fejezetében részletesen bemutatom
az altalam is alkalmazott modszereket.

1.1.1. Kép- és jelfeldolgozas teriileteirél vett modszerek

Az egy, két vagy tobb dimenzids jelek kép és jelfeldolgozas teriiletén alkalmazott
modszerekkel vizsgalhatéak. Mikroszkopos képek feldolgozasa soran a jelenleg
hasznalt klasszikus képfeldolgozasi modszerek jelentés része hasznalhaté (Wu és
mtsai. 2008), igy példaul a térbeli és frekvencia tartomanybeli transzformaciok és
szlirések, geometriai transzformaciok, morfologiai miveletek, klasszikus képjavito
modszerek (kiiszobolés, hisztogram kiegyenlités, Fourier és wavelet egyttthatokat
alkalmazé szlirések).

A jelekben kimutathaté kalcium felszabadulasi események tér és id6beli
lokalizacidjara (detektalds, szegmentalas) tobb jel-, illetve képfeldolgozasi modszer
keriil alkalmazasra. Mivel a térben egy dimenzids, de idében ismételt mérések is
,kép” formaban jelennek meg, ezt a feladatot képfeldolgozasi mddszerekkel lehet
megvalositani.

Az elvégzendd feladatok kozé tartozik a jelekben jelenlevé magas zajszint kezelése,
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illetve a konfokalis mikroszkop és a fluoreszcenciara épiilé képalkotast figyelembe
vev{ jel helyreallitasi modszerek alkalmazasa.

Ezekre a kérdésekre a a konfokalis mikroszkop képek feldolgozasa soran specialis
modszereket alakitottak ki, mint a fluoroférokra jellemzé hatasok: fotdkioltas és
pont kiterjedés fliggvény hatasainak kezelése, dekonvolicios eljarasok (Pawley
2006). A mikroszkopokban hasznalt detektorok (fényelektromos sokszorozd és
toltéscsatolt eszk0zok) jellegzetes zajt hoznak létre a képeken, igy ennek kezelése
sajatos feladat.

Az utobbi években az emlitett feladatok egy részének elvégzésére sikerrel
alkalmaztak wavelet felbontasra épiil6 modszereket, ebben a munkaban erre a
vonatkozasra is épitettem.

1.1.2. Numerikus szamitasi modszerek

Az elemi kalcium események értelmezése, illetve osztalyozasa a térben és id6ben
lezajlo eseményekre jellemz6 biofizikai paraméterek alapjan torténik, amelyeket a
mérési adatokbodl lehet meghatarozni a tanulmanyozott események lokalizacidja
utan. Ezeket a paramétereket jellemz&en numerikus szamitasokon keresztiili nyerik,
modszerekkel torténé illesztését, illetve a kapott paraméterezett gorbékbdl végzett
jellemz8k szamitasat jelenti. A paraméterszamitasok a legtobb esetben nem linearis
gorbék illesztésével torténnek.

Az izomsejteken belili kalciumfelszabadulasi események diffizids-reakcios
modellekkel abrazolhatéak (lasd 1.3.5), ezek tanulméinyoziasa numerikus
modszerekkel végezhet6 el. Bar ebben a munkaban csak érint6legesen hasznaltam
diffazio-reakcid szimulaciot, a teriiletre jellemz6 ez a megkozelités. A numerikusan
szamolt diffizids térbél kinyerhet6ek a konfokalis mikroszkdop képek altal mutatott
tertiletek, igy alkalmasak hipotézisek vizsgalatara.

A néhany mikrométer sugaru térrészben szimulalt diffizios-reakcios jelenség még
mindig makroszkopikusnak szamit, tulajdonképpen a jelenség nem pontosan ismert
része nanométeres 1épték(, kalciumspecifikus receptorok (molekulak) szintjén
zajlik, igy az utobbi években a szimulacidk erre is fokuszaltak (valdszintiségi
modellek alkalmazasa a receptorok szintjén).

A modellek diffuzio-reakcié egyenleteinek numerikus megoldasa altalaban jelent6s
szamitasi kapacitast igényel.

1.1.3. Mérések megjelenitése

A kutatasok folyaman sziikséges biztositani a bioldgusok-biofizikusok szamara a
mérések, képek megfelel6 megjelenitését, sok esetben a megjelenités bejeloléssel, a
képek teriileteihez csatolt bejegyzésekkel tarsul (bejelolt teriiletre vonatkozo
numerikus szamitasok, illetve megjegyzések). Bar a szamitégépes feldolgozasok
célja a munkéanak minél magasabb szint(i automatizalasa (a nagy szamu kép, illetve
a bejelolések szubjektivitasanak keriilése miatt, lasd a kovetkez6 szakaszt), sokszor
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elkeriilhetetlen a kézi kijelolések és bejegyzések biztositasa. Igy az elemzé folyamat
feltételezi a megjelenit6 és kézi bejelolést végz6 informatikai megoldasok jelenlétét.
megjelenitését, kiilonbozé geometriai alakzatok bejelolését, illetve szamitasok
interaktiv inditasat. A feladat megoldasara a jelenleg elterjedt, tudomanyos
kutatasban leginkabb hasznalt szoftver kornyezetek altalaban alkalmazhatéak. Jelen
munkaban A MATLAB (The MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States)
szoftvercsomagot hasznaltam ezekre a feladatokra. Megemlitend8, hogy az utdbbi
években jelentSset fejlédtek a teriilet nyilt forraskodt csomagjai, igy a specialisan
orvos-biologiai képekre fejlesztett Image] (Schneider és mtsai. 2012) kérnyezet, igy a
munkam egyes részeiben ezt is hasznaltam.

1.1.4. Mérési adatok szamitogépes menedzselése

A konfokalis mikroszkoppal késziilt mérések egy vagy tobb dimenzids (2-5) képek,
amelyeket a készillékek gyartotol figgé kép formatumba mentenek. Ez
leggyakrabban egy sajat tervezésti TIF (Tagged Image File Format) fajl és a mérési
adatokon kiviil a mikroszképra (lencsék, szlir6k, stb.) és a konkrét mérésre jellemz6
(konfokalis apertiira mérete, pasztazasi periddus, lézer intenzitds, stb.) meta
adatokat tartalmaz. Egy kisérletsorozat alatt tobb szaz, esetenként akar ezres
nagysagrendd kép késziilhet. A mérések Kkiértékelése folyaman a képekhez
transzformalt képek, kép részletek, teriilet bejelolések, illetve numerikus
paraméterek rendelédnek. Ezek tipusa és formatuma az altalanos tapasztalat szerint
egy adott jelenség tanulmanyozasa folyaman sem azonos: a kutatok gyakran
folyamodnak 1j, elére nem meghatarozott bejelolések, illetve paraméterek
szamitasahoz. Ennek kovetkeztében ezeknek a tarsult adatoknak a tarolasa
rugalmas, alakithat6 formatumba kell torténjen, ezzel parhuzamosan biztositani kell
kiillonb6z6 informatikai eszkozokbe (tablazatkezel6k, statisztikai feldolgozast végzd
programok) val6é importalasukat. Az idében sokasodd képek és jarulékos adatok
kezelése akar egy kis labor szintjén is komoly menedzselési problémakat vet fel
(tarolas és rendszerezés). A kutatast jelentésen megkonnyiti, ha létezik olyan
szoftver rendszer amelyik utélag biztositja a kutatasok adataihoz vald gyors és jol
attekinthet6 hozzaférést.

Igy a képeket elemzé szoftverek (lesziikitve) két alternativa kozt véalaszthatnak. Az
elemzd szoftvereket asztali alkalmazasként tervezziik, és az adatok menedzselésére
nem hasznalunk specidlis eszk6zoket. A képeket fajlrendszeri szinten kezeljiik, a
csatolt adatokat pedig sajat vagy tablazatkezel6 szoftverek formatuméaban taroljuk.
Evidens, hogy nagy szamu kisérlet utan, az idében haladva ez az alternativa akar
egy kis méretl kutaté csoport esetében is nehézzé vagy lehetetlenné teszi a
koherens hosszi tava tarolasi, illetve visszakeresési feladatokat.

A masodik alternativa feltételezi a felmeril feladatok kovetkezetes informatikai
megoldasat. A megoldasok altalaban kliens-szerver architekturat alkalmaznak, igy
lehet6ség van a tarolasi, illetve az id6igényes szamitasi feladatok szerver oldali
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megoldasara. Egy ilyen rendszer altal megoldott fontosabb feladatok példaul: a
kilonbozé eszkozok (mikroszkopok) altal szolgaltatott adatok kozos standard
formatumra valé atvitele, sajat kiterjeszthet6 adatmodellek alkalmazasa; a képek
feldolgozasahoz szerver oldali és kliens oldali hozzaférés biztositasa a tudomanyos
kutatasban alkalmazott elterjedtebb szoftver eszkozok és programozasi nyelvek
részére; a képek meta adatainak relacios adatbazisban val6 tarolasa; a kutatasi
teriiletek szemantikus leirasa szemantikus web és XML alapt leiré nyelvekkel.

A komplex feladatra tobb kereskedelmi megoldas létezik (kiillonosen orvosi képek
tarolasra), és vannak nyilt forrask6di megoldasok is, mint a Bisque (Bio-Image
Semantic Query User Environment, http://www.bioimage.ucsb.edu/bisque) vagy az
OMERO (The Open Microscopy Environment, http://www.openmicroscopy.org).

Ebben a munkaban az adatok kezelésére (tarolas, elemzés, megjelenités) asztali
alkalmazasként a MATLAB tudomanyos programcsomagot hasznaltam. Igy a kép és
meta adatok kezelését sajat programok végzik, a kimeneti adatokat pedig klasszikus
tablazatkezel6 szoftverek altal olvashaté formaban allitom eld. Utélag megoldottam
az OMERO rendszerben tarolt képek elérését is alkalmazasaimbdl. Az OMERO
hosszii tavi hasznélata feltételezi intézmény szintli szerver vagy szerverek
fenntartasat, amelyek egyrészt az elemzések lefuttatasara biztosit annak szamitisi
kapacitast, masrészt megoldjak a nagy mennyiségii adat biztonsagos tarolasat.

1.2. A tézis felépitése

A tézis bevezet6 részének 1.3 szakaszdban az izomkontrakcidhoz ko6t6édé
kalciumfelszabadulasi események élettani hatterét tekintem at. Fontosnak tartottam
a jelenség részletes bemutatasat, igy az elemzések soran tett allitasok jobban
kovethetbek.

A modszerekkel kapcsolatos részben (3 fejezet) a téma irodalmaban fellelheté és
altalam is alkalmazott jel- és képfeldolgozasi, valamint numerikus modszerekkel
foglalkozom. A 4-dik, eredményeknek szentelt fejezet az altalam végzett
megvalositasokat mutatja be. A diszkusszidban (5 fejezet) a bemutatott modszerek
gyakorlati alkalmazasa soran felmeriilt kérdéseket targyalom. A tézis fiiggelékében
néhany technikai részletet, illetve a munka soran alkalmazott szoftvereket mutatom
be.

A modszerek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrumanak
Elettani Intézetében folytatott kisérletek folyaman keriiltek alkalmazasra.
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1.3. Az elemi kalciumfelszabadulasi események élettani és
biofizikai hattere

1.3.1. A kalcium szerepe élettani folyamatokban

A sejten belili kalcium sok élettani folyamatban vesz részt, a legfontosabb
masodlagos hirvivé. Informacié hordozé szerepe sejtmembranon keresztiili
mozgassal létrehozott biologiai aramok kialakitasaban, illetve proteinekhez torténé
kotédésén keresztill valosul meg. Bar kotédési folyamatai egyszertek, azéltal, hogy
sokszor ugyanazon a sejten belil ellentétes folyamatokat is létrehozhat, komplex
jelenségek kivaltasaban és ellenérzésében vesz részt. Az utobbi évtizedekben igen
élénk kutatas kotédott a kalcium helyi, sejtekben megvaldsitott tizenet kozvetitd
szerepéhez. Mindez nem egy bizonyos élettani jelenséget érintett, izom, ideg és mas
sejtekben is fontos szerephez jut az ion forméajaban jelenlevé kalcium (Cheng és
mtsai. 2008). Ebben a munkaban a vazizom sejtjeiben torténé (Baylor 2005;
Csernoch 2007), sejten belilli kalciumfelszabadulasi jelenségek tanulmanyozasat
segit szamitogépes jelfeldolgozasi modszerekkel foglalkozunk.

1.3.2. Az izomsejt felépitése

Az izomszovetek szovettanilag eltéré tipusokat mutatnak (sziv, sima- illetve
vazizom), de a sejtek szintjén hasonld 6sszehuzddéasi mechanizmusra épiilnek, az un.
aktin-miozin rendszerre. Munkank folyaman vazizmon torténé mérésekre
alkalmazunk kiértékelési moddszereket, ezek a moddszerek alkalmazhatbéak sziv-,
sima- illetve vazizmon végzett kisérletek esetében is. A tovabbiakban réviden
ismertetjitk azt a Dbiofizikai-élettani hatteret amely kontextusdban ezeket
alkalmaztuk.

A vazizom (1.1 abra) izomrostok kotegeibdl épiil fel, ezek egyenként tobbmagvi
izomsejtek, amelyeket sajatos sejtmembran, a sarcolemma, vesz koril, ez a
kontraktilis fehérjéken kiviil a sarcoplazmat (az izomsejt citoplazméajat), valamint
tobb sejtmagot, mitokondriumokat és mas sejtalkotokat borit be. A koriilvett térben
enzimek, aminosavak és mas anyagok talalhatoak még oldott allapotban. A
vazizomsejtek atméréje 10-100 pum, hosszuk 20 centiméterre is kiterjedhet. A rost
(izomsejt) szarkoplazmajanak jelentés részét kontraktilis fehérjék alkotjak, ezt
nevezzilk miofilamentumnak.

Ezek néhany szaz miofibrillumot tartalmaznak, amelyek mindegyike az un. Z-
lemezek (1.1 abra b) révén kb. 2 pm-es szakaszokra oszlik, ezek a sarcomerak. A
sarcomerakat mikroszkopos megfigyeléssel két dimenzidban vilagos és sotét
vonalakként lehet elkiiloniteni, innen szarmazik az izom haréantcsikolt elnevezése.
Ezek a vastag miozin és vékony aktin filamentumok elrendezédése kovetkeztében
jonnek létre.
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1.1. abra. A vazizom felépitése

Forras: (Sztretye 2009)

Harom dimenzidban a sarcomera két Z-lemez kozti hengert képez, a tobb szaz (kb.
2000-ig) aktin filamentum kozépsé szakaszaval rogzil a Z-lemezekbe, két végik
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pedig az egymas utan talalhat6 sarcomeraba nyulik be. Az izom kontrakcié a
sarcomerak fizikai hosszanak megvaltozasa révén jon létre, ennek kivalt6d oka a sejt
sarcoplazmajaban megnovekedé Ca*  koncentracié. A filamentumok hossza
ilyenkor nem véltozik, de egymashoz viszonyitott elrendezédésiik igen (csiiszo
filamentum elmélet).

1.3.3. A kalcium szerepe az izomsejt miik6désében

Az aktin molekulak szabalyozé fehérjékkel egyiitt vannak jelen (egy fehérje
komplexumot képezve, 1.1 e abra , ezek a tropomiozin és troponin. A Ca** ionok
fogadasat a troponin végzi el, amely 4 Ca®* kotShelyet hordoz. A Ca® kotédése
akkor jonnek létre, ha a sarcoplazma Ca® koncentracidja megemelkedik (ennek
kivaltd okat lasd alabb). A troponin levalasanak kovetkeztében az aktin molekulan
miozin koétéhely szabadul fel. Az aktin-miozin kotés létrejottét a miozin molekula
ATP hasité aktivitasa biztositja, ehhez ATP is sziikséges. Igy az aktin-miozin kétés
létrejottekor a miozin molekuldk magukkal hiazzak az aktin filamentumot, és egy
mechanikai valtozas jon létre a sarcomeraban. Eredményképpen az I-csik és H-z6na
szikil. Egy csuszasi ciklus mintegy 1%-kal roviditi a sarkomera hosszat, ezért
nagyobb méret(i rovidiilést ismételt ciklussal valositanak meg az izomsejtek.

Sejten beliill a Ca** koncentracié szabalyozasat egy specializalodott endoplasmaticus
retikulum, az un. sarcoplasmaticus retikulum (SR) oldja meg, ennek aktivalasat
pedig a sarcolemmaéba épiilt receptorok végzik, amelyek a neuronokon keresztiil a
membran felszinére érkez6 akcids potencialt forditjak at sejten beliili,
sarcoplasmaticus retikulumot aktivald jellé.

A membranra érkezé fesziiltség alapu jelek atvitelét a sejt belsejébe a sarcolemma
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erds fesziltség gradiens van (fiziologias korilmények kozott ez kb. 90 mV). A
sarcolemmaban fesziiltségfiiggé gyors Na® és K' csatorndk vannak, amelyek
lehetévé teszik az akcids potencial gyors terjedését. A sarcolemma felszinén szamos
betiiremkedés talalhatd: ez lehet6vé teszi, hogy az itt elhelyezked receptorok fizikai
kozelségbe keriiljenek a sejt belsejében talalhat6 receptorokkal.

A sarcoplasmaticus retikulum egy zart, kiterjedt csatorna (cs6vekb6l, tubulusokbdl
felépiild) rendszert képez az izomsejt miofibrillumai koriil, legfontosabb szerepei: a
sejten belili kalcium raktarozéasa, kibocsatasa az intracellularis térbe ingerlés
hatasara, majd ,visszapumpaldsa” a kalcium raktarba. A longitudinalis tubulusok
hosszaban veszik koril a miofibrillumokat, a Z-lemezek f6lott Un. terminélis
ciszternakka (TC) tagulnak, és igen kozel helyezkednek el a sarcolemma
betiiremkedéseihez (T-tubulusok), eml8s vazizomban ezek az A és I vonalakkal egy
szinten talalhatéak. A T-tubulusok mindkét oldalan az SR egy-egy kiszélesed6
zsakja, a termindlis ciszterna taldlhatd. A harom térrész alkotja triddot, ezen
keresztil valésul meg az elektro-mechanikai jelatvitel. Nyugalmi allapotban az SR
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Ca* koncentracidja 1 mM koril van, ellentétben a citoplazma 100 nM-os
calsequestrin nev{i fehérje altal kotott allapotban vannak (kisebb mennyiségben mas
fehérjék is részt vesznek a tarolas mechanizmusaban).

A sejtmembranra fesziiltség formajaban érkezé jel elészor a sarcolemman keresztiil
adddik at, ebben a folyamatban egy fesziiltség fiiggd receptor vesz részt, ez a jelet a
Ca* koncentracidé valtozassa, majd mechanikai konformacié valtozassa alakitja (a
receptor a sarcolemma membranjaban talalhaté a T-tubulus teriiletén). Vaz és
szivizomban ez a receptor egy L-tipusi csatorna, amelyet dihidropiridin receptornak
neveznek (DHPR). Szivizomban a membran fesziiltség valtozasanak hatasara a
receptor nyilik, és a sejt belseje felé iranyuld lassu Ca® aramot hoz létre. Az
aramcsucs eléréséhez szitkséges id6 100-200 ms., az aktivacids kiiszob -10 mV
korili.

A sejten beliil a jelatvitel megvaldsitéja az SR membranjaban a TC teriiletén
talalhat6 rianodinreceptor (RyR). Nevét az altala nagy affinitassal kotott rianodin
nevl noévényi alkaloida szolgaltatta. Mivel a RyR kozponti szerepet jatszik az izom
kontrakci6 magvalositasaban, és mikodésének részletei jelenleg sem ismertek
minden részletében, az izomélettan egyik legtobbet tanulmanyozott fehérjéje.

Fiziologias kortlmények kozott a RyR tobb hatast integral (citoplazmaban és
lumenben levé Ca* koncentracid, mas ionok jelenléte, foszforilacids jelek, ATP
jelenléte, valamint a DHPR receptorok konforméacié valtozasa harantcsikolt izom
sejtekben) és ezek Osszességét forditja le Ca®* csatorna nyitdson keresztil
megvalositott jellé. Komplex miikodési folyamata nem teljesen tisztazott.

Az SR-bdl kidramld Ca**-ot troponinhoz és mas molekuldkhoz torténd kotédés utan
egy az SR membranban elhelyezkedé fehérje, a Ca®-ATPaz (Sarcoplasmatic
Reticulum Ca®* ATPase, SERCA) viszi vissza az SR-ba. Ez egy aktiv pumpa
mechanizmus, amely a Ca® ionok transzlokacidja soran ATP-t fogyaszt.

1.3.4. Az excitacios-kontrakcios kapcsolat

A vazizomban lejatsz6do folyamatot, melynek soran a fesziiltség formajaban érkezé
jel mechanikai kontrakciéva alakul excitacids-kontrakcids kapcsolatnak nevezziik
(Excitation-Contraction Coupling, a tovabbiakban ECC).

A folyamatban résztvevs sejten belilli szerkezeteket az 1.2 abran latjuk.
Harantcsikolt izomban az izomsejt membranjara érkezé fesziiltség jelet a DHPR
receptorok érzékelik, és konformacié valtozasuk nyitja meg az SR terminalis
ciszternai Ca®" csatornait. A kontrakcié kivaltasit nem ez a Ca®" aram okozza,
hanem a DHPR aktivalasat érzékel6 RyR receptorok altal kibocsatott, magas Ca*
koncentraciot létrehozo receptor aktivitas. Az citoplazmaba keriilt nagy mennyiségt
Ca® tobbek kozt reakcidba lép az aktin filamentumok troponin molekulaival, és
kivaltja az aktin-miozin kolcsonhatast, ami a sarcomerak kontrakciéjat eredményezi.
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A citoplazmaban jelenlevé Ca® ionokat az SR membran SERCA (SR Ca** pumpa)
molekulai altal megvalositott aktiv pumpa viszi vissza lumenbe, igy a csékkend
citoplazmatikus Ca** koncentracioé kovetkeztében a felszabaduld troponin molekulak
visszaallitjak az eredeti allapotot.

Extracelhiléns tér

/

AR AR AL L)L)

Myoplasma Troponin

Troiom:onn

Altin  Miomn
- Sacomer —™

1.2. abra. A rianodinreceptor

Forras: Monnier és mtsai. (2000) utan.

A Ca* kibocsatas mértéke és kinetikaja a jelenlegi kutatasok szerint egy bonyolult
feltételrendszertdl figg, ami magaba foglalja a membranra érkezd fesziiltséget, a
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mas feltételeket (Cheng és mtsai. 2008).Az elmult két évtizedben a folyamat a
biofizikai és élettani kutatasok gyakori témajava valt, mert a jelenség egyes részletei
ma sem ismertek teljesen.

1.3.5. A sejten beliili kalcium diffazios szemlélete

Az SR-b6l torténs Ca* kidramlas és kiillonb6z6 molekuldkhoz torténé kot6dés a
haromdimenziés, néhany pm dimenzi6ja térben egy diffizids-reakcids folyamattal
modellezhet6, ennek folyaman a Ca* kulonboz6é Ca* pufferekkel (proteinek, illetve
a Ca* koté festék) 1ép reakcioba. A pufferek egy része mobilis, akarcsak a Ca®, sajat
diffazios-reakcios jelenséget kovetve. A nagyszamu protein, illetve més ionok (pl.
magnézium) miatt a folyamat bonyolult, de megfelel6 egyszertsitéseket és
kozelitéseket alkalmazva részlegesen modellezhets. A modell Fick szerinti diffiziora
épil, de vannak mas megkozelitések is (Tan és mtsai. 2007). A modellben az SR mint
Ca® ionokat kibocsajto forras vesz részt, a Ca® sejten belilli koncentracidja megnd,
és diffuzid alakul ki a sarcoplazmaban. A difftzié folyaman a lokalis koncentraciokat
a kialakuld reakcidk is befolyasoljak, ezek soran a Ca* a festékhez, illetve a
kotésekért egymassal versenyz6 puffereihez kotédik. A térbeli koncentracié ([Ca®']
) leegyszertsitett modelljét az alabbi diffizio-reakcié egyenlet adja (Smith és mtsai.
1998):

o[ Ca®"]
ot

:DCaV2 [Ca2+]+jdye+-7buﬁ”+jpump+jleak+-7ryr (1'1)

amelyben a Ca® ionok Fick szerinti diffaziéval (Crank 1979) mozognak (D,

diffaziés allandéval, V*-el a tér koordinatak szerinti masodrendt parcialis
Z[Ca%] . az[caz+] +62[Caz+]
ox’ 0y’ 0z
[Ca®*](x,y,z) figgvény esetében), a helyi térbeli koncentraciot a reakciokba 1éps
vagy reakciobdl felszabadulé Ca* ionok befolyasoljak, mindezzel parhuzamosan
mas sejten beliili aramok is jelen vannak. Ezek az alabbiak:
Juga Ca*  puffereivel torténé reakci6 kovetkeztében kialakuld
koncentraci6 csokkenés vagy novekedés,
*  Ju afestékkel torténd kotédés miatt kialakul6 koncentracié valtozas,

0
differencialast jeloltik: V*= harom dimenzids

J pump 22 SR-be pumpa mechanizmussal visszajuttatott [Ca**] csokkenés,
F e az SR-bOl kiszivargé Ca** , amely nyugalmi allapotban ellensulyozza a
pumpa mechanizmust,
* J,, aRyRaltal kibocséjtott Ca** aram.
A Ca* altal kotott festék (CaF, F a szabad festék, az altalunk végzett
kisérletekben fluo3 vagy fluo4) szintén mobilis résztvevéje a folyamatnak (1.2
képlet), D, diffuziés allandoval:

10



Az elemi kalciumfelszabadulasi események élettani és biofizikai hattere

0| CaF
[at ]ZDFVZ[CGF]—Lye : (1.2)
A J,, afesték és Ca® reakci6jabol adodik:
Je=—kp[Ca”|[Fl+ k[ CaF] (13)

ahol k; és k, a Ca™ és a festék asszociacios, illetve disszociacids reakcio sebesség

s s

kezdeti, [F,] teljes festék koncentraciot, igy a pillanatnyi szabad ([ F ]), illetve
reakcidba lépett festék ([ CaF ] ) kozti 6sszefiiggés kovethetd:

[F]=[F],—[CaF] . (1.4)

Hasonl6 egyenlettel irhaté le a Ca* pufferek ( B,) viselkedése, ezekb6l tobb ( i
index szerint) is részt vehet a modellben (troponin, parvalbumin, EGTA és mas
pufferek):

6[CaB,] :DB VZ[CaBi]—j,-
ot ‘ (1.5)
-7bu/f:z_ 7

Ca’*-al torténo reakcidik eredménye a J, . aram.

A pufferek lehetnek mobilis (ATP, EGTA) vagy nem mobilis (troponin) pufferek, ez
utobbiak esetében a D, diffuziods allandé nulla. A pufferek éltal felszabaditott vagy

lekotott Ca* fluxust a megfelel6 reakciok adjak:

J=—k/[Ca*"][B,]+k;[CaB,] , (1.6)
az 1.5 dsszefiiggésben ezek dsszege adjaa J,, aramot. A pillanatnyi és teljes puffer
koncentraciét a festékéhez hasonldan lehet szamolni:

[B']:[Bi]T_[CaBi] : (1.7)

1

Az SR -be visszajuttatott, pumpa mechanizmus altal mozgatott Ca* a pillanatnyi
[Ca®] koncentracié és egy V
1998):

maximalis sebesség fiiggvénye (Smith és mtsai.

X
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V [Ca2+]m
L ome T8 (1.8)
jP p Km+[ca2+]m

amelyben K és m kisérleti uton meghatarozott allandok. Végil a §,, aram

nyugalmi allapotban a pumpa ellenstilyozéasat biztositja, ez a pumpa hattér [Ca®'],
koncentracioéra kiszamolt aram:

jleak: - ~7 pump

A J,, éram a rianodinreceptor Aaltal kibocsajtott Ca* fluxusbol adodik, a
szimulacidk folyaman ez kiilonb6z6 alakd impulzus figgvényekkel modellezheté
(négyszog, Gauss fiiggvény alaku, stb.).

Feltételezett, hogy a diffizié nem izotrop a kiilonb6z6 pufferek és a mitokondriumok
elhelyezkedése miatt, igy a sejt longitudinalis irAnyaba gyorsabb (Cheng és mtsai.
2008).

Az ismertetett parabolikus differencidl egyenletrendszert numerikusan lehet
megoldani, ebben a kiilénb6z6 koncentraciok 3 dimenzids térbeli fiiggvények. A
feladatra tobb megoldas sziiletett (Jiang és mtsai. 1999; Rios és mtsai. 1999; Rios és
mtsai. 2002; Sobie és mtsai. 2002; Chandler és mtsai. 2003; Zhou és mtsai. 2003).

a Simulated spark Profile of the simulated spark

space (pixels)

40

10 20 30 40 50 -2 20

time (pixels) space um time ms

1.3. abra. Szimulalt line-scan kép

a. Szimulalt line-scan kép: A szimulalt spark pontjainak szamértéke Ca’ és fluo-3
festék reakcibja utan keletkezett CaFluo koncentracio értékek uM-ban. A szimulaciot
végrehajtd program Douglas-Gunn mddszerrel numerikusan oldotta meg az 1.1
egyenletet, a line-scan képet a diffizios tér egyenes menti pasztazasaval kaptam
(részletek a C Fiiggelékben és a szovegben). A tér és id6beli felbontas megegyezik az
altalunk hasznalt line-scan képek felbontasaval (id6: 1 pixel 1.54 ms, tér 1 pixel 0.14
um). b. A line-scan kép térbeli megjelenitése idé-tér koordinatikkal. A képen nincs
konfokalis képekre jellemzé hattérzaj.
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A jelenség szimmetridja (diffdzid) miatt egyes esetekben a numerikus megoldast
gombi (szferikus) vagy henger (cilindrikus) koordinata rendszerre adtak (Smith és
mtsai. 1998; Uttenweiler és mtsai. 2002). A szimulacidk legtobb esetben véges
differencia modszerekkel késziiltek.

A modellt alkalmazd szimulaciok lehet6vé teszik mesterséges line-scan képek
generalasat a diffizios tér egyenes menti pasztazasaval (lasd 1.3 abra), és a kapott
struktira megfelelé feldolgozasaval (zaj és pont kiterjedés fiiggvény hatasanak
szimulalasa). A modszert tobb kutatdcsoport hasznalta a RyR Ca** forras alakjanak
és fluxusanak becslésére. Az ismert korilmények kozt el6allitott line-scan
szimulacidk tanulmanyozhatéva teszik a rendszer kiilonb6z6 paramétereinek
(diffazids és reakeios allandok) mérésekre gyakorolt hatasat.

1.3.6. Kalciumfelszabadulasi események, eseménytipusok

Az  intracellularis  térrészben  to6rténé  kalciumkoncentracié — véaltozasokat
Osszefoglaléan kalciumfelszabadulasi eseményeknek nevezziik, amelyekbdl 1éteznek
egész sejtre kiterjed6 (globalis) és csak kis térrészben megjelené (lokalis) formak. A
szakirodalom kisérleti kortilményeik és fluoreszcens képalkotds soran kapott
megjelenésitk  szerint  osztilyozza  az = izomsejteken  belili  lokalis
kalciumfelszabadulasi eseményeket (lasd, az esemény térbeli alakjanak, illetve a
lezajlas idétartamanak, megfelel6 névvel jelolve ezeket, mint calcium sparks, syntilla,
sparklet, ember, quark, puff, és méas elnevezések (Cheng és mtsai. 2008).

a b
Spark area (AF/F) Spark area (AF/F)
50 3 50
@ 40 2 © 40
0 9
‘2 30 1 a 30
g 20 0 S 20
@ 10 1 & 10
20 40
time (plxels) time (pixels)

1.4. abra. Konfokalis mikroszkoppal rogzitett kalcium spark

a. Konfokalis mikroszkoppal rogzitett spark képe (060 130a07 mérés, pasztazasi
periodus 1.54 ms/pixel, térbeli felbontas 0.14 um/pixel, normalizalt amplitido
értékek), b. ugyanabbol a mérésbél szarmazo, 7 hasonlo id6 és térbeli lefutasi
spark atlaga.
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Kalcium spark-rol (,szikra”, lasd 1.4 é&bra) beszélink abban az esetben ha az
eseményt egyetlen kalcium kibocsajtd egység (Calcium Release Unit, CRU, lasd
Cheng és mtsai. (2008)) hozza létre. Az elnevezés a sejt tipusatol fiiggetleniil valt
altalanossa, el6szor Cheng és mtsai. alkalmaztak szivizom sejteken végzett
kisérleteknél (Cheng és mtsai. 1993). Mivel az esemény fluoreszcens képalkotassal
rogzithet, és tulajdonképpen a festékhez kotéd6 Ca** ionokat latjuk”, a
megnevezés altaldban a megfigyelt fluoreszcens eseményre vonatkozik, bar
kontextustol fiiggden jelentheti a kidramlé Ca* fluxust is (Cheng és mtsai. 2008).
Sikeriilt olyan kalciumfelszabadulasi eseményeket is rogziteni, amelyeket egyetlen
rianodin receptor hoz létre, ezeket szivizomban sparklet-eknek nevezi a
szakirodalom (Wang és mtsai. 2001).

Kalcium ember (parazs) megnevezéssel jeloljitk a hosszu id6tartamu, kis amplitudéja
eseményeket. Feltételezés szerint ebben az esetben a Ca®* kibocsatasban egy vagy
nagyon kevés RyR vesz részt (Gonzalez és mtsai. 2000; Csernoch és mtsai. 2004).

Globalis kalciumfelszabadulasi eseményeket el6 sejtekben el6szor az 1960-as évek
végén észleltek (Cheng és mtsai. 2008), de képi rogzitésitk csak az 1970-es végén
sikeriilt, aequorin nevd indikatorral, késébb tobb kisérlet bizonyitotta jelenlétitket
(Cheng és mtsai. 2008). A jelenség tanulmanyozasat jelent6sen megkonnyitette a
konfokalis mikroszképok paramétereinek fejlédése, amellyel célzottan lehet
pésztazni a sejt kis térfogatait. A Ca** fluoreszcens indikatorok fejlesztése a késébbi
id6északban jelentésen hozzajarult a jelenség kimutatasahoz.

Az izom sejten belili lokalis kalciumfelszabadulasi események konfokalis
mikroszkoppal torténé elsé rogzitése szivizom sejtekben tortént az 1990-es évek
elején (Cheng és mtsai. 1993).

A kutatasok kovetkezd idészakaban (és a jelenig) a konfokalis képek hasznalata
rendszeressé valt ezen a teriileten. Az igen magas zajszintet tartalmazé képeken
detektalt események jellemz6ib6l és biofizikai paramétereib6l késziilt statisztikak
fontos kiindulépontok lettek a hipotézisek targyalasaban. Nemcsak a nagyszamu
kép, hanem a képeken megjelend Ca** jelenségekre mutatd alacsony jelszint, a
rogzitési modszerb8l adodod bizonytalansagi faktorok is megkovetelték a képek
szamitogéppel végzett objektiv elemzését és kiértékelését (a képeket jellemz6
tulajdonsagokat a Modszerek fejezet 3.2 és 3.3 szakaszaban mutatom be).
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2. CélkitGizések

A tézisben bemutatott munka célkitizései a kovetkez6k:

a) konfokalis mikroszkoppal késziilt line-scan (3.2.3) képek elemzése
szamitogépes kép és jelfeldolgozasi modszerekkel,

b) véazizomban lezajld, konfokalis mikroszkoppal (elsésorban line-scan tipusa
képek létrehozasaval) rogzitett Ca** események tanulmanyozasa, statisztikai
jellemzok szamitasdhoz sziikséges paraméterek szamitésa,

c) az eseménydetektalasi algoritmusok hatékonysaganak és
megbizhatosaganak vizsgalata és optimalizalasa,

d) Ca* esemény jellemz6k meghatarozasa és szamitdsa olyan esetekben,
amikor nem létezik az irodalomban altalanosan elfogadott modszer erre, pl.
ember tipusu események esetében,

e) atémakorben altalainosan hasznalhato fiiggvény csomag és grafikus feliilet(i
feldolgozo6 programok kidolgozasa az a-d pontokban emlitett feladatokhoz,

f) akidolgozott modszerek alkalmazésa kisérleti adatok feldolgozasaban.

A konfokalis mikroszkoppal késziilt mérések elemzését szamitogépes modszerekkel
lehet elvégezni, minél tobb részfolyamat automatizalasaval. Annak ellenére, hogy
elképzelhetd (és elsé fazisban néha sziikséges is) ezeknek a manualis, ember altali
kiértékelése, a kisérletekhez tartozo mérések nagy szama miatt ez gyakorlatilag
lehetetlen. Ezzel parhuzamosan, a manualis, szamitégéppel tamogatott kiértékelés is
fontos marad az orvos és biologus kutatok szempontjabdl, igy mindkett6t biztositani
kell. Bizonyos esemény jellemz6 szamitasokat szintén csak szamitogéppel lehet
elvégezni. Bar jelentek meg a feladatra nyilvanosan elérhet6 programok vagy
program részletek (fiiggvények), nem mindig hasznalhatéak megfeleléen (részleges
kédok, nincs forraskdd, nem mikodik a kutatok elvardsa szerint), és altalaban a
detektalast érintik, paraméterszamitas, illetve statisztikai jellemz6k szamitasara
nincs elérheté nyilt forraskodu eszkoztar. Nem minden tipusi Ca® eseményre
létezett jellemz6 szamitési eljaras, a kisérletekben jelennek meg egyedi események,
amelyekre nincs kidolgozott mddszertan (pl. ember tipusu jelenségek paraméterei).

A Debreceni Egyetem Elettani Intézetében tébb Ca** eseményekkel kapcsolatos
kutatas folyt és folyik, igy sziikséges az ezeken belill készitett konfokalis line-scan,
illetve mas tipusi képek egységes modszertannal torténd elemzése. Fontos, hogy
rendelkezésre alljanak olyan jelfeldolgozé6 modszereket kivitelezé szamitogépes
eszkozok, amelyekbdl egy-egy 0j kutatas méréseinek feldolgozé folyamatat ossze
lehessen allitani. A Ca* eseményeket rogzité mérések sokszor egy kutatason belil is
jelentésen kiilonboznek, ezért esetenként beéllithatd, paraméterezhetd feldolgozasi
eljarasokra van sziikség.

15



Modszerek

3. Mddszerek

3. 1. Kisérleti koriilmények, izomrost el6készitése és
preparalasa

A feldolgozasokat a Debreceni Egyetem Elettani Intézetében készitett konfokalis
mikroszkop felvételekre alkalmaztuk. A kutatasok soran patkany, béka, illetve egér
izomrostokat hasznaltunk. Az izomrost el6készitést az Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum Elettani Intézetének laboratériuméaban végezték. Az Intézményes Eurépai
Allatetikai Elvek altal megengedett protokollal ledlt allatok izmaibodl izomrostokat
izolaltak, ezutan a rostok kiillonb6z6 el6készité oldat kezelésen mentek at, végil
szaponint tartalmazé relaxald oldatba lettek helyezve (részletesen lasd Szentesi és
mtsai. (2004). A mérés el6tt a sejtek kalciumérzékeny festéket tartalmazé oldatba
lettek helyezve (pl. 50 pM fluo-3) és a relaxalé oldat egy fiziologias oldattal lett
lecserélve.

Az izomrostok preparalasanak, illetve a mérések el6allitisanak pontos modszertana
részletesen a kovetkezé publikacidkban talalhat6: patkany (Szentesi és mtsai. 2004;
Szigeti és mtsai. 2007), béka (Cheng és mtsai. 1999; Szentesi és mtsai. 2004; Picht és
mtsai. 2007; Kong és mtsai. 2008; Lukacs és mtsai. 2008; Sztretye 2009)patkany és
egér (Fodor és mtsai. 2008; Sztretye 2009).

3.2. A konfokalis mikroszkop hasznalata
kalciumfelszabadulasi események tanulmanyozasaban

3.2.1. A konfokalis mikroszkoép

A konfokalis mikroszkop elvét Marvin Minszky vezette be 1957-ben (Pawley 2006).
Az egyszerl konfokalis mikroszkép a hagyomanyos gydjtélencse helyett a fényt a
minta egy pontjara fokuszalta, a fényforras sugarait el6tte egy kis nyilason vezette
at (pinhole), majd ugyanezzel a technikaval gy(jtotte a mintardl jovo fényt (3.1 abra
a). A modszer javitotta a jel-zaj viszonyt, a jelet kevésbé jellemezte az elmosddas
(blur), novelte a mikroszkop effektiv felbontisat, lehet6vé tette a vastag mintak
elemzését a minta bizonyos mélységére fokuszalva.

Az 1970-es évektSl fényforrasként lézer sugarat hasznaltak egyes konfokalis
mikroszkopokban, a lézer forras altal biztositott monokrém, erds és jol fokuszalhato
fény miatt. Biologiai mintak elemzésére 1985-t6] kezd6dben (Pawley 2006) terveztek
lézersugarat hasznal6 konfokalis mikroszkopokat, ezek fluoreszcens festékkel festett
mintak esetében biztositottak j6 mindségi jeleket.

Munkéank soran a Zeiss cég LSM 510 / LSM 510 META, illetve LSM 5 LIVE tipust
mikroszkdpokat hasznaltuk (3.1 abra b).

16



A konfokalis mikroszkop hasznalata kalciumfelszabadulasi események tanulmanyozasaban

Az LSM510 szériaba tartoz6 mikroszkopok 4 konfokalis csatornaval dolgoznak,
mindegyik kiilon fényelektromos sokszorozoval (photomultiplier, a tovabbiakban
PMT) rendelkezik, ezek killon-kilon Aallithatéak, és mas-mas lézerrel
miikodtethetéek.

3.1. abra. Konfokalis mikroszkop és felépitése

a. A mikroszkop felépitése: 1 lézer, 2 dichroikus tiikor, 3 objektiv, 4 fokalis sik, 5
pinhole, 6 szlird, 7 detektor, 8 minta hattere, 9 detektalt térfogat. b. Zeiss LSM
510 META konfokalis mikroszkop. Forras: Zeiss.

3.2.2. Fluoreszcenciara épiilé6 mérések

A fluoreszcenciara épiilé mérések rendkivil elterjedtek a biologiai kutatasokban,
molekulak, ionok kovetése kapcsan. A mddszer olyan fluoreszcens tulajdonsaggal
rendelkezé molekuldkat (,festékeket”) hasznal, amelyek kotédnek (pl. reakcion
keresztiil) a tanulméanyozott molekuldhoz vagy ionhoz. Igy kévethetévé valnak a cél
molekulak vagy ionok. A fluoreszcens tulajdonsaggal rendelkezé molekulak
(fluoroforok) meghatarozott hullamhosszi fény hatasara gerjesztett allapotba
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keriilnek, majd révid id6 (nanoszekundum rendt) relaxaldédnak, és fényt bocsajtanak
ki. A folyamat ciklikus, a gerjesztés és fénykibocsatas ismétl6dé. Mikroszkdopos
alkalmazasoknal a festéket gerjesztd és a festék altal kibocsajtott fény spektruma jol
meghatarozott. Intenzitisanak amplituddja viszont fiigg a megvilagito fény
intenzitasatdl és a fluorofér koncentracidjatodl (Merchant és mtsai. 2008).

Mikroszkopos kisérletekben jol meghatarozott hullamhosszi fényt hasznalnak a
gerjesztéshez, vagy szlir6kkel oldjak meg mind a gerjeszt6 mind pedig a gerjesztett
fény kezelését.

Ex = 488 nm

39.8 pM free Ca*

Fluorescence emission

500 550 600 650

Wavelength (nm)
3.2. abra. A fluo-3 festék kalcium fiigg6 emisszios spektruma

Kalciumot nem  tartalmazé oldatban az  emisszié
gyakorlatilag 0, egyébként a koncentraciotol fiigg az abra
szerint. Ky = 390nM , Ao = 488 nm , Aew=525 (maximalis).
Forras: Life Technologies Corporation (LTC 2012).

Kisérlettdl fiiggéen (a kovetett jelenség tipusa), a festékek mas és mas
tulajdonsaggal kell rendelkezzenek. Sejten belili Ca®* ionok festésére, abban az
esetben ha gyors koncentraciévaltozasokat kell kévetni, a fluo-3, fluo-4, rhod-2 és
Oregon Green 488 BAPTA-1 festékek bizonyultak a legjobban hasznalhatéknak az
utodbbi években (Cheng és mtsai. 2008). Ezekre jellemz6, hogy kalciummal torténé
kotédés utan az emittalt fény intenzitisa akar 100-szorosara is né a koétetlen
festékének. A festékek disszociacios allandoja (Kq) pM koriili, igy az ehhez kozelits
koncentraciok jol kovethetéek (a fluo-3 esetében K, =390 nM). Mindegyik a
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lathaté fény tartomanyban talalhaté hullamhosszal gerjeszthet6. Mindezek a
tulajdonsagok megengedik a lokalis, gyorsan valtozé koncentracidk kovetését a
sejtben. A fluo-3 emisszios spektruma a 3.2 abran lathat6. A dolgozatban hasznalt
konfokalis mérések fluo-3 vagy fluo-4 festékkel késziltek (Life Technologies
Corporation), a gerjesztd Argon lézer hullamhossza pedig 488 nm. Elemzési
szempontbdl a fluo-3, illetve 4-el késziilt képek kozt nincs kiilonbség.

3.2.3. Line-scan képek

A mechanikai modszerrel pasztazé mikroszkopokban galvanométerek forgatjak el a
pasztazast kontrollalé tikroket. A pasztazott feliilet tobbnyire téglalap alakd,
modern mikroszképok megengedik mas alakzatok pasztazasat is.

a

O b -

2 M
L 10 ms

3.3. abra. XY és Xt pasztazas

A konfokalis pasztazo fej mozgasa XY (a), illetve line-scan mérésen (b). A ¢ és d abra a
pasztazasoknak megfelelé kép részletet tartalmaz: ¢ - 051215b02 XY mérés részlete
(244x160 pixel), illetve d - 051215b20 line-scan mérés részlete (244x160 pixel). Mindkét kép
12 bites kodolassal késziilt, a pixelek minimum és maximum értéke 0-4096 kozotti (a
detektor altal szolgaltatott egységek).

Az LSM 510 és 510 META modellek X, Y és Z iranya pasztazast biztositanak egy
hosszu fejlesztés eredményeként létrejott pasztazd modul segitségével. A modul
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vezérelt kollimatorokat, pasztazé galvanométeres tikkorrendszert és nagy
érzékenységii detektort tartalmaz. A berendezés tobb lézer modullal mkédhet. A
muszer vezérlése sajat szamitogéppel torténik. A mikroszkop tobbféle pasztazasi
modot biztosit.

A line-scan képek el6allitasanal a lézer sugar egyetlen vonal mentén pasztizza a
mintat, ezt a pasztizas x tengelyének nevezziikk. Amennyiben az x,y sikot
tekintjik a sugarra mer6leges siknak (fokusz sik), a fluoreszcens jelet a tér
mindharom iranyabol, a mikroszkép pont-kiterjedés figgvényének (3.3.4)
megfeleléen érzékeli. A pasztazas folyaman a kisebb, nagyobb amplitudéja vagy
kiterjedésti sparkokat kialakité fluoreszcens jel barmely radilis iranybdl johet a
pasztazott x tengely koriil, az sem dontheté el egyértelmien, hogy sikeriilt-e egy-
egy sparkot a forras kozvetlen kozelében, vagy a forrast keresztezve pasztizni.
Ugyanakkor a fluoreszcens hattér szintje, valamint a jelenlevd zaj elnyomja az kis
amplitadoju jeleket. Egy adott kisérletsorozaton belil a fluoreszcens hattér
modosulhat az egyes képek kozott. A leggyakrabban normalizalt értékeket
hasznalunk, ez a referencia kiilonbozhet akar egymas utan felvett képeken is. A
képeken jelen levé hattérzaj miatt a kis amplitidéval rendelkezd sparkok nem
detektalhatbak és el6fordulhatnak hamisan detektalt, zajbol szarmazd események.

Ebben a dolgozatban line-scan médban és XY moddban (lasd 3.3 abra) is hasznaltuk
kalciumfelszabadulasi események rogzitésére (a modszereket line-scan mérésekre
fejlesztettiik, de azok alkalmazhatéak az XY mérésekre is). Line-scan mddban 1.3
kHz - 2.6 kHz pasztazasi frekvencia érhet6 el, a pasztazasok kozti id6 igy 640 ns -
2.3 ms. A késziilék a pixeleket analdég-digitalis konverzi6é utan 8 vagy 12 szintes
kodolassal rogziti (ebben a munkaban az utébbit hasznaltuk).

Az LSM 5 Live mikroszkop egy 512 pixelt detektalo linearis CCD (toltéscsatolt
eszkoz - Charged Coupled Device, a tovabbiakban CCD) tombbel rendelkezik. A
lézerrél érkezé fénynyalabot egy optikai rendszer vonal mentén fokuszalja, és egy
galvanométer-tiikor rendszerrel ezzel pasztazza a mintat. A pasztazast és a
detektalast egy bonyolult optikai rendszer feliigyeli (lasd Pawley (2006), 232. oldal).
A péarhuzamos pasztazas miatt nagy sebesség érhet6 el, ez line-scan modban 60 kHz
pasztazasi frekvencia, a pixelek kozti id6 16 ps - 20 ms (Pawley 2006).

A mérések technikai paramétereit és a dolgozatban felhasznalt mérések leiré adatait
az A Fuggelék: A felhasznalt konfokalis mérések adatai fejezetében adom meg.

3.3. Konfokalis mikroszkop képek jellemzoi

3.3.1. A jel-zaj szint jellemzése

A zaj formalis jellemzése a szlirések, feldolgozasok kivalasztasa miatt fontos, az
algoritmusok jellemzéinek megallapitasakor a szimulalt képek eldallitasa is erre
épil. Mivel a konfokalis mikroszkdp fluoreszcens jelenségekre épiilé képeiben tobb
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zajforras hatasa vegyiil (Sheppard és mtsai. 2006), pontos zajmodellt nehéz késziteni.

A zaj mindig jelen van a fotonsokszoroz6 csovek (Photo Multiplier Tube - PMT) és a
toltéscsatolt eszkozokkel detektalt mikroszkdp jelekben. PMT van a Zeiss LSM510,
illetve LSM 510 META késziilékekben is (az 510 META-ban PMT tomb talalhatd). A
CCD megoldas pedig a Zeiss LSM5-LIVE késziilék detektalo eleme (512 x 1 lineéaris
CCD tomb). A zaj tobb forrasbdl tevédik ossze, egyik komponense a késziilékekre
jellemz6 hattérzaj (ez a késziiléktdl és annak pillanatnyi hasznalati modjatol figg), a
masik a detektalas jellegéb6l ad6do fotonzaj. Ezekhez tarsulnak a mintabol szarmazo
hattérzajok (ezek fluoreszcens technika esetén szintén szamottevéek lehetnek). A
konfokalis mikroszképpal késziilt, fluoreszcenciara épiilé képekre jellemz6 az
alacsony jelszint igy a hattérzaj erds zajként jelenik meg.

A fotonzaj (shot noise) a mérési zajok legfontosabb forrasa (Sheppard és mtsai. 2006;
Merchant és mtsai. 2008). A PMT csovek és CCD kamerak foton érzékelését egy
random jelleg jel jellemzi, amelyet Poisson eloszlassal lehet egyszertien modellezni.
A detektalt fotonok szamanak valdszintiségét az alabbi kifejezéssel lehet kozeliteni
(Sheppard és mtsai. 2006):

N, —u
‘e

ahol N, a detektalt fotonok szama, W az eloszlas kozépértéke. Ugyanezt a

megkozelitést alkalmazzak mas biologiai és orvosi képalkoté technikaknal, pl. a
rontgen képeknél is (Webb 2003).

A Poisson eloszlas szorasa:

o=ViL (3.1)

nagy N értékekre u jol kozelithets N -vel.

Képfeldolgozasi feladatoknal altalanos gyakorlattd valt, hogy a detektalt jel-zaj
szintet (Signal to Noise Ratio - SNR) az alabbi kifejezéssel adjak meg (Schroeder
2000; Webb 2003; Sheppard és mtsai. 2006):

SNR=% (3:2)
ami a Poisson eloszlas esetében igy alakul:
SNR=VN,
Az eloszlas kis szamu foton esetében jobbra ferdill, nagy N, esetén viszont

szimmetrikus és a normalis eloszlashoz kozelit.
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Részletesebben, mas jellegli zajok miatt a detektorok jel-zaj-szintjét az alabbi
képlettel lehet megkdzeliteni (Schroeder 2000; Sheppard és mtsai. 2006):

N
VN,+N,+N,

ahol N, a detektor miikodésébsl, N, a hattérzajok jelenlétéb6l adodé tobblet
detektalt foton szdm. A detektor miikodéséb6l PMT cs6vek esetében a sotétzaj,
sotétaram, CCD-k esetében a kiolvasasi zaj a meghatarozd (Schroeder 2000);
modern Kkésziilékeknél ezek a tényez6k kisebb mértékben jarulnak hozza a
zajszinthez.

Bar a gyakorlatban kozelité eljarasokkal és tobb egyszerusitéssel fogunk élni,
lathato, hogy (Young 1996):

* azaj nem fiiggetlen a jeltsl,
*  azaj nem additiv,
* azaj nem normalis eloszlasu.

Mindezek ellenére, a zaj normalis és/vagy Poisson eloszlassal torténd kozelitése
altalanos gyakorlat egyszeriisitési szempontok miatt.

Konfokalis mikroszkép képek esetében a jel-zaj szint a fény konfokalis modszerrel
torténd sziirése miatt ezen kiviil még tobb tényez6tdl fiigg (részletesen lasd Sheppard
¢és mtsai. (2006) - ezek az alabbiak:

*  ahattérzaj,

* azaperttra allapota,

* akivalasztott pixelméret,

* afluoreszcens festék szintje a mintaban,

*  apasztazasi sebesség hatasa.

3.3.2. A hattér fluoreszcencia

A hattér vagy autofluoreszcencia (background fluorescence) a természetesen
fluoreszkal6é molekulak altal okozott fluoreszcens jel, amely akkor is megjelenik, ha
a minta nem tartalmaz fluoreszcens festéket. Mivel ez altalaban jelen van a sejtek
citoplazmajaban, kisér6jelenségként szamolni kell vele, és ez is hozzajarul mint
komponens a hattérzajhoz. Képi feldolgozast zavaré6 mértéke lehet nagy, ha
atfed6dik az alkalmazott festék fluoreszcencidjaval, és a festett elemek altal
kibocsajtott fluoreszcens jel szintje alacsony. Mivel egyenletes fluoreszcens
kibocsatasrél van szo, altalaban alkalmazhatdé olyan hatteret beallitd képi
feldolgozas, amely nagyrészt eltiinteti jelenlétét (Merchant és mtsai. 2008).
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3.3.3. A fotokioltas

A konfokalis mikroszkop 1ézersugarral vilagit meg kis teriileteket a mintaban, igy az
ott jelenlevd fluoreszcens molekuldkat jelentdsen karosithatja tobbszori péasztazas
utan. Ezt a jelenséget fotokioltasnak (photobleaching) nevezziik. Vannak mérések,
amelyek pont ezt a jelenséget hasznaljak ki (FRAP, FLIP), az elemi
kalciumfelszabadulasi események esetében az érdekiink altaldban a fluoreszcens jel
ugyanolyan szinten tartasa, tehat a minta minél kisebb mértékti karosodésa az alatt az
id0 alatt amig a mérés tart. Az alkalmazott festékek fluoreszcens kibocsatasa csokken
a megfigyelés alatt, mert fotokémiai mddosuldson megy at, ez tobbféle folyamaton
keresztiil is torténhet (leggyakrabban oxigén molekulakkal torténd reakcid all
mogottiik). A jelenség csokkentését tobb modszerrel is el lehet érni a kisérletek
elokészitése soran, lasd Diaspro és mtsai. (2006). A minél kisebb mértékii fotokioltast
okozo kisérleti paraméterek megtaldlasa 1ényeges, eredményeként jobb kontrasztu és
idében stabilabb jeleket lehet mérni. Fotokioltast tartalmazé mérések képfeldolgozo
modszerekkel javithatébak. Erre az egyik lehetéség a fotokioltds mértékének
meghatirozdsa a haszndlt festékekre. A kioltast a méréseken egy mono- vagy
biexponencidlis intenzitds csokkend folyamatként érzékeljiik, amely az aldbbi, 1d6tol
fliggd 0sszefiiggéssel adhatdo meg (Diaspro és mtsai. 2006; Kolin és mtsai. 2006):

I,(t,x)=I,(t,x)e™ (33)

ahol I, és I, egy azonos helyen végzett egy vagy két dimenzids pasztazas
intenzitasanak atlaga, k pedig a kioltast jellemzd konstans, értékét forditott
idomértékegységgel adjuk meg. A folyamatot sok esetben biexponencialis eséssel
lehet jobban jellemezni:

I(t,x)=A e " +A, e (3.4)

ahol A, és A, amplitadé konstansok, k, és k, pedig az intenzitds csokkenését
jellemzd konstansok. Kisérletileg ezek értéke megallapithaté megfeleld mérésekkel
(Diaspro és mtsai. 2006). Igy meghatirozhato minden egyes id6 koordinatira a
fotokioltas kovetkeztében kialakult intenzitas csokkenés aranya, €s nemlinearis
illesztéssel kiszamolhatoak a sziikséges konstansok. Az igy kapott fliggvénybol
szdmolt aranyokkal korrigalhatoak a megfeleld iddpillanathoz rendelt intenzitas
értékek.

Igy line-scan képeknél a korrekciot kétféleképpen lehet elvégezni:

1. Az id6 fiiggvényében a mérések fluoreszcens hatterének intenzitasat
atlagoljuk (azokat az x szerinti pontokat amelyeken nincs a hattértdl eltéro jel
- esemény). Az igy kapott pontokbdl kiszamithatd az elsé idéponthoz
viszonyitott intenzitas csdkkenés.

2. Az el6z6 pontban kapott értékekhez a 3.3 vagy 3.4 fliggvényt illesztve egy
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pontosabb kozelitését kapjuk a csokkend intenzitasnak.

Az eldfeldolgozasok folyaman mindkét modszer hasznaltam (lasd 4.1.1).

3.3.4. A pont-kiterjedés fiiggvény hatasa

A konfokalis mikroszkép altal el@allitott egy vagy tobbdimenziés méréseket
eltorzitja a mikroszkép pont kiterjedés fliggvénye (pontatviteli fiiggvény, pont
kiszélesedési fiiggvény - point spread function - a tovabbiakban PSF). A PSF optikai
torzitas, amivel minden mikroszkép rendelkezik, a konfokalisok esetében
lényegesen kisebb mint a hagyomanyos mikroszképoknal. A méréseken ez a hatas
mint elmosddottsag (blur) jelentkezik.

A PSF paraméterei fiiggnek az objektiv numerikus aperturajatol, a hasznalt fény
hullamhosszatél, valamint minta a torésmutatdjatdl (Egner és mtsai. 2006), de a
mikroszkdp optikai rendszerének allapota (rossz beallitds, szennyezett lencsék) is
befolyasolhatjak (Cannell és mtsai. 2006).

Ha v egy harom dimenzios (x,y,z) koordinata, a mikroszkép képalkotasat az
alabbi harom dimenzids konvoliciéval lehet modellezni (Van Kempen és mtsai.
2003):

g(v)=] hlx—x) f(x)dx . (3.5)
X
ahol f(v) a megfigyelt objektum, g (v) az eléallitott kép, h(v) pedig a PSF. A
képalkotas soran jelentkezs dsszetett zaj ( N(v) ) valamint a hattér miatt ( b(v))a
regisztralt m(v) kép igy fejezhet6 ki:

m(v)ZN(g(v)+b(v)) ) (3.6)

A 35 vagy 3.6 Osszefuggéseket egy, ketté vagy harom dimenziés képalkotasra
lebontva lehet kép javité modszereket kidolgozni.

A konfokalis mikroszképban a z (optikai tengely) iranyban torténé elmosodas
nagyobb, mint az x és y iranyokba torténé (pasztazasi sik), ezekben altaldban
egyforma értéket lehet mérni, a nagysagrend a kibocsajtott fény hullamhossza (Rios
és mtsai. 2002). A PSF kozelithet6 egy harom dimenzidos normalis eloszlast
megjelenit6 fiiggvénnyel, (Hollingworth és mtsai. 2001), amelynek szorasa az x és
y irdnyokban ugyanakkora, a z irdnyban pedig nagyobb. Igy jellemzoként
célszert a harom normalis eloszlas félérték-szélességének ( FWHM ) értékeivel
jellemezni. Egy tipikus konfokalis mikroszkop esetében az elméleti értékek az x és
y tengelyek szerinti FWHM_  ¢és FWHM ~ 0.1 pm, mig a z tengely szerinti
FWHM , ~ 0.4 pm (Cheng ¢és mtsai. 2008). A kisérleti modszertanok szerint a konkrét
mérés koriilményeire altalaban a felbontasnal kisebb méretli fluoreszcens golydkkal
mérik a PSF jellemzdit, amelyeket a mintdéhoz hasonld torésmutatoéju kozegben
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helyeznek el. Ezzel a modszerrel mért kalcium spark kisérletek soran hasznalt
konfokalisok jellemzé értékei a pasztazasi sik x és y iranyara ( FWHM_ és
FWHM ): 0.3-0.5 pm kozottiek, a z irany FWHM  értéke pedig 0.8-1.55 um
kozotti (Izu és mtsai. 1998; Rios és mtsai. 1999; Soeller és mtsai. 1999; Hollingworth
és mtsai. 2001; Launikonis és mtsai. 2005; Rios és mtsai. 2008; Shkryl és mtsai. 2012).
Tehat a z tengely szerinti FWHM  érték kb. haromszorosa az x vagy y-on
mértnek. A mért PSF jellemz6i pedig altalaban 20%-al nagyobbak mint a szamitott
elméleti értékek (Cannell és mtsai. 2006).

Izu és mtsai. (1998) szimulalt line-scan képek segitségével, a PSE FWHM _ értékét 0.2

és 1.2 um kozott valtoztatva kimutattdk, hogy jelentés amplitudo, illetve spark
szélesség valtozas all el6 az emlitett hatarértékekre’.

3.4. Kép és jelfeldolgozasi modszerek

3.4.1. Zajmodell

A line-scan képek zajeloszlasa Osszetett igy az elemzd algoritmusok tervezésénél
egyszertsitéseket kell alkalmazni. A zaj varhato legfontosabb Osszetevéje Poisson
jellegli a detektorok mikodésébsl adddodan, erre normalis eloszlasu, altalaban
additiv zajként modellezhet6 hattér zajok tevédnek. Az egyik gyakran alkalmazott
modell a zaj normalis eloszlassal torténé kozelitése, ami, ha a Poisson eloszlas A
paramétere lényegesen nagyobb mint 1 (von Wegner 2006) - ez altalaban igaz
konfokalis képekre.

A zaj visszavezetése normalis eloszlasra a kiiszobolé algoritmusok miatt fontos
(Starck és mtsai. 1998a) ezek tobbnyire a normalis eloszlas szorasabol vezetik le a
kiiszobértéket. Ha Poisson eloszlast hasznilunk modellként, ezt az Anscombe
transzformacioval (Starck és mtsai. 1998a) vagy annak moédositott valtozataival
visszavezethetd normalis eloszlasra, a modszert Bankhead és mtsai. (2011)
hasznaltak egyenl6tlen hatter(i line-scan képeknél. Ebben a munkéaban normalis
eloszlast modellel kozelitettem a line-scan képek hattérzajat az elemz6 algoritmusok
hasznéalatakor.

3.4.2. A pont-kiterjedés fiiggvény hatasanak kijavitasa

A pont-kiterjedés fiiggvény altal okozott elmosddas teriileti mérete (lasd 3.3.4)
nagysagrendileg a spark méretéhez kozeli lehet (nem fokuszban levd sparkok), a
mérésben megjelend objektumok amplitiddjat csdkkenti, igy hatasat szamitasba kell
venni, még akkor is ha a képjavitasra nem talalunk j6 megoldast.

Az elmosddottsag megsziintetését célzo képjavitas vagy élesités (deblurring) tovabbi
képi probléméakat hoz be a javitott képbe mert novelheti a zajt. Konfokalis

1. Lasd Izu és mtsai. (1998), 3. abra.
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mikroszkop mérésekhez tobb képjavité dekonvolicios modszert dolgoztak ki (Agard
és mtsai. 1989; van Kempen 1998; Rooms 2005). Ezek harom dimenzids méréseken
alkalmazhatbéak hatékonyan, de vannak megoldasok az egy vagy két dimenziods
esetre is (Agard és mtsai. 1981). Harom dimenzidés mérések esetében jol bevalt
algoritmusok 1éteznek (blind deconvolution, nearest neighbor, Wiener sz{ird,
nonlinear constrained iterative deconvolution) (Cannell és mtsai. 2006). Az iterativ
nemlinearis moddszereknek is tobb valtozatat hasznaljak, példaul a maximum
likelihood modszerre épulé Richardson-Lucy algoritmust vagy Tikhonov-Miller
médszert. Osszehasonlitisukat Van Kempen és mtsai. (2003) targyaljak.

A szakirodalom szerint line-scan mérések esetén az alabbi szerz6k alkalmaztak
dekonvolucids javitast. Sziv, illetve vazizom kalcium jeleihez k6tédé kisérletekben
Soeller és mtsai. (1999) (T tubulusok lokalizalasa), Soeller és mtsai. (2002) (SR
kalcium  fluxusdnak  meghatarozasa  sparkok  képzddésekor)  hasznaltak
dekonvolucios algoritmusokat (constrained iterative, Richardson-Lucy) x-y-z
méréseken.

A line-scan méréseken a sparkok alacsonyabb amplitadoval (lasd a sparkok térbeli
jellemzdit: 3.7.4) és x iranyban szélesebben jelennek meg, mint valédi méreteik
(Rios és mtsai. 2001). Az idébeli jellemz6k (3.7.3) kevésbé modosulnak.

Egydimenziés sparkokat tartalmazo line-scan mérésekre Rios és mtsai. (1999)
dolgoztak ki dekonvolucios eljarast. Az eljarasban a PSF méretére jellemz6
sz6r6dasbol numerikusan szamitottak ki egy korrekcids - skalazé - paramétert, amit
minden egyes line-scan pontra alkalmaztak.

Eljarasukat csak szimulalt sparkokra lehetett megbizhaté eredményekkel
alkalmazni, a kisérleti line-scan-ekre jellemz6 zaj esetén csak részleges korrekciot
tudtak végezni (keskenyebb PSF értékkel dolgozva mint a valddi), a zaj erdsitése
miatt. Rios és mtsai. (1999) kiszamoltak a kalcium aram értékét a mért fluoreszcencia
amplitadobol és Osszevetették azt szimulalt sparkok esetében kapott értékekre.
Elesitési korrekciot alkalmazva kiilonbézd FWHM _ —értékekre ( FWHM _ és
FWHM ,=FWHM /3.5) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy FWHM =1 pm folott
a zaj miatt lehetetlen korrekciét alkalmazni. Részleges korrekcioval (kis FWHM
értéket hasznalva a PSF definicidjakor) is elég jo kozelité eredményt lehet kapni a
kalcium kibocsatas szamitisara (kissé alabecsiilve azt). Igy a pont-kiterjedés
fuggvény méretéhez képest lényegesen nagyobb sparkok esetében élesités nélkiil is
jo kozelitést lehet kapni a kalcium kibocsatas szamitasakor (Shkryl és mtsai. 2012).

Ezért a legtobb kutaté nem végzi ezt el a line-scan, illetve XY képeken (3 dimenzids
esetben mar jobb megoldasok vannak). Igy kiilénésen az FWHM (spark térbeli
szélesség) szamitasanal vagy ,észlelt” FWHM -et adnak meg (Shirokova és mtsai.
2008), vagy egy korrekciés paramétert alkalmaznak az észlelt szélességre, és a
javitott értéket hasznaljak a kalcium kibocsatas szamitasokban (Rios és mtsai. 2008).
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Ebben a munkaban line-scan mérések elemzésekor nem hasznaltam dekonvoltcios
élesitést, ezt az eredmények biologiai értelmezésekor figyelembe kell venni.

3.4.3. Az a trous wavelet transzformacioé alkalmazasa

3.4.3.1. Jelfeldolgozas wavelet transzformacioval

A wavelet transzformaciok a Fourier transzformacidhoz hasonld felbontast allitanak

els, amelynek soran az f(t)€L*(R) négyzetesen integralhaté fiiggvényeket
specialis bazisfiggvények felhasznalasaval fejtik ki. A felbontas soran hasznalt

wa’b(t):%w((t_b)),aelR*\ [0},bER (3.7)

a

alaka figgvények nem periodikusak, altalaban kompakt intervallumon
értelmezettek, és egy skala (a) valamint egy eltolas (b) paraméterrel
rendelkeznek, amelyek a fiiggvényt a t valtozo szerint ,szélesitik” és eltoljak. A
felbontas soran a kiillonboz6 méretre skalazott fiiggvények frekvencia savoknak
megfelel6 komponenseket hataroznak meg f(t) -b6l, ugyanakkor az eltolt
valtozatok képesek a t valtozd szerint lokalizalni ezeket. Az elmélet alkalmazhatd
stacionarius és nem stacionarius jelek tér/id6/frekvencia elemzésére, egyik
legfontosabb jellemzéje, hogy a jelben talalhatd frekvencidk idében vagy térben
lokalizalhatbak. Az alkalmazhat6 bazisfiiggvényeit mar a 20. szazad elején megadtak
(Haar Alfréd, 1909), az elmélet az 1980-90-es évek alatt kezdett fejlédni (Hubbard
1998).

Legfontosabb gyakorlati alkalmazasi teriiletei az adattomorités és kodolas, forma
felismerés, digitalis jel analizis és sz{irés.
Altalanos alakban a folytonos wavelet transzformacié a (t) figgvény eltolt és

skalazott valtozatait hasznalja az egy dimenzibs, valos értékt f(t), f(t)€L*(R)
figgvények felbontasara, el6allitva a fiiggvény W wavelet transzformaltjat:

Wia,b)=— [ F(Ow (=)= fb) 69)

r—
a— a

1 +00

ahol a (t) valés vagy komplex fiiggvény, a€R"\ (0} a skala paraméter, bER az
eltolas paraméter. A (t) fiiggvényt analizald (,anya”) waveletnek nevezzik, és
specialis tulajdonsagokkal rendelkezik. (¢) a fiiggvény komplex konjugiltja,
ﬁa(t)z(llﬁ)w*(—t/a) (Starck és mtsai. 2010). A  W(a,b)szamok a
transzformacio egyttthatoi.

A wavelet figgvények specialis tulajdonsagokkal rendelkeznek (Burrus és mtsai.
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1998; Starck és mtsai. 2010).

A transzformacionak van inverze, kimutathato (Starck és mtsai. 2010), hogy:

400 +00
1

f(t):C—\y__[of—_W(a,b)dadb , (3.9)

1
-0 \Va
ahol

A
fw
\11
0

A visszaallitas akkor lehetségesek, a C, véges (elfogadasi vagy megengedhetdségi
feltétel, admissibility), ennek kovetkezménye, hogy a ﬂ) Fourier transzformalt
fiiggvényre fennall {(0)=0, tehat a wavelet fiiggvény atlaga 0. Ezeknek a
fuggvényeknek zér6 a momentuma, és savatereszt6 sziiré jellegiik van.

A wavelet transzformacio alkalmazasi teriiletei kozé tartozik a mintavételezett
digitalis jelek transzformacibja, amelyeket az elmélet az L°(IR) térben taldlhat6
véges energiaju funkcionaloknak tekint. A transzformaciot tobbféleképpen el lehet
végezni, a felbontasi modszerek egyik meghatarozoja a skala és eltolas paraméterek
értelmezése.

Egyik fontos modszer az Un. diszkrét wavelet transzformacio, amelynek soran a skala
paramétert a mintavételezett jel pontjain diadikus, 2 hatvanyainak megfeleld skalan
tervezik meg, az eltolast is ezeknek a skalaknak a tobbszorodseire alkalmazzuk.
Szamitogépen futtatott algoritmusok esetében ennek az értelmezésnek el6nyei
vannak.

Ezzel ellentétben, a diszkrét jelekre alkalmazott folytonos wavelet felbontas a skala,
illetve eltolas paraméterekre valés szamokat alkalmaz (ezeket ugyancsak a
mintavételezett jel jellemz6ibdl kovetkezteti).

A folytonos transzformacio jelek frekvenciaspektrumanak, faziseltolodasanak
elemzésére, adattomoritésre hasznalt leggyakrabban, a transzformacié diszkrét
valtozataira inkabb formafelismerési, osztalyozasi feladatok és zajszilirés kategoriaba
tartoz6 alkalmazasok jellemz6ek (Gonzalez és mtsai. 2008; Starck és mtsai. 2010).

Ebben a munkaban csak a diszkrét transzforméaciot, és annak is egy specialis
valtozatat, az a trous tipusu transzformaciot alkalmaztam.

Ha a skalaparaméter értékeit egy diadikus felosztasi racson valasztjuk, és
figyelembe vessziik a digitalizalt jelek szamitogépes feldolgozasanal a 2

hatvanyaibél adod6 felbontast, az a skalaparaméter a=2', i€N alaki. Az eltolas
paramétert minden skalan a kivalasztott skala méret tobbszoroseként valasztjuk:
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b=n-2", neN. A skalazas i szintjeit oktavoknak nevezziik. Az igy definialt
transzformacio:

W(Zi,n'Zi)ZﬁJ fl)w(S-n)dr, (3.10)
ennek diszkrét kifejtése:
. ) 1 < k
w(2' n-2)=—= ——n) f(k) . .
(2,n-2") \/?Zk‘,w(z, n) f (k) (3.11)

A wavelet fiiggvények az L*(R) négyzetesen integralhaté fiiggvény térben a tér
egy, a skala paraméter altal meghatarozott részét feszitik ki. A skalazott wavelet
figgvények definicidja egy segéd fiiggvény, az un. skala fliggvény segitségével
torténik. A skala fiiggvények (diadikus felbontast alkalmazva)

J

0, ()=2"¢(2' x—k), j k€Z ¢(t)ER (3.12)

alakuak, és a j paraméter szerint egymasba agyazott

Vj=Span{cpj,k t)]

tereket feszitenek ki L°(IR) -ben (Burrus és mtsai. 1998):
V,cV,cV,.cV, (L*(R))

Ennek megfelelden a wavelet figgvények mint W, tereket kifeszitd fiiggvények
adodnak, amelyek két egymasba agyazott V, kiilonbségeként jonnek létre:

V,=V,ew,V,=V.eWwW,,..

(ahol @ fiiggvény terek egyesitését jelenti).

A @ skala fuggvények ortogonalis, ortonormalis bazisokat, illetve kereteket (frame)
hatarozhatnak meg a megfelel6 alterekben, igy mint bazisfiiggvények alkalmasak az
L*(R) térben talalhato fiiggvények V, terek szerinti felbontasara®, ezek
felhasznalasaval hozzajutunk a wavelet fiiggvények szerinti felbontashoz is. A
kompakt intervallumon diszkretizalt skalafiiggvények savatereszté szlir6khoz
hasonlo feldolgozast végeznek, és megadjak a bemeneti fiiggvény felbontasat a
megfeleld V, terekben.

3.4.3.2. A diszkrét wavelet transzformacio

Az diszkrét wavelet transzformacionak tobb algoritmikus megvalositasa ismert. Ilyen

2. A sokskalas felbontas elméletének rovid attekintését lasd Gonzalez és mtsai. (2008), részletes
matematikai alapjait Mallat (2009) munkaban.
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a mar emlitett Mallat algoritmus (Mallat 2009) vagy az un. a trous algoritmus (nevét
a végrehajtas soran a konvolucids sziirébe illesztett 0-k: ,,lyukak”-rél kapta).

Mindkét algoritmus az egymas utani diszkrét wavelet egyiitthatok kozti rekurziv
formuldkra épiil, és alul, feliil- és savateresztd sziirdket hasznal az egyiitthatok
szdmitasanal.

Mallat algoritmusa specialisan tervezett ortogonalis vagy ortonormalis wavelet
bazisokra épiil, amelyek teljesitik a skala, illetve wavelet fliggvény kovetelményeit, €s
azokat a feltételeket, amelyek az inverz transzforméci6 megvalositasahoz
sziikségesek (Mallat, 2009). A transzformacid koztes 1épéseiben az eldallitott wavelet
egyiitthatokat, valamint a tovabbvitt, alacsony frekvenciaju jeleket decimalni kell.

3.4.3.3. Az a trous algoritmus

Az a trous algoritmust Holschneider, Tchamitchian és Dutilleux fogalmaztak meg
1989-ben (Shensa 1992; Mallat 2009). Elméleti hatterét Mallat (2009) adja meg
részletesen, a Mallat algoritmussal torténé elméleti és gyakorlati kapcsolatat Shensa
(1992) vizsgalja.

Az algoritmus transzlacidéinvarians (ellentétben Mallat diszkrét algoritmusaval), és a
hasznalt skala fuggvény, illetve wavelethez rendelt szlréknek nem sziikséges
ortonormalisnak lenniiik. Ez a transzformacio is diadikus skalan definilt, akarcsak
Mallat diszkrét transzformacioja.

Az a trous transzformacié redundans: a wavelet szintek szamitasa folyaman nem
torténik decimalés, igy a transzformalt diszkrét jel mérete megegyezik a bementi jel
meéretével (mintavételezett pontok szamaval). Ez megkonnyiti a forma felismerés,
illetve zajsztirés tipusu alkalmazasokban torténé hasznalatat. A wavelet szintekben
jelenlevé redundancia nem kényszerit annyira szoros feltételeket a wavelet
tulajdonsagaira (nincs sziitkség a decimalt transzformaciok esetén esetleg jelentkez6
aliasing — élek szakadozottsaga — jelenség kivédésére, amely kilon feltételtételt
jelent a diszkrét transzforméaciénal hasznalt waveletek tervezésekor).

A transzformacié kilénb6z6 véaltozatait kitiing eredményekkel alkalmaztak
csillagaszati kutatasokban (Starck és mtsai. 1994; Starck és mtsai. 1998a; Starck és
mtsai. 1998b) ahol a feldolgozasok egyik alap algoritmusava valt (Starck 1993; Starck
és mtsai. 2006). Késébb biologiai jelek feldolgozasaban is sikerrel hasznaltak (Olivo-
Marin 2002; von Wegner és mtsai. 2006).

Az a trous algoritmus egy négy szlréb6l: h, g (transzformacio) és ezek

dualisaibol (forditott transzforméacié), h, g allé szlir6 bankot hasznal a diszkrét
transzformacié megvaldsitasahoz’.

3. A sziir6k hasznalatara a transzformacio egyes lépései kozt tobb lehetdség van, a kiilonbozo
megoldasokat lasd Starck és mtsai. (2010) szerz6k munkajaban.
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Mivel az algoritmusok folyaman nem torténik decimalas, k6z6s angol megnevezésiik
Undecimated Wavelet Transform (UWT). Az aladbbiakban az altalam is hasznalt
valtozatot ismertetjiik, amelyet a hasznalt izotrép alakti wavelet az miatt Isotropic
Undecimated Wavelet Transform (IUWT) nevet viseli. Mivel els6 alkalmazasa a
csillagaszat terén tortént, a starlet transform elnevezést is hasznaljuk (Starck és
mtsai. 2010).

Az algoritmus soran alkalmazott szlréknek specialis tervezési feltételt kell
teljesiteniiik (diadikus skalara tervezik, keretet (frame) alkotnak, és teljesitenek egy,
az inverz transzformacié megvalositasahoz sziikséges feltételt (lasd Mallat (2009)).

Legyenek ¢(t) és (t)a skala és wavelet fiiggvények, f(t) pedig legyen az
eredeti analog jel. Jelsljik c,[n]-el a diszkrét egy dimenziés jel mintavételezett
pontjait a t=n pont kozelében. Mivel «(t)skala fiiggvény, az analég jel
mintavételezett pontjait Ggy tekinthetjuk’, hogy el6allithatéak (Mallat 2009) az
alabbi modon:

coln]=f*a(k)=(f(t).0(t—k)=[ f(t)o(t—n)dt,

ahol ¢(t)=q¢ (—t).

Ha h, k], g j[k] -val jeloljitk azokat a sztlir6ket amelyeket tgy kapunk, hogy 2’'—1
darab 0-t szirunk be az eredeti sziiré pontjai kézé ( j=0), és w, -vel a j -edik

wavelet szint egyitthat6it, az a trous algoritmus egyszerd alaku konvolicids
formulakat ad meg a mintavételezett jel és annak a sz(ir6bank altal transzformalt
kimenete kozott (Mallat 2009) a transzforméciora:

c,lnl=axh(n) ., w,[n]=c*g,(n),

illetve a forditottjara:
1 T _
cj[n]zg(aj+l*hj[n]+wj+l*gj[n]) >

ahol R[1]=h[-1], glll=g[~1].

A konvolucios 1épések kozt nincs decimalas, tehat a kimeneti jel mérete megegyezik
a bemenetivel. Ha specidlis waveleteket hasznalunk, ezek a formuldk tovabb
egyszertisddhetnek.

e s e

fogalmazta meg a wavelet minél jobb analizal6 képességének megvalositasaért

4. A digitalis jelet, mint az analdg jel mintavételezése soran kapott jelet ugy tekinthetjiik, mint
a skalafiiggvény és az analog jel konvoluciojat. Részletes indoklast lasd Mallat, 2009 301.
oldal.
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(Starck és mtsai. 2010):
* azeldallitott sziirék legyenek szimmetrikusak, (h=h, g=g),

*  tobb dimenzids (2 vagy 3) alkalmazasban h, g illetve ¢ és Y legyenek
kozel izotrop alakdak.

Az a trous algoritmusban t6rténd hasznalathoz a létrehozott szlir6knek nem kell
ortogonalisnak vagy biortogonalisak (Starck és mtsai. 2010) lennie, ez a feltétel
megkonnyiti a kivalasztasukat.

Wavelet fiiggvényként a kobos B-spline (a tovabbiakban Bs-spline) skalafiiggvényre
épilé waveletet hasznaltdk. Ennek tulajdonsigai kiilénlegesen alkalmassa teszik
orvos-biologiai képek elemzésére: véges intervallumon definidltak, egyszerd
algoritmusok alakithatoak hasznalatukkal, szimmetrikusak, optimalis id6-frekvencia
lokalizal6 tulajdonsagaik vannak (Unser 1997; Unser 1999). A fiiggvény az alabbi:

cp(t)=%(|t—2|3—4|t—1|3+6|t|3—4|t+1|3+|t+2|3) . (3.13)

A wavelet fiiggvény két egymas utani dilatalt valtozata kozt az alabbi Osszefiiggés
adhat6 meg:

J=0(t)-50(3) (3.14)

A figgvénybdl az alabbi h :
h[k]:l—lé[ 1,4,6,4,1] , k=-2,.2 (3.15)

és g szlir6k hatarozhatéak meg (Starck és mtsai. 2010):
glkl=d[k]—-hl[k] ,
ahol § definici6ja: 6[0]=0 minden k#0 -ra.

Bebizonyithat6, hogy ez a szilir6 bank egy keret (frame) felosztast hoz létre és a
wavelet egyttthatokbol visszaallithato az eredeti jel (Starck és mtsai. 2007).
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a B-spline scaling function b B-spline scaling functions and generated wavelet
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3.4. abra. A starlet transzformacioban alkalmazott skala fiiggvény és wavelet

a: A B; spline fiiggvény, mint skala fiiggvény. b: A j=0 és j=1-es oktavoknak megfelel6
o(t) és @(t/2) skala figgvények, illetve a (3.14)-es kifejezés szerinti kilonbséggel
képzett p(t/2) wavelet fiiggvény.

Mas wavelet is tervezhet6 hasonlé tulajdonsagokkal, de nem mindegyiknél all el6 az
alakbeli szimmetria ilyen elényo6sen, mint a B; spline-nal. A wavelet egyiitthatok két
egymas utani l1épés soran a
w,,k]=c,[k]—c,, [K] , (3.16)

killonbségbdl adodnak, ahol a kovetkezé szint egyiitthatéit a
c.lkl=c,[k]*h, (3.17)

konvolucié kimeneteként kapjuk. Igy a wavelet szintek egyiitthatéi egymaés utani
egyszerl konvolucioval allithatoak el6, mivel nincs decimalas az egyes szinteken a
jel mérete ugyanakkora mint a bemeneti jel. A (3.16) kiillonbség a két alulateresztd
h, és h;,, szirék kozti magasabb frekvencidji wavelet szint egyiitthatoit
tartalmazza. Az egyutthatok amplitiddja a szintek elére haladasaval csokken. A
gyakorlatban néhany szint (4-8) szamitasa elég a szegmentalasi vagy zajszlirési
feladatokhoz. Az utolsé ¢ [k] szint a jel hatterét tartalmazza, ami egy konstanshoz

kozelit. Az inverz transzformaciot a

colk]=c [K]+D> wik] , (3.18)

kifejezés szerint szamitjuk, ahol L az el6allitott wavelet szintek szama.
Egydimenziés normalizalt line-scan jelre torténé alkalmazasat lasd a 3.5 abran. A c.
grafikonon lathat6 jel egy spark kozéppontjan athaladé ¢ fiiggvényében lefutoé jel,
a kovetkez6 grafikonon az els6 4 szint egyiitthatoi lathatoak.
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b3 Normalized image scaled in time
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3.5. abra. Az egydlmenzws starlet transzformaczo alkalmazasa line-scan jelre

a. Normalizalt AF/F, kép, (060130b07_9 spark); b. Ugyanaz a kép id6ben skalazva, 1.54

ms/pixel; c. a spark kézépvonalan athaladé, t fiiggvényében abrazolt, egyetlen x koordinata
szerinti normalizalt jel; d-g. az els6 4 wavelet szint egyiitthatoi. Magasabb szintek felé

ez

Hatékony algoritmus implementaldsa gyakorlatilag a konvolicié szamitasanak
sebességétol figg. A jel hatarait ki kell terjeszteni a konvolicio elvégzése miatt. Az
algoritmus tervezdinek a tiikr6z6 megoldas a javaslata (Starck és mtsai. 2006):
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c[k+N]=c[N—-k] ,

(ahol N a jel hossza), de mas megoldas is megfelel (periodicitas, vagy folytonos jel
alkalmazasa). Igy lathat6, hogy a jel ,szélén” nem lesz tokéletes a szamitas és
szamitasba kell venni, hogy a végrehajté sziir6 hossza a 2 hatvanyaival né minden
lépésben, tehat nem alkalmazhat6 olyan rovid jelekre, amelyeknek hosszat a sziir
kozeliti a szamitas felsé szintjein.

3.4.34. A két dimenzios a trous algoritmus

Amennyiben diadikus skalan alkalmazzuk, a Bs-spline skalafiiggvénnyel képzett
wavelet transzlacié invarians (Mallat 2009; Starck és mtsai. 2010). Ez jelent6sen
megkonnyiti a két dimenzids implementaciot képfeldolgozasi alkalmazasokhoz.

Igy a két dimenzios skla fiiggvény az alabbi (Starck és mtsai. 2006; Starck és mtsai.
2007)

o(t.x)=0(t)p(x)
a wavelet fiiggvény pedig:

Jultx)=elx. ol .

Kimutathaté (Starck és mtsai. 2007), hogy az algoritmus ugyanolyan alakd
formulakkal végezhet6 el két dimenzidban is mint egyben, ha a szintek szdma L :

w, [k, 0=c,[k,]—c,.[k.1] , (3.19)

és a visszaallité formula is megegyezik:

L

colk, [=c [k, 1]+ D w,lk,1] . (3.20)

Jj=1

A transzformalt wavelet szintek dimenzidja ugyanakkora, mint a bemeneti két
dimenzids jelé, ami lehet egy digitalis kép. A decimalés tehat itt sem torténik meg,
és ellentétben Mallat diszkrét algoritmusaval, illetve az UWT mas megoldasaival
(Starck és mtsai. 2010), a wavelet egylitthatokat egyetlen transzformalt képben
kapjuk meg minden szinten (a Mallat algoritmus és az UWT esetében 3 vagy annal
is tobb egyitthat6 tombot kapunk egy-egy wavelet szinten).
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3 Normalized (min:-0.14, max:0.61) b WL 1 (min:-0.28, max:0.43)
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WL 2 (min:-0.42, max:0.7) d WL 3 (min:-0.38, max:1.1)

WL 4 (min:-0.24, max:1.1) WL 5 (min:-0.14, max:0.61)

3.6. abra. A starlet transzformacioval el6allitott wavelet egyiitthato szintek

a: Normalizalt line-scan kép részlete, 200 x 100 pixeles teriilet (060 130607 mérés,
1=480-690, x=55-157). b-f: a 2 dimenzids starlet transzformacioval kapott wavelet
egyiitthatok (WL). A transzformaciot a teljes képre alkalmaztuk. A grafikonok
cimében a kép, illetve a wavelet szintek minimuma és maximuma talalhato. A
wavelet egyiitthatokat tartalmazé képeken a pozitiv értékek piros, a negativak zold
szinnel vannak kirajzolva. A sotét teriileteken az egyiitthatok értéke zéro kozeli.

A transzformaci6 egy-egy szintje elvégezhet6 2 dimenziés konvolicid
alkalmazasaval, az alkalmazott sz(ir6 (Starck és mtsai. 2006):
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1 4 6 4 1

1 4 16 24 16 4
hzg 6 24 36 24 6 (3.21)

4 16 24 16 4

.1 4 6 4 1.

Gyorsabb implementacié valdsithaté meg a (3.15) kifejezésben megadott szilir
egyszer t,ésutdna x irdnyban torténé alkalmazasaval (sorok és oszlopok szerinti
konvolucié képek esetében).

A 3.6 abra egy line-scan képre alkalmazott 2 dimenzids starlet transzformaciot
mutat be. A teljes normalizalt képnek (060 130b07) egy részletét emeltiik ki a teljes
képre alkalmazott transzforméacioé 5 els6 szintjével. Jol lathatd, hogy az elsé szinten
csak a zaj jellegl frekvencidk jelennek meg, a tovabbiakban pedig a nagyobb
frekvenciaju alakzatok rajzoldédnak ki, a zaj jellegl struktiradk tompulnak. Az 5.
szinten jol észlelhet6 a transzformécio izotrop jellege.

3.4.3.5. Objektum azonositas (detektalis) a trous transzformacioval

A zajos képeken torténd objektum azonositas vagy detektalas soran meghatarozzuk
a zajos jelben a szamunkra fontos informéciét tartalmazd teriiletet
(kalciumfelszabadulasi eseményeket). Starck és mtsai. tobb modszert adtak
csillagaszatban hasznalt felvételek kapcsan, amelyekkel normaélis vagy Poisson
eloszlasu zaj tartalmazé hattérben objektumokat lehet detektalni. Az egyik ilyen a
sokskalas latas modell (Multiscale Vision Model, a tovabbiakban MSV) (Starck és
mtsai. 1998a; Starck és mtsai. 2006), amely alkalmas konfokalis mikroszkop képek
feldolgozasara is. A mddszer folyaman az objektum keresést egy sokskalas felbontas
segiti, ezt meg lehet valositani az a trous transzformacioval, egyéb wavelet
transzformaciokkal, illetve mas tipusd transzformacioval (pl. sokskalas median). Az
eléallitott szinteken kiiszoboléssel vagy mas feldolgozassal binaris tertileteket
alakitunk ki, amelyek potencialis objektum helyeket jelenthetnek. Utana egyesitjiik
a tobb skalakrol szarmazoé helyet, valamilyen a priori logikat hasznalva, attol
fiiggben, hogy mit keresiink. Az a trous transzformacio alkalmas ilyen keresés
timogatéasara, lasd a 4.3.2 szakaszt’.

3.4.4. Zajsziirés

3.4.4.1. A zaj kezelésére alkalmazott modszerek konfokalis képeknél

A hattérzaj (kilonosen a Poisson-jellegli zaj) megneheziti a Ca** események

5. A modszer formalis leirasat és altalanositasat lasd Starck és mtsai. (2006) munka 4.3
fejezetében.
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paramétereinek szamitasat (gorbék illesztése), igy zaj szlir6 eljarasok hasznalata
altalanos gyakorlat. A szakirodalomban leggyakrabban két egyszeri térbeli sz(ir6
modszert hasznaltak erre a feladatra, a fut6 atlag (boxcar) (Izu és mtsai. 1998; Rios és
mtsai. 1999) illetve median szlr6t (Song és mtsai. 1997; Brum és mtsai. 2000;
Gonzalez és mtsai. 2000). A szir6k altaliban 3x3-as maszkokkal keriiltek
alkalmazasra, minden pontban feliilirva az eredeti jelet. A wavelet alapt zajszlirés
(lasd 4.3.1 szakasz, von Wegner és mtsai. (2006), Szab6é és mtsai. (2010)) az
események éleit és jellegét jobban megjelenits képet ad line-scan képek esetében, de
jelentésen csokkenti a jel amplitiddjat, igy paraméter szamitisra nem mindig
alkalmazhat6. A szakirodalomban a paraméterszamitas legtobb esetben a
nemlinearis median szlr6 alkalmazasa utan torténik, ez jobban megérzi a magas
jelentésen megkonnyiti az esemény detektalas elvégzését. Frekvencia tartomanyt
hasznalé nem lineéris szlirék nem valnak be ezeknél a képeknél az igen magas
zajszint miatt.

Ebben a munkéaban median, illetve futé atlag szlir6ket hasznaltam egyes esetekben
eléfeldolgozasra. Hasznalatukat mindig jelzem.

3.4.4.2. Zajsziirés a starlet transzformacioval

A zaj a line-scan képekben egy kevert zaj, de kozelitéssel tekintheté normalis vagy
Poisson eloszlasunak. Ha elfogadjuk a zaj normalis eloszlassal torténé kozelitését, az
alabb bemutatott moddszer hasznalhaté a zaj szlirésére. Ha Poisson kozelitést
fogadunk el, akkor az Anscombe transzformacio segitségével normalis zaj eloszlasra
transzformaljuk a mért jeleket, és utana alkalmazhatjuk a normalis eloszlasra
kidolgozott procedurat (Starck és mtsai. 1998a; Starck és mtsai. 2006).

Stacionarius normalis eloszlast zaj esetében a sziirés a zaj szérasanak értékére épiil,
igy normalis eloszlasu zaj esetében a kovetkez6 1épéseket kell végigjarni:

* azaj szorasanak durvan kozelitd megallapitasa,

e aszOras kozelitésének finomitasa,

* azajszlirése.

Az utébbi kettére Starck és Murtagh dolgozott ki a frous transzformaciéval
kivitelezhet6 algoritmusokat (Starck és mtsai. 1998a,b; Starck és mtsai. 2006), ezeket
ismertetjitk réviden az alabbiakban.

A zaj szoérasanak durva kozelitését tobb modszerrel el lehet végezni® (Starck és
mtsai. 1998a), egy jol hasznalhaté modszer az atlagolé modszer. A jelet (képet) egy
atlagol6 szlirével modositjuk, és a modositott képet kivonjuk az eredetib6l. A kapott
killonbség jo kozelitése pixel szinten a szorasnak. Ennek a kozelitésnek nincs nagy

6. Lasd (Starck és mtsai. 1998a) munka 2.1 szakaszat.
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jelent6sége, mert az alabbi iterativ modszer néhany lépésben konvergal egy jo
kozelitéshez.

A Starck és Murtagh altal megadott zaj szorast kozelit6 eljards a sokskalas
felbontasra (Multiresolution Support, MRS) épil.

A felhasznélt kontroll informéacid az eredeti jelben talalhat6 zaj szorasanak terjedése
a wavelet egyiitthatok skalain. Amennyiben a wavelet transzforméaciot egy
szimulalt, o°=1 szorassal rendelkez6 adathalmazra alkalmazzuk, a j=1,L -ig
generdlt egyiitthato szintek szorasai o©,° lesznek. A wavelet transzformacié
tulajdonsagai miatt (Starck és mtsai. 2006), egy O, szdrassal rendelkez6 jel j=1,L
wavelet szintjein az egyiitthatok szorasa:

0,=0,0; . (3.22)

A mobdszer elkiiloniti az eredeti jel szignifikans (informaciot tartalmazo) és nem
szignifikdns pontjait, ezek zajt tartalmaznak. A szignifikancia teszt minden wavelet
szinten az egyltthatoknak a k-sigma; értékkel torténd &sszehasonlitasa, ahol k
egy konstans, amelynek leggyakrabban alkalmazott értéke 3, o, pedig a szint
szorasa.

Starck és Murtagh a 3.1 tablazatban talalhat6 értékeket adta meg o, -re egy és
kétdimenziés jelekre (Starck és mtsai. 2006). Az értékeket végrehajtas kozben is
eldallithatjuk a megadott procedura szerint egy N, standard normalis eloszlasu zajt
tartalmazo egy vagy kétdimenzids adatbol kiindulva.

j szint 1 2 3 4 5 6 7
1D 0.7 0.323 0.21 0.141 0.099 0.071 0.054
2D 0.889 0.2 0.086 0.041 0.02 0.01 0.005

3.1. tablazat. A szoras terjedése a wavelet egyiitthatokban

Egység szorassal rendelkez6 szimulalt, egy és kétdimenzios jel szorasanak terjedése az elsé 7
wavelet szint egyiitthatéiban.

Az algoritmus lépései (Starck és mtsai. 1998b):

1. Kiszamitjuk az els6 kozelitést egy gyors és egyszerli algoritmust
alkalmazva’, legyen I a feldolgozandd egy vagy kétdimenzids jel (id6sor
vagy kép), a zaj szérasanak els6 kozelitése o, . Az alabbiakban

kétdimenzids I(t,x) jelre adjuk meg az algoritmust.

7. Az altalam alkalmazott megoldast lasd az eredmények fejezetben (4.3.1).
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2. Kiszamitjuk L szintre a jel wavelet transzformaltjat (egy vagy 2
dimenzidban):

I(x,t)ch(x,t)+ZL: wj(x,t) .

j=1
A ¢, alacsony frekvencidj hattérben a zaj mar elhanyagolhato.

3. n=0;aziteracio kezdd pontja.

4. Kiszamitunk egy sokskalas felbontdst lasd Starck és mtsai. (1998a)
M(j,t,x), j=1,L, azokat a wavelet egyiitthatokat tekintjiik
szignifikdnsaknak (jelet tartalmazo), amelyckre igaz a w,(x,t) > 3-0,
kifejezés, ahol o, a j-edik wavelet szint szorasa a (3.22) kifejezeésnek
megfelelden.

5. Kialakitjuk az felbontasbol kdvetkez6 binaris maszkot, amelyben 1-re allitjuk
mindazokat a pixeleket amelyekre minden szint a nem szignifikans
kategoridba tartozik. Feltételezhetd, hogy ezek zajos teriiletek. A maszk altal
takart teriileten kivonjuk az eredeti képbdl a ¢, (x,t) hatteret — a hatteret igy

gyakorlatilag kivessziik a kozelitésbol.

6. n=n+1, ¢s kiszamitjuk o, -et, az n -edik 1épés kozelitését a kivalasztott
teriiletbdl.

0, —0,

7. Ha o,

——>¢ ismételjiik a szamitast a 4. 1épéstdl. Az € relativ hibara
megfeleld értéket valasztunk.

Mivel a 3-0, -nal nagyobb egyutthatokat tartjuk szignifikansnak, ezek kozt lesz zaj

komponens is. Ez a végsd megoldasban egy eltolodast okoz, amit egy konstans
egyiitthatoval lehet korrigélni, ezt az algoritmus szerz6i empirikusan allapitottak meg
(Starck és mtsai. 1998b). Az egyiitthato értéke 0.974, amellyel a becsiilt szorast
osztjuk be.

Harmadik miiveletként a tulajdonképpeni zaj sziirést végezziik el, ekkor mar
rendelkeziink a zaj szorasanak egy jo kozelitésével.

Waveletekkel kapcsolatos zajszlirési modszerek altalainos elve a wavelet
transzformaci6 alkalmazasa, a kiszamolt egyiitthatok modositasa (az értékek vagasa)
és inverz transzforméacié alkalmazasa. A wavelet egyiitthatok moédositasara tobb
modszert dolgoztak ki, ezek, a jelben talalhato, zajra kovetkezteté informacidra
épulnek® (Mallat 2009).

Kézenfekvé modszer az egyitthatok kiiszobolése valamennyi skalan és a
kiiszobértéknek a zaj szorasa fiuggvényében torténé megvalasztasa. Igy

8. A modszerek dsszefoglalasat lasd Mallat (2009) munkajaban, illetve Donoho (1992)-ben.

40



Kép és jelfeldolgozasi modszerek

meghatarozhat6 egy:
T,=d0, (3.23)

kiiszob minden egyes wavelet szintre, amelyet legegyszer(ibb esetben a szint
egyiitthatéinak o, szordsabol és egy 6 paraméterbdl szamolunk. A kiisz6bolésnél
hasznalt szignifikancia tesztet és az egyiitthatok modositasat tobbféleképpen lehet
elvégezni, ezt a 4.3.1 szakaszban targyaljuk. A § értéke egy 3-4 koriili valos szam. A
3.7 abra egy, a bemutatott mddszerrel zaj sziirt, kétdimenzioés line-scan képet mutat.

a Normalized (min:0.23, max:5.5) b Denoised (min:0.72, max:4.8)
100 RS R Py o 100

a0 B \
60
40

20

- N W A~ O

50 100 150 200
3.7. abra. Zajsziirés line-scan képen

a: A line-scan mérés (060 130007 mérés, t=480-690, x=55-157) normalizalt képe. b: A zaj
sztirt kép. A sziirésnél hard (kemény) kiiszobolést alkalmaztunk (lasd 4.3.1 szakasz).
Megfigyelhet6 10%-koriili amplitiidé csokkenés.

A kiiszobolés miatt a zajszlrt képen szintvonalak jelenhetnek meg, amennyiben
sziikséges ezeket simitd szirékkel (pl. 3x3-as median vagy atlagold sziir6vel) lehet
eltiintetni. Ebben a munkaban detektalasra hasznéltam a zajszlirt képet, és nem
alkalmaztam ilyen korrekciot.

3.4.4.3. Fotonzaj sziirés

A fotonzaj kovetkeztében keletkezett tiiskéket tobb moddszerrel lehet kisziirni. Bar a
feladatot megoldja az egyszer(i atlagold vagy median sz(ir is, ezek a minden kép
vagy jelpontra torténé alkalmazas soran jelentésen megvaltoztatjak a jelet. Igy
célszer(i olyan megoldasokat alkalmazni, amelyek lokalisan hatarozzak meg a kiugro
pontokat, és kontextus fiiggd kiiszobot alkalmaznak a szitrésre. Ilyen megoldas az
adaptiv median (Gonzalez és mtsai. 2008) vagy lokalis statisztikai megoldasok, mint
a Lee szlir6 (kalcium jelenséget tartalmazé konfokalis képekre torténé
alkalmazasaért lasd Parsons és mtsai. (2010)). Ugyanerre a feladatra Haar wavelet
transzformaciot alkalmaztak Starck és mtsai. (2006; p. 51).

A Fotonzaj sziirése alfejezetben (4.3.3) megadok egy sajat megoldast amelyik a
starlet transzformaciot alkalmazza.
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3.5. Line-scan képek normalizalasa

3.5.1. A normalizalasi eljaras

A konfokalis mikroszkoppal késziilt mérések vagy képek killonb6zé intenzitasa
hattereket, jeleket és artefaktumokat tartalmazhatnak, ezek egy kisérletsorozaton
beliil akar egymas utan kovetkezé méréseken is valtozhatnak. Mar egy mérésen
belill is van kiilonbség a mért hattér intenzitdsa kozott a kilonb6z6 x  (térbeli)
pontokban, mert a sejtstruktira egye helyein mas-mas mértékben halmozodik fel a
festék, és a mért fluoreszcens intenzitas fiigg az adott pontban levd festékmolekulak
szamatol. A feldolgozashoz, valamint paraméterszamitashoz sziikséges, hogy egy
kozos referencia szinthez képest hatarozzuk meg a mért jelek intenzitasszintjeit.

Fluoreszcens képek feldolgozasanal elterjedt gyakorlat egy kisérletsorozat képeinek
egységes intenzitasra torténdé normalizalasa (Wu és mtsai. 2008). Ez az eléfeldolgozd
mivelet a sejtstrukturakban egyenlétlentil felhalmozodo festékmolekulak miatt
szitkséges (‘a mért jel fiigg az adott pontban talalhat6 festékmolekuldk szamatol).

A spark paraméterek szamitasat a legtobb munka normalizalt képekbdl végzi
F (t,x) (t=1,T;x=1,X) id&, illetve tér koordinataju line-scan képek esetében. A
pasztazott vonal tér koordinatainak idé koordinatik szerinti F,(x) atlagat
tekintjitk a hattér fluoreszcencia referencia értékének az egyes x koordinatdkra. Az
atlagot azokbol a képpontokbodl szamoljuk, amelyeken nincs kalciumfelszabadulasi
esemény jel, ezeket a pontokat valamilyen jel detektalasi modszerrel eltavolitjuk az
atlagolasnal (Shirokova és mtsai. 1997; Song és mtsai. 1997; Cheng és mtsai. 1999;
Rios és mtsai. 1999; Brum és mtsai. 2000). A moédszer alkalmazhaté XY képek
esetében, akar azok sorozatanal is (Brum és mtsai. 2000).

A

AF(x,t)_ Flx,t)=F(x) _
Fo(x) = FO(X) x=1,X (3.24)

képet hasznaltam, mint normalizalt képet (a szamitast killon végeztem az x
koordinatakra, lasd 4.1.1). Ebben, ha a zajtdl eltekintiink, az egyes x koordinatak
referencia szintje F,(x). A A F/F, kép pontjai valés szamként, normalizalt
értékként jelennek majd meg. A hattér jelent6sen véaltozhat a rogzitett képek
sorozataban (ez a jelenség egy kép egymas utan pasztazott pontjai esetében kevésbé
valbszin().

3.6. Eseménydetektalasi modszerek line-scan képeken

A jelek rogzitési sebessége miatt a line-scan képek a leggyakrabban hasznalt
modszerré valtak a sparkokhoz koétédé kutatasok elsé 15 évében. Az alabbiakban a
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line-scan képekbdl kinyerheté spark jellemzékkel foglalkozunk. Ennek a
folyamatnak az elsé lépése altalaban a sparkokat vagy mas kalciumfelszabadulasi
eseményeket tartalmazo tertiletek meghatarozasa. Erre a feladatra tobb algoritmust
fejlesztettek ki, amelyeket az alabbiakban roviden ismertetek.

3.6.1. A detektalo algoritmusok teljesitményének jellemzoi

A detektalas hatékonysagat és megbizhatosagat teszt képeken torténé futtatasok
soran kapott statisztikai eredményekbdl szamolt jellemzékkel adjuk meg. A
modszert az alabb bemutatasra kertil6 (3.6.2-3.6.9) detektalasi algoritmusok esetében
alkalmaztak a szerz6k (Cheng és mtsai. 1999; von Wegner és mtsai. 2006; Bray és
mtsai. 2007; Picht és mtsai. 2007; Kong és mtsai. 2008; Bankhead és mtsai. 2011). A
paramétereket tulajdonképpen ROC (Receiver Operating Characteristics) analizis
alapjan szamitjuk, amely standard eljaras a képfeldolgozasokon alapuld orvosi
diagnosztikdban és a statisztikai osztalyozasi feladatokban (Webb 2003; Davies és
mtsai. 2005; Alpaydin 2010).

A statisztikai jellemz8k Osszegyijtésekor hasznalt bemeneti adatok (teszt mérések,
képek, jelek) el6allitisa fontos el6feltétele a kapott jellemzéknek. A szerzék
normalis vagy Poisson eloszlasut, illetve ezek keverékét (Cheng és mtsai. 1999; von
Wegner és mtsai. 2006; Kong és mtsai. 2008). A hattérzaj elballitasdhoz
hasznalhatoak még kalciumfelszabadulasi eseményeket nem tartalmazé képek,
amelyeket ugyanolyan kisérleti korilmények kozt készitiink mint az eseményeket
tartalmazd képek. Ezeken a pixeleket randomizaljuk (Shen és mtsai. 2004; Szabd és
mtsai. 2010). A teszt képeken talalhaté zaj szint jellemzésére normaélis eloszlasu zaj
esetében a zaj kozépértékének és szorasanak aranyat hasznaltam: BSNR=m/o
(lasd 3.3.1).

A képekre a szimulalt eseményeket additiv vagy mas moédszerekkel illesztjiik.
Szimulalt, eseményt tartalmaz6 kép el6éllithaté valédi események atlagolasaval
vagy a diffuziés jelenség szimulalasaval, és a szimulacios tér egy egyenes menti
pasztazasaval (lasd 4.4.1). A szimulalt eseményt tartalmazo6 zaj nélkiili kis képeket a
pasztazasnak megfelelé skalazassal lehet a képekbe illeszteni, a kiillonb6z6 méret(i
események aranyat megfelel6 eloszlassal lehet megallapitani (lasd ezzel
kapcsolatban Izu és mtsai. (1998).

Ha az események detektilasat osztalyozé algoritmusnak tekintjilk, ennek
eredménye wvalodi pozitiv, tévesen pozitiv, valodi negativ és tévesen negativ
talalatokbodl 6sszegz6édik. Minden detektald algoritmus fiigg néhany érzékenységet
kontrollalé paramétertdl, ezek hizzak meg azt a hatart, ahol a zaj kovetkeztében
tévesen pozitiv talalatok jelennek meg, illetve valédi pozitiv talalatokat
veszithetiink.

A detektal6 algoritmusok jol értékelhetéek a kovetkezé két jellemzdvel: szenzitivitas
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(sensitivity) és pozitiv prediktiv érték (positive predictive value), az elsét a valodi
pozitiv talalatok mértékeként, a masodik komplementerét a tévesen negativ
talalatok mértékeként hasznalhatjuk. Jeloljitkk (Bushberg 2002):

e TP -vel (true positive) a valddi pozitiv talalatok szamat, tehat talalat olyan
kép pozicion ahol valéban esemény van,

*  FP -vel (false positive) a tévesen pozitiv talalatokat, ezek olyan talalatok
amik a zaj vagy egyéb hattér formaciok miatt, olyan helyeken keletkeztek
ahova nem helyeztiink eseményt,

*  FN -nel (false negative) a tévesen negativ eseményeket, ezek a meg nem
talalt szimulalt események.

A szenzitivitds (S) a valddi porzitiv taldlatok szamanak és az Gsszes, a szimulalt
képre helyezett esemény szamanak aranyaval valodi (pozitiv+tévesen negativ)
kozelitjiik, és az alabbi osszefiiggéssel szamitjuk: S=TP/(TP+FN ).

A pozitiv prediktiv érték ( PPV ) a talalatok megbizhatosagat fejezi ki, ezt a valodi
pozitiv talalatok és az Gsszes talalat aranyaval fejezziik ki: PPV =TP/(TP+FP) .

A specificitas (specitivity) a ROC gorbékben a hamisan detektalt eseményekre ad egy
mértéket: (valodi negativ)/(tévesen pozitiv+ valodi negativ) taldlatok aranya. E
helyett hasznalhatjuk az 1—PPV értéket, mint a hamis talalatokat jellemz6 mérték
(von Wegner és mtsai. 2006).

A 4.17 ébra S és PPV gorbéket alkalmaz. Ha a gorbéket egyetlen paraméterrel
akarjuk jellemezni, a detektalasi szint 50%-at eléré pontokat lehet jellemzoként
megadni: D, (amplitid6, amelyre az események 50%-a detektalt) az S gorbe és

PPV, aPPV gorbe esetében (von Wegner és mtsai. 2006).

3.6.2. A hagyomanyos, kettds kiiszobolést alkalmazé algoritmus

A sparkokhoz ko6t6d6 kutatasok kezdetén a detektalasra egy kettés kiiszobolést
alkalmazo algoritmust fejlesztettek (Song és mtsai. 1997; Cheng és mtsai. 1999). Az
eredeti megoldast tobben modositottak, javitottak a hatékonysdgon és
megbizhatésagon. A Cheng altal fejlesztett algoritmus (Cheng és mtsai. 1999) azon a
feltevésen alapszik, hogy a sparkokat tartalmazo teriiletek kiemelkednek a line-scan
képek hattér zajabol (statisztikailag a fluoreszcens hattér kozépértékét meghaladjak
a hattér szorasanak legkevesebb kétszeresével), és a kiemelked6 részek osszefiiggd
teriiletet alkotnak. Ezeket a teriileteket kizarva, a megmarado teriiletek statisztikai
jellemz8it Gjraszamitva (a hattér teriiletei), a sparkok ugy jelennek meg, mint a
hattérb6l kiemelked6é Osszefiiggd teriiletek, amelyek meghaladnak egy gyengébb
kiiszobértéket. Ugyanazon spark tobbszords detektalasat elkeriilendd, a teriiletek
megerGsitése egy erdsebb kiiszob alkalmazasaval torténik (lasd 4.4 abra, a kettds
kiiszobolést  megvaldsitdé  algoritmus  altalam  implementalt  verzidjanak
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folyamatabréaja).

Az algoritmus els6 lépése a line-scan kép normalizalasa, a masodik az események
detektalasa. A hattér fluoreszcencidjanak teriileti (t,x képeken x dimenzid)
eloszlasat szamitjuk ki, egy ciklikus szamitassal: a minden térbeli ponton atlagoljuk
a pasztazott sorokat ( m - atlag, o — szords), utana kizarjuk az m+k-o folotti
pontokat. A kizart pontokbol binaris maszkot képziink: a miiveletet a k paraméter
két értékére végezzilk, k=2 és k=Cri, a felhasznal6 altal megadott paraméter. A
sparkokat ugy definialjuk, mint olyan, az elsé maszkon talalt 6sszefiiggé teriiletek,
amelyekhez létezik kis Osszefiiggdé ,sziget” a masodik maszkon. Az algoritmus
hatékonyabban miikodik, ha a normalizalas el6tt valamilyen simité algoritmust
futtatunk a képen (median sziir6t).

Cheng és mtsai. (1999) ugy talaltak , hogy a Cri paraméter 3.8 -as értékére kapunk
olyan eredményeket, mint amelyeket spark feldolgozasban jaratos személyek kézi
bejeloléssel elvégezhetnek. Szigorubb kritérium esetén az amplitidd hisztogramban
egy modusz alakul ki, mert a kis amplitddoju sparkokat a modszer kevésbé
detektalja, igy a modusz az erésebb kritérium hatasara jobbra tolodik. A zaj miatt a
kis amplitad6ju sparkokat detektéalni lehet, egyes, kiisz6b kozelében levé nagyobb
amplitudoéju sparkokat viszont nem. A zaj hatasa és az algoritmus nem linearis
jellege miatt a sparkok amplitidodja eltolodassal detektalodik, ez az eltolodas az
amplitadé értékével forditott aranyt (Cheng és mtsai. 1999). Igy a kis amplitadok
eleve talzott értékkel keriilnek a hisztogramba.

A hamis pozitiv talalatok egy adott SNR értéknél a Cri kritériumtol fiiggnek, mig a
hamis negativak a zajszintt6l.

Cheng és mtsai. (1999) atlagolassal kapott szimulalt sparkokat hasznaltak és ezeket
amplitidoban skalaztdk a teszt képekre torténé illesztéskor, ilyen korillmények
mellett SNR=3 esetében Cri=3.5 értéket talaltak idealisnak a feldolgozasokhoz.

Idealis, kis zajszintet és kis szamu sparkot (127 spark) tartalmaz6 mintan Cheng és
mtsai. kimutattdk az amplitaddé hisztogram moéduszanak hidnyat (Cheng és mtsai.
1999). Nagyobb sorozat elemzésekor a modusz megjelent, de a predikcionak
megfeleléen, a Cri paraméter szigoritasaval (nagyobb értékek) jobbra tolédott, és
ami fontosabb: mindig az 50%-os detektalasi szintnek megfelelé amplitudonal jelent
meg. A megfigyelt amplitidé hisztogramok megerdsitették, hogy a hisztogram
moédusz nélkili. A Ds, értékek az kovetkezd mdodon alakultak: Cri = 4.8, 4.2, 3.8, és
3.5 értékei mellett 0.43, 0.39, 0.34, és 0.31 A F/F  szintet adtak, a modusz is ezen a
szinten jelent meg (38 sejten torténd elemzés, 2000 koriili spark esetében, SNR=3.3).
A modszer ezzel parhuzamosan biztositja alacsony amplitidéji, szemmel nem
lathat6 események detektalasat is.

Az elemzés soran a képsimit6 1épések miatt a detektalt amplitidd kb. 16%-kal lett
kisebb mint val6jaban, az amplitadé detektalasanal az eltolddas a valddi és detektalt
kozott nem volt linearis (szimulalt képekbdl kapott mérés).

45



Modszerek

Az algoritmus tobb, tomboket feldolgozé miiveletre épiil, gyakorlatilag egyetlen
paramétert, az m+Cri-o fels6 kiiszobot beallité Cri értéket kell kiviilr6l megadni.
Ez jol m(ikodik olyan képeken, amelyen a hattér eloszlasa egyenletes. Ha ez nem all
fenn, akkor nem lehet ezzel a relativ kiiszoboléssel dolgozni, és csak egy abszolut
érték beallitasaval alkalmazhaté az algoritmus. A gyakorlati megvalositas IDL
(Exelis Visual Information Solutions) programozasi nyelven tortént.

3.6.3. A kett6s kiiszobolést alkalmazoé algoritmus valtozatai

A kettés kiiszobolésre épulé algoritmust tobb kutatocsoport alkalmazta
modositasokkal. Ez az algoritmus nem robusztus ha a képek kiilonbozé zaj
forméciokat és jel szinteket tartalmaznak, ez pedig fennallhat, ha mas és maés
kisérleti korillmények kozt késziilnek (Song és mtsai. 1997; Gonzalez és mtsai. 2000).

Hollingworth és mtsai. (2001) egy a 3x3-as fut6 atlag szlir6vel simitott A F/F képen
futtatott algoritmust alkalmaztak, amely csak részben hasonlit az eredetire.
Egyszintl kiiszobolést alkalmaztak, pontos kritériumot kozoltek a kiiszbolés utan
kapott kis szigetek méretére vonatkozoan: legalabb 2 egymas melletti pixel a
pasztazott x tengely mentén és 1 pixel a kovetkezd pasztazott vonalon. A teljes
procedirat (normalizalt kép Ujraszamitisa a detektalt sparkok teriiletének
meghatarozasa utan, és a detektidlds megismétlése) addig ismételték, amig a
detektalt sparkok szdma és a szamukra kijelolt teriiletek mérete nem valtozott.
Kiszobértékként A F/F=0.3 normalizalt értéket hasznaltak.

Az algoritmus als6 kiiszobét alacsonyabb értékre (1.5-0) allité véaltozatot
hasznaltak Sebille és mtsai. (2005), kovetkezésképpen a felsé kiiszob értéke az igy
kapott hattér szérasanak 5-10-szerese (megvalositas: IDL).

(Picht és mtsai. 2007) modszerében pontosan alkalmaztak a klasszikus algoritmust,
de a képet teriiletekre bonthatéva tették (maximum 5 teriilet), igy a zajszint kiilon
kezelhet6 a teriileteken, igy mas-mas hattér értékkel lehet ezeken a teriileteken
dolgozni valtozd zajszintek esetében. A mar detektalt sparkok kozelében detektalt
eseményeket nem tekintették kiilon eseménynek, igy hosszabb iddintervallumon
elhizddo eseményeket (kalcium ,,ember”) is tanulméanyozhattak. A Cri paraméter
optimalis értékeként 3.8-at javasoltak. Szintetikus képekkel tesztelték az algoritmus
hatékonysagat, ezekben normalis eloszlasu zajt (SNR=3, 4 és 5) és additiv,
mesterségesen el6allitott eseményeket hasznaltak. A programot tesztelték sziv és
vazizom sejteken mért sparkokat tartalmazo6 képeken.

Megemlitjik, hogy Sebille és mtsai. (2005) beépitettek az elemz6 programba spark
talalatokat torl6é opcidt, mig Picht és mtsai. (2007) tudatosan elkeriilték ezt, azzal
érvelve, hogy a hamis talalatokat torlésével is szubjektiv szempont szerint
modosulnak a kapott hisztogramok, pedig az elemzést minden esetben ugyanarra az
automata modszerre kell épiteni. Megallapitasaik szerint SNR=2-4-ig szinteknél a
Cri=3.8 -as kiiszob nem, vagy alig (1%) visz be tévesen pozitiv talalatokat, mig az
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ennél megengeddébb kiiszobok igen, értelemszertien a nagyobb zaj szintnél tobb
ilyen talalat jelenik meg. A Ds,, 50%-0s detektalasi szintet az SNR=2, 3 és 4 értékekre
0.42, 0.30 és 0.22 értékben jelolték meg a szenzitivitas grafikonokon. A 90%-os
szenzitivitasra kilon megadtak a jellemz6 amplitadé értékeket: 0.48, 0.36 és 0.26,
ugyancsak 3.8-as kiiszobre (Picht és mtsai. 2007). Tehat 0.1 és 0.2-korili
amplitadokat detektalva, a line-scan képek tipikus zaj szintjein (SNR=2-4)
mindenképpen tévesen pozitiv talalatokkal is kell szamolni. Megvalositas: az Imagey
képfeldolgoz6 eszkoz (Rasband 2012; Schneider és mtsai. 2012) kierjesztéseként
(Eckard 2007).

3.6.4. Sejtautomatat hasznal6 megkozelités

Izu és mtsai. (1998) sejtautomataszer(i algoritmussal detektaltak a sparkok teriiletét.
Az altaluk hasznalt algoritmus azokat a teriileteket keresi, amelyeken egy adott
kiiszobértéket meghaladd pixelek stirtsége nagy. Az elsé lépés egy binaris kép
készitése, amelyen a kiisz6bot meghalad6 értékek helyén 1 all, a tobbi pont értéke 0
(a kiiszob tipikus értéke a hatteret képezd jel szorasanak 1.4-szerese, ez a felhasznald
altal allithaté paraméter). A nagy sirliségl teriileteket az alabbi iterativ modszerrel
detektalja az algoritmus: minden (ij) pixelre kiszamitja egy négyzet alaki N
méret( teriiletre az 1-esre allitott pixelek szamat. Ha ez kisebb mint agy adott Niy.
szam, akkor nullazza az (i,j) pixel értékét, ellenkez esetben 1-re emeli. A procedurat
Nieneration -$z0r ismétli a kép minden pontjara. Az algoritmus alapétlete a cellularis
automatak siriiségtdl fiiggd populacié novekedésére emlékeztet. Végil a pixelek 1-
esen allo szomszédainak szamat egy futo atlag ( Nye x Ny, méretti) szamitja ki, utana
ezen a simitott képen Ny, szint(i kiiszoboléssel hatarozza meg a sparkok tertiletét. A
procedira el6tt a line-scan képekre jellemz6 csikokat eltavolitja egy eléfeldolgozas:
a kép Fourier transzformaltjan a zéré frekvencianak megfelel6 komponenst nullara
allitva (az id6ének megfeleld dimenzioban), majd az inverz transzformaciot
végrehajtva, a kapott szlirt képen kezdi az el6z6ekben leirt procedurat. Az
algoritmust szivizom sejtekre és szimulalt képekre alkalmaztak.

Az Ngye és Ny paraméterek novelése néveli a szenzitivitast, az Nyeneration €52k Kkis
mértékben hat ra. A szimulalt képeken N,e = 7, Niwe = 12 és Nyeneration = 3 értékek
detektaltak minden beépitett sparkot, a szemmel nem észrevehet6ket is beleértve,
kb. 2%-0s tévesen pozitiv talalattal.

3.6.5. Lokalis maximum pontok kiemelése

A sparkok lokalis maximum pontjainak kiemelése is alkalmazhaté mint detektalasi
algoritmus. Cleemann és mtsai. (1998) valamint Woo és mtsai. (2002) egy specialis
konvoluciés kernel-lel emelték ki ezeket a teriileteket. A kernel (centre-minus-
surround kernel) egy kor alaka maszk, kozépen pozitiv silyozasu korrel, a kor koriil
pedig egy negativ stlyozasu gyir(vel. A belsé kor sugara a sparkok kozéppontjai
méretéhez van igazitva.
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3.6.6. Statisztikai modszerek

Banyasz és mtsai. (2007) statisztikai hipotézis tesztekre épiilé modszert alkalmaztak
patkany szivizom sejteken késziilt XY képeken. Az eljaras XY képekre alkalmazhato,
és statisztikai hipotézis vizsgalatra épiil, mely a zaj eloszlasanak jellegétél kiillonboz6
eloszlasként keresi a sparkokat a tobb sikban regisztralt képeken. A moddszer csak
ismert eloszlasa (pl. normalis eloszlast) zaj hattérre alkalmazhato.

3.6.7. Wavelet transzformaciot alkalmazé maédszerek

Az a trous diszkrét wavelet transzformaciot erds hattérzajt tartalmazo felvételekre
Starck és mtsai. (2002) alkalmaztak elészor a csillagaszat teriiletén, meghataroztak a
modszer részleteit és az altalam is hasznalt wavelet kivalasztasat. A modszer
kétdimenzids valtozatat konfokalis képekre Wegner és mtsai. alkalmaztak elészor
(von Wegner és mtsai. 2006; von Wegner és mtsai. 2007).

A transzformaciot részletesen a 3.4.3.3 szakaszban mutattam be, altalam
megvalositott implementaciot pedig a 4.3.1 és 4.3.2 szakaszokban targyalom. Ebben
a munkaban az egy és kétdimenzids transzformaciot is hasznaltam zajszilirésre és
detektalasra.

Az egy dimenzids a trous transzformaciot késébb Bankhead és mtsai. (2011) is
hasznaltak kalciumfelszabadulési események elemzésére.

Megemlitem, hogy a normalis eloszlasra épitett Mexican Hat waveletet (folytonos
valds transzformacid) is hasznaltak kalcium sparkok detektalasara és osztalyozasara
(Zhou és mtsai. 2007).

3.6.8. Mintaillesztés

A kalciumfelszabadulasi események kiemelése a hattérb6l statisztikai osztalyozasi
modszerekkel is torténhet, ennek a lehetéségnek egyik megvaldsitisa a sablon
1994; Kong és mtsai. 2008; Soeller és mtsai. 2009). Ezek a detektaldé modszerek
feltételezik, hogy a keresett alakzat (esemény) alakja ismert, és egy referencia
alakzathoz (sablon) hasonl6 alakzatot keresnek a képeken, line-scan képek esetében
ez egy 2 dimenziés alakzat, a mddszer alkalmazhat6 tobb dimenzidra is (Soeller és
mtsai. 2009). Az Gsszehasonlitas alapja valamilyen mérték, amivel jellemezhetd a
tavolsag a sablon, illetve a képen talalhaté ugyanolyan méretii alakzatok kozott.
Képfeldolgozas esetében ezt a legkézenfekv6bb kereszt korrelacios egyiitthatora
visszavezetni  (Theodoridis és mtsai. 2009). A sparkok esetében az
Osszehasonlitasnak meg kell oldania a sablon méretaranyaiban torténé valtoztatasat,
de nem all fenn annak szitkségessége, hogy roticiora invarians legyen ez a mérték.

Sparkok detektalasara alkalmazhatdo modszert (matched filter) Kong és mtsai. (2008)
mutattak be részletesen. Az algoritmus a normalizalt kép és egy sablon spark kozti
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keresztkorrelacios tombot szamolja ki (a kép gyors Fourier transzformaltja és a
sablon komplex konjugaltja szorzataként), utdna normalizalassal és kozépérték
levonassal Pearson korrelacios egyiitthatojat allitja el6 az eredmény tomb minden
pontjara. A kapott tomb iterativ modszerrel keresi a maximum pontokat (PreXY;, az
i. iteracioban), egészen addig, amig az utols6 maximum még meghalad egy RSTOP
kiiszobot. A randomizalt képb6l és a sablonbdl ugyanolyan eljarassal eléallitott
korrelacidos egytitthatokat tartalmazo tombbél hatarozza meg az RSTOP értékét,
mint az atlag folott a szoras hatszorosanak megfelelé érték. A kapott maximum
pontok potencialis spark kozéppontokat jelenthetnek, az algoritmus a tovabbiakban
ezek kornyezetén ujabb keresést végez. A sablon szignifikdnsan hattér folotti
pontjaibol egy kernelt képez, és azt egy 10x10 pixeles teriileten csusztatva a PreXY;,
pontok koriil Pearson rangkorrelacios egyiitthatojat (3.25) szamolja ki. A p értékére
szignifikancia tesztet végez, permutacios teszttel (3.26), és egy kétoldali P értéket
szamol ki (a t kozeliti a Student eloszlast N —2 -es szabadsagfokkal, R,, S, a

rangsorolt kép és sablon pontok, N azon sablon pontok szama, amelyek megfelelnek
a szignifikansan hattér f616tti kritériumnak).

z (Ri_P)(Si_E)

p=——— — (3.25)
V2 (R=R+[2(5,-3)
t=p\/N_22 (3.26)
1-p

A P érték minimumat adé kép koordinatdk lesznek a spark koézéppontjanak
legvaloszintibb pontjai. Ha a legkisebb P érték kisebb mint egy, a felhasznalo altal
meghatarozott szignifikancia szint (SIGP=0.0005-0.002), az esemény nem lesz
sparkként elfogadva. A kovetkezd iteracid elétt a sablon autokorrelacios tombjét
kivonja a kép korrelaciés tombbél a talalatot jelz6 maximum pontra igazitva (igy a
kovetkez6 maximum pont kereshet6vé valik).

A kétdimenzids, a sparkok alakjahoz hasonld sablonokat analitikusan, exponencialis
fuggvényeket hasznalva allitottak el6 (lasd Kong és mtsai. (2008): 3, 4, 5 egyenlet).

A modszer a klasszikus algoritmusnal lényegesen jobb szenzitivitast mutat: tobb
fokuszon kiviili kis eseményt és kevesebb tévesen pozitiv talalatot ad. A szerzék
mérései szerint a klasszikus algoritmus négyszer annyi foton/pixel esetén éri el a
detektalasi hatart mint a sablonon alapulo. A diszkrét wavelet alapu keresésekkel
viszont hasonl6 szenzitivitast produkal. Megjegyezziik, hogy a szerz6k szintetikus
képeken hasznélt zaj generalasi eljarisa mas, mint a tobbi ismert algoritmus
tesztelésénél hasznalt modszer.
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A szerz8k az algoritmus el6nyének tartjak, hogy csak a sablon sparkra van sziikség
a futtatasahoz, ellentétben a klasszikus vagy wavelet alapuakkal, amelyeknél mindig
legalabb két paramétert (tobbnyire ezek kiiszobolésekhez kotottek) a felhasznalonak
kell beallitania. Az algoritmus nemparaméteres teszttel allapitja meg a detektalas
igaz vagy téves voltat, ami ismét kiemeli azt a tényt, hogy nincs szitkség kézileg
beallitott paraméterekre.

Az algoritmus hatranya a lényegesen hosszabb futasi idé (kb. haromszorosa a
klasszikus algoritmusnak).

Kiemelendd, hogy tobbféle sablont hasznalva, olyan jellegii kereséseket lehetséges
vele megoldani, amit a tobbi algoritmus nem biztosit: ezek nem rendelkeznek forma
felismer6 képességgel (ez viszont jelentésen neheziti és lassitja az eljarast).

3.6.9. Szoras stabilizalasanak alkalmazasa

Bankhead és mtsai. (2011) retina sima izom kalciumfelszabadulasi eseményeinek
elemzésére dolgoztak ki egy detektalasi modszert, a mérések hattere valtozo
intenzitasu volt, és ezen Poisson zaj eloszlast mutattak ki.

A képek eléfeldolgozasaként a Poisson jellegli zaj eloszlast szoras stabilizalas
modszerrel alakitottdk normalis eloszlasiva az Anscombe transzforméacio (3.4.1) egy
modositott  valtozatat hasznéalva, figyelembe véve az alacsony, SNR=2 korili
zajszintet is. Erre a zajszintre egy feltételeknek megfelel6 (a sziir6 intervalluma alatt
a jel viszonylag konstans) normalis (Gauss) szlrét kell alkalmazni
eléfeldolgozasként (Zhang és mtsai. 2008) a szkenelt sorok x irdnyaban. A médszer
az eredeti (nem normalizalt képen) keriil alkalmazasra, és feldolgozas elétt a kép
hatterét kisérleti (hattér kimérése nem festett sejteken) vagy becslési modszerekkel
le kell vonni.

Az igy eléfeldolgozott képen a detektalast ¢ iranyba alkalmazott egy dimenzids a
trous (starlet) (3.4.3.3) transzformacidval végezték. Két koztes képet allitottak el6:

* azels6 kép a zaj kikiiszobolését oldja meg (kis méretti a trous sziird),
* amasodik a hatteret kozeliti (nagy mérett a trous sziir6)’.

Az els6bél a masodikat levonva kiiszobolésre alkalmas képet kapunk, a kiisz6bot a
normalis eloszlasu zaj szorasara épitve lehet skalazni. Ezt tobb modszerrel is meg
lehet becstilni, példaul a szoft wavelet vagasnal alkalmazottal (Donoho 1995).

A szerz6k jo eredményeket értek el a modszer alkalmazdsaval, amelyet a kiiszobolé,
a minta illeszt6 és az a trous wavelet modszerekkel hasonlitottak 6ssze kisérleti és
szimulalt képeken (lasd 5.2).

9. A részleteket lasd Bankhead és mtsai. (2011) 720. oldal.
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3.7. Kalciumfelszabadulasi események jellemzoi

3.7.1. Tanulmanyozott események tipusai

Ebben a munkaban kalcium spark (gyors, rovid) és ember (lassu, hosszan tarto)
események (lasd 1.3.6) paramétereit ismertetem, elsésorban a szakirodalomban
altalanosan alkalmazott modszerek szerint, sajat, munkacsoportunk altal
alkalmazott mddszerek esetében ezt kiilon jel6lom.

A tovabbiakban kiilon foglalkozunk az 1-2 ms pasztazasi periddussal (500-1000 Hz,
az LSM 510, illetve 510 META késziilékekre jellemzd) rogzitett line-scan képek
eseményeivel, majd kés6ébb kiilon kitériink a nagy sebességti 50 ps koriili pasztazasi
periodussal (20 kHz, LSM LIVE késziilékre jellemz6) késziilt képek eseményeinek
paramétereire.

A sparkokkal kapcsolatos kutatasok els6¢ szakaszara a pasztdz6 vonal 1-2 ms
intervallumonkénti ismétlése a jellemz6, ekkor alakultak ki az alabbiakban megadott
paraméter szamitasi modszerek. A 3.8 dbran lathato kép tipikus (060130b06 5 mérés
részlete), 1.54 ms/pixel sebességgel line-scan modszerrel rogzitett sparkot abrazol.
Tipikus kalcium ,,ember” jelenséget a 4.8 abra tartalmaz.
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Spark Time course of the spark

O
T

10 20 30 10 20 30 40 50
time (pixels) time (ms)
3.8. abra. Tipikus line-scan modszerrel rogzitett spark
a. Az 1.54 ms/pixel sebességgel rogzitett eredeti F(t,x) jel részlete (060130b06_5 mérés)

b. A spark amplitidojanak id6beli lefutasa az a. abran fehér szaggatott vonal mentén
szamolva.

3.7.2. Ca spark paraméterek 1-2 ms koriili pasztazasi sebességnél

A line-scan kisérletekben észlelt sparkok jellemzéire alkalmazott elsé paraméter
szamitasok a megjelenitett képeken mért térbeli és id6beli tavolsagokra épiiltek

(Shirokova és mtsai. 1997; Cheng és mtsai. 1999).

A sparkok fontosabb jellemz6inek matematikai leirasa a kutatasok elsé szakaszaban
valt altalanosan elfogadottd (Lacampagne és mtsai. 1999; Hollingworth és mtsai.

2001; Chandler és mtsai. 2003). A fontosabb és altalanosan hasznalt paraméterek:

* amplitado,

o félérték-szélesség (teljes szélesség a maximum felénél, FWHM - full widt at

half maximum),
* idétartam (duration),

» felfutasi id6 (rise time), illetve
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* acsucs eléréséhez sziikséges id6 (time to peak).

Ezeket a paramétereket tobb szerzé alkalmazta a sparkok jellemzésére, és jelenleg is
hasznalatosak line-scan modszerrel rogzitett sparkok jellemzésére (Cheng és mtsai.
2008).
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3.9. abra. Line-scan modszerrel rogzitett spark térbeli abrazolasa

A 3.8 abran bemutatott spark térbeli abrazolasa a spark normalizalt és median
sziirt képébdl késziilt, a képpontok szamat x és t iranyban is négyszeresére
noveltitk linearis interpolacioval. a. Harom dimenzids megjelenités (tér, idd,
amplitudo), a két hattér oldalon a spark paraméterek szamitasakor hasznalt
id6beli és térbeli profilokra illesztett gorbék; b. az interpolacioval kapott kép; c. a
spark az id6beli kiterjedése ; d. a spark térbeli kiterjedése.

A jellemz6k szamitisa a spark id6beli és térbeli profiljara illesztett gorbékre épiil
(3.9 abra). Az illesztésnél hasznalt pontokat a A F/F, normalizalt képbdl nyerjik
(egyes szerz6k a normalizalas el6tt vagy utan hasznalhatnak zajsziiré vagy simito
eljarasokat a képen). A modszer szerint nem varhato el, hogy az illesztés tokéletes
legyen, de olyan mértékekhez jutunk, amelyek jol jellemzik a sparkot’. Valamennyi

10. 4 spark idé profiljara (3.27 egyenlet) illesztett gorbével kapcsolatban Hollingworth és
mtsai. megjegyzik: ,, Although there is no a priori reason to expect Eq. 1 to exactly fit the
time course of a spark, it can be used to characterize its main features.”(Hollingworth
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illesztésnél legkisebb négyzetek modszerét alkalmaztam, a gorbék nem linearisak.
Jelen munkaban a Levenberg-Marquardt modszert hasznaltam (Seber és mtsai. 2003)
a sparkok id6 és térbeli profiljainak illesztésére.

Az alabb bemutatott jellemzéket Hollingworth és mtsai. (2001) 2.048 ms/line és 0.2
pm/pixel felbontasra alkalmaztak, jelen munkaban az LSM510 és LSM510 META
mikroszkopok esetén 1.54 ms/line és 0.14 pum/pixel felbontasra alkalmaztuk 6ket.

Mas szerz6k altal megadott illesztési gorbék hasonloak a Hollingworth és mtsai.
(2001) munkaban megadottakhoz (Lacampagne és mtsai. 1999).

3.7.3. A sparkok id6beli profiljanak jellemzo6i

A sparkok idébeli profiljanak jellemzésére két exponencialis fiiggvénybél felépitett
funkcionalis format alkalmazunk (Lacampagne és mtsai. 1999; Hollingworth és
mtsai. 2001; Chandler és mtsai. 2003). Erre egy megoldas az alabbi (Hollingworth és
mtsai. 2001):

(AFIF,)(t)=A4, t<t,
(A F/FO)(t):AO+A1{l—exp[_(t;;tl) ]} [ =st<t, (3_27)
(A F/FO)(t):AO+(A1{1—exp[_({cz—;m]}—Az)exp[_(i;tZ) ]+A2 t,<t

A gorbe illesztésnél a felhasznalt pontokat a sparkot tartalmazé detektalt teriiletbdl
kapjuk, ennek hatarai a hasznalt spark keresési mddszer és kiiszobolési eljarastol
figgben a spark legmagasabb pontjai értékének kb. 10-15%-anal vannak. Az id6
profil illesztéséhez a detektalt teriilet tér koordinata szerinti kézépvonalat vessziik,
és a kozépvonal koriili oszlopokbdl atlagolunk harmat'.

A sikeres illesztéshez a teriiletet mindkét idé szerinti iranyban, a spark elétt és utan
ki kell terjeszteni (kb. 25 pixellel a spark el6tt és 50 pixellel a spark utan
(Hollingworth és mtsai. 2001), ezt az értéket paraméterként lehet valtoztatni). A
sparkot a detektalt tertilet x koordinatai szerint szimmetrikusnak tekintjik.

Illesztés utan a gorbe félérték-szélessége adja a sparkok félérték-szélesség
paraméterét (FTHM - full time at half maximum vagy FDHM - full duration at half
maximum), amely jol jellemzi a diffizids jelenség kinetikajat.

A gorbék illesztése tovabbi jellemz8k kinyerését biztositja. Ezek meghatarozasahoz
referencia pontnak tekintjitk a hattér szintjét a gorbe maximalis amplitiddjanak
10%-aval meghaladdé pontjat a spark el6tt és utan (a hattér szintje numerikusan 0,
amennyiben normalizalasnal kivonjuk a mért pontokbol az F értéket). Legyenek

2001).
11. Line-scan képekhez kotott szamitasok esetében altalanos gyakorlat a 3 tér vagy id6vonalon
kapott értékek atlagolasa a magas szintti zaj miatt.
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ezek t, és t,,a gorbe maximum pontja pedig legyen ¢, -nél.

Az id6 profil felfutasi ideje (rise time): a t, és t, kozti intervallum, ez megfelel a
sparkot kivaltd kalcium csatorna aktiv id6tartaméanak.

Jellemzének lehet hasznalni még az illesztett fliggvény paramétereit: A, , A,
(kezdeti és végs6 jel szint) ésa T, és T, id6konstansokat.

A cstics amplitadoja (t, idépont) ugyancsak felhasznalhat6 jellemzéként mint az id6
profil maximalis amplitadéja, ez A, (1—exp(—(t,—t,)/t,,)) kifejezéssel szamolhato.

2 ms-os pasztazasi periddus esetében a felfuté ag rovid, altalaban néhany (2-5)
illesztési pontot jelent. Igy a v, konstansot nehéz meghatirozni, értékét lehet
rogziteni a pasztazasi sebességtdl fiiggben, pl. T =6ms, 2.048 ms/line esetében
(Hollingworth és mtsai. 2001).

Az id6profil leszalld aga (fall time) és a spark teljes id6tartama (duration) nem
egyértelmi paraméterek. A t, idépont nagyon messzire kitolodhat a kalcium lasst
eltavolitasa miatt, és a hattér folotti kis amplitadoju oszcillacié (ez meghaladhatja a
maximalis amplitddé 10%-at) miatt nehezen detektalhaté. Ha hasznaljuk
jellemzoként, a leszallo agnak a maximalis amplitid615%-at még meghaladd pontot
lehet erre felhasznalni.

A t, és t, pontok meghatarozasanak alternativ modszere lehet még a hattér
kozépértékének kétszeres szorassal torténé meghaladasa kozti intervallum (Shen és
mtsai. 2004).

Az altalam megoldott implementacié szerinti idéprofil gorbe illesztés a 4.6 abran
lathat6 a 4.2.2 szakaszban.

3.7.4. A spark térbeli jellemzoi

A térbeli profilt a ¢, id6pillanat utani vagy koriili 2 vagy 3 pasztazott sor atlagabol
szamitjuk, a detektalt teriiletet kb. 25 pixellel (kb. 5 pm ) terjessziik ki x iranyban.
A felhasznalt fiiggvény az alabbi (Hollingworth és mtsai. 2001):

(x—x,)*

(AFIF,)(x)=A, + A,exp(— ), (3.28)

2var

ahol A,, A,, x, és wvar a Gauss fiiggvény paraméterei. A modszer elvarasai

ugyanazok, mint a megel6z6 illesztés esetében, nem pontos hanem hozzavet6leges
jellemzése a spark térbeli kiterjedésének. A Gauss fiiggvény félérték-szélességét a
kovetkez6 kifejezésbél szamitjuk:

FWHM =/81n(2)-var~ 2.35482- std (3.29)

Ez az érték adja a spark térbeli kiterjedésének félérték-szélességét ( FWHM - full

55



Modszerek

width at half maximum), std a Gauss figgvény szorasa.

Az illesztések nem alkalmazhatéak minden detektalt spark esetében, kiillonb6z6
okok miatt (nagyon kis amplitido, sikertelen illesztés a zaj miatt vagy rossz illesztési
paraméterek, az A, paraméterek fizikailag értelmetlenek az illesztés utan). Ezek az
esetek kikeriilnek az analizisb6l és a detektalt sparkok kb. 5-15 %-at jelenthetik.

Az altalam megoldott implementacio szerinti térbeli profil gorbe illesztés a 4.7 abran
lathato a 4.2.3 szakaszban.

3.7.5. A signal mass fiiggvény

A signal mass (jel tomeg) fiiggvényt el6szor Sun és munkatarsai alkalmaztak (Sun
és mtsai. 1998), utana tobb munkacsoport hasznalta (Zou és mtsai. 2004) kiilonboz6
valtozatokban  kalciumfelszabadulasi események elemzési paramétereként
(Shirokova és mtsai. 1999; Hollingworth és mtsai. 2001; Chandler és mtsai. 2003; Zou
és mtsai. 2004)(Zhou és mtsai. 2005). A jellemzé a fluoreszcens festék altal kotott
Ca® ionok mennyiségére ad meg egy értéket az id6é fuggvényében. A fiiggvény a
kalcium kibocsatas mértékére, igy kozvetetten a megnyilt csatornak szamara is
enged kovetkeztetni.

A modszer egyszerre veszi figyelembe a spark amplitudéjat és térbeli kiterjedését, a
kétdimenzids line-scan jelbdl a kalcium kibocsatas harom dimenzids nézetére probal
kovetkeztetni. A szamitas csak akkor miikodik gyakorlatban hasznalhatbéan, ha a
pasztazas az esemény kozéppontjan at  torténik  (fékuszban van a
kalciumfelszabadulasi esemény) és az események jol elkiiloniiltek, nincsen a
jeleknek atfedése egyik dimenzidban sem (Sun és mtsai. 1998; Zou és mtsai. 2004).

Sun és mtsai. (1998) fokuszban levs eseményekre alkalmaztak a moddszert, és a
szamitast csak a spark zajtol jol elkiilontil6 részére végezték el (magas amplitadoja
pontok). Az esemény kozéppontjat a vizualisan allapitottak meg, a kivalasztott
teriilet minden egyes pasztazott sorara sszeadtak a A F/F, jel pontjait, sulyozva a

pontok kozépponttol torténd tavolsaganak kobével.

A Hollingworth és mtsai. (2001) altal hasznalt modszer az alabbi térbeli integrallal
definialja a signal mass fuggvényt:

smass=f f f (AFIF,)(x,y,z)dxdydz (3.30)

A smass érték a t id6 figgvénye, amelyet az egyszer(ibb jel6lés miatt elhagytunk,
elvileg a line-scan barmely id6pillanataban szamolhato.

Konfokalis kisérletekben a felhasznalt festék fluo-3, vagy hasonlé karakterisztikaja,
a Ca® -t kotott festék, CaFluo fluoreszcencidjanak intenzitisa a citoplazméaban
legalabb 100-szor nagyobb, mint a szabad festék fluoreszcenciajanak intenzitasa
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(Harkins és mtsai. 1993; Hollingworth és mtsai. 2001; Chandler és mtsai. 2003). Ha
Ffluo -val jelolink egy virtualis fluoreszcens festék koncentraciot, amelynek
fluoreszcenciajat észleljuk, F, , és F,_ -szal a szabad, illetve a kotott festék
fluoreszcens intenzitasat, Fluo -val a szabad festék koncentraciot, az alabbi
Osszefiiggés szerint az észlelt fluoreszcenciat kozelitéssel a CaFluo kotott festék
fluoreszcenciajanak tulajdonithatjuk:

[Fﬂuo]Z[CaFluo]+%-[Fluo] (3.31)

max

A AFIF, észlelt normalizalt értéket a A[Ffluo]/[ Ffluo], koncentracié hanyados és

fluoreszcens hattér szabad festék koncentracidja. Bebizonyithat6” (Chandler és
mtsai. 2003), hogy a signal mass fuggvény a kovetkez6 értéket kozeliti:

+00 +00 +00

oman=§ § T (0 iy 020

igy az Osszefiiggés kifejezi, hogy az észlelt CaFluo mennyisége kozelit6leg egyenld
az smass érték és az [Ffluo], hattér koncentracié hanyadosaval, igy kozvetleniil
jellemzi a jelen levé [CaFluo] koncentraciot.

Az integral szamitasat egy kozelité modszerrel végezték el, az alabbi gondolatmenet
alapjan (Hollingworth és mtsai. 2001; Chandler és mtsai. 2003). Feltételezziik, hogy a
pasztazé vonal a spark kézéppontjan halad at, és ezt tekintjiik a koordinata rendszer
kozéppontjanak. A spark harom dimenzids térbeli kiterjedését kozelitjilk harom
Gauss figgvény szorzataval:

2 —_—

_ 2
Jexp(z=2—)-exp(-—) | (3:33)
2wvar, 2wvar, 2var,

(AF/F)(x,y,z)=A-exp(

amelyek térben izotropikusak. Mindkét feltételezés kozelit, és pontatlansagot vezet
be, mert a kiterjedés sem Gauss fiilggvény alaki, és a konfokalis pont kiterjedés
fuggvény a z iranyban nagyobb, mint az x és y tengelyek szerinti. Amennyiben
A ajel amplitidoja a kozéppontban, a (3.30) egyenlet igy alakul:

smass=A-(27 )" var -var -var, (3.34)

A wvar =var =var feltétel és (3.29) felhasznalasaval az alabbit kapjuk:

ey

épiil, és elhanyagolja a szabad festék fluoreszcenciajat, lasd: Chandler, Hollingworth és
Baylor (2003) , 313. o.
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T )3
4In2

/2
smass=A-( -FWHM’= A-1.206- FWHM’ (3.35)

A (3.35)-es egyenlet hasznalhato a signal mass jellemz6 kozelitésére.

A modszer rendkiviil érzékeny a zajra az FWHM érték kobével torténd stulyozas
miatt, mivel a jel/zaj arany romlik a forrastol mért tavolsaggal, és ez pontatlan lehet,
igy a zaj hozzajarulasa a signal mass értékhez megné (Zou és mtsai. 2004).

Shirokova és mtsai. (1999) mas moédszert hasznaltak: az esemény térfogatit egy
gombbel kozelitették, ez a sparkot az amplitudo6 felénél metszi és kisebb térfogatot
ad mint az el6z6 szamitas (0.434-szeresét):

smass=A-(4/3)n-(FWHM/2)'=A-0.524- FWHM’

Ugyanezt a szamitast mas munkacsoportok is atvették (Hollingworth és mtsai. 2001;
Chandler és mtsai. 2003).

A signal mass fuggvény hasznalatat lasd még Chandler és mtsai. (2003) , valamint
Zhou és mtsai. (2005) munkaiban. Spark jellemzéként az smass értéket meg lehet
adni az id6 fiiggvényében, vagy a spark maximum pontjaban (Chandler és mtsai.
2003).

3.8. Kalcium ,ember” tipusit események jellemzéi

A kalcium ,ember” tipusu események (1.3.6) jellemzire nincs altalanosan elfogadott
szamitis az irodalomban, az altalam definidlt paraméterek bemutatasat a 4.2.4
pontban targyaljuk (Kalcium ,ember” tipust események paraméterei).
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4. Eredmények

Az eredmények bemutatisanal hasznalt line-scan képek LSM 510 META, illetve LSM
LIVE mikroszképokkal (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Németorszag)
késziiltek, a kisérletek és publikaciok listajat lasd a 4.5 pontban (A kiértékelési
modszerek hasznalata kisérletekben). Az egyes konkrét mérések azonositd adatait
lasd az A Figgelékben (A. A felhasznalt konfokalis mérések adatai), ezek a
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centruméanak Elettani
Intézetében folytatott kisérletek soran késziiltek.

4.1. Elemzés a klasszikus modszerrel

4.1.1. Normalizalasi és fotokioltas korrekcios eljaras

A  két eljarast egyiitt targyalom, mindkett6 része az eredeti mérés
eléfeldolgozasanak, amely utan a mérés alkalmassa valik paraméterek szamitasara.
A normalizalds (3.5), a sejtstruktirdkban egyenl6tlentil felhalmozodo
festékmolekulak miatt szitkséges, igy egy kisérletsorozat alatt kapott mérésekbdl
szamolt paraméterek 6sszehasonlithatoak lesznek.

2500

50 2000

100 1500

1000
150

24m 500
200 T

50 100 150 200 250 300 350
4.1. abra. line-scan mérés részlete

t.x felbontds 355 x 217 pixel, 060 209b31 mérés.

Az altalam alkalmazott eljaras a kovetkez6:

a) Az F(t,x) mikroszkép altal elballitott (altaldban egész szamokkal kodolt, 12
vagy 8 bites) képet valos szamma konvertaljuk (sorok: id6 dimenzié 1,T ; oszlopok:
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tér dimenzi6 1,X ). Kép részlet a 4.1 abran lathat6, mérés azonositd 060209b31. A
detektor altal rogzitett 12 bites értékek 98 és 2565 kozottiek (a késziilék egységei).

A normalizalasi eljards masodik paramétere a kalciumfelszabadulasi események
helyét tartalmazé B(t,x) binaris maszk, az események helyén a képpontok értéke
0. Ezt killonbo6z6 eljarasokkal hatarozhatjuk meg, lasd példaul a kettds kiiszobolést
alkalmazé eljarast (4.1.2).

b.) Opcionalisan elvégezziik a fotokioltast korrigalé eljarast:

> F(t,x)
S x=1,X;B(t,x)=1

(4.1)
t=1,T

(

amellyel az egyes képpontok értékét korrigaljuk a k(t) vektor értékeivel a
megfelelé t koordinatdkban. A korrekcios értékeket az egyes tér koordinataknak
megfelelé pontok atlagértékébdl szamitjuk, az elsé idé koordinatanak megfeleld
pontokat tekintjiik kiinduld szintnek (pl. elsé 5-10 pont atlagat). A P(1) pont
helyett lehet az elsé néhany pont atlagaval is szamolni.

Elméletileg jobban megalapozott korrekcidhoz felhasznalhaté a 3.3 vagy 3.4
fiiggvénynek megfelelé gorbe. A P(t) atlagvektorhoz illesztett negativ
exponencidlis a 4.2 abran lathatd. A bemutatott line-scan 4095 idépontot tartalmaz,
és erds lézer intenzitassal késziilt (20120123_19 mérés), igy a jelenség és a negativ
exponencialis alaki intenzitds csokkenés jol lathaté (a képen a potencialis
eseményeket vékony fekete vonallal vettilk kortl). Ha ezt, az exponencialisan
csokkend korrekciét alkalmazzuk, a k(t) szamitasanal a P(t) helyett az illesztett
gorbe pontjait hasznaljuk. Tapasztalatunk szerint, a korrekcionak normal lézer
intenzitas mellett 2000 idépont folott van értelme. Az illesztést Levenberg-
Marquardt modszerrel végeztem, és a 3.4 figgvénynek megfelel6 modellt
hasznaltam.

Az illesztést korrelacié szamitassal ellenérizve (lasd 4.2.3), zajos képeken, 4096
adatponton (a 4.2 abran lathat példa esetében is) R=0.70 korili érték.

=k(t)-F(t,x) t=1,T;x=1,X

c) A tulajdonképpeni normalizalas a kovetkez6 1épés: minden egyes tér
koordinatanak megfelel$ atlagot szamitunk (ez a hattér fluoreszcencia atlaga):

ZF(t,x)

Fo(x): - t:1,T;B(t,x):0 (4.2)

T
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Photobleaching corrected original image
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4.2. abra. Fotokioltas korrekcioja

a. 4048 pasztazott sort tartalmazo line-scan kép a korrekcios eljardas utan, a
sparkok vékony fekete vonallal bejelolve. b. A fotokioltas korrekcidjahoz hasznalt
gorbe. A korrekciohoz a pasztazott sorok atlagat szamitjuk ki, a szamitas folyaman
az eseményeket tartalmazo pontokat kizarjuk. Az igy kapott pont halmazhoz
illesztjiik a 3.3 vagy 3.4 fiiggvénynek megfelelé negativ exponencidlist, az illesztett
gorbe pontjait hasznaljuk korrekciora. A Savitzky-Golay illesztést csak az atlag
pontok tendencidjanak kovetésére hasznaltuk.

¢s ezzel beosztjuk a megfelelé képpontokat:
F c( t,x)

F,(t,x)=

A 4.1 abran bemutatott képrészlet normalizalt alakja a 4.3 abran lathato.

A normalizalas utdn a hattér fluoreszcencia referencia szintje 1. A megel6z6
szamitast elvégezhetjiikk ugy is, hogy a beosztisnal az F,(x)-et kivonjuk a
képpontokbdl, ekkor a referencia szint 0:

F (t,x)=F,(x) b2 T (4.4)
Fy(x) ’

Jelen munkéban ezzel a konvencidéval dolgoztam, igy a mért értékek normalizalt
referencia szintje 0. Ebben az esetben a normalizalt képen a zaj miatt negativ

F,(t,x)=
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értékek is megjelennek a fluoreszcens hattérben.

50
100

150

200

50 100 150 200 250 300 350

4.3. abra. line-scan mérés normalizalt alakja

Felbontas id6-tér: 355 x 217 pixel, a 4.1 abran lathaté 060209b31 mérés
normalizalt formaja.

4.1.2. Detektalas kett6s kiiszoboléssel
Az altalam implementalt algoritmust a 4.4 abra folyamatabraja szemlélteti.

Az eredeti képet (F(t,x); t=1,T;x=1,X) simitjuk (ez a lépés opcionalis, a
szoftver implementacioban konfiguralhaté), erre median és vagy 3x3-as futd atlag
sz(ir6t hasznaltam.

Az igy kapott FS(t,x) kép minden x koordinatijat rogzitve kiszamoljuk az id6
koordinatak szerinti atlagot:

ZI:F(t,x)

X (x) t=1,T (43)
T
és o(x) szorast. Kizarjuk azokat a pontokat a simitott képbél amelyekre:
FS(t,x) > X(x)+CRI-o(x) t=1,T (4.6)

A CRI paraméter tipikus értéke 2, ez paraméterként hasznalhatd, értéke
valtoztathato 1.8-2.2 kozott. Ezt a miiveletet ismételjik addig, amig olyan ciklust
kapunk amelyben nincs Gjabb kizarhaté pont. Az eredmény egy B(t,x) binaris
kép, a kizart pontok helyén 0.

A kovetkez6 1épésben megkeressiik azokat az dsszefiiggd teriileteket a kizart pontok

62



Elemzés a klasszikus modszerrel

kozott, amelyeknek mérete meghalad egy adott dropsmall teriiletet (értéke
konfiguralhat6, példaul 1.5 ms pasztazasi sebességnél spark tipusi eseményeket
keresve célszerti az x dimenzidban 8, a t dimenzidban legalabb 10 pixel méretet
venni, a gyakorlatban 20-30 pixeles teriileteket eldobva az algoritmus j6l mtikodik).
Az igy kapott B(t,x) binaris maszk (potencidlis események helyén 0)
felhasznaldsaval az eredeti F(t,x) képen elvégezzik a normalizalasi eljarast, az
eredmény a F =A F/F; normalizalt kép.

Ekkor rendelkeziink a normalizalt képpel és a potencialis esemény helyekkel. Ezek
elfogadasat egy magasabb kiiszob értékkel torténd teszttel végezziik, ezt a
paramétert CRI2 -vel fogjuk jelolni.

A F,normalizlt képet hasznélva, ugyanazzal a modszerrel, mint (4.5) kiszamoljuk
az m2(x) (kozépérték) és s2(x) (szoras) vektorokat, és egy B2 binaris maszkot
képziink azokbdl a pontokbol, amelyekre az alabbi kifejezés igaz:

F, (t,x) > m2(x) + CRI2-s2(x) t=1,T (4.7)

Amennyiben az igy kapott B2 maszk pontjai a potencialis események teriiletére
esnek, elfogadjuk azokat eseményként. A masodik kiiszob altal alkotott kis
teriiletekre alkalmazhatunk erésebb (t6bb Osszefiiggé pont altal alkotott teriilet)
vagy gyengébb (legalabb egy pixelt tartalmazé teriilet) kritériumot. Példaul 3
Osszefiiggé pont mar erls kritériumként mikodik. Az elfogadast meger6sits
kritérium tehat konfiguralhaté a CRI2 kiiszob (értékek 2.4 — 4 kozott) és az
Osszefuiggd kis teriilet pixelekben adott mérete altal. Az elemzést megvalositd
fiuggvényeket grafikus interfészen keresztil vagy batch modban futhatnak. A
grafikus interfész lehet6vé teszi események kézi kijelolését, és az alabb megadott
modszerrel torténd kiértékelését. Ezt csak a kutatdsok elsé fazisaban hasznaltuk, a
dolgozat tovabbi részében, ha nem hivatkozom mas modszerre, mindig automatikus
detektalasra utalok. A grafikus interfészek altal biztositott kézi kijelolési
lehetéségeket 1asd a B Fuggelékben.
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hattér szamitasa F, B

|

F, + normalizalt kép

|

m,T «— atlag, szdras

|

B «~ binaris kép, m+CRI|-o

teriletek kizarva

van kizart pixel?

B

+~— Binaris kép

Fp + Normalizalt kép —B1 binaris kép — Fp,m+CRI2.o
m,T + atlag, szdras

teriletek«—B,
m+CRIZ-o

terileten van-e
nem O pixel B1-ben

nem

igen

esemeény elfogadva,
paraméter szamitas

4.4. abra. A kett6s kiiszobolést megvalosito algoritmus folyamatabraja
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4.2. Spark paraméterek szamitasa

4.2.1. line-scan méréseken észlelt sparkok jellemzé6i

A 1-2 ms pasztazasi periddussal készilt line-scan képeken detektalt sparkok
jellemz6it az események id8beli (3.7.3) és térbeli (3.7.4) profiljaib6l szamolom. A
szamitasokhoz hasznalt adatok a detektalé algoritmusok altal meghatarozott,
normalizalt line-scan képen kivalasztott teriiletek. A detektalas altal megadott
maszkot (4.5 b abra) négyszog alakira terjesztjiik ki (4.5 a abra). Ezt a data(t,x)
teriiletet Kkiterjesztjitk mind a négy iranyban, mivel hatarainal az esemény
amplitdidok még meghaladnak egy, a maximalis amplitidéhoz viszonyitott
kiiszobértéket (a kiterjesztés értékeit pixelekben adjuk meg az alabbi szamitasoknal).
Az alabb megadott szamitasok teszt adatai, amennyiben kiilén nem jel6l6m, LSM510
META késziilékkel késziltek, 1.54 ms péasztazasi periddussal és 0.1395 pum pixelek
kozti tavolsaggal.

Extended spark area (AF/F) b Detection mask

a

-

10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
time (pixels) time (pixels)
4.5. abra. Kontroll mérésen detektalt spark paraméter szamitasra hasznalt teriilete

Béka vazizomban észlelt spark (06013007 9). a: A normalizalt képen detektalas altal
meghatarozott teriilet, amelyet kiterjesztiink az illesztések elvégzése miatt (részletek a
szovegben). b: A hagyomanyos detektalasi algoritmus altal meghatarozott, sparkot
kivalaszt6 maszk binaris képe. A szaggatott vonal a spark szimmetriatengelye.

A paraméterek bemutatiasanal minta eseményként a 060 130b07 mérés 060 130b07_9
eseményét haszndljuk. Az esemény detektalas utdni, normalizalt mérésen kijelolt
teriiletét lasd a 4.5 abran. A detektalasi maszk kdrvonalaként adodo teriiletet néhany
pixellel kiterjesztettiik (a pontos értékeket lasd alabb az illesztések ismertetésénél).
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4.2.2. A spark idébeli profiljahoz k6t6d6 paraméterek

A szamitashoz hasznalt tertiletet kiterjesztjiikk az id6 (minimum 6 pixel a spark el6tt
és minimum 10 pixel a spark utan; 9.24 és 15.4 ms) és tér koordinatak (14 pixel
mindkét iranyban; 1.6741 pm) szintjén is. Ha a spark a kép szélén van, és a miivelet
nem megoldhato, akkor kivessziik az analizisb6l, a szamitasok nem végezhetéek el.

A teriiletet az id6 koordinata szerint szimmetrikusra valasztom" és egy median
szlir6vel végzett simitas utan a szimmetriatengely, illetve a korilotte levd 2 idésort
(0sszesen 3 sort) atlagolok, ez alkotja a szamitashoz sziikséges spark idévonalat (a
tovabbiakban y -al jel6lom). Az id6 szerinti kinetikai paramétereket a (3.27)
egyenletben megadott Gsszetett exponencialis fliiggvény spark idévonalra torténd
illesztésébol szamitom. A fuggvény paraméterei A,, A,, A, amplitudét megado
paraméterek, illetve a v, és T, idéallandok. A nemlinearis illesztés elvégzésére a
Levenberg-Marquart algoritmus (Seber és mtsai. 2003) MATLAB implementaci6jat
(NLINFIT) hasznaltuk (nemlinearis legkisebb négyzetek, nem robusztus illesztés).
Az amplitidé paraméterek kezdeti értékei:

* A, az y id6évonal els6 eleme,
* A, az y id6vonal maximuma (egyenlé értékek estén az els6),
* A, az y id6vonal utolso eleme.

A t, idépontot az A, maximum pontnak megfelel6 helyen valasztom a ¢
tengelyen. A t, id6pont meghatarozasa koriilményesebb. Kiindulo értékként
meghatarozom az A, maximum 20%-at nem meghalad6 amplitidéju elsé pontot az
y idévonalbél, ha ez szamolhat6 (létezik, és nem esik kozvetleniil a ¢, elé), akkor
ezt tekintem ¢ -nek. A t ennél a pasztazasi frekvencianal nem minden esetben
hatarozhat6é igy meg. Fokuszon kiviili, sparkok vagy nagy zaj esetén empirikus
kritériumok alapjan valasztok egy pontot az id6vonal elején. Az altalam
megvalositott implementacioban, amennyiben ¢ tal kozel - 1 vagy 2 pixel
tavolsagra - kertll t,-hoz csokkentem t, meghatarozasi kiiszobét és megismétlem
az eljarast; ha nem meghatarozhatoé a kiterjesztett teriileten, akkor noévelem a teriilet
kiterjesztését ciklikusan 2 pixellel, addig amig megfelelé értéket talalok. A spark
felfuté éle ennél a pasztazasi sebességnél maximum 4-5 pixelen torténik - a zaj
miatt, atlagolas és simitas ellenére sem kapunk minden esetben megfelelé adatokat
az illesztéshez.

13. A spark detektalé algoritmus altal megtalalt teriiletet id6tengely szerint szimmetrikusnak
tekintjiik. Megjegyezziik, hogy a szimmetria nem mindig all fenn, igy a kézépvonalat
amplitudo teszttel ellenérizni kell. Ez a zaj miatta kis amplitidoju, nem fokuszban talalhato6
sparkoknal fordul ez el6.
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Time profile, FTHM = 13.945 ms

44 4.6. abra. A spark id6profiliat ado
exponencialisok
3] [
T °ooo A spark szimmetriatengelyén
i1 \e kialakitott  id6vonalra a  (3.27)
o 2] 50% egyenletet illesztjiikk. A gorbe félérték
T T \ szélességét (FTHM) és felfutdsi idejét
< 4] O, (rise time) valamint a 10%-os kiiszob
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Az illesztés lefuttatisanal célszeri a ¢, pontot rogzitettként kezelni. Igy
megadhatéak a T, és 1, id6illandok kezdeti értékei (az implementéci6
lehet8séget ad opcionalisan a f; pont rogzitésére is, az emlitett igen révid id6é miatt,
ebben az esetben ez nem paraméter).

Amennyiben az illesztést el lehet végezni, meghatarozhatjuk az id6 profilra jellemzé
paramétereket:

e t,-azillesztés altal visszaadott paraméter,

*  fitted _max - a gorbe maximum pontjanak értéke,

*  FTHM - félérték-szélesség (teljes szélesség a maximum felénél),
*  tp - a csucs elérési ideje, a szamolt t,—¢, kiilonbség,

*  rise_time - a felfutasi id6 , a gérbe maximalis amplitadoéja 10%- at ampl10
-el jelolve, az ampl10 -et meghaladé és t,-et el nem éré gorbeszakasz t
alatti idé.

A spark teljes id6tartalmat jellemz6 duration - paraméter kiszamolhat6 az illesztett
gorbe ampl10 -et meghalad6 id6tartamabol. A spark befejezé szakaszan ez az érték
a zaj miatt pontatlan lehet, igy ennek egy elég jo kozelitését kapjuk, ha kiszamoljuk
a detektalasi maszk idévonalan (pontosabban a 3 atlaghoz felhasznalt idévonalan)
talalhato leghosszabb szakasz hosszat (pixelekben).

Az id6profilbdl szamolt legfontosabb jellemz6 az FTHM érték, ez dnmagaban jol
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jellemzi az id6beli lefutast és alkalmas a detektalt sparkok osztalyozasara, illetve
statisztikai jellemz6k szamitasara.

Az illesztést josagat az R korrelacios egytitthatoval ellendriztitk (Weisstein 2013) :

SSR
SSE+ SSR

(4.8)

SSRZZ (yﬁt—mean(y))2 , SSE :Z (yﬁt—y)2

ahol y -al jeloljik a mért adatpontokat és yfit -el az illesztett gorbe pontjait az y
-nak megfelelé fiiggvény helyen. A gyakorlati kép elemzések folyaman az R
elfogadott értéke beallithaté 1 kozeli értékre, és a kiisz6bot el nem éré események
automatikusan ki lesznek véve az elemzésbél (4ltalaban a nem fokuszban levé kis
sparkok egy része).

Az illesztés ellendrizhet6 Pearson korrelacios egyiitthatojaval (Press és mtsai. 1992)
is (3.25 Osszefuggés).

Ugyanezeket az ellen6rzéseket alkalmaztam a spark térbeli profiljara torténé
illesztéskor is.

4.2.3. A spark térbeli profiljahoz k6t6d6 paraméterek

A térbeli profil meghatarozasahoz a spark detektalt teriilletét a 4.2.2 pontban
megadott mddszerrel terjesztem ki, a teriiletet median sztirével simitom.

Els6é lépésben az id6beli profilt hatarozom meg, igy ennél az illesztésnél ¢, mar
ismert. Az illesztéshez a t, pontot metsz6, és az utana kovetkez6 2 (Osszesen 3
pasztazott sor) atlagat hasznaljuk fel. Az igy kapott adatsorra a (3.28) Gauss
fuggvényt illesztjitk az el6z6ekben is emlitett Levenberg-Marquart algoritmussal.

Az illesztés kezdeti paraméterei:

* A, azadatsor elsd és utolsé pontjanak atlaga,
e A, az adatsor maximuma,
*  x, az adatsor empirikus kozépértéke,

*  war az adatsor empirikus szérasnégyzete.
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Spatial profile, FWHM = 1.928 um
4.7. abra. A spark térbeli profilja
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Az illesztett gorbe a 4.7 abran lathat6. A tovabbiakban az illesztés altal visszaadott
A,, A,, x, és wvar paraméterek segitségével szamitom ki az illesztett gorbe
maximumat. Ezt a A F/F, normalizalt egységben megadott értéket hasznalom mint
a spark amplitadojat. A gorbébdl nyert térbeli félérték szélesség ( FWHM ) a spark
térbeli kiterjedésének lesz a jellemzéje.

4.2.4.

Kalcium ,ember” tipusi események paraméterei

A kalcium ,ember” (parazs) tipusi események (1.3.6) jellemzbinek szamitasat a
kovetkez6 szempontok szerint végeztem:

A jelenség igen kis amplitudoéja, alig emelkedik a zaj szint folé (relativ
amplitado értékekben 0.1-0.2 koriil van a szintkiilonbség), igy gyakran
szemmel is alig érzékelhets, igy nehéz amplitidohoz kotott jellemzot
szamolni.

Gyakran talalhato ugyanazon a terilleten spark tipusi esemény: ez
legtobbszor id6ben kozvetlenill az ember el6tt jelentkezik, de el6fordul,
hogy mas pontban tevédik egymasra a két esemény.

Az ember altal fedett teriilet automatikus kijelolése nem oldhaté meg
akkora biztonsaggal (S, PPV) mint a sparkoké, igy altalaban kézi
ellenérzést, illetve kézi kijelolést is kell alkalmazni (lasd 4.3.4).

A mérés (kép) id6tartamahoz kozelitd hosszusagi emberok esetében a kép
normalizalasa problematikus, mert kevés, a jelenséghez nem tartozd pont
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4ll rendelkezéstuinkre a hattér szamitasahoz.

Munkank folyaman egy grafikus interfésszel rendelkez6 eszkozt fejlesztettem, ezzel
bejelolhetd az ember altal fedett teriillet. Amennyiben ezt a kézi kijelolést
alkalmazom, mind a négy iranyban kb. 20-30 pixelre a jelenség érzékelhetd, hattért6l
még kiillonb6z6 részétél kezdve kell ezt a behatarold teriiletet kell kijelolni. A
kijelolést el lehet végezni egy algoritmussal is automatikusan (lasd 4.3.4).

4.8. abra. Kalcium ,ember” tipusui esemény normalizalt képen

A bejelolést algoritmus végezte. A 060 130b21_6 ,,ember” tipusti esemény, a bekeretezett
teriilet pixelekben adott mérete 564 (1) és 50 (x), a jelenég atlag amplitidoja 0.15 AF/F,,
id6tartama 748 ms.

Amennyiben a kijelolt teriilet 1étezik, a tovabbi szamitasokat egy algoritmus végzi. A
jelenséghez a kijeldlt tertilet méretén kiviill harom jellemz6t csatoltam, egy atlag
amplitddot ( avamp ), térbeli félérték-szélességet ( FWHM ) és egy iddtartamot.
Ezeket az alabb megadott szamitassal kapom, amelyet a normalizalt képen végezek.
Akar kézi, akar automatikus a kijelolés (amely altalaban a sparkok kijelolése utan fut
le) a végsd eseményeket bejel6ld maszk rogzitése utan a normalizalasi algoritmust
ismét le kell futtatni (az ember teriilete mar nem hattér). Szamitasokhoz a bejelolt
teriiletet kiterjesztem (30 pixel mindkét idd, 10 pixel mindkét tér iranyban).

A jelenség szimmetrikus, a kijelolt keret, kiilonosen kézi bejeldlés esetén nem biztos,
hogy az, igy megkeressiikk a teriilet x szerinti legmagasabb atlag amplitadoval
rendelkez0 oszlopat és kivalasztjuk az x koordinata szerinti m kozépvonalat,
valamint a koriilotte talalhatd m=*a iddsort, ezen a savon szamolom az atlagos
amplitadot (legyen ez a teriilet D ). Az a paraméter, értéke allithato (a kiértékelések
folyaman a=3 -at hasznaltam). Az esemény elején az atlag amplitidé 80%-at
meghalad6 id6 pontot T, -nek, a végén a 80%-ot mar nem meghaladé pontot T, -nek
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nevezve,a T,—T, értéket fogom mint idétartam hasznalni (4.9 dbra). A T, és T,
keresése nem valosithatd meg csak simitott gorbéken az alacsony amplitido, illetve a
zaj miatt. Igy a m=a teriileten az idépontokra atlagolt gorbét simitjuk egy 3 vagy 5
pixeles csuszod atlaggal, és ezen mar el lehet végezni a meghatarozast. Az atlag
amplitddo 80%-anak folé, valamint az esemény végén 80% ala keriilését 5 egymas
utdni pontra teszteltem. A szamitdst iterativan végzem az 4tlagos amplitadd
Ujraszamitdsaval minden ciklus végén, addig amig két egymds utani ciklusban a
kiilonbség €=0.001 alé keriil. Az ember elején keresett T, pontra a kiiszéb6t meg
lehet allapitani alacsonyabban is (pl. 0.2-avamp), de a zaj miatt ezt nehéz
detektalni, gy talaltuk, hogy egy magas kiisz6b jobban muikodik.

a Ember data

space (pixels)
3

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
time (pixels)
b Time profile of the ember

Mean of 7 pixels
Savitzky-Golay fit of means

AF/F,

—_—_—-——m s es e 77—
0 100 200 300 400 500 600 700 800
time — ms (1.54 ms/pixel)

4.9. abra. Kalcium ,ember” jelenség idébeli lefutasa

a. Automatikusan detektalt kalcium sparkkal kezd6dé ember jelenség bejelolt teriilete.
Normalizalt kép, béka, 100nM MCa_8, a 06 214a mérés eseményei, a kijelolt teriilet elején
spark talalhat6é 50 ms-ig, utana pedig ember (06214a_2_7). b. Az ember amplitidéjanak
id6beli lefutasa. Az adatpontok a kézépvonalra meréleges 7 pixel (3+3+1) atlagat jelolik
minden id6 pontban, erre Savitzky-Golay illesztéssel kaptuk a folytonos gorbét, amelyik jol
jelzi a lefutas tendenciait. A T1 és T2 id6pontokat automatikusan jeloltiik be, az idbbeli
lefutas pontjainak atlagara illesztett Gauss gorbe amplitudojat (A) tekintve referencianak
(az A meghatarozasakor kihagytuk a spark teriiletét). Az A amplitiidé 80, illetve 20%-os
szintjei biztositjak a T1 és T2 megallapitasahoz sziikséges referenciakat.

A térbeli félérték-szélesség szamitashoz a kijelolt tertilet T, és T, pontjai kozti
részét x iranyba atlagoltuk (amennyiben az ember-re sparkok tevédnek, ez utobbiak
teriileteit kihagyva), és erre az adatra végeztiik el a sparkok térbeli profiljanak
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meghatarozasakor végzett normalis gorbe illesztést (4.10 4bra).

A szamitas bonyolodik, ha az ember teriiletén sparkok is vannak (a 4.9 abra szamitasa
is ilyen eset), ez gyakori bizonyos kisérleteknél, amennyiben spark tipusu jelenség
utan egy vagy néhany kalciumcsatorna hosszabb ideig nyitva marad.

Spatial profile of the ember

4.10. abra. Kalcium ,ember” jelenség térbeli

profilia

A Gauss gorbét a jelenség (a 4.9 abran is
bemutatott 06214a_2 7 események) teljes
id6tartamara vonatkoz6 x — tér iranyu

pasztazott sorok atlagara illesztettik. Az
atlagolasban nem vesznek részt a sparkokat
tartalmazé sorok. A gorbe maximalis
amplitidoja az ember-t jellemzé Az
oamplitudo (lasd 4.9 abra), illetve térbeli
O félérték szélesség (FWHM).

0.3 °
@)
o
L 0.2 FWHM
L
< °
O,
0.1
° o
0 O 00
-2 0 2
space — um

Ezeknek a jelenségeknek az osztalyozasara az alabbi jeloléseket vezettem be:

*  Sspark;

e E ember;

*  E+S ember, lefutésa alatt spark jelenik meg a tertiletén;

*  S+E spark, ember-ben folytatodik.

A jelolést jellemzéként hasznaltuk olyan kisérletekben ahol az ember tipusi
esemény gyakori volt (Lukacs és mtsai. 2008).

4.11. abra. Spark és ember jelenségek egymasra tevédése line-scan képen

A kijelolés automatikusan tortént (mérés: 060 202a41).

A spark-ember egymasra tev6dése (4.11 abra) esetében a szamitasokat elvégeztem a
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teriilettel és egy olyan DI -el, amelyet Ggy képziink, hogy a D -bél kivesszitk
azokat a teriileteket amelyen sparkok talalhatbak, és a szamitasokat csak ezen
végezziik. Igy megkapjuk a sparkokon kiviili teriileteken a relativ fluoreszcenciat,
ebbbl szamoljuk az FWHM, illetve amplitad6é értékeket. Az ember idétartama a
kijelolésbol adodik. Amennyiben az ember kozvetleniil spark-al kezdédik, a T, pont
a spark elejére kerill (mint a 4.9 vagy 4.11 abran), de a spark teriilete nem vesz reszt
az ember amplitid6é és FWHM szamitasaiban.

Az ,ember” jelenség tanulmanyozéasahoz grafikus feliiletet is készitettiink, amelyen a
feldolgozas paraméterei beallithatoak (lasd B Figgelék).

4.3. Elemzés wavelet modszerrel

A modszer folyaman alkalmazott miiveleteket a 4.12 abra szemlélteti. Az elemzés két
lépésben valosul meg, egy zajsziirést és egy detektalast megvalositod algoritmusban.
Az eredeti képet el6feldolgozasként normalizalom, illetve opcionalisan egy fotonzajt
tompito, tiiske sziiré algoritmussal szlirom. Az algoritmus konfiguralasat
megvaldsité bemeneti paramétereket az alabbiakban ismertetem.

4.3.1. Zajszlirés

Az a trous wavelet modszerrel végzett elemzés els6 1épése a zaj sziirt kép el6allitasa
a detektalashoz. A feladatot el lehet végezni az eredeti képpel is, az
implementaciomban a normalizaltat hasznaltam, amelyet ugyanolyan moédszerrel
allitottam el6, mint a 4.1.1-szakaszban. Az els6 normalizalds ideiglenes,
megismétlem detektalas utan.

A zajszlirés Starck és Murtagh 3.4.4.2-ban megadott modszerét koveti. Feltételezem,
hogy a zaj normalis eloszlast, vagy kozeliti azt. Az a trous moédszerrel végzett
zajszliréshez els6 1épésben kiszdmolom az eredeti kép zaj szérasanak kozelitd
értékét, ez o,, igy hozzajutok a wavelet szintek egyiitthatdéinak szoérasahoz is,
ezeket o -vel jelolom, j=1,L .

A standard eloszlis ©° értékei kiszamolhatoak egy sajat generdlt eloszlds
segitségével, illetve hasznilhatom a méodszerekben megadott 3.1 tablazatot (mindkét
megoldast implementaltam).

A transzformaciét L szinten végezzik, a gyakorlatban az egytitthatok azt mutatjak,
hogy 4-5 szintre elégséges elvégezni a miveletet, utdna az egyitthatok értéke
elhanyagolhatoan kicsi. A zajsziiréséhez (3.4.4.2), a

T,=d0, (4.9)

kiiszobérték a legkézenfekvébb, amelyet kiilon alkalmazunk minden j=1,L szintre.
A 0 a zajszliré algoritmus paramétere lesz, amely felhasznalé altal allithatd. Az
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értékére vonatkozoan az algoritmus hatékonysagara vonatkozo vizsgalatnal vonok
le kovetkeztetéseket (4.4).

R
( F,eredeti kép > oL, = T Dy Do P

Fp +— F, normalizalas

- .. nem
tiske szdrés?

igen

szirtF ~—F

o — Fp zajszirés

B « detektalas, F

C Események >

4.12. abra. Wavelet modszerrel torténé detektalas folyamatabraja

Az algoritmusokhoz és paraméterekhez kiot6d6 részleteket lasd a
szovegben.

A kiiszobolés soran végzett egytitthato érték vagast tobb modszerrel végezhetem,
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ezek mas és mas jellegli kimenetet hoznak létre az inverz transzformacio
alkalmazasa utan. Ha x -el jelolom a wavelet egytitthatok értékét, a kiisz6bolés az
alabbi operatorokkal végezhetem (Jin és mtsai. 2005). Kemény (hard) kiiszobolés:

_|x |x|>Tj

X >
pH( ) 0 |X|STJ-

lagy (soft) kiiszobolés:

x—Tj xZTj
ps(x)Z x+Tj xs—Tj ,
0 |x|STj

és affin (affine) kiiszobolés:

x |x|ZTj
2x—=T, T,/2<x<T,
0 |x|< T,

A harom kilénbo6z6 kiiszobolésnek szemmel is jol lathato, eltéré hatasa van (4.13
abra).

A legtobb részletet és legnagyobb érték intervallumot az affin kiiszobolés 6ériz meg,
de itt maradnak meg a legerésebb hatasok a hattérzajbol. A legsimabb eredményt a
lagy kiisz6bolés adja, itt viszont nagy az értékintervallum veszteség. A kemény
kiiszobolés koztes megoldas. A & értékét szandékosan nagynak véalasztottuk. A
gyakorlatban 3-4 kozti értékek mar jol miikodnek.

4.3.2. Sparkok detektalasa 1.5 ms koriili pasztazasi sebességnél

Az algoritmust 1.5 ms pasztazasi periddussal késziilt line-scan mérések esetében
mutatom be.

A wavelet alapi kalciumfelszabadulasi esemény detektalas megvaldsitasahoz
ugyanazt a starlet (a trous) transzforméaciot hasznaltam mint a zajszliréshez.

A moddszer bemeneti jele lehet az eredeti kép is, de jobb megoldas a zaj sz(irt egy
dimenziés idésor vagy kétdimenzios kép, és ezen hajtjuk végre ismét a starlet
transzformaciot.
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a Normalized (min:0.2519, max:5.683) b Hard 85% (min:0.8835, max:4.824)
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C Soft 76% (min:1.061, max:4.298) d Affine 85% (min:0.8003, max:4.824)
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10

20 40 60 20 40 60
4.13. abra. Kiiszobolési operatorok hatdsa a zaj sziirt képre

a: A 060130b07_9 spark normalizalt képe; b-d: kiiszobolési operatorok hatasa; b:
kemény; c: lagy, d: affin. A & paraméter értéke 4.5. A képek folott szazalékban a az
egyes képek maximumanak a normalizalt kép maximumahoz viszonyitott amplitidé
csokkenése. A 4 kép ugyanazt a szinskalat hasznalja a maximum és minimum értékek
kozé skalazva.
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Az egyes wavelet szintekre egy masodik kiiszobolést alkalmazok, amelyet az
elézleg (3.22) szerint szamolt o, értékekhez igazitunk minden egyes j wavelet

szinten:
TDj:r-oj , j=1,L | (4.10)

ahol t egy allithato paraméter. Ennek segitségével alakul ki minden wavelet szint
szamara egy-egy binaris maszk.

Wavelet szint pixel idé6 tér
1.54 ms skala 0.1799 pm skala
1 5 7.5 0.8995
2 9 13.5 1.6191
3 17 25.5 3.0583
4 33 49.5 5.9367
5 65 97.5 11.6935

4.1. tablazat. A B; spline fiiggvény diadikus pontokon skalazott méretei

A starlet transzformaci6 egyiitthatoi tulajdonképpen a skalafiiggvénnyel torténd
korrelaci6 mértékét jelentik (a konvoldciét végzé fiiggvény szimmetrikus). Igy
gyakorlatilag minta illesztések kilonbségének eredményét kapjuk a wavelet
egyiutthatokban (Gonzalez és mtsai. 2008), ezek a skalafiiggvény dilatalt
valtozataival vald hasonlésagot mérik. A skalazott Bs-spline konvoluciés maszkok
méretébdl elére vetithetd azoknak az eseményeknek a mérete (diadikus felosztason),
amelyek a kiiszobolés utan legjobban érvényesiilnek a maszkban. Az 4.1 tablazat a
konvoldcids maszkok hosszat tartalmazza 1.54 ms pasztazas ( t irany) és 0.1799 um (
x irany) esetében. A kis méretli események (sparkok) a 2.-dik és 3.-dik wavelet
szinten jelennek meg, hosszabb események a felsébb szinteken (lasd 4.3.4, Ember
tipusu események detektalasa). Kis hattérzajjal rendelkezé kisérleti képeken a 4.-dik
szint is hasznalhat6 sparkok detektalasara. A 4.14 abra egy szimulalt line-scan kép
felbontasat mutatja be az 5.-dik szintig.

A sokskalas felbontas létrehozasa utan a kivalasztott szinteken a kiisz6bolést
elvégezve, a kiiszobot meghaladé pontokban 1-re, a tobbiben 0-ra allitjuk a
pontokat, a maszkokat logikai VAGY miivelettel egyesitjiik, a koz6s maszkon kapott
teriileteket lesznek a potencialis események. A kézds maszk elsallithaté logikai ES
mtvelettel is, ebben az esetben az eseménydetektalas szigorubb feltétellel torténik
(von Wegner és mtsai. 2006).
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4.14. abra. Szimulalt line-scan kép és a starlet transzformacio elsé ot szintje.
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Magyarazat a 4.14 abrahoz:

a. Normalis eloszlasu zajt és 6 szimulalt sparkot tartalmazé kép (a fehér nyilak mutatjak
az elhelyezésiiket, a relativ amplitidok: 0.33, 0.45, 0.57, 0.93, 1.0 és1.2 AF/F . A képen
egyetlen pixel van fotonzaj szintre allitva (piros nyil). b-f Az els6 5 wavelet szint
egyiitthatoi. A melegebb szinek magasabb értékeket jelentenek az a. képen lathato skala
szerint.

A sparkok mellett a modszer kis teriileteket is detektalhat, ezek a hattérben talalhatd
zaj mintak kovetkezményei. Megallapitottam, hogy objektum detektalas esetén az a
trous felbontast hasznald algoritmusok nem robusztusak, erre Starck és Murtagh is
utal (Starck és mtsai. 2002). A fotonzajra jellemz§ tiiskék, amennyiben néhany
magasabb szinten all6 zaj minta mellé keriilnek detektalodhatnak kis eseményként.
Ezeket el kell tavolitani a tovabbi elemzési folyambol.

Egyszer(i modszerként bevezettem az ,esemény mérete” fogalmat, amellyel a binaris
maszkon talalhato, 6sszefiigg6 teriiletek altal tartalmazott pixelek szamat jeloltik. A
detektal algoritmus egyik {3 -val jelolt és a felhasznalé altal beallithaté paramétere
azt az esemény méret hatart tartalmazza, amelyet még megtartunk. Az ennél
kisebbeket toroljik az elemzésb6l.

Bizonyos kisérletekben az egymashoz kozel all6 események detektalasi maszkja
egymasba folyhat, ezeket watershed szegmentalassal lehet elvalasztani (ugyanez a
jelenség megjelenik a kett8s kiiszobolést alkalmazé modszernél is). A gyakorlatban
Vincent és mtsai. (1991) algoritmusat hasznaltam erre a feladatra™.

4.3.3. Fotonzaj szlirése

A fotonzaj kiugrd pontjainak szlirését tobb modszerrel el lehet végezni (3.4.4.3). A
line-scan képeken jelentkez6 tiiskék sziirésére ugyancsak a starlet transzformaciora
épitettem egy modszert. A tiiske sziir6t a normalizalt képre alkalmaztam, amelyet
ugyanazzal a modszerrel allitottam el6 mint a hagyomanyos moddszer esetében
(4.1.1), de nem végeztem el a median szlirével végzett simitast. A zajszlirés el6tt
kivalasztottam a normalizalt kép legmagasabb frekvenciait (Koshino és mtsai. 2002).
Az a trous transzformacié egyiitthatoinak els6 két szintjét allitottam el6 az F (t,x)

normalizalt képre:
2
Fn(t,x)zcz(t,x)+z wi(t,x)
i=1

Az els6 két szint egyiitthatoival elvégeztem a forditott iranyd transzformaciot,
elhagyva a c,(t,x) hatteret.

14. Konkrétan az Imagej (Rasband 2012) keretrendszerben talalhaté implementdaciot.
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hf<t,x>=:zlwi<t,x>

A nagyfrekvencias hf(t,x) kép kozépértékét ( m) és szorasat (o) szamolva, egy
kiiszobértéket alkalmaztam:

| hf(t,x) — m| > Ho,

amely egy B(t,x) binaris képet eredményez, ezen jol kirajzolédnak a kép nagy
frekvencias helyei (élek, tiiskék). A H paraméterrel a kiiszobolé vagas szintjét
allitjuk. A line-scan mérések tesztelése folyaman a legjobb eredményeket a sz(iré
H értékekére 3.5 és 4.5 kozott kaptuk. Kiiszobolés utan a 2 vagy tobb pixelt
tartalmazo osszefiigg6 tertileteket eldobjuk. Ezt meg lehet oldani a binaris képnek a

(4.11)

O |[—= O~ O+~
O [= O|—= O+
O [= O|—= O+

c s e

megov attol, hogy sparkokon talalhat6é magas szinti pixeleket atirjam.

A kivalasztott, kiilon all6 magas amplitidoju pixeleket a korilottitk levék atlagaval
helyettesitem. A tiiske szliréssel és nélkiile végzett zajszilirés kozti kiilonbség a 4.18
abra e-h képein kovethetd.

Az igen kis méretli események miatt ezeken a képeken a tiiske sz(irés nem lehet
tokéletes. Igy kis mértékben befolyasolni fogja ezeknek az eseményeknek a
detektalasat. Az Osszehasonlitasinkban megjelenik a szenzitivitasnak egy Kkis
értékkel torténd csokkenése, de ez nem olyan nagy, mint a naiv nagy 5 értékeket
hasznalo méretre torténé kiiszobolés esetében. A legjobb értékeket H =3.5 -re
kaptuk, és ebben az esetben is a szenzitivitas csokkenés minimalis volt.

4.3.4. Ember tipusu események detektalasa

Az ember tipusi jelenségeket (Kirsch és mtsai. 2001; Zhou és mtsai. 2003)
ugyanolyan line-scan képeken (pasztazasi intervallum 1.54 ms) vizsgaltuk (Szigeti és
mtsai. 2007; Lukacs és mtsai. 2008) mint a sparkokat, ezek tipikus idébeli kiterjedése
100 és 1300 ms kozotti (ez 60-850 pixelt jelent), térbeli kiterjedésitk korilbelil
akkora mint a sparkoké, 4-5 pm koriili (30-40 pixel).

Az ember tipusu események automatikus detektalasara két modszert adtunk (Szabé
és mtsai. 2010) az els6 a kétdimenzids, a masodik pedig az egy dimenzids
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algoritmusra épil. A kett6 koziil az egy dimenzids transzformaciora épiilét mutatom
be, mert ennek jobbak a szenzitivitas és PPV értékei.

Mindkét moédszer az a trous (starlet) transzformaciot alkalmazza, az els6 a
kétdimenziés transzformacidé 6todik, a masodik az egy dimenzids transzformacié 8
és 9.-dik szintjét hasznalja detektalasra.

Az ember tipusu jelenségek nem azonos kiterjedéstiek a line-scan képek t és x
iranyaba, igy a kétdimenziés transzformacié6 magasabb szinteken mar nem ad
annyira j6 informaciét ezeknek a jelenségeknek a kiterjedésér6l. A masodik
modszer ezért az egy dimenzids transzformaciét hasznalja a kép id6soraira
alkalmazva (4.15 és 4.16 abra).

A bementi kép az eredeti mérés (4.15 abra a). Elészor lefuttatjuk a spark keresd
algoritmust az emlitett modszerek (4.1.2, 4.3.2) valamelyikével utana az eredeti kép
sparkként jelolt helyein helyettesitjiik a mérés értékeit egy randomizalé modszerrel,
amit tobbféleképpen is megtervezhetiink, Ggy, hogy hasonlé legyen a spark
kozelében talalhaté hattér pontokra. Az altalunk hasznalt modszer a kis feltoltendd
teriilet id6sorain lépked ( x koordinatdkon), ugyanarrél az id6 sorrél vett, nem a
sparkokhoz tartozé pontokat randomizalja, és azokkal tolti fel a spark tertiletét (4.15
abra b). A médszer jol miikddik akkor is, ha a sparkok az ember teriiletén vannak -
az ember lényegesen hosszabb idébeli kiterjedése miatt ezek a helyettesitések nem
befolyasoljak a tovabbiak szamara érezhetéen a 8 és 9.-dik wavelet szint
egyutthatoit. Opcionalisan az igy kapott bementi képen egy tiiske szlirét futtatunk,
és az igy kapott kép lesz a wavelet transzformaciot alkalmazo ember keresd
algoritmus F E( t, x) bemenete.

Az egy dimenzios starlet transzformaciot (3.4.3.3) minden egyes id6 soron ( ¢t irany)

kiilon futtatjuk le, igy kimenetként ugyancsak W,(t,x)alaki egyiitthatokbol
alkotott képeket kapunk minden egyes k szintre, ezek kozil a W, és W,
szinteket hasznaljuk a tovéabbiakban (4.15 abra c és d). Mivel a transzformécié
ezeken a szinteken igen hosszi konvolicids sziir6ket hasznal, minden idésort
kiterjesztink mindkét iranyban a kép t dimenzidjanak 1/4-ével, ezekre a
kiterjesztésekre is a sor hatterének random pontjait hasznaljuk. A kiterjesztést a
transzformacio utan levagjuk.

A 8.-dik szint az esemény szélén, a 9.-dik az esemény kozepén magasabb
amplitadoja. Ezért els6 1épésként egy, a két esemény maximumat tartalmazo képet
allitunk el:

w Zmax(W&Wg) (4.12)

8+9
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4.15. abra. Ember tipusti események automata detektalasa I

a: Eredeti mérés kijelolt sparkkal. b: Eredeti mérés, a sparkot random hattér pontokkal
feliilirtuk. c-d: a 8 és 9-es wavelet szint. Minden képen ugyanazt a szinskalat
alkalmaztuk a kép maximum és minimum pontjai kozé skalazva, ezek értéke
megtalalhaté a kép cimében.

Ez utan kettés kiiszobolést alkalmazunk, amelyben felhasznaljuk a W,,, kép
pontjainak kozépértékét (u ), valamint két, egy alacsonyabb ( € ) és egy magasabb (
vy ) kiiszobot beallité paramétert:
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0 Wi < wee
My(x,y)={1 ue < Wy, < uwy (4.13)
2 |W8+9| = wy

A két szint(i kiiszobolés a 4.16 abra f és g képein, a végs6 3 szintes maszk pedig a h
képen lathatd. Az ember elfogadasat az igy kapott maszk 1-es és 2-es szintjeinek
pixelekben adott mérete alapjan tessziik: az 1-es szint id6 szerinti hossza feleljen
meg az ember vart hosszanak, a 2-es szinten legyen legalabb 10 pixel. A kiiszobot
beallitd paraméterekre az emlitett kontextusban (line-scan kép tipusa) y=0.0350,
€=0.0150 tipikus értékek. A kozos maszk (4.16 h) minden iranyban 10-20 pixellel
kiterjesztett valtozata adja az ember teriiletét.

Az automatikus ember detektalast manualisan felil kell vizsgalni, a PPV és
szenzitivitas értékek nem annyira jok, hogy megbizhat6 eredményt nyujtson (Szabo
és mtsai. 2010).

4.4. Az algoritmusok megbizhatosaganak és
hatékonysaganak elemzése

4.4.1. Az elemzés soran hasznalt képek

A detektalasi algoritmusok tesztelésére hasznalt képek egy része kisérleti kép, a
masik része pedig szimulalt kép volt. Ez utobbiak esetében pontosan tudhaté a
tartalmazott események helye és mérete.

Két mddszert hasznaltunk ismert struktiraja szimulalt képek eléallitasara. Az elsé
modszer folyaman a képek hatterét ismert paraméterti normalis eloszlas alkotta. Ez
jo kozelitése olyan line-scan képeknek amelyeken a fotonzaj szintje alacsony
(Cheng és mtsai. 1999; von Wegner és mtsai. 2006). A masodik modszer folyaman
olyan kisérleti képeket hasznaltam amelyeken er6s fotonzaj volt lathatd, de nem
tartalmaztak szemmel észlelhet6 kalciumfelszabadulasi eseményeket. Az események
hianyat detektalo algoritmussal is teszteltem, és a pasztazott sorok sorrendjét
randomizaltam, hogy kikiiszoboljem az események jelenlétét.

Mesterségesen el6allitott sparkokat (modell spark) illesztettem additiv
modszerrel a zajra mindkét hattér esetén. Mesterséges sparkot két modszerrel
allitottam elé. Az els6 egy atlagoldé moédszer: 10 ugyanolyan méretd és
paraméter(i kisérleti spark teriiletét atlagoltam, az eredményt simitottam. A
modell spark paraméterei: FWHM: ~1.7 um, FTHM: ~9 ms, idétartam: ~14
ms. A modell spark képét kiilonb6z6 mérettire és amplitudojiara skalaztam.
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e Level 8 and 9 combined (min:—13.49, max:68.55)

100 200 300 400 500 600

Mask threshold € (min:0, max:1)

100 200 300 400 500 600
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4.16. abra. Ember tipusti események automata detektalasa II

A 4.15 abra folytatasa. e: A 8 és 9-es wavelet szintek maximumaibdl kapott kép. f-g. A
kettés kiiszobbel kapott maszkok. h: Az ember teljes teriiletét lefedd két szint.

A mesterséges spark el6allitasanak masodik modszere a kalciumfelszabadulasi
események reakcio-diffazios modellre épiilé szimulacidja, a megoldas 3 dimenzios
terének egy egyenessel valoé pasztazasa, és az igy kapott kép pont kiterjedés
fuggvénnyel térténd konvolicidja (lasd C Fuggelék).
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A szimulalt képek méretét altalanos line-scan méretre generaltuk (tx=1024,512
pixel) és minden képbe 6 sparkot illesztettiink ugy, hogy nem keriilhettek egymas
kozelébe vagy ugyanarra az x és t savra (4.14 abra A). Egy adott paraméter
beallitasra 240 képet hasznaltam.

4.4.2. A hagyomanyos és wavelet alapu elemzés 6sszehasonlitasa

4.4.2.1. Osszehasonlitas szimulalt képeken

Osszehasonlitottam a hagyomanyos (kettés kiiszobolés) és wavelet alapi elemzést,
szimulalt, mesterségesen eldallitott képeket hasznalva. Az 6sszehasonlitas 1.54 ms
kortli pasztazasi sebességgel eldallitott képekre késziilt (a kisérleti képek
paramétere), amelyekre a hatteret kisérleti képekbdl (4.17 abra a és b), illetve
normalis eloszlasu zajbol generaltam (4.17 abra c és d).

Az els6 esetben a hagyomanyos algoritmussal elég jo szenzitivitas érhetd el a

s s e

mért sparkokra.

Ebben a régidban a wavelet modszerrel t=3, 0=4 paramétereket hasznilva a
detektalas pozitiv prediktiv értéke nagyon kicsi volt, kisebb mint 0.2, (lasd 4.17 abra
b), A hagyomanyos moédszer 0.55 értékéhez képest, jelezve, hogy a hagyomanyos
modszer nagyszamu hamis pozitiv talalatot ad vissza, amit manualisan kell
eltavolitani.

Ezzel szemben, ha ugyanazt a beallitast normalis eloszlasu hattérzajon hasznaljuk, a
hagyoméanyos médszer magas PPV értékeket ad (4.17 4bra d). Igy lathato, hogy a
hattérzaj jellege meghatarozo ezekben a tesztekben. Mig a szenzitivitas
vonatkozasaban mindkét hattér esetében a wavelet alapu keresés a hagyomanyossal
Osszevetheté eredményt mutat (4.17 abra a és c), lényegesen jobban teljesit a
kisérleti hattér esetében ugyanazoknal a relativ fluoreszcencia egységekben
kifejezett amplitadoknal.

Az algoritmus PPV, értéke ebben az esetben tobb mint 0.3 relativ fluoreszcencia
egységgel (0.287 a 0.59-hdz képest) jobb mint a hagyomanyos médszeré. Igy ez a
PPV gorbe kevésbé meredek mint a hagyomanyos moddszeré, és nem éri el azt a
meredekséget sem amit von Wegner és mtsai. jeleztek (von Wegner és mtsai. 2006).
A kulonbségek kis méretti hamis pozitiv talalatok kovetkezményei, amelyeket
Jtiskék”-nek fogok nevezni a tovabbiakban. Ezek nincsenek jelen a normalis
eloszlast hattérrel képzett szimulalt képeken.
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4.17. abra. Szenzitivitas és PPV érték a relativ amplitido fiiggvényében

Eseményamplitidotol fiiggd szenzitivitds (a és c) valamint pozitiv prediktiv értékek (b és
d) kiilonboz6 detektalo algoritmusok esetében. Az a és b esetben kisérleti képek hatterét
hasznaltuk, a ¢ és d esetben szimulalt normalis eloszlast hattérzajt. Harom kiilonboz6
algoritmus hatékonysagat és megbizhatosagat mértik: hagyomanyos kiiszobolo
algoritmus (CRI2=3.6), wavelet alapu algoritmus fotonzaj sziirés nélkiil és sztiréssel
(H=4.5, T=3 ), 0=4, detektalas a 2-es és 3-as szinten). Az S5, és PPV;, értékek 0.315,
0.315, 0.325 (a), 0.285, 0.21, 0.595 (b), 0.3, 0.3, 0.41 (c) és 0.23, 0.23, 0.26 (d) a wavelet
modszer esetében (fotonzaj sziiré nélkiil és sziirével) valamint a kiiszo6bol6 modszer
esetében.
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4.18. abra. A fotonzaj hatasa a wavelet alapi detektalasi algoritmusra

a-d. Fotonzaj tiskéinek hatasa a wavelet alapi detektalasra. a-b. Fotonzaj tiiske magas
zajszintii szomszédos pixelek mellett, a - eredeti, b - normalizalt kép. c. a mintazat
megjelenése a zajsziirt képen és d. a detektalasi maszkon. e. a 4.14 abra szimulalt line-scan
képének zajsziirt valtozata fotonzaj sziirés nélkiil, f. fotonzaj szitiréssel. Detektalas utani
maszkok: g. fotonzaj sziirés nélkiil és h. fotonzaj sziiréssel. A nyillal jelolt esemény a h
maszkon nem jelenik meg.
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A kisérleti képek hattér zajanak eloszlasa nem normalis eloszlas, még csak tiszta
Poisson sem, mert a magas, kiugré pixelek jelenléte nagyobb, mint az emlitett
eloszlasokon (4.19 4bra).
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4.19. abra. line-scan képek hattérzajara jellemz6 hisztogram

Kalcium felszabadulasi eseményeket nem tartalmazé line-scan kép hatterének zaj
eloszlasa. A jobb fels6 sarokban levé nagyitas kiemeli az eloszlas jobb oldalanak elnyiilé
jellegét, amely a magas szintii fotonzajra jellemz4 pixelek kovetkezménye.

A hamisan detektalt kis teriileteket a wavelet alapu algoritmusok (zajsziirés és
detektalas) hozzak létre a 2. wavelet szintben, ha a Poisson tipusi fotonzajra
jellemz6 pixel kiugrasok kornyékén a kevert zaj mintdk még tartalmaznak 1-2
magasabb amplitud6ju pontot (4.18. abra a-d). Ezeket a teriileteket a detektald
algoritmus hamis pozitiv talalatoknak latja (4.18. abra e-h). Elvégeztem egy
Osszehasonlitast a kiillonb6z6 hattér eloszlast tartalmazo teszt képeket hasznalva, a
detektalasi paraméterek ugyanazok voltak minden esetben (4.2 tablazat). A PPV;,
érték 0.3 egység korilli kiilonbséget mutatott a tipikus kisérleti hatterek (BSNR
3.24) és az ugyanolyan BSNR értékkel rendelkezé normalis eloszlasi hatterek
esetében. Rendkivillien zajos kisérleti hatterek esetében (BSNR<2.5) a kiilonbség
még hangsulyosabb.

4.4.2.2. A kiiszobdélési operator

A zajsziirés kiiszobolési operatoranak is van hatdsa a hamis pozitiv talalatok
szamara. A 4.3.1 fejezetben megadott harom operator koziil a lagy (soft) kiiszobolés
biztositja a legjobban simitott képeket (lasd 4.13 abra c) és ez vagja meg legjobban a
wavelet egyitthatok értékét.

Az affin operator (4.13 abra d) ugyancsak sima képet ad, de sokkal jobban megtartja
a zaj mintazatait mint a kemény (hard) operator (4.13 abra b), ez utobbi kettd
esetében a zaj szlirt amplitudo kozelitéen ugyanakkora.
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Hattér zaj BSNR Sso D5,
eloszlas
Normalis 2.0 0.37 0.28
Kisérleti 2.38 0.47 0.90
Normalis 2.5 0.37 0.28
Kisérleti 3.24 0.35 0.58
Normalis 3.5 0.30 0.23

4.2. tablazat. A hattér zaj hatasa a detektalasi statisztikara

A wavelet alapti detektalas esetében a paraméterek 0=3.5 és T=3.5 .

Kovetkezésképpen a tesztjeinkben minden esetben a kemény kiiszobolést
hasznaltam. Gyakorlati feldolgozasokban, kis hattérzaj esetén az affin megoldas is jo
alternativa.

4.4.2.3. Az események mérete

Mivel a tiiske szeri hamis talalatokat néhany szomszédos pixel generalja a line-scan
képeken, a pixelekben kifejezett teriiletik altaldban kisebb mint a valddi
eseményeké. Igy elsé (naiv) kozelitésként, ezek kisztirésére be lehet allitani egy, az
események pixelben megadott méretére alkalmazott kiiszobot. Méret alatt itt a
detektalasi maszk altal generalt eseményt mutatd teriiletet értem (4.18 abra d,
valamint g, h). Igy az algoritmusokba beépitettem egy paramétert ( ) amellyel
kovethetd és szlirhetd a detektalt események mérete.

Felmértem a [ kiisz6b hatasat a detektélasra 2 és 40 kozti értékekre (4.20 abra, a
grafikon § 2, 10 és 40 értékekeire kapott eredményeket mutatja). =2 -nél kisebb
érték mar 1 pixeles teriileteket jelentene, ezt az esetet mindig kizarom, mert abban
az esetben ha valddi pozitiv talalatok lennének, nem kilonboztethetéek meg a
hattért6l. A =40 -es értéktdl kezdve a PPV érték 100%-osra alakul, ennél nagyobb
értékkel ismét nincs értelme probalkozni, mert nem javithatja a szenzitivitast.
Mindez a hasznalt pasztazasi paraméterekre érvényes (1.54 ms, 0.179 um), mas
pasztazasi értékeknél ezek modosulhatnak.

Ez a naiv szlirés, amely az esemény méretekre épit nem hatékony kezelése a tiiskék
problémajanak. A 3 novelése csak enyhén javitja a PPV gorbét (lasd 4.20 abra b,
B=2 és f=10 -nek megfelelé gorbék), igy magas [ értékek lényegesen ronthatjak
a szenzitivitast (4.20 a abra).
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4.20. abra. Szenzitivitas és pozitiv prediktiv érték

Szenzitivitas (a) és pozitiv prediktiv érték (b) az esemény amplitudo fiiggvényében. A kis
méretli (3 paraméter mint esemény méret) események kizarasaval kapott grafikonok. A
fotonzaj sziiré nélkili wavelet alapu detektalast hasznaltuk. Az eredményeket harom
kilonbozé B esetre adjuk meg (2, 10 és 40). A gorbék Ss) és PPVs, értékei 0.37, 0.41, 0.585 és
0.583, 0.576, 0.325 = 2, 10, 40 értékekre. Tovabbi részletek a szovegben.

4.4.2.4. Tiiske sziirés alkalmazasa

A 43.3 szakaszban bemutatott modszerrel eredményes tiiske szlirést értem el,
gyakorlatilag a szenzitivitas nem valtozik (4.17.a abra). Megallapitottam, hogy line-
scan képeink esetében emlésokben jelentkez6 sparkok detektalasara az optimalis
paraméterek 8=4.0, t=3, =2 és a tiiske szlir6 beallitisa H =4.5, igy jobb PPV
gorbét kapunk szenzitivitas veszteség nélkiil. A tiske sziir6t a normalizalt képre
alkalmaztam a 4.3.3 szakaszban bemutatott médon.

4.4.2.5. Szimulalt események paraméterei

Az esemény paraméterek szamitasa filgg az eseményt megjelenité teriilet
tulajdonsagaitol (esemény méret, zaj szint, stb.). A paraméterszamitas
pontossaganak felmérése végett kiszamoltam kiillonb6z6 méretre skalazott szimulalt
események paramétereit (4.21 abra). A modell spark harom skalazott valtozatat
hasznaltam, az eredi méretli mellett (FWHM=1.78 pum és FTHM=18.4 ms) a
kétszeresére és felére skalazott valtozatait. A skalazast az id6 és tér iranyokban is
elvégeztem. Minden skalazott valtozattal szimulalt képeket generaltam, amelyeken a
tartalmazott sparkok amplitiddja 0.2 és 0.9 AF/F, relativ amplitddé kozott

valtakozott (0.1 relativ amplitudé lépésekben).
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4.21. abra. Eredeti és
detektalt paraméterek
kozti osszefiiggés

A sparkok eredeti és
detektalas utan szamolt
paraméterei (® amplitudo,
A FWHM) kozti
Osszefiiggés. Részletek a
szovegben.
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A tesztek szerint a szamolt amplitido linearis fuggvénye a képekre generalt
amplitidoknak, minden FWHM-re ha a generalt amplitado 0.4 folétt van. A 0.4
amplitudo folotti sparkokat 100% szenzitivitassal detektalunk. A szamolt amplitadé
nem linearis jellege kisebb amplitidok alatt annak kdszonhetd, hogy pozitiv és
additiv jellegli zaj esetében nagyobb eséllyel detektalhatjuk. Ezért kis amplitudoéja
sparkok esetében a szamolt amplitidd egy kozelitése az esemény eredeti
amplitadojanak.
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Egy masik érdekes kovetkeztetése az eredeti és szamolt amplitidok kozti
osszefuiggésnek, hogy a linearis szakaszon a gorbe meredeksége az FWHM monoton
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novekvé figgvénye (a legkisebb a felére skalazott és legnagyobb a kétszeresre
skalazott modell esetében). Az eredeti méretli modell esetében ez egység koriili
érték (4.21 abra b).

Osszehasonlitottam a szamitott és eredeti FWHM értékeket is. Altalanos
kovetkeztetésként, a szamitott FWHM legjobb esetben egyenlé a modellével,
altalaban alul becsili azt. A felére skalazott modell esetében a szamitott FWHM
minden amplitidé esetében kisebb volt mint az eredeti (4.21 abra a), és amplitadotol
figgetlen volt az eltérés. A tobbi esetben a szamolt FWHM noévekedett az
események méretének a figgvényében, és az eredeti méret 90%-at érte el a 0.64
relativ amplitadé értéknél (az eredeti méretli modellnél 4.21 abra b) illetve a 0.4
értéknél (a kétszeresére skalazott modellnél 4.21 abra c).

4.4.2.6. Osszehasonlitas kisérleti képeken

A szamolt spark jellemz6k Osszehasonlitasa végett elvégeztem a hagyomanyos és
wavelet modszerrel szamolt paraméterek 6sszehasonlitasat, ezuttal kisérleti képeken
(4.22 abra). A wavelet moddszer megtalal olyan eseményeket is, amelyeket a
hagyomanyos nem. Egy masodik fontos kovetkeztetésiink, hogy mind az amplitado,
mind pedig az FWHM szamitasanal, a wavelet modszer kozépértékei (0.490 + 0.005
AF/F, és 1.90 + 0.01 pm) szignifikansan kisebbek voltak mint a hagyomanyos
modszer altal szamitottak (0.523 = 0.006 A F/F és 2.33 + 0.03 pm) (4.22 abra). Az
FWHM esetében szembetling, hogy a wavelet modszerrel kapott eredmény
adataiban a szoras kisebb (0.706 a wavelet modszer adataiban és 1.787 a
hagyomanyos modszerében), tehat kevesebb kozépértéktol kiillonbozé eseménnyel
rendelkeziink ebben az esetben. Ez a kiilonbség ugyancsak szignifikans (p < 0.001
Brown-Forsythe teszt szerint).

Ezeket a tulajdonsagokat két tényezének tulajdonitottuk. Els6sorban, a wavelet
modszer szenzitivitisa nagyobb, igy nagyobb valosziniiséggel detektal kis
amplitudoji és nehezen érzékelheté eseményeket. Masodsorban, mivel ennél az
osszehasonlitasnal zajszlrt képeket hasznaltunk a szamitashoz, igy a gorbék
illesztése a tér és idébeli profilokhoz pontosabbak, mint a hagyomanyos modszer
median sziir6vel simitott képei esetében.

4.5. A kiértékelési modszerek hasznalata kisérletekben

A bemutatott mddszereket az alabbi publikaciokban hasznaltam kisérleti adatok
feldolgozasara:

JAlterations in the calcium homeostasis of skeletal muscle from
postmyocardial infarcted rats” (Szigeti és mtsai. 2007) publikacidoban
posztmiokardialis infarktusos (PMI) allatmodell (patkany) izomrostjaiban torténd
modosulasokat tanulmanyoztunk 24 héttel az infarktus utan. A sparkok és ember
tipusu jelenségek tanulmanyozasaval kimutattuk az izomsejtekben torténs Ca*
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felszabadulas jellegének megvaltozasat ezekben az allatokban a kontroll csoporthoz
képest. A kalciumfelszabadulasi jelenségek amplitidodja és volumene szignifikansan
csokkent, a sparkok frekvenciaja és felfutasi ideje (rise time) nétt. Az ember tipusu
jelenségek relativ szama n6tt. Mindezek arra utaltak, hogy a megnyilé Ca*
csatornak szama csokkent és a rianodinreceptorok mtikodése megvaltozott.

-~Charged surface area of maurocalcine determines its interaction with the
skeletal ryanodine receptor” (Lukacs és mtsai. 2008)  publikacioban a
maurokalcin (MCa) nev(i skorpié toxin muticidinak vazizom sejtekre Kkifejtett
hatasat vizsgaltuk. A toxin modositia a rianodinreceptor Ca* csatornak
tulajdonsagait. A tanulmany kimutatta, hogy a MCa és mutaciéi koncentraciotol
figgd szubkonduktancia allapotokat okoznak a vazizomsejtek
rianodinreceptoraiban, amennyiben a citoplazma oldalarél keriilnek ezzel
kapcsolatba (a tanulméany feltételezi, hogy a jelenség a MCa felszini
toltésmintazatanak kovetkezménye). A kutatas egyik részeként line-scan képek
segitségével tanulmanyoztuk a MCa hatasat vazizomban. A spark és ember
paramétereket a bemutatott modszerekkel szamoltuk. Az utobbiak megjelenését
nagyban segitette a Mca jelenléte, mivel szubkonduktancia szinteken nyitvatartja a
Ry receptorokat.

sEffects of K-201 on the calcium pump and calcium release channel of rat
skeletal muscle” (Almassy és mtsai. 2008) publikacioban egy RyR befolyasold
gyogyszerjelolt vegyiilet, a K201 hatasat (amely képes megel6zni a miokardialis
infarktus utani izomgyengeség kialakulasat) vizsgaltuk.

~Altered expression of triadin 95 causes parallel changes in localized Ca*
release events and global Ca* signals in skeletal muscle cells in culture”
(Fodor és mtsai. 2008) publikacioban a SR egyik fehérjéjének, a triadinnak
(pontosabban a Trisk 95, 95 kDa molekulasilyu izoforméjanak) a hatasat vizsgaltuk,
amelyrdl feltételezik, hogy befolyasolja a RyR mukodését. A kisérletek egyik
fazisaban LSM 510 META mikroszkoppal vizsgaltunk patkany kontroll és modositott
Trisk 95 expresszidju vazizomsejteket.

,Caffeine Treatment and Depolarization Alter the Spatial and Temporal
Characteristics of Calcium Sparks on Intact Amphibian Skeletal Muscle”
(Vincze és mtsai. 2012) publikaciéban koffeinnel kezelt, valamint depolarizalt béka
izomsejteket vizsgaltunk nagyfrekvencias (60 kHz) line-scan valamint x-y (30 kHz)
képeken.
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5. Diszkusszio

A line-scan képek Ca** eseményeinek detektalasa a kovetkez6 fazisokon keresztiil
torténik:

* zaj kezelés és kép el6készités,
* események teriiletek keresése,
* események elfogadasa,

* paraméterek szamitasa,

* paraméterek értelmezése.

A kovetkezd szakaszokban ezekhez a miiveletekhez kapcsolodd kérdések néhany
gyakorlati vonatkozasat targyalom.

5.1. Kép javitas és el6készités

A megvalositott modszerek detektalas és/vagy paraméter szamitas el6tt hasznalnak
képjavité szlir6ket. Ezek esetében normalis eloszlasti additiv zaj jelenlétét
feltételezzitk. Amennyiben ez nincs igy, mas el6feldolgozast is kell végezni (lasd
alabb).

A kett6s kiiszobolésre épiils detektalas esetében a zajsziirés 3x3-as median szlirével
torténik, igy a kép kis mértékben modosul (a négyzetes killonbség az eredeti kép és
a modositott kozott kisebb, mint mas térben hasznalhat6 zajszlir6k esetében (Young
és mtsai. 1998)) és nem Aallit el§ artefaktumokat. Igy a normalizalas és kiiszobolés
alkalmazasa el6tt a kép nem szenved olyan moédositasokat, amelyek miatt kis
Osszefiiggd strukturak elvesztédnének.

Az a trous transzformacioval végzett detektalas el6tt is végeztem zajszirést, de az a
detektald folyamat része, nem befolyasolja a paraméterszamitast.

Eléfeldolgozasként nem alkalmaztam dekonvolucios élesitést. Ez a mivelet nem valt
altalanos gyakorlattad a line-scan mérések feldolgozasakor. A line-scan képek egy
dimenziés mérések sorozatabol allnak el6, és a nagy zaj szint miatt nehezen
végezhet6 el a dekonvolicidé. Amennyiben mégis mtikodik, csak részlegesen, a realis
PSF-nél kisebb FWHM értékkel rendelkezé PSF-el (3.4.2). Ezért a paraméterek
szamitasanal mindenképp a Ca®* események amplitudojanak, illetve realis FWHM
értékének eltolddasaval kell szamolni (kiilondsen az utdbbiéval). Ez az eltolédas nem
jelent8s a sparkok id6hoz kotott paramétereinek szamitasanal (és nincs jelentésége,
ha kontroll csoporthoz mért komparativ kisérletekben hasznaljuk éket). A nagyobb
FWMH viszont jelentds eltolodast okoz a jel tomeg (signal mass) és Ca** kibocsatas
fluxusanak szamitasakor. Igy ebben az esetben korrekciés paramétert kell
alkalmazni. X-Y-t képek esetében a dekonvoliciés miiveletek alkalmazasanak
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kérdését mar fel lehet vetni.

Az algoritmusok jelent6s részében a konfokalis képek hattérzajat normalis
eloszlasunak, vagy azt kozelitének tekintettem. Ez indokolhaté a mérési pontok
szamértékével, ezek nem jeleznek nagyon kis foton szamokat detektalaskor.
Valdjaban a nyers képekbdl nyert hisztogramok jobbra elnyulé jellege a fotonzajnal
erGsebb zaj jelenlétét jelzi.

A képek el6feldolgozasa elvégezheté Poisson eloszlasu zaj feltételezése esetében is.
Erre egy megoldas a zaj szorasanak stabilizadlasa az Anscombe transzformacié
modositott valtozataval (Starck és mtsai. 2006), igy a zaj kozelitéleg normalis
eloszlasu lesz, és alkalmazni lehet az erre kidolgozott modszereket konfokalis képek
esetében is, lasd Bankhead és mtsai. (2011).

5.2, Detektalasi modszerek

Detektalashoz el6készitett képként a normalizalt képet hasznaltam (4.1.1) egyenletes
hattér esetében. Ha a hattér zaj eloszlasa nem egyenletes, masként kell eljarni (az
elemzett teriletet részekre osztva lehet elemezni, lasd Picht és mtsai. (2007)). Az
altalunk elemzett line-scan-ekben ez a probléma nem jelentkezett.

A teriiletek meghatarozasahoz Cheng ,klasszikus” algoritmusa kett6s kiiszobolést
hasznal, az a trous waveletre épilé algoritmusok izotropikus, egy vagy
kétdimenzios, a skala fiiggvény alakjaval korrelal6 teriileteket hataroznak meg.

Az el6allo MRS binaris maszkokat rugalmasan lehet felhasznalni, a keresési
algoritmusok konnyen alakithatéak. Az a frous waveletre éptlé modszer tobb
kombinaciora ad lehetéséget. Az MRS maszkokat keresztmetszet vagy egyesités
logikai miiveletekkel is fel lehet hasznalni detektalasra (von Wegner és mtsai. 2006;
Szabd és mtsai. 2010) vagy a hattér és a zaj levonasaval lehet detektalni az
eseményeket (Bankhead és mtsai. 2011).

A detektalasi kritériumként felhasznalhatéak az MRS maszkokban talalhat6 binaris
alakzatok (alak, kiterjedés, egymas utani szintekben megjelené folottiség). Az
altalam készitett fliggvénycsomag biztositja ezeknek a jellemz6knek a kinyerését
detektalasi vagy osztalyozasi feladatokhoz (lasd 5.1 abra).

A Kkeresési algoritmusok legkényesebb része a talalatok elfogadasa, kiilonosen a kis
méret(i, fokuszon kiviili sparkok esetében. A kiiszobolési modszerek altalaban
néhany, egy masodik kiiszobbel kivalasztott kis 6sszefiigg teriiletet hasznalnak erre
a célra. Példaul Hollingworth és mtsai. (2001) 2 pixel x iranyban és 1 pixel t
iranyban 6sszefiiggd teriiletet hasznéltak'.

15. Bankhead és mtsai. (2011) kimutattak, hogy az x iranyban egymas mellett talalhaté pixelek
intenzitas értékének korrelacioja nagyobb, mint a t iranyban egymas melletti pixeleké.

96



Detektalasi modszerek
l b - - 5
' | g e
l 'l 2

5.1. abra. MRS maszkok hasznalata detektalasra

Az MRS maszkok tetszés szerint kombinalhatok objektum detektalas vagy jellemzGk
kinyerése céljabol. a. LSM 510 META késziilékkel készitett line-scan kép (1.5 ms
pasztazasi periodus). b. A kétdimenzios a trous algoritmus altal eléallitott wavelet
szintek kiiszobolése utan kapott maszkok (a kiiszobolést a 4.3.2 szakaszban
bemutatott modszerrel végeztem). A maszkok melletti szamok a wavelet szintet
jelentik, a kiiszobolés a 2-5 szintekre tortént.

A wavelet alapi modszereknél az elfogadast meg lehet oldani egy vagy tobb
kivalasztott wavelet szinten végzett ellendrzéssel, példaul masodik kiiszoboléssel,
ahogy azt az ember tipusi események keresésénél torténik (4.3.4), a szintek
gyakorlatilag az eseményen beliili jellemz6k meghatarozasara is alkalmasak (pl. tobb
csicsu esemény csucsainak meghatarozasa). Ezeket a modszereket alkalmazva LSM
LIVE mikroszkop line-scan képeire allitottam 0ssze spark detektalo algoritmust.

Elméletileg a minta illeszté6 modszer (Kong és mtsai. 2008) biztonsagosabban oldja
meg az esemény elfogadas kérdését (korrelacid és nem paraméteres statisztikai
teszt). Ennek ellenére, amint azt a szerzdék tesztjei mutatjak, itt is csokken a modszer
érzékenysége és megbizhatosaga a kis, illetve az elmos6dé események esetében
(Kong és mtsai. 2008). A szerz6k korrekcioként tobb, kiilonb6zé6 méretd minta
illesztését ajanljak, ezt viszont korilményes és idSigényes a gyakorlatban
kivitelezni.

A jelenlegi algoritmusok S5, és PPVs, értékeit kiilonboz6é zajszinten nehéz
dsszehasonlitani, mert

* nem rendelkeziink minden sziikséges implementacioval,

* a szerzO6k altal hasznalt zaj szintek, illetve azok eloszlasa sem egyezik a
publikacidkban,

* mas és mas modszerrel eléallitott modell sparkokat hasznaltak a szimulalt
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képekben.
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5.2. abra. Wavelet modszerrel zajsziirt spark

Jellegzetes spark (06013 1a02 _09) normalizalt (a) és wavelet modszerrel zajsziirt
(0=4, 4 wavelet szint) képe (b).

Ennek ellenére a detektalasi hatart mar erésen korlatoz6 BSNR=2-es szint esetében
megallapithatjuk, hogy az a trous és VST (Variance Stabilization Transform)
algoritmus (Bankhead és mtsai. 2011) ugyanazon a szinten valdsitja meg a Ds,
értéket (AF/F ~0.3), a hagyomanyos algoritmus esetében ez nagyobb érték (
AF/F,~0.48). Ugyanez a helyzet a PPVy, értékkel (AF/F ~0.2 és AF/F,~03). A
szerz6k értékelése szerint a VST jobban teljesit Poisson jellegli zaj esetében.
Ugyanakkor a 100%-osan megbizhat6 detektalast az algoritmusok kb. 0.9-1.0 relativ
amplitadonal érik el, tehat kis amplitidoju események esetében a hamisan pozitiv
talalatokkal mindenképpen szamolni kell.

Ezek az értékek masként alakulnak, ha kisérleti képek hatterét hasznaljuk a
szimulalt képek el6allitasara (lasd 4.4.2.6).

Tapasztalatom szerint a hattér, illetve a zaj jellege és szintje kisérlet sorozatonként
valtozik, igy minden sorozat esetében ajanlott mérni kisérleti képek hatterét
hasznal6 szimulaciéval a Ds, és a 100%-os detektalasi szintet, és meghatarozni azokat
a relativ amplitidokat ahol mar hamis pozitiv talalatokkal kell szamolni.

Itt emlitem meg, hogy az a trous waveletre épilé detektalasi algoritmusok
hatranyaként foghaté fel a modszer paraméterezése, a zajszlirést és detektalast
szabalyoz6d paramétereket a tesztjeink soran hasznalt zajoktol, illetve detektalt
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formaktol jelentsen kiilonb6z6 esetekben be kell allitani a megfelel feladatra.

A sparkok teriiletének meghatarozasa és eseményként torténd elfogadasa
feltételezésem szerint megvalosithatd gépi tanulast alkalmazé modszerekkel is
(osztalyozassal), ebbe az iranyba tortén6 munka folyamatban van.

5.3. Paraméter szamitas

A paraméter szamitiasokat (4.2) a kutatasok szamara készilt elemzésekben a
normalizalt képbdl végeztiik, és nem alkalmaztunk tovabbi javité miveleteket.

Kisérletként szamitottunk paramétereket wavelet modszerrel zajsziirt képbdl is. A
wavelet modszerrel zajsziirt kép, bar sokkal jobb fiiggvény illesztéseket tesz
lehetévé nem ajanlott paraméterek szamitasara, részben a jelentés amplitadd
csOkkenés, részben az el6alld alakzatok (sima, éles csticsok nélkiili formaciok) miatt.
Az elemzé programjaimban lehetéség van ennek a képnek a hasznalatara is
paraméter szamitaskor, de a torzulasok jelentések. Az 5.2 abra a egy tipikus spark
normalizalt (a) és zajszlirt képét tartalmazza (b). Mivel a spark (060131202 09)
szabalyos, a torzulas viszonylag kicsi, de kisebb amplitudéju és nem fékuszban levd
sparkok esetében jelent6sek a kiilonbségek. Az 5.2 4bran lathat6 spark esetében az
FTHM és amplitudo értékek kb. 7%-al nének, mig az FWHM érték 5%-al csokken, a
zaj szlrt adatok kovetkeztében el6allo paraméter valtozast az 5.3 dbra szemlélteti.

A szakirodalomban a spark elemzések egyik fontos része a bemutatott modszerekkel
szamitott paraméterekbdl szamitott, killonboz6 kisérletekbdl szamitott hisztogramok
(amplitado, FWHM, lasd 5.4 abra) Osszehasonlitasa. Szamolni kell azzal, hogy a
paraméterek szamitasa a kis amplitdddju sparkok esetében torzul, amit az
alacsonyabb ellen6rzé korrelacios értékek is jeleznek.
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Time profile, FTHM = 12.537 ms

Time profile, FTHM = 13.371 ms
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5.3. abra. Spark paraméter szamitas normalizalt és zajsziirt képen

A szamitasokat az 5.2 abran lathaté sparkon végeztiik. a,c: Normalizalt képen
szamitott FWHM és FTHM gorbék; b,d: zajsziirt képen szamitott paraméterek.

5.4. A line-scan méresek jellegébil adodo kérdeések

A sparkok megfigyelésére alkalmazott line-scan moédszer kapcsan mar a kutatasok
kezdetén megfogalmaztak a modszer jellegébdl fakadod bizonytalansagi tényezdket
(Izu és mtsai. 1998; Cheng és mtsai. 1999; Rios és mtsai. 2001). A mérés folyaman
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pasztazott egyenes sparkoktol mért tavolsaga ismeretlen, és a modszer jellegébdl
adéddan a tavolabbi, kisebb amplitidéval regisztralt sparkok elmosddottabban,
kisebb amplitidoval, a nagyobb térbeli kiterjedéssel és lassabb kinetikaval jelennek
meg a line-scan képeken (Pratusevich és mtsai. 1996). Szimulaciot is alkalmazo,
mesterségesen eldallitott line-scan képeken sikeriilt Osszefiiggést megallapitani a
sparkok line-scan regisztralt amplitid6 eloszlasa és a sparkok valddi amplitudoja
kozott (Rios és mtsai. 2001).
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5.4. abra. Sparkok morfologiai paramétereinek empirikus eloszlasa

a. Amplitudo: a sparkok legkisebb amplitidoja 0.1 AF/F,, jol megfigyelheté az
empirikus eloszlas hiperbolikus esése, illetve a megjelené modusz; b. FWHM; c. Felfutasi
id6; d. Id6tartam. 061 128b mérés, 300. 1024x512-es kép, 2665 spark adataibdl késziilt
hisztogramok.
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Az elemz6 program megadja egy adott kisérletsorozat képeire a bemutatott
modszerekkel szamolt paraméter statisztikakat. Az 5.4 abran lathaté spark
paraméter eloszlasok értelmezése minden kisérletsorozat esetében 1j feladat marad.

5.5. Alkalmazas nagyfrekvencias konfokalis méréseken
5.6. LSM LIVE nagyfrekvencias képek elemzése

5.6.1. Detektalas

Az LSM 5 LIVE tipusu line-scan képek esetében egy 20 ms id6tartama'® spark 0.05
ms pasztazasi sebességgel 400 képpontot fog at id6 irdnyban (ugyanez a spark 1.54
ms-os periddus esetében 13 képpontra vetill ki). A LIVE line-scan mérések igy
lényegesen tobb képpontot rogzitenek ¢ iranyban, ezek szama az altalam elemzett
kisérletekben 20000 és 80000 kozott valtozott, ez jelentésen noveli a szamitogépes
er6forrasok hasznalatat elemzéskor (memoria, processzoridg).

Ha az egy dimenzids starlet transzformacio dilatalt skalafiiggvényeinek pixelekben
megadott szélességét tekintjiik (5.1 tablazat), akkor 15-35 ms iddtartamt sparkok
atfogasahoz a transzformacio 8.-dik szintjét kell hasznalnunk.

5.5. abra. LSM Live késziilékkel késziilt nagyfrekvencias line-scan

A 04060625 kép részlete (1=1181, x=354 pixel), az teljes kép méretei
=30 000 pont, x=512 pont (koffeinnel kezelt béka izomsejt).

Amennyiben a 4.3.4 szakaszban bemutatott ember tipusti eseményekre kidolgozott
algoritmushoz hasonl6 algoritmust alkalmazunk a 8-9.-dik szintekre, €=0.01 és
y=0.35 paraméterekkel, megfeleléen detektalo algoritmust kapunk, ezzel
parhuzamosan a talalatokat lesz(ikitettem példaul 3 ms-nal hosszabb talalatokra (60
pixel). Az altalam elemzett képek tartalmaztak olyan detektalt alakzatokat is
amelyeken a kalcium kiaramlasi folyamatnak tobb lokalis maximum pontja volt egy
eseményen belil, ezek jol detektalhatéak a 3-as és 4-es wavelet szintek

16. Itt a spark id6tartama alatt itt a 4.2.2 pontban meghatarozott ,duration” paramétert értem.
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kiiszobolésével a mar detektalt teljes eseményen belil.

Az 5.5 abra egy LSM Live késziilékkel készitett line-scan részletet (t=1181, x=354
pixel) abrazol ( 04060625 kép részlete, az teljes kép méretei t=30000, x=512). A
bejel6lést az emlitett algoritmussal végeztiik.

Wavelet szint pixel idé tér
0.05 ms skala 0.2070 pm skala
1 5 0.25 1.035
2 9 0.45 1.863
3 17 0.85 3.519
4 33 1.65 6.831
5 65 3.25 13.455
6 129 6.45 26.703
7 257 12.85 53.199
8 513 25.65 106.191
9 1025 51.25 212.175

5.1. tablazat. A starlet transzformacio skalafiiggvényeinek kiterjedése

5.6.2. Paraméterszamitas

Nagyfrekvencias képeken mas paraméter szamitast alkalmaztam (5.6 abra). Ebben az
esetben az esemény fel és leszallo agai lényegesen tobb mérési pontot tartalmaznak,
igy hosszabb szakaszokon végezhet6 el az amplitudo, illetve FWHM szamolas.

A Kklasszikus  sebességli line-scan  képekre kifejlesztett  detektalas és
paraméterszamitashoz kot6d6 algoritmusok is jol alkalmazhatéak nagyfrekvencias
méréseken. A mar ismert paramétereket ki lehet szamitani a spark teljes
idétartamara. Igy az alabbi jellemzdket vezettem be a sparkok osztalyozasara:

* amplitidd - a folyamatosan szamolt amplitidé maximum pontja,

o félérték szélesség — a maximalis amplitddo ¢ koordinatajaban szamolt
FWHM,
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*  signal mass gorbe meredeksége.
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5.6. dbra. Paraméterszamitas nagyfrekvencias LSM Live képen

Koffeinnel kezelt béka izomsejtjében regisztralt spark (04060625 35). a. Az
automata keresé algoritmus altal bejelolt teriilet, t iranyban 100 (szaggatott vonaltol
mindkét iranyban), x iranyban 20 pixellel kiterjesztve szimmetrikusan. A spark
maximalis amplitidojanak 10%-os elérését, illetve maximum pontjat a kép szélén
talalhat6 rovid vonalak jelzik. b. Osszefiiggé gorbe: a spark térbeli kiterjedésére
illesztett Gauss gorbébél szamolt amplitidé minden olyan pontban ahol az illesztés
elvégezhet6. A szaggatott vonal a spark kozépvonalan 3 pontbol képzett atlagra
illesztett Savitzky-Golay gorbe. c. A térbeli kiterjedésre torténd illesztéssel szamolt
FWHM gorbe minden szamolhaté pontban. d. Signal mass gorbe, az emelked(
szakaszra illesztett egyenes dblésszoge felhasznalhaté a Ca® forrds intenzitdsanak
jellemzésére. Az egyenes illesztésének modszerét lasd a szovegben.

Mivel az amplitadd, illetve FWHM értékekkel a spark teljes id6tartaman
rendelkeziink, a signal mass jellemz6 a Modszerekben bemutatott 3.35 kifejezés
szerint szadmolhat6 a felfuté ag minden pontjaban. Ezt a szamitast csak fokuszban
levé sparkokon lehet elvégezni, alacsony szinti hattérzaj esetében. A meredekséget
megadé egyenest az amplitidé maximumanak 10%-at eléré és a maximum uténi 1

ms-ot eléré t pontok kozott illesztettem a signal mass gorbére.
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Kovetkeztetések

5.7. Kovetkeztetések

A teriilet ismert kép és jelfeldolgozé modszereit alkalmaztam, illetve uj modszereket
vezettem be amelyek lehetévé teszik kalciumkoncentracié méréseknél a kiértékelés
automatizalasat (4.1.1, 4.1.2, 4.2, 4.3).

A spark tipusu események paraméter szamitasanal igazodtam a spark kutatasokban
résztvevé tudomanyos kozosség gyakorlatahoz, mig az ember tipusi jelenségek
esetében kialakitottam egy jellemzd§ szamitast, ami lehetévé tette az események
osztalyozasat (4.3.4, 4.3.4).

Tanulmanyoztam a detektalo algoritmusok érzékenységét és megbizhatosagat,
valamint paramétereik hatasat az algoritmus viselkedésére és az optimalis paraméter
beallitast (4.4.2). Javitottam a detektalasi algoritmusok megbizhatésagan, és pontos
hatarokat adok ennek vonatkozasaban.

Eredményként jelenleg két verzidju kiértékelé program hasznalhaté az intézetben,
amelyek lehet6vé tették a Debreceni Egyetem - Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum - Elettani Intézetében a sejten beliili Ca** felszabadulasi eseményekhez
kotédé konfokalis line-scan és XY képek elemzését. Ennél fontosabb, hogy a képek
figgvények formajaban elérhetéek, igy barmilyen, a teriileten végzett
kisérletsorozat esetében kiértékeld programok Osszeallitasaban felhasznalhatoak
(lasd B Fiiggelék).

Az algoritmusokat sikeriilt nagy sebességli LSM 5 LIVE késziilékkel késziilt line-
scan képek elemzéséhez is hasznalni. A kidolgozott algoritmusok kis modositassal
hasznalhatéak XY tipusi 2, illetve 3 dimenzi6ja (XY-t) képek elemzéséhez.
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Hattér

A dolgozat témajat az élettan és biofizika egy sajatos jelenségét vizsgald kutatasok
keretén beliil alkalmazott szamitogépes modszerek képezik. A jelenség izomsejteken
belill torténik és az izom kontrakciot megvaldsité folyamatokat foglalja magaba,
amelyeknek fontos szerepléje a sejten beliili kalcium, mint biolégiai tizenethordozo.
A tanulmanyozott folyamatot el6szor 1993-ban  rogzitették  konfokalis
mikroszkdéppal, fluoreszcencia alapi képalkoté moddszerekkel. Az intracellularis
térrészben torténé kalciumkoncentracié valtozasokat Osszefoglaléoan —elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeknek nevezziik, amelyekbdl léteznek egész sejtre
kiterjedd (globalis) és csak kis térrészben megjelend (lokalis) események.

A néhany mikron atmér6jli térben lezajlo események rogzitésének eszkoze a
konfokalis mikroszkép volt a kutatasok utobbi 20 esztendejében, az esemény
megfigyelése Ca®** ionokhoz kotéd6 festékek fluoreszcens tulajdonsagan keresztiil
lehetséges. A festék megvilagitasa lézer sugarral torténik, a konfokalis mikroszkop
mUik6désébsl adodoan az ily mddon felfogott jelek igen kis térrészbél rogzitik a
jelenség dinamikajat.

Ezen a teriilleten a mérési folyamatok vezérlése és rogzitése is szamitogépes
modszerekkel torténik, és szitkség van szamitégépes modszerekre az eredmények
kiértékelésénél is.

A konfokalis mikroszkoppal készitett mérések egy, vagy tobb dimenzids képek
formajaban tarolodnak, ezek elemzése képfeldolgozasi modszerekkel torténik,
amelyek kozt helyet kapnak a klasszikus képfeldolgozas teriiletébe sorolt, illetve a
specialis, mikroszkop képek feldolgozasat biztosité modszerek, kiilonds tekintettel a
fluoreszcens képalkotasra.

A biofizika, valamint az élettan targykorébe tart6zo lokalis kalcium események
paraméterszamitasa numerikus moédszerekkel torténik. A numerikus szamitasok
bemenetét a képfeldolgozas soran lokalizalt események teriileteinek mérési adatai
jelentik.

A tézis hatterét jelentd kutatdé munka elemi kalciumfelszabaditasi események
automatikus és interaktiv elemzéséhez kotdédik, a modszerek a Debreceni Egyetem
Orvos- és Egészségtudomanyi Centruméanak Elettani Intézetében folytatott
kisérletek folyaman kertltek alkalmazasra.

Célkitiizések
A tézis fontosabb célkitiizései:

a) Konfokalis mikroszképpal késziilt line-scan képek elemzése szamitégépes
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kép és jelfeldolgozasi modszerekkel. Ezek a képek az Elettani Intézetben
késziilltek elemi Ca®  események  biofizikai ~ mechanizmusainak
tanulmanyozasara végzett kisérletekben, munkank elsé szakaszaban
klasszikus kis frekvencias konfokalis mikroszképokkal (a mikroszkop sor
pasztazasi periddusa 1 ms koriili).

b) Vazizomban torténd, konfokalis mikroszkoppal (elsésorban line-scan tipusi
képek létrehozasaval) rogzitett Ca* események tanulmanyozasa, statisztikai
feladatok megoldasahoz szitkséges paraméterek szamitasa, Ca** esemény
jellemz6k meghatirozasa és szamitasa olyan esetekben, amikor nem létezik
az irodalomban altalanosan elfogadott moédszer erre, pl. Ca* ,ember”
(parazs) tipusu események esetében. A kidolgozott modszerek alkalmazasa
kisérleti adatok feldolgozasaban.

c) Az  esemény  detektalasi  algoritmusok  hatékonysaganak = és
megbizhatosaganak vizsgalata kalcium eseményeket tartalmazé line-scan
képeken. Az algoritmusok konfiguralhaté paramétereinek hatasat lemérve
az optimalis beallithat6sag elemzése.

d) A kidolgozott algoritmusok és elemzési modszerek adaptalasa nagy
frekvencias line-scan képek elemzéséhez. A nagy frekvencias (pasztazasi
periodus 50 ps koriili), modern mikroszkopok altal rogzitett képeken
ugyanazok a jelenségek mas alakzattal jelennek meg, mint a klasszikus
képeken.

e) A témakorben altalanosan hasznalhatoé fiiggvény csomag és grafikus
felulett feldolgozé programok kidolgozasa az a-d pontokban emlitett
feladatokhoz.

Moédszerek

A fejezetben a konfokalis képalkotas teriiletére jellemz6 kérdések keriilnek
bemutatasra, utana a teriiletre jellemzé fontosabb kép és jelfeldolgozasi
modszerekkel foglalkozom. Ebben a részben mutatom be részletesen a line-scan
tipus, tér és id6 koordinataju képek jellegzetességeit, és az elemzésiikhoz szitkséges
eléfeldolgozo eljarasokat (normalizalas, zajsziirés).

A tézis egyik fontos témaja a line-scan képeken valé eseménydetektalas,
bemutatasra kerulnek az irodalomba fellelhet6 fontosabb detektaldé modszerek.

A képeken talalhatd hattérzaj kezelése centralis kérdés, igy foglalkozom a zajsziirés
lehetéségeivel is.

A kalcium eseményekhez kotott biofizikai paraméterek szamitdsa ugyancsak
megoldandé gyakorlati célkittizés, igy itt mutatom be a tudomanyos kozosség altal
altalanosan elfogadott modszereket kalcium spark eseményekre.
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A dolgozatban alkalmazott algoritmusok egy csoportja diszkrét wavelet
transzformaciora épiil, igy a modszertani részben az alkalmazott transzformaci6 is
bemutatasra kertil. A transzformaciét Starck és Murtagh alkalmazta el8szor
csillagaszati képek elemzésére (Starck és mtsai. 1998a), illetve von Wegner és mtsai.
(2006) konfokalis képekre. Az transzformaci6é egyik neve a frous transzformacié
(stacionarius wavelet transzformacié név alatt is ismert). Wavelet fiiggvényként a
kobos B-spline skalafiiggvényre épiilé waveletet hasznaltam (akarcsak a modszer
bevezet6i), ennek tulajdonsagai kiilonlegesen alkalmassa teszik orvos-biologiai
képek elemzésére (véges intervallumon definidltak, egyszeri algoritmusok
alakithatéak hasznalatukkal, szimmetrikusak, optimalis id6-frekvencia lokalizald
tulajdonsagaik vannak).

Eredmények

Ebben a fejezetben négy pontban mutatom be az elért eredményeket, és ezzel
tamasztom al4 a célkit(izésben felsorolt célokat.

Az els6 részben bemutatom a klasszikus, ugynevezett kettds kiiszobolé detektald
modszer alkalmazasaval elért eredményeket, ezt munkiam els6 id6szakaban
hasznaltam. A képek el6feldolgozasara egy fotokorrekcids eljarast fejlesztettem, ezt
is ebben a részben mutatom be el6feldolgozo eljarasként.

A fejezet masodik részében a sparkok biofizikai paraméterszamitasaval kapcsolatos
megoldasokat ismertetem. Ugyanitt mutatok be egy 4j modszer kalcium ,ember”
(parazs) tipusu események paraméterszamitasara.

A fejezet harmadik részében az a trous wavelet alapt zajszirés és detektalas sajat
elészlirési eljarassal is (tiiskesziirés, amelyet szintén az a trous waveletre épitek). A
Tovabbiakban az egy dimenziés detektalé algoritmus hasznalatanak lehetéségével
kalcium ,ember” események esetében, mivel ez az eljaras jobb eredményeket ad nem
izotrop kiterjedésti események esetében. Itt megadok egy eljarast ,ember” tipust
események detektalasara.

Végiill a negyedik részben a wavelet alapi detektalas megbizhatosagat, illetve
szenzitivitasat elemzem egy, a klasszikus modszerrel Osszehasonlité mérés
sorozatban. A mérésben elvégzett teszteket szimulalt képeken végeztem, itt mind a
hattérzaj, mind pedig az események szimulalasara sajat modszereket is alkalmaztam
(hattérzaj generalasa kisérleti képek felhasznédlasaval, esemény szimulacid). A
fejezetben konkrét detektalasi és zajszlirési paraméter értékekre adok meg
megbizhatésag és szenzitivitast jellemz6 valoszintiségeket. Ezek alatamasztjak az a
feltevést, hogy a wavelet mdodszer megbizhatobb és nagyobb szenzitivitist mutat
kalcium sparkok esetében. A wavelet moddszert teszteltem egy tiiskesziiré
eléfeldolgozas esetére is, amely noveli a modszer megbizhatosagat jelentés
szenzitivitas veszteség nélkil. A mérések figyelembe vételével a detektilasi és
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zajszlirési algoritmusok paramétereinek valasztasa lényegesen egyszertibbé valik
gyakorlati kisérletek kiértékelésében.

Diszkusszio

A tézis befejezé fejezetében targyalom a modszerek Elettani Intézetben térténd
kutatasokban val6 alkalmazasa folyaman felmeriilt kérdéseket.

Ugyanitt mutatom be a médszerek alkalmazasanak lehet6ségét nagy frekvencias
line-scan képekre is. Ezeken a képeken a spakok mas alakzatban jelennek meg a
nagyobb sebességli pasztazas miatt, igy a nem izotrép formacidkat az egy dimenzids
a trous transzformaciora épiilé modszerekkel lehet detektalni. Ugyanitt adok meg
egy paraméterszamitasi eljarast nagyfrekvencias képeken regisztralt sparkokra.

A kutatas folyaméan megvalositott eredmények 0Osszefoglaléja megtalalhato a
Tézisfiizetben.

Az elemzés gyakorlati megvalositasa folyaman a MATLAB (The MathWorks, Inc.,
Natick, Massachusetts, United States) programozasi kornyezetet hasznaltam. A
munkédm folyaméan alap algoritmusokat implementalé fluggvénycsomagokat,
interaktiv grafikus feliilettel rendelkez6 elemz6 programokat, illetve automata
elemzést Dbiztositd eljarasokat fejlesztettem. Kovetkezményeként a fontosabb
eljarasok egy-egy fiiggvénycsomag részeként felhasznalhatoak uj feldolgozasok
gyors el6allitasara.

A mobdszereket tobb kutatas keretén beliil hasznaltuk az Elettani Intézetében, amint
a ,A kiértékelési modszerek hasznalata kisérletekben” cimii szakaszban megadott
publikaciok tikrozik.
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Background

The main topic of this thesis are computer based methods used by a specific field of
research in physiology and biophysics: calcium signaling in muscle cells. As a
biological messenger, intracellular calcium plays an important role in muscle
excitation-contraction process. Intracellular local calcium concentration changes
induce the muscle contraction, these are termed intracellular calcium release events
in muscle cells. They have been first observed in 1993 by methods based on
fluorescence imaging.

In this area measurements are controlled by computers, moreover, evaluation of the
results need also computational techniques. Confocal microscopes register signals as
one, two or multidimensional images, in consequence measurement interpretation is
based on methods used in image and signal processing. Some of the applied image
processing methods belong to classical methods, some to special methods
established in fluorescent imaging.

The biophysical and physiological parameters appear as main features of these
events, and are calculated traditionally by numerical methods, notably the input of
these calculations are microscope registered data of the detected events.

Background of this thesis is an ongoing research activity targeting the study of
elementary calcium release events in muscle cells organized at the Department of
Physiology, Research Centre for Molecular Medicine, Medical and Health Science
Centre, University of Debrecen.

Goals

The primary goal of the thesis was to adapt well known computer based methods to
this field of research, the secondary goal was to develop new methods for the area.
My research and developmental activity included the following:

a) Analysis of line-scan confocal images based on image and signal processing
methods. The images were registered at the Department of Physiology
during research studies of elementary calcium release events. The first
period of these research programs was characterized by the recording of
classical line-scan images (scanning period around 1 ms/line).

b) Study of elementary calcium events in skeletal muscle by calculating
biophysical parameters needed for statistical processing, first of all by
applying known and generally accepted methods. Calculating event
characteristic features for cases when no established method exists, like in
the case of calcium ,,ember’-s.
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c) Study of efficiency and reliability of elementary calcium event detection
methods on line scan images. Our intent was to specify guidelines, how to
set up algorithm configuration in order to achieve the best results in
experimental data analysis.

d) Adoption of event detection and parameter calculation methods used for
classical line-scans to the analysis of high frequency line scan images.
Events on high frequency line scans (scanning period ~ 50 ps/line) appear
with a different calcium event kinetics.

e) Implementation of a software library and analysis programs for the above
mentioned research activities.

Methods

First the confocal imaging methods related to the thesis are mentioned, next the most
used image and signal processing methods are presented. Properties of line scan
(main image type used in this thesis, coordinates in space and time) images images
are presented also in this chapter with the most important image preprocessing
methods (normalization, photobleaching correction).

Elementary calcium event detection on confocal images is one of the main topics of
the thesis, in consequence the known signal and image processing methods to achieve
this goal are presented.

Noise handling is a central task when working with line-scan images, so filtering
methods are discussed.

Calculation of elementary calcium release events characterizing biophysical
parameters represents also a practical task of the research, correspondingly the
established methods used by the scientific community are enumerated for calcium
sparks.

A part of the algorithms used in the thesis are built on a discrete wavelet transform, so
in addition the Methods chapter presents the a trous or stationary wavelet transform.
Previously the transform was first used for image processing by Starck and
Mourtagh (1998) in astronomy and von Wegner et al. (2006) for confocal images. As
wavelet function the wavelet based in the cubic B-spline was used, notably for the
excellent properties in medical and biological image processing (compact support,
simple and fast implementation, symmetric scaling and wavelet function, optimal
time-frequency localizing properties).

Results

In this chapter four areas are covered in order to support the goals of the thesis.

The first part covers results obtained during the beginning period of the research
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work by using the classical double threshold algorithm. A photobleaching correction
algorithm implementation is presented here also as a preprocessing solution for line
scans.

Secondly methods for spark parameter calculations are discussed. Afterwards a new
method of parameter calculation for elementary calcium release event of type
calcium ,ember” is presented.

Third part of the Results chapter presents the applied implementation of the a trous
algorithm in one and two dimensions, used for noise filtering and event detection. A
new spike filter built upon the first two, high frequency component wavelet levels is
presented. Next the detection of non isotropic events by the one dimensional
transform is discussed and an algorithm to detect calcium ,ember” events is
presented.

Finally, the fourth area evaluates the reliability and sensitivity of the a trous wavelet
based detection in measurements comparing it to the classical solution. Results of
tests performed on simulated images are evaluated. As for creating simulated
images a method based on experimental images is also presented (outside methods
of generating noise with a known distribution) moreover, methods of creating
simulated events are discussed. Probabilities characterizing positive predictive value
(PPV) and sensitivity (S) are given for selected parameter values and amplitude of
calcium spark events (in relative fluorescence units). We conclude, that wavelet
based detection is characterized by better PPV and S values on calcium spark events
containing line scans. The wavelet detection method is evaluated in case of
prefiltering for spikes also, and achieves better reliability without significant
sensitivity loss. Based on the conducted tests, parameter selection for noise filtering
and detection algorithms in experiment analysis is straightforward.

Discussion

Eventually this chapter discusses some aspects revealed by applying the methods in
calcium release event experiments at the Department of Physiology.

The chapter also presents the analysis of high frequency line-scans by the presented
methods. On high frequency line-scans (scanning period around 50 ps/line) calcium
sparks appear with a different shape compared to classical line scans (scanning
period around 1 ms/line). A method based on the one dimensional a trous transform
considering detection of this non isotropic shaped events is presented. Next
parameter calculation for high frequency line-scans is discussed, and the calculation
of a new parameter characterizing calcium release is mentioned (slope of signal
mass).

Results of the research are summarised in the Thesis document.

To solve the practical tasks related to data analysis we used the MATLAB (The
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MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States) environment. As a result, we
developed a function library containing all our basic algorithms for calcium event
analysis, in addition two GUI based applications and automatic analysis methods
were implemented.

The methods were used during various research projects at Department of
Physiology, Research Centre for Molecular Medicine, Medical and Health Science
Centre, University of Debrecen (Szigeti et al. 2007; Lukacs et al. 2008; Almassy et al.
2008; Fodor et al. 2008; Szabo et al. 2010; Vincze et al. 2012).
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Fiiggelékek
A. A felhasznalt konfokalis mérések adatai

LSM510 és LSM510 META mérések

Az LSM510 mikroszkop a méréseket egy szoftver segitségével irja ki a mikroszkép
szamitogépének merevlemezére. Egy kisérlet méréseit kiilon konyvtarba menti, az
ott talalhatd adatok Osszesitésére egy Microsoft Access formatumu adatbazist hoz
létre (ezt egy .mdb tipusu fajlban talalhat6). Ebben tarolja a mérési paramétereket,
valamint a konkrét mérési adatokra vonatkozo referencidkat. A mérési adatok kiilon
fajlokban talalhatbak, ugyanabban a konyvtarban vagy alkonyvtaraban, a fajlok
tipusa agy sajat formatumu TIF tipusu fajl, ezek allomany név kiterjesztése LSM. Az
adatbazis, illetve az LSM tipusu fajlok tartalmanak részletes leirasat a Zeiss cég altal
kiadott leirdsok tartalmazzak, informacidforrasunk a File Formats LSM 510/LSM 5
PASCAL Release 3.2, 2003-ban kiadott technikai leiras volt (Carl Zeiss Jena 2003). Az
egyes LSM adatfajlok tartalmazzak a konkrét mérésre vonatkozd paramétereket
TIFF cimkék (tag) formajaban, ezek Zeiss specifikusak. Az adatbazis 10 tablaban
tarolja a mikroszkdp beéallitasainak, valamint a méréseknek az adatait.

Az altalunk hasznalt LSM line-scan mérések a mérés ScanMode TIFF paramétere
utan azonosithatéak (értéke 'line'). Legtobb mérésiink 1024x512 képpontbdl all (idé
és tér koordinatak), de hasznaltunk 2048 vagy 4096 képpontos méréseket az id6
dimenzidban. A leggyakoribb beallitasokat az A.1 tablazat tartalmazza - egyes
méréseknél valtoznak a paraméterek, azokat a megfelel6 TIFF cimkékbdl ki lehet
olvasni.

Az A.l1 tablazat a mérések feldolgozas szempontjabol legfontosabb adatait
tartalmazza, a rogzitett paraméterek szama nagy, ezek a TIFF cimkéken
keresztiil kiolvashatéak. A TIFF allomanyok belsd kodolasa 12 bites
mintavételezés utan 16 bites egész szammal torténik pixelenként, ezek
kodoljak a detektor altal mért foton szdmokat (nyers mért adat).

LSM LIVE mérések

Az elemzett LSM 5 LIVE mérések esetében a pasztazasi periodus 0.05 ms, ez
azt jelenti, hogy 1000-1500 ms atfogasahoz (sparkok esetében ennyi sziikséges
az események megfigyeléséhez) tobb tizezer térbeli sor rogzitésére van
szlikség. A fenti példaban ez a szam 30000, ami 30000x512 képpontbdl alld
képet eredményez, de nem ritka a 60000 vagy 80000 sort rogzitd mérés sem.
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ER

TIFF cimke LSM 510 LSM S Megjegyzés
META LIVE
érték érték
ScanType line line pasztazas tipusa
DimensionX 512 512 méret pixelben
DimensionTime 1024 30000 méret pixelben
Timelnterval 1.54 0.05 pasztazasi periddus
miliszekundumban
ENTRY OBJECTIV C- C- targylencse tipusa
E Apochromat | Apochromat
63x/1.2W | 63x/1.2W
cor cor
SAMPLE SPACING | 0.139509 0.207 pixelek kozti tavolsag az
X irdnyban
mikrométerben
LASER NAME Argon a hasznalt 1ézer neve
PIXEL TIME 1.3 1.1 az egy pixelre szant id6
mikroszekundomban, az
integralési id6 0.7 *
PIXEL TIME
BITS PER SAMPL 12 12 hany biten torténik a
E mintavételezés
PINHOLE DIAMET 160 16.6 a pinhole atmérdje

mikrométerben

A.1tablazat. LSM 510 META és LSM 5 LIVE line-scan mérések adatai

Minkét miiszer esetében a fenti adatok daltalanosan jellemz6 adatok. A
munkank folyaman hasznalt konkrét mérések jellemzoéi megtalalhatoak a

kovetkezo alfejezetben.
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Tesztekben és példakban hasznalt mérések

A TPEN-el végzett kisérletek leirasa megtalalhaté a kovetkezé publikacioban:
Sztretye (2009) 37, 46, 66-73 oldal, Sztretye és mtsai. (2007).

A Maurokalcin-al (MCa) végzett kisérletek leirdsa megtalalhaté a kovetkezd
publikécidban: (Lukacs és mtsai. 2008; Lukacs és mtsai. 2008).

Az 4brak elkészitésénél az Elettani Intézetben készitett képeket hasznaltam, ezeket
az alabbi f4jl nevek szerint lehet visszakeresni:

060209b31 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, 50nM MCa_8,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.

060 130b07 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, glutamat,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.

060 130b21 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 um, béka, 50 nM MCa,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.

060202a41 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, 100 nM
MCaWT, Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2,
Gain 1.

060 130b06 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, glutamat,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.

060 130a LSM 510 META, line-scan, sorozat, 1.54 msec x 0.1395 pm, kontroll+50nm
Mca

060 131a LSM 510 META, line-scan, sorozat, 1.54 msec x 0.1395 pm, kontroll

06214a LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, 100nM MCa_8,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.

20120123_19 LSM 510 META, line-scan, 1.0 msec x 0.328 pm, egér, Objektiv EC
Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil DIC M2, Lézer Diode 488-10 , Pinhole 27.6 pm, Zoom 1.
051215b02 LSM 510 META, x-y-z scan, els6 frame, 983 msec-frame, x-y: 0.279 pum
x 0.279 pum, béka, alacsony Mg (4mM), Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer
Argon, Pinhole 160 pm, ZoomX 1, ZoomY 1, Gain 1, Lézer er6sség 7.5

051215b20 META, line-scan, 1.54 msec x 0.14 pm, béka, alacsony Mg (4mM),
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1,
Lézer er6sség 7.5, Pinhole: 16.6 pm, Zoom: 1

060 130a07 LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pm, béka, kontroll,
Objektiv C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 2, Gain 1.
04060625 LSM Live, line-scan, 0.05 ms x 0.207 pm, béka - koffeinnel kezelt
(ImM/1), teljes méret: 30000x512, Objektiv: C-Apochromat 63x/1.2 W cor, Lézer:
Diode 488-10.
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061128b LSM 510 META, line-scan, 1.54 msec x 0.1395 pum, béka, Objektiv C-
Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Pinhole 160 pm, Zoom 1.

Tesztekben és példakban hasznalt események

060130b07_9 Béka, glutamat, kontroll

Image: 060130b07, detection: Traditional, spark no: 9, Area in pixels tmin=217,
tmax=254, xmin=144, xmax=179, Ampl=3.262 AF/F,, FWHM=2.156 um,
FTHM=13.88 ms, Duration: 38.50, Rise Time: 7.31

060130b21_6 Béka, 50 nM maurokalcin

Image: 060130b21, detection: Wavelet 1D, ember no: 6, Area in pixels
tmin=75, tmax=638, xmin=408, xmax=457, Average Ampl=0.15 AF/F,
FWHM=2.27 um, Duration: 748 ms

060202a41 18 Béka, 100 nM maurokalcin

Image: 060202241, detection: Wavelet 1D, ember no: 17, Area in pixels
tmin=228, tmax=797, xmin=367, xmax=417, Average Ampl=0.214 AF/F,
FWHM=2.54 um, Duration: 650 ms

060130b06_5 Béka

Image: 060130b06, detection: Wavelets, spark no: 5, Area in pixels tmin=863,
tmax=883, xmin=52, xmax=75, Ampl=3.556 AF/F,, FWHM=2427 um,
FTHM=11.20 ms, Duration: 16.94, Rise Time: 5.30

06214a_2 (spark) és 06214a_7 (ember) Spark paraméterei: detection: Wavelets,
spark no: 2, Area in pixels tmin=35, tmax=53, xmin=189, xmax=203, Ampl=1.502
dF/F, FWHM=1.472 um, FTHM=11.94 ms, Duration: 13.86, Rise Time: 3.17 2;
Ember paraméterei: Av. Amp. 0.367 A F/F,, FWHM: 2.36 um, Duration 775 ms.

060131a02_09

Image: 060131a02, detection: Wavelets, spark no: 9, Area in pixels tmin=489,
tmax=509, xmin=265, xmax=284, Ampl=4.538 dF/F, FWHM=2.019 um,
FTHM=13.37 ms, Duration: 16.94, Rise Time: 6.65

04060625 35, detection: Wavelets, spark no: 35, Area in pixels tmin=790,
tmax=1234, xmin=401, xmax=419, Ampl=0.554 dF/F, FWHM=2.008 um,
FTHM=11.40 ms, Duration: 20.80, Rise Time: 5.15

B. Grafikus interfésszel rendelkezé alkalmazasok,
fliggvénycsomagok
A programok és figgvénycsomagok MATLAB kornyezet (MATLAB, The MathWorks,
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B. Grafikus interfésszel rendelkez6 alkalmazasok, fiiggvénycsomagok

Inc., Natick, Massachusetts, United States) alatt késziiltek. Az algoritmusok egy részét
atirtam C nyelvre is, ezek MEX fajlként futtathatéak MATLAB alatt. A két fiiggvény
csomag készilt:

LSM: az LSM 510 META altal készitett képek elemzését biztosito, grafikus
felhasznaloi feliilettel rendelkez6 csomag.

LIVE: az LSM 510 META és LSM LIVE altal készitett nagy méretti képek
elemzését is biztositd, grafikus felhasznaloi feliilettel rendelkezé csomag
(gyakorlatilag barmilyen Zeiss késziilékkel eléallitott line-scan kép
elemzésére alkalmas, és kiterjeszthetd XY vagy mas képek elemzésére).
Ebbél a csomagbol tobb detektald algoritmus, illetve azok kombinacioit lehet
hasznalna, ujakat lehet beilleszteni. A csomag beépitett szlir6ket és a
morfologiai paraméterek empirikus eloszlasanak vizsgalatat is tartalmazza.
Az egyedi algoritmusok és szamitasok kiilon hasznalhatéak, amennyiben
mas tipusu elemzést kell végezni mint az eddigiek. Az Gsszeallitott elemzési
lancokat a LIVE interfész alatt lehet hasznalni minimalis programozasi
munkaval.

Az LSM grafikus feliilet

A LSM 510 META mikroszképpal késziilt képek elemzéséhez egy grafikus feliilet
készult ami megkonnyiti a képek kezelését elemzés alatt és interaktiv kézi
kiértékelési lehet6ségeket is biztosit.

LIVE grafikus feliilet

Az LSM LIVE tipusi mikroszkop nagy méretli képeihez fejlesztett interfész
barmilyen LSM line-scan-t tud elemezni. A feldolgozasi lanc konfiguralhato, a
figgvény konyvtar hasznalataval.

A grafikus feliiletek egy része az alabbi abran lathato.

a. LSM feliilet részlete

b. ,Ember” tipust események elemzése
c. LIVE feliilet indit6ablaka
d. LIVE feliilet megjelenit6 ablaka
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C. Mesterséges sparkok el6allitasa szimulacioval

C. Mesterséges sparkok eloallitasa szimulacioval

s s

szimulaciot végrehajtéo programmal végeztem, ez Douglas-Gunn (Morton és mtsai.
2006) véges differencia modszerrel oldja meg a 3 dimenzids diffazié-reakcid
egyenletrendszert (1.1, 1.2, 1.3 -nak megfelelé egyenleteket), tetsz6leges szamu Ca**
pufferrel.

A szimulalt spark eléallitasa a kovetkezd paraméterekkel tortént (D-diffuzios
allandé pum?s™, Kplus, Kminus asszociacios, illetve disszociacids reakcid sebesség
allandoi, T teljes koncentracié uM-ban): a tér kiterjedése 8.78 um oldala kocka; 63
racspont egy élen, kalcium forras: 2 pA, 1.2 ms id6tartamig, egy lépés idétartama
0.01 ms; kalcium pufferek: fluo-3 ( D 0.02, Kplus 0.23, Kminus 0.17, T 100), troponin
(D 0.0, Kplus 0.057, Kminus 0.0114, T 240), parvalbumin ( D 0.026, Kplus 0.125,
Kminus 0.0005, T 1000). A kalcium paraméterei D 0.35, hattér koncentraci6 0.1 M.

A szimulacids teret egy egyenes mentén pasztazva szimulalt line-scan allithato eld (az
egyenes tavolsidga a forrdstol 0.278 pum). A tér koncentracid értékeket tartalmazo
pontjain a mikroszkop pont kiterjedési fliggvényét szimulalva egy 3 dimenzios Gauss
fiiggvénnyel végrehajtott konvolicid futott le (a szoéras x, y iranyban 0.5, z iranyban
0.9 pum). Egy szimulalt line-scan és spark az 1.3 abran lathatd, ez a CaFluo
koncentracio (1.4 egyenlet) konvolucid altal modositott értékeit tartalmazza.

Az egyenletet megold6 program FORTRAN 90-ben késziilt és Linux disztribuciékon
fut.
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