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Bevezetd

1. Bevezeto

A dolgozat témajat az élettan és biofizika egy sajatos jelenségét
vizsgald kutatdsok keretén Dbelill alkalmazott szamitogépes
modszerek képezik. A jelenség izomsejteken beliil torténik és az
izom kontrakciot megvalosité folyamatokat foglalja magéba,
amelyeknek fontos szereplje a sejten beliili kalcium, mint biol6giai
tizenethordoz6. A tanulmanyozott folyamatot el6szér 1993-ban
rogzitették  konfokalis mikroszképpal, fluoreszcencia alapa
képalkotd6 modszerekkel. Az intracellularis térrészben torténéd
kalciumkoncentraci6 valtozasokat osszefoglaloan elemi
kalciumfelszabadulasi eseményeknek nevezziik, ezek egész sejtre
kiterjed6 (globalis) illetve csak kis térrészben megjelend (lokalis)
eseményeket gerjesztenek.

A néhany mikron atméréji térben lezajléo események rogzitésének
eszkoze a konfokalis mikroszkop volt a kutatasok utébbi 20
esztendejében, az esemény megfigyelése Ca** ionokhoz kot6d6s
festékek fluoreszcens tulajdonsagan keresztiil lehetséges. A festék
megvilagitisa lézer sugarral torténik, a konfokalis mikroszkop
mUikodésébsl addddéan az ily modon felfogott jelek igen kis
térrészbdl rogzitik a jelenség dinamikajat.

Ezen a teriileten a mérési folyamatok vezérlése és rogzitése is
szamitogépes modszerekkel torténik, és sziikség van szamitégépes
modszerekre az eredmények kiértékelésénél is. Az egy, két vagy
tobb dimenzids jelek kép és jelfeldolgozas teriiletén alkalmazott
modszerekkel értelmezhetéek. A szamitogépes feldolgozasok az
informatika tobb tertiletét érintik.

A konfokalis mikroszkoppal készitett mérések egy, vagy t6bb
dimenziés képek formajaban tarolodnak, ezek elemzése
képfeldolgozasi modszerekkel torténik, amelyek kozt helyet kapnak
a klasszikus képfeldolgozas teriiletébe sorolt, illetve a speciilis,
mikroszkopos képek feldolgozasat biztositdé modszerek, kiilonos
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tekintettel a fluoreszcens képalkotasra.

A biofizika, illetve élettan targykorébe tart6zé lokalis kalcium
események paraméterszamitasa numerikus moédszerekkel torténik.
A numerikus szamitasok bemenetét a képfeldolgozas soran
lokalizalt események teriileteinek mérési adatai jelentik.

Az események vizsgalatdhoz a szamitégépes megjelenitések, illetve
interaktiv és automatikus bejeldlések is hasznalatosak. Igy a
mérések komplex elemzési folyamaton mennek keresztil, a
nagyszamu mérés miatt szitkséges ezeknek a folyamatoknak az
automatizalasa. Mivel bizonyos esetekben a képek igen zajos
hatterén az elemi események szemmel is nehezen detektalhatoak, a
szamitogéppel végzett detektalas biztositja az objektiv alapot
osszehasonlito kisérletekben.

A tézis hatterét jelent6 kutaté munka elemi kalciumfelszabaditasi
események automatikus és interaktiv elemzéséhez kotédik, a
modszerek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrumanak Elettani Intézetében folytatott kisérletek folyaman
keriiltek alkalmazésra.

2. Célkittizések

A tézis célkitlizései egyrészt a teriilet ismert szamitogépes
modszereinek ezen kutatasi teriiletre valé alkalmazasat, illetve 4j
modszerek bevezetését érintették, masrészt a témaval kapcsolatos
kutatasi feladatok gyakorlati, szamitogéppel segitett feldolgozasait
céloztak. Ezek az alabbiak:

a) Konfokalis mikroszkdoppal késziilt line-scan képek elemzése
szamitogépes kép és jelfeldolgozasi modszerekkel. Ezek a
képek az Elettani Intézetben késziiltek elemi Ca*
események biofizikai mechanizmusainak tanulmanyozasara
végzett kisérletekben, munkank elsé szakaszaban klasszikus
kis frekvencias konfokalis mikroszkopokkal (a mikroszkop
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sor pasztazasi periddusa 1 ms korili).

b) Vazizomban torténd, konfokalis mikroszkoppal (elsésorban
line-scan tipusu képek létrehozasaval) rogzitett Ca*
események  tanulmanyozasa,  statisztikai  feladatok
megoldasdhoz sziikséges paraméterek szamitasa, Ca*
esemény jellemz6k meghatarozasa és szamitasa olyan
esetekben, amikor nem létezik az irodalomban &ltalAnosan
elfogadott modszer erre, pl. Ca** ,ember” (parazs) tipusu
események esetében. A kidolgozott modszerek alkalmazéisa
kisérleti adatok feldolgozasaban.

c) Az esemény detektald algoritmusok hatékonysaganak és
megbizhatosaganak  vizsgalata kalcium eseményeket
tartalmazo  line-scan  képeken. Az  algoritmusok
konfiguralhat6 paramétereinek hatasat lemérve az optimalis
beéllithatosag elemzése.

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

e) A témakorben altalanosan hasznalhat6 figgvény csomag és
grafikus feliileti feldolgoz6 programok kidolgozéasa az a-d
pontokban emlitett feladatokhoz.

3. Alkalmazott szamitogépes modszerek

Az elemi kalcium események megfigyelésének egyik lehetGségét a
konfokalis mikroszkoppal rogzitett mérések (képek) jelentik. A
Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrumanak
Elettani Intézetében két késziiléket hasznaltunk mérések
eldallitisara, A Zeiss LSM510 META és Zeiss LSM LIVE
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késziilékeket. Az elemi kalcium események regisztralasat preparalt
béka, patkidny és egér izomrostokon végezték. Munkadm soran
elsésorban line-scan modszerrel rogzitett képeket elemeztem.
Altalaban ezek a mérés tipusok biztositjak a legnagyobb pasztazasi
frekvenciat, igy az elemi kalcium események dinamikija ezeken a
tér-id6 koordinataja két dimenzids képeken keresztiil figyelhet6
meg a legjobban. Az LSM510 META klasszikus késziilék, pasztazasi
periddusa line-scan képeken ms korili (pl. 1.5 ms), az LSM LIVE
esetében ez az érték 50 ps, igy az események kinetikaja jobban
kovethetd. LSM LIVE tipustt mikroszkép csak az utobbi években
keriilt hasznalatra az intézetben.

A képek elemzéséhez az alabbi szamitégéppel tamogatott
modszereket hasznaltam:

a) kép javitasi és el6feldolgozasi eljarasok,

b) esemény detektalas kiillonbo6z6, képfeldolgozas teriiletén
hasznalatos modszerrel,

c) biofizikai paraméterek szamitasa,

d) a tanulmanyozott események paramétereinek statisztikai

feldolgozasa.

3.1. Kép javitasi és elofeldolgozasi eljarasok

A képek eléfeldolgozasahoz elsésorban a fluoreszcens, sejten belili
mikroszkop képek esetében alkalmazott ismert eljarasokat
hasznaltam, igy a képek normalizalasat, illetve fotokioltas javitasat
célz6 eljarasokat. A klasszikus képfeldolgozasi eljarasok koziil
térbeli szlir6ket hasznaltam ezekre a feladatokra, példaul egyszerti
zajszilirést megoldd median és atlagolé sztirések. Ezeknek az
eljarasoknak a hasznalata altalanos gyakorlat a konfokalis
mikroszkoppal rogzitett, fluoreszcenciara épiilé képek elemzésekor.
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3.2. Esemény detektalas

A tézis Modszerek fejezetében attekintettem a teriileten hasznalatos
esemény detektalasi eljarasokat. Munkam els6é szakaszaban kett6s
kiisz6bolésre épiil6, ismert eljarast hasznaltam erre a célra, ezt a
modszert kiillonb6z6 modositasokkal tobb kutatécsoport alkalmazta
(Song és mtsai. 1997; Cheng és mtsai. 1999), a jelenség kutatasanak
els6 id6szakéban altalanosan hasznalt detektald algoritmus volt.

A masodik szakaszban egy diszkrét wavelet transzformaciora épiilé
eljarast hasznaltam, ezt Starck és Murtagh alkalmazta el8szor
csillagaszati képek elemzésére (Starck és mtsai. 1998) , illetve von
Wegner és mtsai. (2006) konfokalis képekre. Az transzformaci6
egyik ismert neve a trous transzforméacié (stacionarius wavelet
transzforméacié név alatt is ismert). Wavelet fiiggvényként a kobos
B-spline skalafiiggvényre éptlé waveletet hasznaltam (akarcsak a
modszer bevezet6i), ennek tulajdonsagai kiilonlegesen alkalmassa
teszik orvos-bioldgiai képek elemzésére (véges intervallumon
definidltak, egyszer(i algoritmusok alakithatéak hasznalatukkal,
szimmetrikusak, optimalis idé-frekvencia lokalizalé tulajdonsagaik

vannak).

Az a trous wavelet transzformacié segitségével tobb elemi eljaras
oldhaté meg, igy a zajszlirés és esemény detektalas. A
transzformécié folyaman az eredeti jel wavelet egyitthat6 szintekre
bonthatd, ezek a jelben talalhat6 frekvenciakat lokalizaltan (térben
és id6ben, a kép koordinatai szerint) jelenitik meg diadikus skalat
hasznalva. Igy an. sokskdlas felbontds hozhaté létre, amely tetszés
szerint hasznalhat6 a jelek elemzésére, és sok valtozatot biztosit
jellemzo6k kinyerésére. A transzformacié egy és két dimenzidban is
mukodik, van inverz transzformacidja, ami a wavelet egyttthato
szintek moédositasat kihasznalva tobbféle jelfeldolgozasi miveletet
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tesz lehetévé. A transzformaciot megvaldsité algoritmus egyszerd,
szamitogépes  implementacidja  gyors, tobb  dimenzidban
szeparabilis.

3.3. Biofizikai paraméterek szamitasa és
statisztikai feldolgozasa

Az elemzett kalcium kibocsijtasi események statisztikai
osztalyozasa és  kontroll  csoportos  kisérletekben  vald
Osszehasonlitasa biofizikai paraméterek alapjan torténik. A
paramétereket a mérésekben detektalt teriiletekbdl, valamint
adatpontokbdl szamoltam numerikus moédszerekkel. A jellegzetes
kalcium kibocsajtasi események esetében, példaul az dn. kalcium
sparkok (gyors lefutasii események, 20-30 ms) esetében a
paraméterszamitas modszerei jol koriilirtak, igy a szakirodalomban
és kutatasi gyakorlatban elterjedt modszereket alkalmaztam (idébeli
és térbeli evoluciot jellemz6 paraméterek). Mas esetben, ha nem
létezett altalanosan elfogadott moédszer az esemény jellemzésére,
sajat paraméter szamitasi modszert dolgoztam ki, példaul a kalcium
~ember” (parazs) idében lassu lefutast esemény esetében (esemény
idétartama > 100 ms).

A paraméterek egy része a pixel szinti adatokbol nyert térbeli
kiterjedésre utaldé jellemz&ével, mésik része nemlinearis gorbék
illesztéséb6l ~ kapott ~ paraméterekkel utal az elemi
kalciumfelszabadulasi események evolucidjara. A nemlinearis
illesztéseket legtobb esetben Levenberg-Marquardt modszerrel

végeztem.

3.4. Szoftver

Az elemzés gyakorlati megvalositasa folyaman a MATLAB (The
MathWorks, Inc., Natick, Massachusetts, United States) programozasi
kornyezetet hasznaltam. A munkam folyaman alap algoritmusokat
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implemental6 fiiggvénycsomagokat, interaktiv grafikus felilettel
rendelkez6 elemz6 programokat, illetve automata elemzést biztosito
eljarasokat fejlesztettem. Kovetkezményeként a fontosabb eljarasok
egy-egy  fuggvénycsomag  részeként felhasznalhatéak  4j
feldolgozasok gyors elallitasara.

4. Eredmények

4.1. Klasszikus modszerekkel végzett elemzés

A szakirodalomban taldlhatd modszerek, illetve a Debreceni
Egyetem - Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum - Elettani
Intézetben létezé tapasztalat alapjan elkészitettem egy line-scan
képek elemzését megoldé flggvénycsomagot és grafikus
interfésszel rendelkezé programot. Az alabbi feladatokat oldottam
meg:

a) Kép el6készitési és javitasi eljarasként megvaldsitottam egy
modszert line-scan képek normalizalasara, illetve a
fotokioltas hatasainak javitasara.

b) Kidolgoztam a klasszikus, kettés kiiszobolést hasznald
detektaldo algoritmus modositott valtozatat esemény
detektalésra.

c) Modszereket dolgoztam ki a kalcium spark tipusd
események paramétereinek (amplitido, FWHM, FTHM,
felfutasi id6, id6tartam) szamitasara és ezek statisztikai
feldolgozasara.

d) Kidolgoztam egy modszert kalcium ,ember” tipusu, lasst
lefutast (id6tartam >100ms) és igen kis amplitadoja
események jellemz6inek szamitasara.

A fotokioltas javitasara egy sajat algoritmust fejlesztettem, ez
figyelembe veszi a folyamat exponencialis vagy
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biexponencialis jellegét. Line-scan képek esetében korrigalja
a fluoreszcens intenzitas esést a paraméterszamitishoz. A
képek normalizalasainak megoldasahoz a klasszikus eljaras

sz sz

Munkam elsd fazisaban a klasszikus, kett6s kiiszobolést alkalmazo
algoritmust hasznaltam esemény detektalasra, megoldottam az
algoritmus sajat implementaci6éjat. Ez az implementacié az
algoritmus masodik, esemény elfogadasi fazisaban konfiguralhat6 (a
masodik kiiszob altal meghatarozott teriilet pixeleinek szama,

alakzata vagy x illetve t irdnyban megadott feltételek altal).

Kalcium spark tipusi események kutatisanak elsé idészakaban
(1999-2003) kialakultak az altalanosan elfogadott
paraméterszamitasi eljarasok és modellek, ezeket alkalmaztam.
Megoldottam a szamitasokhoz szitkséges adathalmazok kinyerését a
képeken detektalt eseményekbdl, és numerikus szamitasi
eljarasokat dolgoztam ki a kovetkezd spark paraméterek
szamitasdhoz: amplitido, térbeli félérték szélesség, felfutasi ido,
id6beli félérték szélesség és idGtartam. A sparkokhoz csatolt
jellemzbket  kontrollcsoportos — kutatasokban hasznaltuk. A
paraméterek szamitasi modszereiben igazodtam a teriileten ismert
eljarasaihoz, ez biztositja az eredményeink el6z6 munkakkal vald
osszehasonlitasat.

Megoldottam a kisérletekhez kotott nagy szamud kép automatikus
elemzését, ugyanakkor interaktiv modszereket is biztositottam
kalcium események szamitogépes vizsgalatahoz. Ezek biztositjak
Ca** események manualis bejelolését és paraméterszamitasok
elvégzését.

A kalcium ,ember” tipusi események paraméterszamitasihoz nem
létezett altalanosan elfogadott modszer, igy megadtam egy eljarast
az események idGtartamanak, térbeli kiterjedésének és
amplitiddjanak szamitasahoz, ezt felhasznaltuk Lukacs és mitsai.
(2008) publikacidjaban. Ezek a szamitasi modszerek lehet6vé teszik
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a hosszan elhiz6d6 (=100 ms), egy vagy néhany ioncsatorna nyitva
maradasa altal jellemezett események osztalyozasat.

Az eljarasokhoz egy szoftvercsomagot fejlesztettem, az egyes
algoritmus  megvaldsitasok  kiléon is  hasznalhatéak  és
kombinalhatéak. A megjelenitéshez és interaktiv kijeloléshez
grafikus komponenseket fejlesztettem. Az elemzési folyamatokat
automatizaltam, igy nagyszamu kép elemzése automatikusan
futtathato.

A Kklasszikus spark elemzési modszer altalam implementalt,
az eldbbiekben emlitett vonatkozasokban modositott
valtozata megoldotta az elemi kalcium események kutatasa
folyaman készitett konfokalis képek elemzését az Elettani
Intézetben.

Uj modszert dolgoztam ki a kalcium ,ember” (parazs) tipust
események paraméterszamitasara.

A modszerek gyakorlati alkalmazasahoz grafikus interfésszel
rendelkez6 interaktiv, illetve automata elemzést biztosito
szoftvert fejlesztettem. Ezekkel a modszerekkel, illetve
implementacidikkal megoldhatéo a kalcium ,spark” és
sember” tipusii eseményeket tartalmazoé line-scan képek
elemzése.

s s e

programcsomagban valositottam meg.

4.2. Az a trous wavelet transzformacio
hasznalata elemzési modszerekben

Az esemény detektilas megbizhatobba tétele és szenzitivitisanak
novelése érdekében tobb algoritmust épitettem wavelet alapu
megoldasra. Az a trous diszkrét wavelet algoritmusnak egy és két
dimenziés  véaltozatait hasznaltam, kobos B-spline  skala
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fuggvényekre épiilé waveletekkel. A modszer alapjait toltéscsatolt
és fényelektromos sokszorozd detektorokkal csillagaszat
teriiletén készilt képekre Starck és Murtagh dolgozta ki, konfokalis
képekre von Wegner hasznalta el6szor.

s s e

dimenzidoban. A két dimenziés transzformaciét, amelynek
hasznalata kozel izotrép események feldolgozasanal indokolt a
kovetkezdkre hasznaltam:

a) Zajsziirés: Starck és Murtagh modszerét hasznalva
kiindulépontnak, implementaltam egy zaj szlrd
algoritmust. Az  algoritmus &ltalam  megvalositott
kiisz6bolési modszer (hard, szoft, affin), ez tudtommal nem
talalhatd meg az eddigi megvaldsitasokban. A zajsziirést
normalizalt képekre alkalmazva megoldhat6 a sparkok
detektalasa igen zajos képeken is. A szlirés mértéke
paraméterezhet6 ( 0 ).

b) Két dimenziéos esemény detektalas: Starck és Murtagh
modszerét felhasznalva implementaltam egy kalcium spark
detektald algoritmust line-scan képekre a két dimenzids a
trous transzforméci6é alkalmazasaval, és felhasznaltam ezt
kalcium sparkokhoz koté6dé kisérletek kiértékelésében. A
detektalas folyaman hasznalt kiiszobolés paraméterezhetd (
T).

A detektalas jobba tétele érdekében a wavelet alapu detektald
algoritmus hatékonysaganak és megbizhatésaganak javitasaval,
illetve paraméterezése hatasainak felmérésével foglalkoztam.

A konfokalis képeken jelentkezé foton zaj miatt a detektalas
wavelet modszerrel nem robusztus, ezért ezeken a képeken a
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jellemzé  zajmintakon  eldsziirést  kell  alkalmazni.
El6sziirésre az a trous wavelet transzforméacié elsé 2 szintjét
hasznalva kidolgoztam egy tiiske sziir6é eljarast konfokalis
képeken. Az eljaras az a trous transzformacio elsé két szintjének
egyutthat6it hasznalva éallapitja meg a képek nagyfrekvencias
pontjait, és azokat kiisz6b6l6 moddszerrel transzformalja, a
kiisz6bolés paramétere H .

Az a trous transzformaciéra épilé detektilas elemzéséhez
hatékonysagot és megbizhatésagot méré teszteket végeztem.
Bemenetként szimulalt méréseket allitottam el zaj és esemény
szimulaciéval. A zaj szimulalasara két modszert alkalmaztam, egy
normalis eloszlasa hattérzajt, illetve egy kalcium spark
eseményeket nem tartalmazé kisérleti képekbdl generalt hattérzajt.

cr s

egy kisérleti spark atlagolo, illetve egy reakcid-diffuzié szimulald
programot készitettem.

A tesztelés folyaman harom kérdéskort vizsgaltam:

* aklasszikus és az a trous transzformaciora épiil6 detektalas
osszehasonlitasa,

* az d trous transzforméaciora épiilé detektalas
megbizhatosaganak javitasa tiiske sztir6 alkalmazasaval,

*  szimulalt, kiilonb6z6 méretl és amplitudoju sparkok
esetében a detektalt és eredeti spark paraméterek kozti
arany kérdése (amplitudo és spark térbeli félérték szélesség
paraméterekre).

Osszehasonlitottam a klasszikus modszert az a trous

transzformaciora épiil6 detektalassal, és megallapitottam,
hogy az utobbi megbizhatobb és nagyobb szenzitivitasu kis

11



Eredmények

amplitadéju (A < 0.8 AF/F;) sparkok esetében Kkisérleti
képekbél generalt hattér esetében.

A szakirodalomban publikalt hasonl6é tesztek esetében
ismereteim szerint elészor hasznaltam olyan szimulalt
képeket, amelyeken a hattérzaj kisérleti képek adataibol lett
el6allitva, és igy jobban kozelitette a kisérleti képek zaj
eloszlasat.

Elgsziirés (konfokalis képekre jellemzé foton zaj sziirése)
alkalmazaisaval alatamasztottam azt a feltevést, miszerint az
a trous transzformaciora épiillé detektalas megbizhatobba
tehet6, és jelent6sen csokkentheté a hamisan pozitiv
talalatok szama, a modszer szenzitivitasanak igen Kis
mértéki csokkenésével.

Az algoritmus tesztelése folyaman két jellemz6t szamoltam ki: a
pozitiv prediktiv értéket (PPV), ez a talalatok megbizhatosagat
fejezi ki (mennyire lehetiink biztosak abban, hogy egy talalat valodi
pozitiv) és a szenzitivitast (S) (detektalas valdszintisége). Mindkét
jellemz6 empirikus valoszinliséget ad meg spark amplitudot
jellemz6 relativ fluoreszcencia értékekre. A teszteket normalis
eloszlast és kisérleti zajbol elballitott hattérzajon végeztiik. PPVs,
illetve S5, -el jeloltem azokat a relativ fluoreszcencia értékeket
(detektalt spark esemény amplitud6) amelyekre a predikcio, illetve
szenzitivitas valoszintsége 0.5.

Az Osszehasonlitas 1.54 ms pasztazasi sebességgel el6allitott
képekre késziilt (a kisérleti képek paramétere), amelyekre a hatteret
kisérleti képekbdl, illetve normalis eloszlasu zajbdl generaltam
(ugyanolyan jel/zaj arannyal — a tovabbiakban BSNR - a hattér
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pontjaiban, BSNR=m/c , m a zaj kézépértéke, O a zaj szoérasa).
Az alabbiakban megadott értékek BSNR = 3.5-re érvényesek.

Mig a szenzitivitas vonatkozasaban normalis eloszlast hattér
esetében a wavelet alapu keresés a hagyomanyossal dsszevethet6
eredményt mutat, lényegesen jobban teljesit kisérleti hattér
esetében ugyanazoknal a relativ fluoreszcencia egységekben
kifejezett amplitudoknal. Az a trous wavelet transzformaciora
épiillé algoritmus PPV;, értéke kisérleti képek pontjaibol
szimulalt hattér esetében tobb mint 0.3 relativ fluoreszcencia
egységgel (0.287 a 0.59-hoz képest) jobb mint a hagyomanyos
modszeré.

Az megadott tiiske sziirési modszert hasznalva kimutattam,
hogy az a trous wavelet transzformaciora épiilé algoritmus
szenzitivitasa gyakorlatilag nem valtozik a tiiskesziirés
nélkiill alkalmazott algoritmushoz képest, a PPV, értéke
viszont javul (0.21 a 0.32-ho6z képest).

A Kkisérleteinkben rogzitett line-scan képek esetében
eml6sokben jelentkezé sparkok detektalasara az optimalis
paraméterek 8=4.0, T=3 és a tiiske sziiré beallitaisa H =45,
igy jobb PPV gorbét kapunk szenzitivitas veszteség nélkiil.

Kiilonb6z6 méretii és amplitadoju szimulalt sparkokat
elemezve alatimasztottam azt a felvetést, hogy a detektalt
amplitadoé az eredeti amplitiido linearis fiiggvénye, 0.4 relativ
fluoreszcencia egység folotti amplitadonal. Az ennél kisebb
amplitadoju sparkoknal a detektalt amplitadoban egy
eltoléodas jelentkezik a zaj miatt. A detektalt félérték
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szélesség altalaban alul becsli az eredeti félérték szélességet
és nem fiigg a sparkok amplitadojatol.

e s e

az LSM, illetve a LIVE (lasd alabb) programcsomagokba. Az
algoritmus szimulalt képeken valé futtatisihoz és PPV, illetve S
értékek kinyeréséhez kiillon eljarast implementaltam, ezzel a
tovabbiakban is el6allithatéak a PPV és S gorbék mas zaj tipusok és
esemény alakzatokra.

4.3. Nagyfrekvencias line-scan mérések
elemzése

Az a trous transzformiciora éptlé modszert alkalmaztam nagy
frekvencias line-scan mérések eseményeinek detektalasara is.
Ezeken a képeken a spark tipust események kb. 30-szor nagyobb
frekvencidval vannak rogzitve, igy idébeli, pixelekben adott
kiterjedésiitk lényegesen kiillonbozik a klasszikus képeken
talalhatoktol.

A két dimenzids a trous transzformacié azonos vagy hasonlod
pixelekben mért tér és id6beli kiterjedés esetében alkalmazhatd
hatékonyan. Ha a keresett két dimenziés esemény nem izotrép
jellegli  jobban megoldhaté a feladat egy dimenzids
transzforméacioval. Az  események  idébeli  kiterjedésébél
meghatarozhaté az optimalisan keresé wavelet szint, ezért ez a
modszer altalanosan hasznalhaté line-scan és XY-t képeken
egyarant.

Mivel ezeken a képeken az események nem izotrop kiterjedéstek, a
detektalast az egy dimenzids a trous transzformacié idé koordinata
irAnyaban torténé alkalmazéasaval lehet megoldani, két magasabb
wavelet  szint  egyitthatdinak  kiiszobdlésével.  Szintként
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hasznalhatéak a 6-7 illetve 8-9-es szintek, ezek kivalasztasa az
események id6tartamatol figg.

Nagyfrekvencias line-scan képek (50 ps pasztazasi periodus)
esetében a spark tipusu események detektalasa megoldhatd
az a trous transzformaciéo egy dimenzidés valtozataval,
magasabb wavelet szintek kiiszobolésével (6-7 vagy 8-9
szinteket hasznalva).

A detektalas mellett tovabbi modszereket dolgoztam ki
nagyfrekvencias képeken a spark paraméter szamitasokra. Ezeken a
képeken, a nagy frekvencias pasztazas miatt jobban kovethets az
események kinetikaja, igy a teljes esemény tartalmara (vagy annak
jelentés hanyadara) szamithatéak a sparkokat jellemzé amplitudd
és térbeli félérték szélesség paraméterek.

Nagyfrekvencias képek esetében megoldottam egy olyan paraméter
szamitasat amely jol jellemzi a sparkokat kivalt6 kalcium kiaramlas
dinamikajat, ez az Gn. signal mass gorbe meredeksége. Az
eredmények konferencia absztraktokban, illetve poszter formajaban
keriiltek publikalasra, publikacié irasa folyamatban van.

Az altalam megadott szamitasi modszerekkel meghatarozott
amplitado, félérték szélesség és signal mass gorbe
meredekség paraméterekkel jellemezhetéek a nagy
frekvencias képeken rogzitett sparkok.

Az LSM LIVE képek elemzéséhez a LIVE nevii grafikus interfésszel
rendelkez8 program és fiiggvénycsomagot implementaltam. Ebben
a csomagban tobb detektalé és paraméter szamité modszer
valaszthato ki, és 4j elemzési lancok is futtathatéak, amelyeket az
altalam  fejlesztett fiiggvénycsomag  felhasznalasaval lehet
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Osszeallitani. Detektald modszerként a kiiszobols, egy és két
dimenzids a trous egyarant hasznalhato.

A LIVE programcsomaggal az Elettani Intézet laborjaban mindeddig
eléallitott line-scan tipusu képek elemezhet6ek. A csomag a szamolt
paraméterek gyors statisztikai megjelenitésére is alkalmas.

4.4. Elért eredmények hasznosithatésaga

A kalcium eseményekhez kot6dé kutatasokban hasznalt konfokalis
képek kilonboznek az egyedi kutatasoktol fiiggéen, esetenként a
paraméter szamitasok is valtoznak. Rugalmasan hasznalhat6
fuggvény csomagot alakitottam ki, ebbdl révid idé alatt
Osszeallithatdak a sziikséges elemzés lancok kalcium eseményekhez
kotédé kisérletekhez (konfokalis line-scan és x-y képekhez)
valamint idésorokhoz (x-y-t, x-y-z-t). Ezek a LIVE grafikus interfész
alol futtathatoak.

5. Tovabbfejlesztési lehetoségek

a) Jelenleg nincs megoldva a képek megfelels kép-szerven
torténd tarolasa és hosszu tavon valo kezelése. Jelenleg ezen
a teriileten az egyik legelfogadottabb megoldas az OMERO
(The Open Microscopy Environment,
http://www.openmicroscopy.org) kornyezet.  Ennek
hasznalata beépithetd a szoftverbe (a megoldas kidolgozasa
folyamatban van).

b) A LIVE mikroszképokon késziilt nagy méretli képek
szlikségessé teszik az alap algoritmusok gyorsitasat. Tobb
processzoron valé parhuzamositas, grafikus kartyakat
hasznalé algoritmusok implementalads lehetséges, tobb
algoritmus olyan feldolgozasra épil amik
parhuzamosithatéak (sztirések, normalizalas, konvolucid, a
trous algoritmus).
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c) Gépi tanulasra épiilé eljarasok hasznalata detektalasra.
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Introduction

1. Introduction

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.

One of the most used instrument in the last two decades for
capturing the phenomena located in a few microlitre volume has
been the confocal microscope. The method is based on the usage of
fluorescent dyes excited by the laser beam of the microscope.

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 detected events.

Investigation of elementary calcium events is based on computer
aided visualization, event locations on images are marked by
manual or automatic procedures. Analysis of confocal images is a
complex procedure, the number of images produced during a
research study might be of hundreds, and in consequence automatic
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procedures are needed in analysis. In addition, due to the high level
of noise in these images, some of the events are difficult to detect by
eyes, therefore computer based detection has delivered objective
methods from the beginning of these research studies.

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.

2. Goals of the thesis

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.

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
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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.

3. Computer based methods

Observation of elementary calcium events is achieved by
measurements (images) registered by confocal microscopy. At the
Department of Physiology two instruments were used to generate
images: the Zeiss LSM510 META and the Zeiss LSM LIVE. The
measurements were carried out on specially prepared skeletal
muscle fibers of frog, rat and mouse. During our work first of all
line-scan images were used, known as the best time related
information capturing scanning method. Generally, this method
provides the highest confocal scanning frequency, as a consequence
the elementary events are observed in the best way regarding
calcium kinetics. Scanning period of the LSM 510 META is around
milliseconds, in the case of the LSM LIVE this value is 50 ps/line, in
consequence kinetics appear more precisely.

For the analysis of line-scan images following methods were used:
a) image enhancing and preprocessing methods,
b) event detection methods,
c) biophysical parameter calculations by numerical methods,

d) statistical analysis of these parameters.
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3.1. Image enhancing and preprocessing
methods

In order to apply preprocessing to images, known methods from the
area of intracellular fluorescence imaging were used, namely image
normalization and photobleaching correction. From classical image
processing methods spatial filters were applied, like enhancing
images by median or mean filters. These procedures are generally
accepted as usual practice during analysis of confocal images based
on fluorescence.

3.2. Detection of events

Known procedures to detect elementary calcium events on line scan
images are presented in the Methods chapter of the thesis.
Historically a detection method based on a double threshold
procedure was first introduced in this field, later the method was
used by various research groups (Song et al. 1997; Cheng et al.
1999). A modified version of the algorithm was used also in this
research work, as a first tool in event detection on low speed line-
scans.

In the second part of our work the approach was changed, and a
discrete wavelet transform based method was used. The method had
been introduced by Starck and Mourtagh in astronomical image
analysis (Starck et al. 1997) and later was applied to confocal line-
scans by von Wegner (2006). The transform is known as the a trous
or stationary wavelet transform. The used wavelet is based on the
cubic B spline scaling function, whose properties make it suitable
for biological and medical signal and image processing (compact
support, generating simple and fast algorithms, symmetric shape,
and optimal time-frequency locating properties).

The transform serves as basis for some elementary signal
processing operations, like noise filtering and signal or shape
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detection. The original signal is transformed to wavelet coefficients
(levels, same size as the original signal), the frequencies of the
signal appear localized in space or time (according to the
coordinates of the signal) on a dyadic scale. The resulting
multiresolution support is suitable for signal analysis. Detection of
shapes is a common usage of the method, but various features for
classification tasks might be also extracted. The transform
performing algorithm is fast, has a simple implementation and is
separable in multiple dimensions.

3.3. Calculation of biophysical parameters

Statistical analysis and classification of elementary calcium events
is based on the calculated biophysical parameters. Parameters are
calculated from measured data using numerical methods. For
typical events like calcium sparks (having short duration, 20-30 ms)
parameter calculation methods are well established, consequently
these known methods were used (parameters describing the
temporal and spatial evolution of sparks observable on line-scans).
Alternatively, for cases when no generally accepted method was
given (like the case of long lasting - duration > 100 ms - calcium
ember events) new parameter calculation method was developed.

Some parameters result as features from pixel level data, others are
calculated by numerical methods, particularly curve fitting is used
frequently. In most of the cases Levenberg-Marquart method was
used for nonlinear curve fitting.

3.4. Software

To solve the practical tasks related to data analysis we used the
MATLAB (The 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
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methods were implemented.

4. Results

4.1. Analysis performed by classical methods

Based on previous scientific results and the experience in the
Department of Physiology, we developed a function library and a
GUI based line-scan analysis program. The following analysis
related tasks were solved:

a) As image preprocesing procedure a method for line-scan
normalization and photobleaching correction was
developed.

b) A modified version of the classical double thresholding
detection algorithm was introduced.

c) Methods were presented for calcium event parameter
calculations (amplitude, FWHM, FTHM, rise time,
duration). The parameters were used in statistical
comparative studies.

d) The parameters of low amplitude calcium embers were
calculated by a method developed during the research.

To correct photobleaching effects an algorithm based on the
exponential or biexponential characteristics of the process was
developed. This is an intensity correction procedure, needed for
parameter calculations in case of line-scan images. Normalization of
images was performed by a proprietary implementation of the
classical normalization algorithm used in the research field.

During the first part of our work we used our own implementation
of the double threshold algorithm for detection. The
implementation is configurable in the event confirmation phase of
the algorithm (by selecting a shape as the confirmation area or by
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defining conditions for t and x directions on the second threshold
area).

During the beginning of calcium sparks research (1999-2003)
methods have been developed for parameter calculations,
correspondingly we used also these methods. We solved the
problem of detection and data selection for parameter calculations.
Numerical methods were specified to calculate the following spark
parameters: amplitude, full width at half maximum (FWHM), rise
time, full time at half maximum (FTHM) and duration. The
parameters of sparks were used in control group based research
projects. By using generally recognized methods, results are
comparable with previous research works.

Automatic analysis of a large number of images was solved, in
addition interactive methods for researchers were also provided for
the researchers at the Department of Physiology. Namely calcium
events are selectable manually also, and parameter calculations are
performed on the selected area.

Due to lack of parameter calculation methods for calcium ember
events, a method was specified and used in Lukacs et al. (2008). This
method permits the analysis of long lasting (duration > 100 ms)
calcium events generated by the opening of one or few ion
channels.

A software function library was developed, algorithm
implementations are usable to form analysis chains for confocal
images. For visualization and interactive work a GUI based program
was developed. Analysis of large number of images is now possible
through automatic procedures.

Various research projects at the Department of Physiology used
these procedures for elementary calcium event analysis.

A GUI based interactive program was developed to supervise the
analyses procedures during research studies. By using these
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methods and software implementations calcium spark and ember
like events analysis on confocal line-scan images is achievable.
Software implementation is presented as a MATLAB function
library named LSM.

4.2. Using the a trous transform in confocal
image analysis

In order to raise the reliability and sensitivity of the detection
algorithm some of our algorithms were rebuilt on wavelet based
solutions. The one and two dimensional a trous algorithm based on
cubic B-spline scaling functions was used. The foundation of these
methods had been given by Strack and Mourtagh in astronomical
image analysis, first use for confocal images belongs to von Wegner.

An own implementation for the one and two dimensional transform
was developped during our work. The two dimensional transform
fits well for detection algorithms for nearly isotropic events in
image processing. This was used for:

(a) Noise filtering: Based on Starck and Mourtagh's method a
noise filtering algorithm was implemented. The
implementation has selectable threshold method (hard,
soft, and affine). Spark detection is resolved on images
with high noise level if previously noise filtering is
applied. The filter level is controlled by a parameter ( 0 ).

(b) Two dimensional event detection: a two dimensional
detection algorithm for line-scan images was implemented
based on the method proposed by Starck and Murtagh.
The method was used in experiments targeting calcium
sparks. The threshold level used by the detection
algorithm is also controlled by a parameter ( T ).

Consequently, to improve the results of wavelet based detection,
next the effects of parameters on the reliability and sensitivity of
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detection were evaluated.

Due to the photon noise present in confocal images, the a trous
wavelet based detection method is not robust, hence we proposed a
prefiltering algorithm targeting these noise patterns. A filter for
removing spikes based on the first two wavelet levels of the a trous
transform was introduced. The method considers the coefficients of
the first two a trous wavelet transform levels to detect high
frequency components of images. The high frequency image
positions are transformed by a threshold procedure using
parameter H .

As for the analysis of a trous wavelet based detection, testing
procedures to evaluate reliability and efficiency were constructed.
As input for the analysis simulated images were used, created from
simulated events and noise patterns. Noise was simulated by two
methods: generated Gaussian background noise and noise obtained
from experimental image backgrounds (images without the
presence of eye detectable calcium events) with a suitable
processing method. Events simulation was solved by a spark
averaging procedure (as input in focus experimental sparks are
used) or by processing the output of intracellular calcium reaction-
diffusion simulation in 3D (scanning the diffusion space along a line
and simulating the presence of the point spread function by
blurring).

Therefore during the testing procedure three problems were
studied:

* comparison of the double threshold detection (classical)
and the a trous wavelet based algorithm,

* improvements obtained by using a spike filter as
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preprocessing phase for the a trous algorithm,

* relation between detected and real spark parameters on
simulated images (amplitude and full width at half
maximum).

The classical method was compared with the a trous method on
simulated images with background generated from experimental
images. In cases of low spark amplitude (A < 0.8 AF/F) , the
latter has greater sensitivity and is more reliable then the classical
algorithm. To our knowledge, simulated images based on
experimental noise distribution were first time used in calcium
event detection tests.

In the case when prefiltering of photon noise is applied, the
detection based on the a trous wavelet transform tends to be more
reliable, false positive detection rate decreases considerable,
whereas the decrease of sensitivity is negligible.

Following the testing procedures two statistical parameters were
calculated: the positive predictive value (PPV, probability of a
detected event of being a true event) and the sensitivity (S,
expressing the probability of detection). The parameters are
calculated for amplitudes of the embedded simulated sparks given
in relative fluorescent units.

Detection tests were executed on backgrounds generated from
Gaussian and experimental noise. The notation of PPV, and Ss
were used to indicate the relative fluorescence value of spark
amplitude where the probability of positive prediction and
sensitivity is 0.5.

Simulated line scan images of 1.54 ms scanning period were used in
comparative tests, background was generated from Gaussian noise
or experimental data based noise (with identical background signal
to noise ratio, BSNR defined as BSNR=m/o , m mean value, O
standard deviation of noise data). The values given in the following
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paragraphs are valid for BSNR = 3.5.

Concerning sensitivity, in cases of Gaussian background noise
results obtained for classical and wavelet based detection are
nearby. However, the wavelet based detection performs
considerable superior results on simulated images generated from
experimental background. In case of background generated from
experimental images, the PPV, value of the a trous algorithm based
detection is by 0.3 relative fluorescence unit larger (0.287 compared
to 0.59) then the value obtained for the classical method.

Moreover, when the proposed spike filter is used, the sensitivity of
the wavelet detection algorithm suffers practical no modification
(compared to the value without spike filter), in contrast the PPV,
value is improved (0.21 compared to 0.32).

With respect to experimental images obtained at the Department of
Physiology, it was concluded that for detection of calcium sparks
(in mammalians) on line scan images the optimal parameters are

§=4.0,6 1=3 , H=45.

As for the topic of detected and real spark parameters, tests were
run in order to detect calcium sparks of various sizes. In cases of
calcium sparks of amplitude > 0.4 relative fluorescence units the
linear relation between detected and real spark amplitude was
confirmed. By sparks with amplitude < 0.4 AF/F  detected
amplitude contains a bias due to the presence of the noise. The
detected FWHM generally underestimates the real FWHM and has
no dependence on spark amplitude.

The wavelet based analysis algorithms were included in the LSM
and LIVE function libraries. In order to obtain the PPV and S
values, a procedure was implemented, as a result these parameters
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are calculable for other simulated images with different noise
patterns and simulated sparks.

4.3. Analysis of high frequency line-scan images

The detection method based on the a trous transform was used on
high frequency line-scan images also. On these images sparks are
recorded with 30 times higher frequency, thus the time dimension
is different compared to classical line-scans.

The two dimensional a trous transform fits best to detection of
events with isotropic or nearly isotropic extension in the two
dimensions. In cases when the studied event is not isotropic, the
detection performs better by using the one dimensional transform.
Considering the size (dimension) in time of the events, the optimal
wavelet level of the one dimensional a trous transform is
determined. In consequence, the method based on the one
dimensional transform is generally usable on high frequency line-
scans and XY images.

Due to the lack of isotropic extension, detection is performed by
applying the one dimensional & trous transform according to the
time coordinates and using two wavelet levels for thresholding. As
wavelet coeflicients levels 6-7 or 8-9 of the transform give the best
results. Selection of levels depends on the duration in time of the
targeted events and is estimated considering the duration of the
scaling function. The method was applied successfully to detect
calcium sparks on high frequency line-scans.

Furthermore, methods were created for spark parameter
calculations on high frequency images. Due to the high frequency
scanning, the images provide better possibility to study the kinetics
of calcium sparks. Parameters like amplitude and FWHM are
calculable for the whole duration of the event (or at least for a
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considerable part of the event time coordinates).

For high frequency events a method was given to calculate a
parameter in order to characterize the dynamics of calcium release,
namely the slope of the signal mass. The method was presented in
conference presentations recently and a research paper is on the
way.

To work with LSM LIVE images the LIVE software function library
was implemented. The user is allowed to select various detection
and parameter calculation algorithms. Moreover, it is simple to
create new analysis chains for specific experimental images. As
detection methods the classical, the one and two dimensional a
trous wavelet based methods are selectable. The LIVE package
assures the analysis of various confocal images in the laboratory.

4.4. Usage of the results

Line-scan images created during research project studied calcium
sparks may differ considerably, concerning noise level and event
shape. In some cases the parameter calculations should be also
modiefied. Our software function library permits a flexible usage in
order to create analysis chains for various images in short time.
They can be applied for x-t, xy or xy-t images. The chains can be
run by the LIVE graphical interface.

5. Improvements
Some possible improvements of this work:

a) Use of an image server as confocal microscopy image
repository, and accessing the server from the LIVE GUIL An
accepted solution for our area is OMERO (The Open
Microscopy Environment,
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http://www.openmicroscopy.org). A solution to connect the
LIVE interface to an OMERO instance is on the way.

b) Most of the algorithms used in our analysis chains are
suitable for parallel processing on GPU-s or multicore
processors. Rewriting the algorithms for parallel processing
is a future challenge.

c) The use of machine learning methods for detection.
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