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1. Bevezetés

Az eukaridta sejtek membranja képezi a hatarvonalat a kornyezet €s a sejt belseje
kozott. Ez valasztja el a kiilvilagtol, valamint feladata még a sejt és kornyezete kozotti
informéci6 és anyagaramlas (jelatviteli folyamatok, anyagtranszport) biztositdsa. Ennek a
hatarvonalnak a megismerése mind felépitésében, mind mikddésében nélkiilozhetetlen
szamos bioldgiai folyamat megértéséhez.

A napjainkban elfogadott membranmodellek alapjat az 1971-ben Singer ¢és
Nicolson altal felallitott folyékony-mozaik modell képezi (Singer és Nicolson, 1971), mely
Frye ¢és Edidin klasszikus kisérletére épiil, miszerint a F6 Hisztokompatibilitdsi Komplex
(MHC) fehérjék mobilisnak mutatkoztak egér és human limfocitak fizidja soran keletkezd
heterokarionok membranjaban. Ez a kovetkeztetés szolgalt a folyékony mozaik membran
modell alapjaul, amely hangsulyozta a fehérjék véletlenszerli eloszlasat és szabad
molekulak, és spontan rendezddnek micellakba, mig nagyobb koncentraciok esetén kettds
réteget képeznek. A modell szerint ebben a lipid kettésréteg ,,tengerben” (folyadék)
»usznak” a félig vagy teljesen bedgyazott (transzmembran) fehérjék (mozaik), melyek
feladata a kornyezet és a sejt kdzotti informacid és anyagaramlés biztositasa. A bioldgiai
membranokat a lipidek, valamint a lipidek és fehérjék kozott hatd hidrofobikus erdk tartjak
0ssze. A membranok nem statikus, sokkal inkdbb dinamikus képzddmények, melyekben a
lipidek és fehérjek kiilonbozd lateralis és rotacids mozgasokat (difftizid) végeznek.

Az ujabb kisérletes bizonyitékok azt sugalltak, hogy a fehérjék bizonyos membran
régidokban korlatozott mobilitassal rendelkezhetnek (Edidin, 1997). Ugyanebbe az iranyba
mutattak tobbek kozott fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer (FRET) kisérletek
eredményei is, azaz arra, hogy a fehérjék eloszldsa nem véletlenszerli a sejtmembranban
(Damjanovich és mtsai, 1997b; Matko és mtsai, 2002). A FRET egy spektroszkopiai
molekularis tdvolsdgmérd modszer. Szamos fontos sejtfelszini fehérje, mint pl. az MHC-I
¢s MHC-II (Matké és mtsai, 1994; Szollési és mtsai, 1996), valamint az interleukin-2
receptor alegységei  (IL-2R) (Damjanovich és mtsai, 1997a) homo- ¢és
heteroasszociaciokban vesznek részt. A FRET kisérletek tantisaga szerint ezek a fehérjék
1-10 nm tavolsagra vannak egymastol (Damjanovich és mtsai, 1997b). Ezen asszociaciok
mellett a fehérjék szervezddésének egy magasabb, masodik szervezddési szintje is

kimutathat6 single particle tracking (SPT) (Edidin, 1997), elektronmikroszkopos, atomerd



mikroszkopos (Damjanovich és mitsai, 1995) ¢és pasztdizo kozeli mezd optikai
mikroszképos technikakkal (scanning near-field optical microscopy, SNOM) (Hwang és
mtsai, 1998; Nagy és mtsai, 1999b). Ezek az un. mikrokolonidk néhany szdz nm
atmérodjliek és 10-1000 fehérje molekulat tartalmazhatnak.

Az 1990-es évek elejére bebizonyosodott, hogy a biologiai membranok nem
homogén rendszerek, bizonyos komponensek nem diffunddlhatnak szabadon a
membranban, azaz mozgasuk gétolt. A gatolt mozgasnak szamos oka lehet. Egyes fehérjék
mozgasat a sejtmembran belsé oldala feldl elhelyezkedd citoszkeleton akadalyozza, mert a
fehérjék intracellularis vége tullog azon, mintegy kihorgonyozva a fehérjét (Kusumi és
Sako, 1996). Bizonyos fehérjék mas fehérjékkel egyiitt fordulnak el6 a membréanban,
koztik erés masodrendli Osszetartd erdk hatnak, ¢és igen gyakran ezeket a
fehérjekomplexeket beagyaz6 lipid milid is eltér a membran madas teriileteinek
Osszetételétdl. Ezek a fehérje ,tarsulasok™ gyakran nem ionos detergensben is
oldhatatlanok (detergens rezisztens membran, DRM), és mintegy tutajokat képezve (lipid
raft) ,,usznak” a lipid tengerben (Edidin, 1997; Jacobson ¢és Dietrich, 1999; Simons és
Ikonen, 1997). Tovabba egyes membranrégiokat beliilrdl fehérjeburok vesz koriil (klatrin
burok), mely mintegy csapdaba ejti a benne elhelyezkedé membrankomponenseket (coated
pit) (Xavier és mtsai, 1998; Smart és mtsai, 1995). Ezek a membranszigetek mind kémiai
Osszetételilkben, mind fizikai tulajdonsdgaikban eltérnek a sejtmembran 4tlagos
Osszetételétdl, és kulcsfontossdgu szerepet toltenek be a sejt és kornyezete kozotti
kommunikécioban, anyag és jelatvitelben. A tapasztalatok ismeretében megalkotott Uj
biologiai membranmodell szerint a folyékony lipid tengerben mozaikszertien elhelyezkedd
fehérjék mellett taldlhatok merevebb, rendezettebb régidk (lipid tutajok) is, amelyek
folyékony rendezett (liquid ordered) fazist alkotnak. Erdemes megjegyezni, hogy mivel
egyes elképzelések szerint egy lipid tutaj atlagos élettartama nagyon rovid, nem is teljesen
helyénvaldo ezt kiilonalld6 doménnek vagy fazisnak nevezni, hanem egy olyan
mikrodoménnek, ami dinamikus egyenstlyban van a kérnyezé membranteriiletekkel.

Jelenleg a bioldgia var egy ) membranmodellre, hiszen a fent leirt modell nem
teljes, €s az 1) biofizikai €és biokémiai tapasztalatok nincsenek teljes mértékben
beleintegralva. Az elsd problémat a modell dinamizmusa jelenti, ugyanis a fent vazolt
modell nagyrészt statikus, mely ugyan emlitést tesz a membrankomponensek lehetséges
mozgasairél, de nem sz6l az egyes komponensek kiilonb6z6 mozgasformainak
id6éskalajarol. Tovabba a modell egyaltalan nem veszi figyelembe a sejt életmitkddése

soran bekovetkez0 membranvaltozasokat. Ugyanis vannak olyan sejtek (Thilo, 1985),



melyek minden féloraban lecserélik a teljes plazmamembranjukat endo- €s exocitozissal. A
folyamat soran a membran Osszetétele és a membranfehérjék sejtfelszini mintdzata is
folyamatosan valtozik.

A jelenlegi modellek ugyancsak nem szélnak a membran komponensek
szervezddési szintjeirdl, a kozvetlen molekularis kozelséget jelentd szervezddési szintrdl
(nanométeres tavolsagskala), valamint a molekuldris méreteket meghaladdé magasabb
hierarchikus szintrdl (szubmikrométeres / mikrométeres tavolsag-skéla) (Vereb és mtsai,
2003). Mig a lipidek lateralis heterogenitasanak kialakitdsaért és fenntartasaért felelds
tényezokrdl viszonylag sok kémiai és fizikai informacié all rendelkezésiinkre, addig a
fehérj¢k kompartmentalizaciojaban  szerepet jatszé folyamatok jellege, pontos
mechanizmusa a legtobb esetben még nem ismert. Ugyanakkor ezek feltarasa,
megismerése alapvetd informaciokkal szolgalhat a fehérjemintdzatok funkcidjanak és
altaldban a membranban lezajlo folyamatok (pl. jelatvitel) részleteinek a megértéséhez. A
modellbdl ugyancsak hianyzo elem, a kapcsolat a sejtmembran ¢€s a citoszkeleton kézott,
mellyel szamos kézlemény foglakozik (Tooley és mtsai, 2005), de az j eredményeket még

integralni kell a sejtmembran modelljébe.

1.1 Alkalmazott kutatasi metodikak

Intézetlink egyik kutatdsi iranyvonala a membranfehérjék szervezddésének, a
citoplazmamembrdn heterogenitdsainak vizsgalata. A  sejtmembran alkotoelemei
vizsgélatanak szadmos biokémiai és biofizikai mddszere ismert. A biokémiai modszerek
elsdsorban a membran Gsszetételének mindségi €s mennyiségi elemzését célozzak meg.
Napjainkra azonban beigazolodott, hogy a membranban a legtobb folyamat (anyag és
informécidaramlas) bizonyos membrankomponensek egyiittes jelenlétét igényli. Szamos
receptor (pl.: novekedési faktor receptorok, interleukin-2 receptor, immunszinapszis stb.)
tobb alegységbdl épiil fel, melyek csak egyiittesen képesek az adott ligand megfeleld
megkdtésére és a jelatvitel megvalositasara.

Ennek  megfeleléen a  membrankomponensek  proximitasviszonyainak
tanulmanyozasa nélkiilozhetetlen a sejtmembranon keresztiil lejatszodd folyamatok
megértéséhez. Az egyik lehetséges megkozelitési mod a fluoreszcencia rezonancia
energiatranszfer (FRET) hatékonysag mérése, mely igen érzékeny molekuléris

tavolsagmérd spektroszkdpiai moddszer, melynek szdmos mds technikdkra alapuld



adaptacidja (mikroszkopos fotohalvanyoddson alapuld energiatranszfer, &aramlasi
citométer, SNOM) létezik. A modszer alapjat egy kvantumfizikai folyamat képezi,
miszerint két kelléen kozel (1-10 nm) elhelyezkedd festékmolekula kozott energiadtadas
johet 1étre, melynek hatékonysaga fiigg a két molekula tavolsagatol. Az energiatranszfer
hatékonysagra a fluoroforokat jellemzd fizikai paraméterek (fluoreszcencia intenzitas,
fluoreszcencia  élettartam, fotohalvanyodasi iddalland6 stb.) megvaltozasabol
kovetkeztethetiink, és azon keresztiil a molekuldk tdvolsagviszonyaira.

A FRET technika egyik leghatékonyabb alkalmazdsi moddszere az 4aramlasi
citometrids energiatranszfer (flow cytometric energy transfer, FCET). A mérés sordn a
sejtszuszpenzid specialisan kialakitott d&ramlasi fejen halad keresztiil, melynek feladata a
hidrodinamikai fokuszalas megvaldsitasa, a sejtek sorba rendezése. A fokuszalast kovetden
a szuszpenzidban a sejtek egyesével haladnak el a gerjesztd 1ézerfény(ek) és a detektorok
el6tt. Igy rovid id6 alatt nagy szama sejt szamos fluoreszcencia és fényszorasi paramétere
mérhetd. Az energiatranszfer hatékonysag meghatdrozasa intenzitasvaltozas mérésen
alapszik (Matyus, 1992; Szoll6si és mtsai, 1998; Szolldsi és mtsai, 2002; Stryer, 1978).
Elénye, hogy rovid id6 alatt nagy szamu sejt vizsgalhato, jo statisztikaval. Azonban ebben
rejlik hatranya is, hiszen a nyerhetd informacié felbontasa sejtszintii, azaz minden sejtrol
egy atlagos informaciot kapunk.

A fotohalvanyodason alapuld rezonancia energia transzfer (pbFRET) a FRET
technika egyik mikroszkdpos adaptacidja. Az energiatranszfer hatékonysag meghatarozas
ebben az esetben a donor fotohalvanyodasi idéallandé megvaltozasanak mérésén alapul. A
mintat megvilagitjuk a donor gerjesztési szinképének megfelelé hullamhosszusaga
fénnyel, ¢és ekozben digitalis felvételeket készitlink, melyeken rogzitjik a donor
fluoreszcencia intenzitds fotohalvanyodds miatt bekdvetkezd csokkenését. A
képszekvencidk analizisével kapjuk meg a fotohalvanyodasi idéallando értékeket akar
képpontonként. A csak donorral, illetve donorral és akceptorral egyarant jelolt mintakon
meghatarozott fotohalvanyoddsi iddallandok 4tlagabol szamitjuk az energiatranszfer
hatékonysag atlagos értékét. Mivel ez egy mikroszkopos technika, igy a modszer
felbontoképességét a mikroszkop optikai felbontoképessége limitalja, igy a sejtfelszini
heterogenitasok, mikrokoldnidk is tanulményozhatok ezzel a modszerrel (Nagy és mtsai,
2002; Bodnar és mtsai, 1996; Bodnar és mtsai, 2003; Szabo, Jr. és mtsai, 1995). Erdemes
megjegyezni, hogy a FRET mikroszkopos mérésével az optikai mikroszkép kb. 200 nm-es
feloldoképességénél sokkal jobb érzékenységgel (1-10 nm) lehet a fluoroforok, fehérjék
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kolcsonhatasat vizsgalni. Az alacsony sejtszdm miatt azonban relative rossz a modszer
statisztikdja, és megvaldsitasa iddigényes.

Az immuno-gold technika segitségével a sejtfelszini receptorok kolloidalis
aranygdmbbel torténd jelolésével, az antigének kozvetleniil detektalhatok transzmisszids
elektronmikroszkoppal vagy AFM-mel (atomic force microscope, atomerd mikroszkopia).
A digitalizalt felvételek megfeleld matematikai modszerekkel analizalhatok, mely alapjan a
vizsgalt receptorok eloszlasarol vonhatunk le kovetkeztetéseket, valamint a molekulak
magasabb szervezddési szintjeit, az altaluk létrehozott nano- és mikrokolonidk méretét

tanulmanyozhatjuk.

1.2 A szoftverek és a bioldgiai kutatasban alkalmazott mdédszerek kapcsolata

Biologiai kutatasok soran a problémdkat részekre kell bontani, azaz meg kell
fogalmaznunk egy konkrét kérdést, mely megvalaszolhaté a rendelkezésiinkre &llo
méromodszerek egyikével. A moddszer kivalasztadsat, mintapreparalast és mérést a mérés
soran nyert adatok (szamértékek) értelmezése koveti, majd az eredményeket megprobaljuk
a jelenleg meglévd modellbe illeszteni (1.2-1. dbra). (Amennyiben ez nem sikeriil ennek
két oka lehet: 1. nem all megfeleld mennyiségli és mindségli adat a rendelkezésiinkre, 2. a

modell valtoztatasra szorul.)

e mérédmodszer .
biologiai ., . , eredmények
h kivalasztasa, .| eredmények - .
probléma > . > . »  Dbioldgiai
. a vizsgalat feldolgozésa . ‘1
megfogalmazasa ., interpretalasa
elvégzése

A

1.2 - 1. abra: Biologiai probléma megoldisanak menete.

Napjainkban mind a mérés vezérlését, mind az adatok tarolasat és feldolgozasat
megfelelden kialakitott hardver és szoftver segiti. A mérdberendezéseket gyartd cégek a
mérdberendezéseket kompletten a megfeleld vezérld, adatgylijtd egységekkel és
adatfeldolgoz6 ¢és archivalo szoftverekkel egyiitt forgalmazzak. Egy-egy modszer kisebb
modositasa soran a hardver és a mérést vezérlo szoftver altalaban nem szorul médositasra,

de az adatértékelés menete nagymértékben megvaltozhat, igy a szoftver atdolgozésara, 0j
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eljarasokra, fiiggvényekre, grafikus feliiletre, adatmegjelenitésre (vizualizacid) lehet
sziikség.

A felmeriilé igények kielégitését célozzak meg a tudomanyos adatfeldolgozo
szoftverek ugynevezett makrd szerkesztdi, valamint a futdsidejii értelmezdvel (interpreter)
ellatott script nyelvek. A script nyelv egy meglévd szoftver olyan szoveges parancsokbol
allo utasitaskészlete, melynek segitségével a felhasznéld irja le az adatfeldolgozas egyes
1épéseit, azaz a programot szdveges formaban utasitja egy konkrét feladat végrehajtasara.
Azonban a tapasztalat azt mutatja, hogy egyszer( script nyelv esetén, bar annak hasznalata
egyszerl, komolyabb problémak megoldasat nagyban nehezitik az egyszeriisités soran a
nyelvbdl elhagyott elemek. Teljes vagy majdnem teljes értékii script nyelv segitségével
(pl.: az ImageProPlus script nyelve) mar szinte minden programozasi feladat
megvalosithatd, &m a nyelv bonyolultsdga és Osszetettsége vetekedhet egy mar “él6”
programozasi nyelvével, melynek ismerete és haszndlata nem vérhato el az atlagos
miiszerfelhasznalo6tol.

Intézetiinkben illetve kollaboracidos partnereinknél is megjelentek ezek a
problémak, igy célunk a hidnyossagok poétladsa a meglévé rendszerek adatértékeld

szoftvereinek tovabbfejlesztése az egyszeriibb és hatékonyabb adatfeldolgozas iranyaba.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 Fluoreszcencia rezonancia energiatranszfer

A fluoreszcencia rezonancia energiatranszfert (FRET) Theodor Forster (Forster T.,
1948) irta le elséként. Ez egy sugdrzasmentes energiadtadasi folyamat, amely gerjesztett
allapotu fluoreszcens donor és molekularis kozelségben (1-10 nm) 1évd, nem feltétlentil
fluoreszcens akceptor molekulak kozott johet 1étre. A transzfer alapjat a festék molekulak
elektron rendszere kozott 1étrejéovo dipolus-dipolus kdlcsonhatéas képezi, mely 1étrejottének
a feltételei: 1) megfeleld térbeli orientdcio a festékmolekulak kozott; ii) atfedés a donor
emisszios ¢és az akceptor gerjesztési spektruma kozott. Az energiatranszfer atmenet
sebességi allanddja forditottan ardnyos a donor és akceptor molekulak tavolsdganak
hatodik hatvanyaval. Energiatranszfer esetén a donor kvantumhozama lecsokken, mivel az
energiatranszfer sordn a gerjesztett allapott molekula relaxdlodik. Ezzel szemben a
gerjesztett allapoti akceptor molekuldk szama és ennek kovetkeztében az akceptor
molekuldk fluoreszcencia intenzitdsa novekszik, mely jelenséget szenzitizalt emisszionak
neveziink.

A FRET jelenséget elsdsorban molekuldris tavolsdgok mérésére hasznaljuk, mint
egy “spektroszkopia vonalzét” (Stryer és mtsai, 1982), melyre az energiatranszfer
hatékonysag tavolsagérzékenysége teszi alkalmassa. A FRET mérés legaltalanosabban
elterjedt modja a fluoreszcencia intenzitasvaltozason alapuld energiatranszfer
meghatarozds, mely sordn az energiatranszfer hatékonysdgot a donor intenzits
csOkkenésébdl, valamint az akceptor molekuldk intenzitds ndvekedésébdl hatarozzuk meg.

Szamos mérérendszerre adaptaltak ezt a mérési modszert, tobbek kozott aramlas
citométerre (Matyus, 1992; Szollosi és mtsai, 1998; Vereb és mtsai, 2004). Ennek a
modszernek az elénye az, hogy rovid id6 alatt nagy szamu sejten végezhetiink kvantitativ
fényszoras és fluoreszcencia intenzitds méréseket. Tovabbad a mért paraméterekbdl
sejtenként szamithatunk mas jellemzdéket (energiatranszfer, anizotropia stb.) a nagy
sejtszam miatt relative jo statisztikaval (Szentesi és mtsai, 2004). Azonban hatranyt jelent,
hogy a szamitott ¢s mért paraméterek egy sejtrél nyujtanak atlagolt informaciét. Ennek
kovetkeztében ez a moddszer nem alkalmas a sejtek mért tulajdonsdgainak esetleges

sejtfelszini vagy sejten beliili heterogenitasainak vizsgalatara.
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A FCET méréseket adaptaltdk mikroszkopra is (Damjanovich és mtsai, 1995;
Lidke és mtsai, 2003; Nagy és mtsai, 1998; Jares-Erijman és Jovin, 2003; Gu és mtsai,
2004). Szamos biologiai rendszert lehet ezzel a modszerrel vizsgalni: immunvalaszban
résztvevo receptorok eloszlasat és proximitds viszonyait (Damjanovich és mitsai, 1998;
Dornan és mtsai, 2002; Vamosi és mtsai, 2004), tumor sejtek novekedési faktor receptorai
sejtfelszini eloszlasat (Diermeier és mtsai, 2005; Nagy és mtsai, 1999a; Nagy és mtsai,
2002), lipid-mikrodomén strukturdkat (Szollési és mtsai, 2002; Vereb és mtsai, 2003),
valamint fehérjék konformacié valtozasat (Bagossi és mtsai, 2005; Gaspar, Jr. és mtsai,
2001). A moddszer elénye az alkalmazott méréberendezésben, a mikroszkop feloldasaban
rejlik, hiszen a nagy feloldas miatt az esetleges heterogenitasok, a membranfehérjék

szervezOdési szintjei is tanulmanyozhatok.

2.2 Az intenzitasvaltozason alapulé rezonancia energiatranszfer

2.2.1 FCET értékek meghatarozasa

A FCET értékek aramlasi citométerrel torténd meghatarozasa a donor fluoroforok
az energia transzfer miatt bekdvetkezd intenzitdsvaltozas mérésén alapszik. A mérés soran
a sejtszuszpenziod specialisan kialakitott aramlasi fejen keresztiil halad, melynek feladata a
hidrodinamikai fokuszalas megvaldsitasa, a sejtek sorba rendezése. A fokuszalast kovetden
a szuszpenzidban a sejtek egyesével haladnak el a gerjesztd 1ézerfények és a detektorok
elétt. FCET méréseknél két térben szepardlt (egymas utan elhelyezett) kiilonbozd
hullamhosszsagu 1ézerfényt alkalmazunk, a donor és akceptor fluoroforok gerjesztéséhez.
Az energiatranszfer meghatarozasdhoz a donor molekuldkat - a gerjesztési spektrumuk
maximumahoz tartozo hullamhosszon - gerjesztve kell mérniink az akceptor fluoreszcencia
intenzitasat.

Idedlis mérdrendszer esetén a donor molekuldkat gerjeszté fény nem képes az
akceptort gerjeszteni, valamint a donor és akceptor molekuldk emisszids spektruma nem
fed at, azaz a donor ¢€s akceptor emisszid egymastol fiiggetleniil, kiilon-kiilon csatorndban
detektalhatd. Ezek a feltételek csak specialis estekben valosithatok meg, igy a mért jelek,
fluoreszcencia intenzitasok a donor és akceptor molekulak fluoreszcencia intenzitasainak
keverékei. Az egyes jelek matematikai uton torténd ‘“‘elvalasztdshoz” az atvilagitasok

mértékét jellemzd korrekcios faktorokat (S faktorok) kell bevezetni, melyeket csak egy
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fluoroforral (donor vagy akceptor) jelolt mintdkon mért fluoreszcencia intenzitasokbol
hatarozhatunk meg. A kovetkezd harom fluoreszcencia intenzitast kell detektalni a csak
donorral, csak akceptorral, és a mindkettvel jelolt (transzferes) mintan: I;(Aexnp, Aemp),
L(Aexp, Aema)s 13(Aexs, Aems) @ahol Aexp, Aexs @ donor és akceptor molekuldk gerjesztési
hullamhosszai, a Aemp, Aema pedig a donor és akceptor molekuldk emisszios hullamhosszai.

A csak donorral jelzett mintdn mért fluoreszcens jelekbdl az S; €s az S; korrekcios

faktorokat a kdvetkezd matematikai formulak segitségével hatarozhatjuk meg:

I I
Sy=F 8= (2.2-1)
1 1

Az S, és S, faktorok meghatarozasdhoz a csak akceptorral jelolt mintardl szarmazéd

intenzitas atlagat hasznaljuk, mely értékekbdl a faktorok az alabbi médon szamithatok:

I I
S= Si=t (2.2-2)
3 3

Az Osszes atlagintenzitds korrigalva van a hattérintenzitasra, melyet a jeldletlen mintabol

hatarozunk meg.

Az energiatranszfer meghatarozasdhoz a mérés soran meg kell tudnunk hatdrozni a
donor és akceptor molekuldval egyardnt jelolt mintdn az energiatranszfer és akceptor
atvilagitas nélkiili donor intenzitast (/p), az energiatranszfer és a donor atvilagitas nélkiili
akceptor intenzitast (I,), valamint az energiatranszfer hatékonysag értékét (£). A harom
ismeretlen meghatarozasdhoz harom fiiggetlen mért adatra van sziikség, ezek az I;, I, I;.

Az ismeretlenek és a mért adatok kozotti 0sszefliggéseket az alabbi egyenletek irjak le.

I,=1,(1-E)+1,S,+(S,/S,)] ,Ecx (2.2-3)
L =1,1-E)S,+1,S,+1,Ea (2.2-4)
I,=1,(1-E)S,+1,+(S,/8)I,Ea. (2.2-5)

A harom egyenlet megoldasa a kovetkezd eredményre vezet:
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C= E =l. SISZ [12(1_S3S4)_11(S1 _S2S3)_]3(S2 _S1S4)] (2 7. 6)
I-E « (S, = 8,8)U,S, - 1,S,)
Melybdl az energiatranszfer a kovetkezé moédon szamithato:
C
E=——. 22-7
1+C ( )

Az o faktor a mérérendszer, valamint az alkalmazott festékpar jellemzoit foglalja
magaban, és azt jellemzi, hogy egy gerjesztett allapoti akceptor molekuldt milyen
hatékonyan képes a mérdrendszer detektalni egy gerjesztett allapoti donorhoz képest. Az a

faktor a kovetkez6 egyenlet alapjan hatarozhaté meg kisérletesen:

- MAFLDgDpD

a= — .
MDBALAgApA

(2.2 - 8)

Az MP és M értékek a csak donorral jelolt minta /; intenzitdsanak, valamint a csak

akceptorral jeldlt minta /, intenzitdsdnak atlaga. ?, B értékek a donor és akceptor
molekulak kotShelyeinek atlagos szama, L, L* a festék/fehérje jelolési arany, az &, &'
értékek a donor és akceptor molekuldk molaris abszorpcids egyiitthatoi a gerjesztési
hulldmhosszon mérve, valamint a p°, p' a donor és akceptor molekulakat gerjesztd
lézerfények intenzitésai.

Egy adott optikai rendszer esetén az S faktorok a hasznalt festékekre jellemzok, igy
ezek értéke a vizsgalt biologiai rendszertdl fiiggetlen. A « szamitasdhoz hasznalt

konstansok ¢és faktorok pedig precizen meghatarozhatok, mérhetdk (Tron és mtsai, 1984).

2.2.2 Autofluoreszcencia korrekcio

Kis jel-zaj ardny esetén a sejtekrél érkezd autofluoreszcencia intenzitas
Osszemérhetové valik a fluorofortdl szarmazo fluoreszcencia intenzitassal, ezért sziikséges

a detektalt intenzitasok autofluoreszcencia korrekcidja. A korrekciora két lehetoség van.
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1. Jeloletlen sejteken az egyes csatorndkban mért autofluoreszcencia intenzitdsok
atlaganak levondsa a jel6lt mintdn mért fluoreszcencia intenzitasbol. Ennek a modszernek a
hatranya, hogy kis fluoreszcencia intenzitds értékek esetén a relative nagy
autofluoreszcencia atlag torzithatja az energiatranszfer értékeket, igy a transzfer
hisztogram kiszélesedik.

2. A masik lehetdség a sejtenkénti autofluoreszcencia korrekci6. Ilyenkor egy kiilon
csatorndban mérjiilk az autofluoreszcencia intenzitas sejtenkénti értékét a jelolt mintan,
majd tovabbi atvilagitasi faktorok bevezetésével / mérésével korrigdljuk az egyes
csatornakban mért fluoreszcencia intenzitasokat (Sebestyén és mtsai, 2002).

A sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcid6 megvaldsitasdhoz sziikség van egy
negyedik csatornara, melyben az autofluoreszcenciat mérjiik. Tovabba megfelelé donor-
akceptor festékparra, hogy az egyes csatorndk jelei spektralisan jol szeparalhatdak
legyenek. A Cy3-Cy5 festékpar alkalmasnak bizonyult, hiszen ezek emisszioja a vords felé
van eltolodva, igy az autofluoreszcencia intenzitds jol mérhetd a donor fluoreszcencia
maximuma alatt.

A kovetkezd négy fluoreszcencia jelet kell detektalnunk a mérés soran: I;(Aexp,
Aemaut)y 1o(Aexp, Aemp), 13(Aexp, Aema) tOVADDA Ly(Aexa, Aema), ahol Aep = 488 nm, Aoy = 635
nm a donor ¢€s akceptor molekulak a gerjesztési hullamhosszai, A.,p = 585/42 nm, Agpg >
670 nm a donor és akceptor molekulak emisszids hullamhosszai, valamint Aey4,c = 530/30
nm az autofluoreszcencia detektalasanak hullamhossza. A fenti intenzitasok koziil az /; az
autofluoreszcencia csatorna. A mérés soran kihaszndljuk, hogy a (Aexp, Aemdur)
hulldmhosszpar esetén a donor (Cy3) intenzitasa alacsony, illetve azt, hogy a Cy3 festék a
FacsCalibur 488 nm-es lézervonalaval még gerjeszthetd, de csak szuboptimalisan
(Sebestyén és mtsai, 2002).

Az egyes csatornakban a spektralis atfedéstdl és az energiatranszfer hatékonysagtol
figgd mértékben, a négy fluoreszcencia intenzitds kombindciojat mérjiik. Az egyes
csatorndkban mérhetd intenzitdsok a kovetkezd modon irhatok fel a detektalt

fluoreszcencia intenzitasok kombinacidjaként:

I, = A+1,(1-E)S, +1,S, +]DE05% (2.2-9)

2

12:ABz+ID(1—E)+IAS4+IDEa% (2.2-10)

2
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I,=AB,+1,(1-E)S, +1,S, + I ,Ea (22-11)

D A

1 & &,
14:AB4 +]D(1—E)S3+1A+]DEa_ DLXA /;xl)
Sz glexl) gﬂexA

(2.2 - 12)

Meg kell jegyezni, hogy az I, egyenletben az [, Ec 4tvilagitasanak mértéke a 2.2 - 5

egyenlethez képest eltér, melynek oka az, hogy a FacsCalibur az [; és I, intenzitasokat
eltéré hullamhosszokon detektalja.

Az autofluoreszcencia intenzitidst az egyes, a donor fluoreszcenciat a kettes, a
lézerfény altal kozvetleniil gerjesztett akceptor molekuldk fluoreszcencia intenzitdsat a
négyes csatorndban detektaljuk, mely értékek rendre a kovetkezdk: A4, Ip, 14. Az S;-Ss,

valamint B>-B, faktorok irjak le a spektralis atfedés mértékét az egyes csatornak kozott. Az

D A

exA4 j'(i\‘D 4 r o s . & I3
5> a donor ¢s akceptor molekuldk molaris abszorpcios egyiitthatdinak hanyadosa a

&, &
Aexp ™ Aora

megfeleld hullamhosszokon mérve.

Az S, S3 és S5 faktorok a csak donorral (Cy3) jelolt minta mérésével hatarozhatok meg a

kovetkez6 modon:

I I I
S =2, 5 =2 § =21 (2.2-13)
12 2 12

Az S, Sy és Sg faktorok a csak akceptorral (Cy5) jelolt mintabol hatarozhaték meg az alabbi

formulak segitségével:

I I, I,

S,== 5§=-=,8=-1L 22-14
2 ]4 4 14 6 14 ( )
Jeloletlen minta mérésével a B,, Bj, B, faktorok szamithatok ki:
1 1 1
B,=-%, B,=—2, B,=—*. (2.2-15)
1 1 ]l
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Az « paraméter, a donor ¢és akceptor molekuldk eltéré fluoreszcencia
kvantumhatasfokat és emissziojuk eltéré detektaldsi hatékonysagat korrigalja.
Meghatarozasa méréssel, valamint az aldbbi formula kiszamitasaval torténik, hasonléan a

korabban leirtakhoz:
a:MAB__DLDgDpD |
MP BALAgApA

(2.2 - 16)

Az altalunk hasznalt FacsCalibur optikai elemeinek kdszonhetden a S3 Sy €s S, tovabba az

D A

exA /‘LEXD

D A
& e E s

hanyados is nullanak adddott, amely nagyban egyszeriisiti a fent leirt négy

egyenletet, valamint azok megoldasat:

E _i 1, (BZS] +B,S, _B3)+[2 (Bsss -5, _B4S255)+13 (1_32S5)+14S2 (BZSS _1)
1-F « I,—1B,

} (22-17)
A fenti képletbdl az energiatranszfer a kovetkez6 modon hatarozhatd meg:

E=—1. (2.2 - 18)
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2.3 A fotohalvanyodason alapulo energiatranszfer

A fotohalvanyodas egy olyan fotokémiai folyamat, mely soran a fluorofor
molekulabol az abszorpciés spektruménak megfeleld hulldmhosszasagli fénnyel
megyvilagitva olyan termékek keletkeznek, melyek a megvilagitd fény hatdsara mar nem
képesek fluoreszkalni (Young és mtsai, 1994; Jovin és Arndt-Jovin, 1989a; Jovin és Arndt-
Jovin, 1989b). Ez a jelenség altalaban nem elényds, €s keriilend6 a hagyomanyos
fluoreszcencia mikroszkdpidban, azonban, mint latni fogjuk, elénydsen alkalmazhato
egy¢b fizikai folyamatok, mint pl. a rezonancia energiatranszfer detektalasara.

A megvilagitott fluorofor a fényt abszorbedlva gerjesztett allapotba keriil
(szingulett allapot), ahonnan a 2.3 - 1. abran lathatd folyamatok soran keriilhet ujra

alapallapotba.

S

2.3 - 1. abra: Fluoreszcens molekula egyszeriisitett Jablonski diagramja. Az abran csak az
elektron alap, szingulett és triplett allapota lathato (S, S, és T) (rotacids nivok nincsenek
feltiintetve). Tovabba feltiintettiik a lehetséges elektronatmenetekhez tartozo folyamatok sebességi
egylitthatoit, melyek rendre a kovetkezOk: abszorpcid (k.), fluoreszcencia (kg), egyéb
sugarzasmenetes relaxacios folyamatok (k,), szingulett-triplett atmenet (rendszerek kozotti
atmenet, k;.), triplett allapoton keresztiil megvalosuld foszforeszcencia (ky,.), valamint az adott
szint egy magasabb energiaji nivdjarol a legalséd nivojara torténd sugarzasmentes atmenet.

A fluoreszcenciat és a foszforeszcenciat foton emisszidja kiséri, mig a kémiai
reakciokban olyan termékek keletkeznek, melyek a gerjesztd fény hatasdra mar nem
képesek fluoreszkélni. A kémiai reakciok soran a szingulett és a triplett allapota fluorofor
molekuldk reagalnak a vizes kornyezetben 1évé oldott Or-nel, alapéllapoti szomszédos

festékmolekulaval, vagy a fotohalvanyodas soran keletkezett termékekkel. Az egyik
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legelterjedtebben hasznalt fluoreszkalé molekula, a fluoreszcein esetében eddig 9 ilyen
tipusu reakciot sikeriilt azonositani (Song és mtsai, 1995b).

A teljes reakcidmechanizmus sebességi egyenletének meghatarozasdhoz minden
egyes termékre, illetve koztes termékre fel kell irni a sebességi egyenletet. Ha minden
részfolyamatot figyelembe vesziink, legaldbb hat darab csatolt differencidlegyenletet
kapunk, melyeknek analitikus megoldasa nem létezik.

A modell megfeleld egyszerlisitése mellett azonban a sebességi egyenlet
megoldhatd (Young és mtsai, 1994; Periasamy, 2001). A megfelel6 hullamhosszisagu
megvilagitd fény hatdsara a fluorofor (D) gerjesztett allapotba (D) keriil. A folyamat
sebességi egylitthatoja legyen k., mely magéaban foglalja a fluorofor moléris abszorpcios
foton fluxust magédba foglald szorzofaktort. A relaxacidé harom folyamatat, a
fluoreszcenciat és a triplett allapoton keresztiil megvaldsulo foszforeszcenciat, valamint az
egyéb sugarzasmentes relaxacios folyamatokat jellemezziik egy kozos sebességi
egylitthatoval k.,-vel. A fotokémiai folyamatokat tekintsiik egy olyan kémiai folyamatnak,
mely a gerjeszthetd fluoroforok szdmat csokkenti, sebességi egylitthatoja k,. Amennyiben
kelléen kozel megfeleld akceptor (4) molekula is taldlhaté, ugy Iétrejohet az
energiatranszfer. Az energiatranszfer sebességi egyiitthatdja - mely folyamat sordn az

akceptor fluorofor molekula keriil §” szingulett allapotba - legyen &, (2.3 - 2. abra).

l donor D*
ki ky, ,
fotohalvanyitott
donor D

akceptor A*

—— donor D

2.3 - 2. abra: Gerjesztett allapoti donor molekula lehetséges relaxaciés utvonalainak
sematikus rajza. D* D" D rendre a gerjesztett allapott, fotohalvanyitott és alapallapotii donor
molekuladt, mig A* a gerjesztett allapotii akceptor molekulat jeloli. Az adbran a fluoreszcenciat, a
triplett allapoton keresztiil megvalosuld foszforeszcenciat, valamint az egyéb sugarzasmentes
relaxacios folyamatokat egy kozos sebességi egyiitthatd jellemzi (k.,). Az abszorpciod sebességi
egyiitthatojat k., a fotohalvanyodasi folyamatét k,, mig az energiatranszfer sebességi egyiitthatojat
k, jeloli.

Ez az egyszerisito kozelités elfogadhatod, mert a biologiai vizsgalatok soran leggyakrabban
alkalmazott fluorofor, a fluoreszcein illetve szarmazékai esetében a lehetséges fotokémiai
folyamatok sebességi allandéi a kisérleti tapasztalatok szerint a fotohalvanyodasi

gorbékben nem oldhatok fel.
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A fenti megfontolasok alapjan a teljes reakcidegyenlet a kovetkez6 alakban irhato

fel:

k

e

kb
D=D — D, 23-1)

ke, 0, ,stb.

crer

differencidlegyenlet:

d4b] _

7 ~k [D]+(k,, +k)[D'], (23-2)

crer

vonatkoz6 differencialegyenlet:

*

A2k 11, + kDR (D), (23-3)

melyben k&, = 0, ha nincs jelen akceptor molekula. A két csatolt differencidlegyenlet
megoldasahoz még feltételezniink kell, hogy az alapallapot és gerjesztett allapot kozott

eldegyensuly alakul ki (steady-state kozelités), azaz kellden révid idéintervallumon beliil a

crer

—k -k
D()=D(t=0)-exp| ———L—.¢|. 23-4
(t)=D( )p(kem+kb+kt] ( )

Az az id6tartam, mely alatt a donor koncentracid az e-ed részére csokken a

fotohalvanyodasi id6allando, és az alakja a kovetkezo:

o k,, +k, +k

; 23-5
s ( )

valamint akceptor tavollétében (k; = 0):
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k, +k,

T=— 23-6
ko, ( )
Lathatd, hogy energiatranszfer esetén a fotohalvanyodasi id6éallandé értéke megno:
=7+ & , 23-7

k k,

e

mely az energiatranszfer, mint egy alternativ relaxacids ut megjelenésével magyarazhatd

(2.3 - 3. abra).

Fluoreszcencia intenzitas

id6 (tetszoleges egységben)

2.3 - 3. ébra: Fotohalvanyodasi gorbe. Amennyiben a donor molekuldk mellett kelléen kozel
akceptor molekulak is talalhatok, ugy létrejohet az energiatranszfer. Ennek kovetkeztében a
fotohalvanyodasi folyamat lelassul, a donor molekulak kezdeti intenzitasa lecsdokken, valamint a
meghatarozott fotohalvanyodasi idéallandd 7; nagyobb lesz, mint akceptor tavollétében (7;), mivel
az energiatranszfer egy jabb sugarzdsmentes utat nyit a gerjesztett allapotii donor molekuldknak a
relaxéciora.

A fentiekben elméletileg meghatarozott fotohalvanyodasi kinetika szerint a gerjeszthetd
molekuldk szdma exponencialisan csokken a megvilagitasi id6 ndvekedtével, melyet a

kovetkezd egyenlet ir le:

D({t)=D,(t=0)-¢"""+D,(t=0)-e"'> (2.3-8)

A Kkisérleti tapasztalat szerint ez két exponencidlis tagot tartalmazd egyenlet szerint
valtozik. Ez feltehetden azt tiikr6zi, hogy a lehetséges fotohalvanyodasi folyamatok koziil

legalabb két egymastdl kimutathatéoan eltérd sebességli komponens van jelen a
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fotohalvanyodasi kinetikdban. Mivel a fluoreszcencia intenzitds egyenesen aranyos a

crer

F(t)=F -e"'"+F,-¢"" (23-9)

ahol F a fluoreszcencia intenzitds az id6 fiiggvényében. Az értékelés soran altalaban az

atlagos <> értéket célszerli szamitani a kdvetkezd formula alapjan:

A+ 4,
A+ A4,

<> (2.3-10)

ahol az A4, és A, a két 7 értéket add intenzitdskomponens amplitiddja. Az energiatranszfer

szazalékos értékét az alabbi Osszefiiggés szerint lehet meghatarozni:

E=1-7/7". (23-11)

A fenti egyszertsitett 6sszefiiggésnél figyelembe vettiik, hogy &, elhanyagolhat6 az 6sszes

tobbi relaxacios folyamat sebességi allanddjahoz képest.

2.3.1 A fotohalvanyodasi idéallandé pixelenkénti meghatarozasa

A fotohalvanyodas mérése soran a minta halvanyodasat a fluoreszcencia intenzitas
csokkenésével, fluoreszcens mikroszkopot alkalmazva, digitalis képek felvételével
detektalhatjuk. A mérés soran felvett képek szama a fluorofor fotohalvanyodasi
id6éallandgjatol, valamint az energiatranszfer hatékonysagtol fligg. Hiszen minél nagyobb a
fotohalvanyodasi iddéallandd, annal hosszabb ideig tart, ugyanolyan gerjesztdé fény
intenzitds mellett, azonos szamu donor molekula elhalvanyitdsa. Amennyiben
energiatranszfer szintén létrejohet, tigy a fotohalvanyodés folyamata tovabb lassul, mivel
az energiatranszfer ugyancsak egy lehetséges ut a gerjesztett allapotit donor molekuldk

Az egyes részfolyamatok (fotohalvanyodas, energiatranszfer, fluoreszcencia)
sebessége fligg a donor molekulak gerjesztett allapotanak telitettségétdl (Jovin és mtsai,

1990), igy fotohalvanyodasi folyamat soran alkalmazott gerjesztdé fény intenzitasanak
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megvalasztasanal figyelembe kell venni az aldbbiakat. Alacsony gerjesztd fényintenzitas
mellet a fotohalvanyodas sebessége elhanyagolhatd, mivel a gerjesztett allapoti molekulak
szama tul alacsony. Ezzel szemben tul nagy gerjeszté fény intenzitas mellett a donor
molekulak lehetséges gerjesztett allapotai telitésbe keriilnek, tobbek kozott a hosszu
¢lettartamu triplett allapotra is beall a steady-state egyensuly. Ebben az esetben a
fluoreszcencia tobbé nem aranyos a gerjesztd fény intenzitdsaval, és igy a fotohalvanyodas
sebességének megvaltozdsan alapuld energiatranszfer meghatarozads nem megvaldsithato.
Mindezeket figyelembe véve kdzepes fényintenzitast kell haszndlni a fotohalvanyodas
mérése soran, mert ebben az esetben a fotohalvanyodas sebessége, valamint a
fluoreszcencia intenzitas egyenesen aranyos az alkalmazott gerjesztd fény intenzitasaval.

A mért képszekvencidkbol az egyes képek megfeleld pixeléhez tartozd intenzitas
értékek az id6 fiiggvényében torténd abrazolasaval jon 1étre a fluoreszcencia intenzitas

lecsengés gorbe (2.3 - 4. ébra).

;8 120

N 100 -

Q

£ 807

©

.5 60.

C

B 40

N

[7p]

O 20

(@]

= 0 . . :
L 0 10 20 30

A felvett kép sorszama

2.3 - 4. abra: Fotohalvianyodasi képsorozat. Egy reprezentativ egyenld idokozonként felvett
fotohalvanyodasi képsorozat és egy pixel fotohalvanyodasi gorbéje (+), valamint a pontsorra
illesztett két exponencialis tagbdl allo gorbe (folytonos vonal) lathato.

A fotohalvanyodasi id6allandok pixelenkénti meghatdrozasdhoz minden egyes pixelhez
tartozd lecsengés gorbére illeszteni kell egy exponencialis fliggvényt. Korabbi munkakkal
Osszhangban (Song és mtsai, 1995a; Song és mtsai, 1996; Song és mtsai, 1997) a
kovetkezd két exponencialis tagot tartalmazo fiiggvényt lehetett a legjobban illeszteni (a

legkisebb négyzetes hibaval) a mért gérbékre:

I(t)=Ae"" + 4™ +1, (2.3-12)
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ahol /(z) az adott ¢ id6ben a fluoreszcencia intenzitas nagysaga, I, a hattér fluoreszcencia,
A; és A a két exponencialis komponens amplitaddja, valamint z; és 7> a fotohalvanyodasi

iddallandok.
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2.4 Immuno-golddal jelolt sejtfelszini antigének térbeli eloszlas analizise

FRET technikdk segitségével vizsgalhatjuk a sejtfelszini receptorok proximitas
viszonyait, s6t a FRET fluorofor koncentraciotdl vald fiiggésének analizisével a néhany
nm-nél nagyobb asszocidtumok is vizsgalhatok (Kenworthy és Edidin, 1999). Ennek
ellenére a FRET nem alkalmazhat6 a fehérjék magasabb szervezddési szintjének, a vizsgalt
fehérjék  esetleges homo- és  heterokolonia  képzésének  vizsgéalatira. A
membrankomponensek nano- és mikrométer nagysagrendbe esd koloniamintdzatainak
tanulmanyozasara alkalmas moddszer az immuno-gold jelolés, mely soran
elektronmikroszkopos felvételeket készitiink kolloidalis méretli aranygdmbokkel jelolt
mintakrél. Az elektronmikroszkopos felvételeken a nagy elektrondenzitdsu aranygdmbok
fekete pontokként jelennek meg, melyek méretiik alapjan a kiilonb6zé receptorok
elkiilonithetdk, ¢és tavolsag viszonyaik tanulmanyozhatok. A pontok kozotti
tavolsdgeloszlas analizisével kovetkeztetéseket lehet levonni a fehérjék eloszlasdnak
véletlenszeriiségével kapcsolatban, valamint lehetdség nyilik a fehérjekolonidk atlagos
méretének becslésére.

Az immuno-gold jelolési mddszer specifikus és érzékeny eszkdz bioldgiai mintdk
antigén eloszldsanak vizsgalatara, melyet a biologia szamos teriiletén alkalmaznak
ultravékony metszetek antigén eloszlasanak ¢és sejtfelszini fehérjemintazatok vizsgalatara
(Damjanovich és mtsai, 1995; Jenei és mtsai, 1997; Panyi és mtsai, 2003; Vereb és mtsai,
2000). A technika tovabbi pozitivuma, hogy kiilonb6zé méretli aranygdmbdoket hasznélva

lehetdség nyilik Osszetettebb rendszerek vizsgalatara is.

2.4.1 Pontmintazatok analizise

Az 1950-es évektdl kezdddéen szdmos modszert fejlesztettek ki térbeli
pontmintidzatok (random €s nem random) analizisére és karakterizalasara (Diggle, 2003;
Konig és mtsai, 1991; Stoyan és mtsai, 1995), melyeket a tudomany szamos teriilete (allat
és novény okologia, geografia, bAnyamérnokok, biologia stb.) hasznal.

Térbeli pontmintazat ekvivalens egy olyan valoszinliségi valtozdval, melynek

értéke egy pont (pontosabban annak (x, y) koordinatai) egy eldre definidlt vizsgalati
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teriileten. Egy ismeretlen torvényszertiséget kovetd ponteloszlas jellemezhetd elsé és

masodrendli paraméterekkel.

24.1.1 Elsorendii paraméter

Az elsérendll paraméter a ponteloszlas globalis vagy dominéans eloszlas mintdzatat,
azaz a pont feliileti stiriségének (L) helyfiiggését irja le a vizsgalt teriileten. Homogén
ponteloszlas esetén A(x, y) = allandd, azaz helyfiiggetlen, valamint egy adott A teriileten

megtalalhat6 pontok szdma A4 paraméterti Poisson eloszlast kovet:

A

PIN=k) ="

: (24-1)

melyre késébb, mint teljesen random ponteloszlasra (CSR: complete spatial randomness)

fogok hivatkozni.

24.1.2 Masodrendii paraméter

A masodrendii paraméterekbdl a vizsgalt teriilet egyes részeinek lokalis vagy
szomszédsagi ponteloszlas mintazatara lehet kovetkeztetéseket levonni az egész eloszlasra
nézve. A masodrendil analizis magaban foglalja tobbek kozott a Ripley féle K fiiggvényt és
a parkorrelacios fiiggvényt (PCF).

A Ripley féle K fiiggvény, melyet redukélt masodik momentum mértéknek
(reduced second moment measure) is neveznek a pontok kozotti atlagos tavolsagrol ad
felvilagositast. Teljesen random ponteloszlas esetén, mely N pontot tartalmaz, egy adott

sugaru koron beliil taldlhatd pontok vart szama (P(r)) a kdvetkezdképpen szdmolhato ki:
P(r)= %m*z , (24-2)

ahol N a teljes pontszam, 4 a teljes mintateriilet, 7° azon kor teriilete, melyen beliil a

pontok szamat vizsgaljuk. A fenti formula Ugy értelmezhetd, hogy az r sugart koron beliil
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elhelyezkedd pontok szamat ugy kapjuk meg homogén ponteloszlas esetén, hogy a pontok
felilleti strtiségét, A= %, megszorozzuk a vizsgalt terlilet nagysdgaval. Ennek

megfelelden homogén ponteloszlas esetén P(r) és a feliileti slirliség hanyadosa - melyet K

fiiggvénynek neveziink - 77 értéket vesz fel barmely » esetén, mig inhomogén esetben

ettol eltér:
e K(r)= P(r)% = zr* : homogén ponteloszlas,

e K(r)>nr’: apontok aggregalodtak (feldusulas),

e K(r)<nr’: apontok eltidvolodtak (ritkulas) egymastol.

A parkorrelacios fiiggvény eldallithatd a K fiiggvény derivéltjaként az aldbbi

formula alapjan:

1 dK(r)

PCF(r)=
2zr  dr

(2.4 -3)

A parkorrelacios fiiggvény egy adott részecskétol adott r tavolsagon beliil 1évé pontok
stiriségének, valamint a pontok atlagos feliileti stirliségének hanyadosa. Hasonldéan a K
fliggvényhez a pontok aggregacidja esetén a fliggvény értéke ndvekedni, mig ritkuldsa
esetén az értéke csokkeni fog. A PCF elénye a K fiiggvénnyel szemben, hogy teljesen
random eloszlas esetén konstansfiiggvény, hiszen értéke minden r-re 1, igy értelmezése

egyszeriibb, valamint a ponteloszlas inhomogenitasa kdnnyebben vizualizalhat6.

2.4.2 Immuno-gold jelolt antigének térbeli eloszlas analizise elsérendil paraméter

alapjan

Az analizis els6 lépéseként minden egyes aranygdmbnek meg kell hatarozni a
helyét, azaz a képbeli x és y koordinatajat. Ezt kovetden egy racsot kell kifesziteni a képre,
mellyel a képet elemi cellakra bontjuk, majd meg kell hatdrozni az egyes cellakban
talalhat6 aranygdmb szdmot (Jenei és mtsai, 1997; Panyi és mtsai, 2003; Vereb és mtsai,
2000). Végezetiil a cellak aranygémb szdma alapjan egy hisztogramot kell 1étrehozni, azaz

abrazolni kell a celldk szamat az aranygdmb szam fiiggvényében. Amennyiben az
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aranygombok eloszlasa véletlenszerli, a hisztogram burkold gorbéje Poisson eloszlast
kovet. Szignifikdns eltérés esetén az aranygdmbok illetve az antigének sejtfelszini

eloszlasa nem véletlenszer(i, azaz az antigének kozott valamilyen rendezé eré mikodik.

243 Immuno-gold jelolt antigének térbeli eloszlas analizise masodrendil

paraméter alapjan

243.1 A K fiiggvény becslése

A fliggvény becsléséhez meghatarozzuk minden egyes aranygdmb koriil egy adott »
tavolsdgon belill talalhaté aranygdémbok atlagos szamat, majd elosztjuk az aranygdmbok
feliileti strtiségével (Glasbey és Roberts, 1997; Philimonenko és mtsai, 2000), az alabbi

formula alapjan:

ld.)<r]
K= ZZ 2(d(, ) (24-9

1¢1

ahol d(i,j) az i pont tavolsaga a j ponttdl. A K fiiggvény becsléséhez meghatarozzuk az
axb teriiletli képen az aranygdmbok atlagos feliileti stiriségét (A ), oly mdédon hogy az
aranygdmbok N szamat osztjuk a kép teriiletével. Az 1[feltétel] egy indikator fliiggvény,
melynek értéke egy, ha a feltétel teljesiil, - jelen esetben, ha a pont az r sugar koron beliil
helyezkedik el -, egyébként nulla.

Az analizis soran nagyobb tavolsagok (r) esetén egyre nagyobb a valdsziniisége,
hogy az r sugaru kor nem fér ra a vizsgalt feliiletre, ez a mintasz¢él effektus. Ennek
kikiiszobolésének egyik lehetséges modja a geometriai kovariogram ablak (geometric
window covariogram) hasznalata. A korrekcid soran a minta teriiletnek csak azt a darabjat
vizsgaljuk, melyen beliil elhelyezkedd pontok koré rajzolt » sugara kor az axb nagysagu
képen beliil helyezkedik el. Ennek meghatarozasahoz, az eredeti képet Onmagahoz
viszonyitva minden iranyba (0-27) eltoljuk r-el, majd meghatarozzuk az eredeti és az eltolt
képek atfedo teriiletét / metszetét, ez a y faktor. A K fiiggvény becslésekor a y faktort adott

r esetén a kovetkez6 képen szamitjuk ki:
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y(r) :ab—z(ab)r+lr2, 24-5)
V4 /4
ahol a és b a vizsgalt teriilet magassaga ¢€s szélessége.

2432 Parkorrelacios fiiggvény becslése

A parkorrelacios fiiggvény becsléséhez elséként a K fiiggvényt becsiiljiik, mely a
PCF integralja az r,, r, intervallumon (Glasbey és Roberts, 1997; Philimonenko és mtsai,

2000), meghatarozasa az alabbi formula alapjan torténik:

1 IMn=dG <] "y
fio7) = ZZ di, )y, )) (2:4-9)

ji

A K 'fiiggvény ismeretében a PCF atlagos értéke egy adott r,r+Ar intervallumra

meghatarozhaté a K~ fiiggvény r szerinti derivaltjanak szamitasaval az alabbi egyenlet

alapjan:

K'(r,r+Ar)

Ar

< PCF >= 24-17)
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3. Célkituzések

Munkank soran célunk volt bemutatni harom, sejtfelszini  fehérje
proximitasviszonyainak tanulmanyozéisara alkalmas moddszert, elsésorban ezek elméleti
fizikai hatterének, valamint a nyerhetd informaciok matematikai feldolgozasanak és az
eredmények interpretalasinak modjat. Tovabba célunk volt mindharom modszer
adatfeldolgozéasanak szoftveres hatterének megteremtése, illetve a meglévé programok
kiegészitése az adatok feldolgozasat segitd algoritmusok létrehozasaval.

Az analizis programokban a kovetkezd funkcidk megvaldsitasat tliztiik ki célul:

e Az dramlési citométereket elsdsorban rutindiagnosztikai eljarasokra tervezik, igy
bar rendelkeznek a méréshez, illetve az adatok feldolgozasahoz nélkiilozhetetlen
szoftvercsomagokkal, de azok nem alkalmasak energiatranszfer szdmitasra. Célunk
volt a hiany potlasa, egy olyan adatfeldolgozd szoftver kifejlesztése, melynek
segitségével egyszerre tobb mérési f4jl is feldolgozhatd parhuzamosan, tovabba egy
olyan felhasznéldi feliilet biztositdsa, melyen keresztiil a felhaszndlo aritmetikai
muveleteket definialhat a sejtenként mért paramétereken.

e Mivel a kereskedelemben nem kaphato fotohalvanyodasi képsorozatok pixelenkénti
kiértékelésére alkalmas szoftver, célunk volt egy olyan szoftvercsomag létrehozasa,
mely teljes korli tdmogatast nyujt az analizishez, valamint az eredmények

e Aranygdmbbel jelzett antigének elektronmikroszképos felvételeinek analiziséhez
célunk volt egy olyan program fejlesztése, mely alkalmas a kiilonb6zé méretli
aranygdmbokkel jelolt antigének helyzetének meghatarozéasara, valamint a poziciok
koordinatainak megfeleld fajlformatumban torténd tarolasara, az aranygdmb

mérettdl fliiggden, tovabbi statisztikai analizishez.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 A FCET és AFCET kisérlet soran hasznalt sejtek, antitestek és festékek

A FCET kisérlethez N87 gyomor tumor sejtvonalat (American Type Culture
Collection (Rockville, MD)) hasznaltunk, és a specifikacié szerint (10% FCS-t, 2mM L-
glutamint és 0,25% gentamycint tartalmaz6é RPMI médiumban 5%-0s CO, koncentracid és
37 °C-os homérséklet mellett) novesztettiik korai konfluens allapotig. Az ErbB2
receptorok jeloléséhez Cy3 és CyS fluoreszkald festékek maleimid-szarmazékaival
konjugalt humanizalt 4D5 (Trastuzumab, Herceptin™) és 2C4 (Pertuzumab, Omnitarg™)
Fab-t hasznaltunk, melyeket a Genentech Inc.-t6] kaptunk. A sejteket kétszer mostuk hideg
PBS-ben (pH=7,4), majd kb. 1 milli6 sejtet szuszpendaltunk fel 50 pl foszfat pufferben
(PBS, phosphate buffered saline). A sejteket ezutan 30 percig, jégen, sotétben jeldltik a
megfeleld festékkel konjugéalt monoklondlis antitestek Fab fragmentumainak telitd
jelolt antitest fragmentumokat egyszerre adtuk a sejtekhez. Végiil a sejteket hideg PBS-ben
mostuk kétszer és 1%-o0s hideg formaldehid PBS-ben fixaltuk.

4.2 A pbFRET Kkisérlet soran hasznalt sejtek, antitestek és festékek

Az EBV-modositott human B limfoblastoid JY sejtvonal, RPMI 1640 médiumban
novesztettilk (10% hokezeléssel inaktivalt FCS-t; 2 mM L-glutamint és 50 pg/ml
koncentracidban gentamycint tartalmaz) 5%-os CO, koncentracido mellett, 37 °C-on. Az
MHC I (HLA-A,B,C) nehézlanc jelolésére W6/32 (IgG2ax) antitestet, a f2-microglobulin
(MHC 1 konnyi lanca) jelolésére L368 (IgGlk) antitestet, mig MHC II (HLA-DR)
jelolésére L1243 (IgG2a) antitestet hasznaltunk. A megtisztitott antitestekhez, 6-
(fluoreszcein-5-karboxamido)-hexansav-szukcinimidil-észtert (SFX) vagy 6-(tetrametil-
rodamine-5-(és-6)-karboxamido)-hexansav-szukcinimidil-észtert (TAMRAX, Molecular

Probes, USA) kotottiink. A festék antitest jelolési aranyt spektrofotométerrel hataroztuk

crcr

cre
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45 percig jégen. Az inkubdlds utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel és fixaltuk 1%
formaldehid PBS-ben jégen 30 percig. A jelolés alatt kiilon figyelmet forditottunk arra,
hogy a sejteket 4 C° alatt tartsuk, az esetleges sejtfelszini aggregaciok elkeriilése

érdekében.

4.3 Az Immuno-gold kisérlet soran hasznalt sejtek és antitestek

A kisérlet soran transzfektalt Jurkat TagC15 sejtvonalakat hasznaltunk, melyeket
5%-0s CO, koncentracié mellett 37 °C-on RPMI 1640 médiumban novesztettiink, mely
10% hdkezeléssel inaktivalt FCS-t, 2 mM L-glutamint és 50 pg/ml koncentracioban
gentamycint tartalmaz. Az immuno-gold jelolés sordn a transzfektalt sejteket kétszer
mostuk Hanks™ oldatban, majd anti-FLAG M elsddleges antitesttel jeloltiikk (Sigma,
Budapest) jégen 40 percig. Majd a sejtszuszpenziot mostuk kétszer és egy masodlagos
poliklonalis antitesthez konjugalt 10 nm-es kolloidalis aranygdmbokkel (AuroProbe EM
10 nm, Amersham Pharmacia) jeloltiik. Végiil a sejteket jégen fixaltuk 1%-os
paraformaldehiddel 1 6rén at, majd 2%-os glutaraldehiddel 0,1 M Sorensen’s pufferben
(pH=7,2) egy ¢jszakan at. A transzmisszios elektronmikroszkopidhoz a sejteket a kordbban

leirt modon preparaltuk (Jenei és mtsai, 1997; Vereb és mtsai, 2000).

4.4 A mérések soran hasznalt méroberendezések

A FCET és az AFCET méréseket Becton Dickinson FACSCalibur aramlasi
citométeren (Becton Dickinson, San Jose, CA) végeztik el. A donor molekuldk
gerjesztésére 488 nm-es, az akceptor molekulak gerjesztésére 635 nm-es hullamhosszisagn
lézerfényt, mig a donor és akceptor fluoreszcencia detektalasanal rendre 585/42 nm-es
savsziirdt és 570 nm-es feliilateresztd sziir6t hasznaltunk. Az AFCET méréseknél a sejtek
autofluoreszcencidjanak detektaladsara 530/30 nm-es savsziir6t hasznaltunk.

A pbFRET méréseket Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszképon végeztiik el. A
donor molekuldk gerjesztésére Ar ion lézer 488 nm-es hullamhosszat, mig az akceptor
molekuldk gerjesztéséhez He-Ne 1ézer 543 nm-es hullamhosszusagt fényét hasznaltuk. A
donor és akceptor fluoreszcencia detektaldshoz rendre 525/20 nm-es sévsziirét, valamint

570 nm-es feliilatereszto sziirt hasznaltunk.
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Az aranygdmbokkel jelolt sejteket JEOL elektronmikroszkoppal vizsgaltuk (JEM
100 B mikroszkop, 80 kV-os fesziiltség).

4.5 Fejlesztokornyezetek

A FCET analizis (ReFlex) és elektronmikroszkopos képfeldolgozo (ClickOnGold)
programokat Borland Delphi Stadidban (Borland Software Corporation, Scotts Walley CA,
USA) fejlesztettiik. Azért esett a valasztas erre a fejlesztd kdrnyezetre, mivel tdmogatja az
objektum orientdlt programozast, valamint szdmos beépitett grafikus eszkozt és
komponenst tartalmaz (pl.: tablazatok (TStringGrid), és fanézetek (TTreeView)) (Cantu,
1997). Mindemellett a beépitett programtervezo feliilete olyan eszkozdket biztosit (object
inspector, tulajdonsag szerkeszto stb.), melyek megkonnyitik €s felgyorsitjak a felhasznaloi
feliilet tervezését.

A fotohalvanyodéas képszekvencia analizis programot a National Instruments
LabVIEW- 6.1 (National Instruments Corporation, Austin TX) kornyezetben fejlesztettiik
ki az NI Europe céggel torténd egyiittmiikodés soran, mivel igen egyszeriien hasznalhato
grafikus fejlesztofeliilettel rendelkezik. A LabVIEW egy un. adatatvezérelt grafikus
fejlesztokornyezet, melyet eredetileg mérnokoknek fejlesztettek ki intelligens vezérld és
folyamatiranyité berendezések szoftveres vezérlésének egyszerli megvalositasdhoz.
Azonban az utébbi idében az eszkodztara olyan dinamikusan boviilt, hogy mara egy
gyakorlatilag teljes értékii programozasi nyelvnek tekinthetd, mely szadmos grafikus
eszkozt és matematikai rutint, in. VI-t (virtual instrument) foglal magaba.

Mindharom szoftvert Windows platformra fejlesztettiik ¢és teszteltik Windows9X,

WindowsNT, Windows2000 és WindowsXP operacids rendszereken.
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5. Eredmények és megbeszélés

5.1 Az aramlasi citometrias kiértékel6 program (ReFlex)

A FCET ¢és az AFCET szamitasok elvégzése specidlis szoftvert igényel, mivel
ekkor a sejtenként mért paraméterekbdl sejtenként hatdrozzuk meg az energiatranszfer
értékeket. A programnak képesnek kell lennie az aramlasi citométerek altal szolgaltatott
fajltipusok (flow cytometry standard, FCS (Data File Standard Committee, 1990; Seamer
és mtsai, 1997)) megnyitasara, a megfeleld szamitasok elvégzésére, valamint megfeleld
feliiletet kell biztositania a kapuzasok (a vizsgalni kivant sejtpopulacié kivalasztasa)
elvégzéséhez. Az aramlasi citométerek altal generalt fajlok szerkezete, valamint a
standardok leirasa az A kiegészitésben, mig a program legfontosabb osztalyainak leirasa a
Mellékletben talalhato.

A program fejlesztése soran, mivel ezt a technikat intézetiink és kollaboracios
partnereink szdmos bioldgiai probléma megoldasanal hasznaljak, célunk volt a korabban
felmertilt igények kielégitése. Ennek megfeleléen kifejlesztettiink egy olyan szoftvert,
mely alkalmas az FCS fajlok feldolgozésara, valamint a mért paraméterekbdl a FCET ¢és az
AFCET értékek meghatarozasara. A hatékonyabb adatfeldolgozas érdekében a programot
tobbdokumentumos feliilettel lattuk el, mely lehetdvé teszi tetszéleges szamu adatsor
egyidejli / parhuzamos feldolgozasat. A program tartalmazza a jelenleg hasznalt grafikon
tipusokat, valamint a kapuzasok elvégzéséhez sziikséges grafikus eszkozoket. Mivel a
szamitasok eltéréek lehetnek a kiilonb6zd szamitasi modszereknél, a programot ellattuk
egyenletszerkeszté modullal is, melyen keresztiil a felhasznalé adhatja meg az elvégzendd

szamitdsok matematikai formulait.

5.1.1 A ReFlex program felépitése

A program felhasznal6i feliilete harom részre oszthatd (5.1 - 1. dbra). Az elsé rész a
fajlok csoportjainak kezelésére és megjelenitésére szolgald Projekttabla. A masodik rész a
Csoporttabla, mely egy a Projekttablaban kivalasztott csoport fajljait €s azok adatait jeleniti
meg. A harmadik részen, mely egy Tabulalt panel (egymas f61¢ helyezett feliiletek, melyek
kozott kis ,.fiilek” segitségével navigalhatunk, tovabbiakban Tabpanel), a felhasznalo altal
definialt grafikonok, a kapuhierarchia és a templatok lathatok.
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5.1 - 1. abra: A program felhasznaléi feliilete. A feliilet harom részre oszthatd, Projekt tabla,
alatta a Csoport tabla, jobb oldalt pedig a Tabpanel talalhato.

Mivel a program képes egyszerre tobb fajl megnyitasara, sziikkséges a megnyitott
allomanyok rendszerezése, a hasonld adatsorok (FCS féjlok) csoportositisa. Ezt teszi
lehetévé a Projekttabla, mely a csoportokat (Group) €s az egyes csoportokhoz tartozé FCS
fajlokat jeleniti meg. Tetszbleges szamu csoport hozhatd 1étre a kiértékelés kdzben. A
legelsé csoport (GroupAll) a program inditasakor jon létre. A beolvasott FCS fajlok a
tablaban legelsd csoport ala rendelédnek automatikusan, melybdl barmikor athelyezhetdk,
vagy kitorolhetok.

Hasonl6 fajlok szimultan analizisét teszi lehetdvé a Csoporttabla. A Projekttablaban
kivalasztott csoport teljes hierarchiaja jelenik meg ebben a tablaban. Ugyancsak ezen az
interfészen keresztiil lehetséges az egyes fijlok kapuzott populdcidinak mas fajlokra
torténd masolasa (drag and drop), az egyenletszerkeszté modul megnyitdsa, valamint itt

jelennek meg a kapuzott populaciok és az azokon definialt statisztikdk eredményei is.

37



A Tabpanel szolgadl a csoportok ald rendelt FCS fajlok populacidinak
megjelenitésére. A panel szerkezete a kovetkezd: A legkiilsé tabpanel tarolja a csoportokat
¢s templatokat. A templatok segitségével a felhaszndld egyszerre modosithatja egy
csoporton beliil 1évo FCS fajlok egyenletszerkesztdinek alneveit és konstansait.

A csoportfiilek segitségével érhetdk el az egyes csoportok ald rendelt FCS fajlok. A
csoportpaneleken belill egy-egy jabb tabpanel lathato, a fiileken a megnyitott FCS fajlok
neveivel. Mivel minden egyes fajl tobb minta mérési eredményeit is tartalmazhatja, ezért
az egyes mérések kiilon panelon jelennek meg, ezek az ugynevezett Tube-ok. Végiil a
legbelsé paneleken az adott mérés kapuzott populacioi érhetdk el.

Az egyes populaciok egy-egy tabpanelen lathatok. A feliilet harom részre oszthato,
a grafikont megjelenitd legfelsd teriiletre, mely a grafikonokon kiviil, jobbra rendezve egy
eszkoztarat is tartalmaz. Az eszkoztar segitségével lehet a populacid hierarchidn beliil
navigélni, a kapuzott populaciok kozott miiveleteket végrehajtani, valamint a populacion
statisztikdkat megadni. A felillet kozépsé részén taldlhatok a grafikon tipusdnak
megvaltoztatasara ¢és az abrazolt paraméterek kivalasztisara szolgalé kontrolok. A
harmadik részen az adott populacion létrehozott kapuhierarchia lathatd egy Kaputdblaban,
melynek felugré meniije szdmos funkciot tartalmaz, tobbek kozott a kapukat lehet

atnevezni, lathatova tenni, atszinezni, torolni stb.
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5.1.2

Grafikonok

A programban haromfajta grafikont lehet létrehozni futdsidoben: hisztogram, dot-

plot, density-plot (5.1 - 2. dbra).
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5.2 - 2. abra: Hisztogram, dot-plot és density-plot. Az 1-es grafikon, mely egy egydimenzios
hisztogram, a sejtek szamat mutatja a kivalasztott paraméter fiiggvényében. A 2-dik grafikonon,
mely egy kétdimenzios dot-plot, két paramétert abrazolunk egymas fiiggvényében, és a sejteket
egy-egy pont reprezental. A 3-dik grafikonon, mely egy kétdimenzios szinkodolt hisztogram, a dot
plot-hoz hasonloan két paraméter egymastol valo fiiggését abrazoljuk. A pontok sziirkeskalan
kodolt szine a paraméterek megfeleld intervallumaba es6 sejtek szamat reprezentalja.

A hisztogramon (1) egyértelmiien lathatd, hogy két atfedd sejtpopulacioval van dolgunk. A két
populacié dot-ploton (2) nem kiilonithetd el egyértelmiien a nagy pontsiiriiség miatt, mig a density-
ploton (3) jol lathato a két populécio hatara. A density-ploton torténd kapuzas utan a szétvalasztott
populaciok grafikonjai a 4, 5, 6 képeken lathatok.

Mindhéarom grafikon esetében az dbrdzolés torténhet linedris és logaritmikus skalan is. Az

egyes kapuk altal szelektalt alpopulaciok a kapu szinével jelennek meg a grafikonokon.
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5.1.3 Kapuzas

A kiértékelés soran kiilonb6zé populaciok kivalasztasara kapukat (gate)
definidlunk. A kapuzds sordn a mért vagy szdmitott paramétereken definidlt szabalyok
alapjan valasztjuk ki azt az alappopulaciot, melyet vizsgalni akarunk. Két tipusa létezik az
egy ¢és kétdimenzids kapuzas. Egydimenzids kaput hisztogramon, mig kétdimenzios kaput

dot-ploton illetve density-ploton hozhatunk létre.

5.1.3.1 Hisztogram kapu

Hisztogramon létrehozott kapuk segitségével valosithatdé meg az egydimenzids
kapuzés, mely azt jelenti, hogy azokat a sejteket kell kiszelektdlni, melyek &brazolt
paramétere a kapu minimuma és maximuma kozé esnek.

A hisztogram kapunak van egy tulajdonsaga, melynek beallitasaval egy specidlis
viselkedésii, ugynevezett nyesdkaput (trimgate) lehet 1étrehozni. Ez a kapu az egyszerii
hisztogram kaputdl annyiban tér el, hogy minimum ¢és maximum értékét automatikusan a
megadott szazalékos értékeknek megfeleléen allitja be. Azaz a két kiiszobérték gy keriil
kivalasztasra, hogy a populdciéo megadott szazalékat vagja le mind feliilrél, mind alulrél. A
kapu elénye az, hogy a kiiszobértékek ily modon toérténd megaddsa nem szubjektiv, azaz

fiiggetlen attol, hogy ki hozta 1étre a kaput.

5.1.32 Kétdimenzios Dot-plot kapu

Dot-plotos abrazolas esetén a kapuzott sejtek meghatdrozasa joval Osszetettebb
algoritmust kivan, hiszen azt kell megvizsgalni, hogy az adott koordinatakkal (paraméter
értékekkel) rendelkezd pont (sejt) a felhasznalo altal a grafikonon koriilhatarolt teriileten
(poligon) beliil talalhaté-e. A probléma megoldasdhoz a kovetkezd vizsgalatot kell
végrehajtani: Legyenek a sejtet reprezentald pont koordinatai x és y. A poligon csticsainak
koordinatait jeloljik x[i] és y[i]-vel, i (= 0..n), ahol »n a poligon cslicsainak a szama.
Amennyiben a vizsgalt pont a poligon paratlan szamu oldaldhoz képest helyezkedik el

balra, ugy a pont a poligonon beliil helyezkedik el, egyébként a poligon nem foglalja
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magaban a vizsgalt pontot. Matematikailag ez a kovetkezdt jelenti: amennyiben mindkét
alabbi kifejezés igaz

OSy_—MSI és grerx, aholj =i+ 1, ry =y —y[i], tovabba rx = x — x[i],
J1-i] Ay

a vizsgalt poligon ¢l a ponttdl balra taldlhato, egyébként jobbra. Az Inside fliggvény,
melynek Pascal kédja a Java nyelv Poligon osztilyanak contains metddusan alapszik

(J2EE, Java.awt.polygon.contains), a kovetkezo:

function TPolygon.Inside( x,y : integer ) : boolean ;

var
hits  : integer;
ySave : integer;
i,n,j :integer;

dx,dy :integer;
rx,ry :integer;
S : double;
begin
if getBounds.inside(x, y) then
begin
hits = 0;
ySave :=0;
i:=0;
while (i < length(XPoints)) and (ypoints[i] = y) do inc(i);
for n := 0 to High( XPoints ) do
begin
j == (i+ 1) mod length(XPoints);
dx := xpoints[j] - xpoints][i];
dy := ypoints[j] - ypoints[i];
if (dy <> 0) then
begin
X =X - xpoints[i];
ry =y - ypoints[i];
if (ypoints[j] = y) and (xpoints[j] >= x) then ySave := ypoints][i];
if (ypoints[i] = y) and (xpoints[i] >= x) then
if (ySave > y) <> (ypoints[j] > y) then dec(hits);
s =ry/dy;
if (s >=0.0) and (s <= 1.0) and ((s * dx) >=rx) then inc(hits);
end;
i=j;
end;
Result := (hits mod 2) <> 0;
end
else Result := false;
end;

A vizsgélt ponttol balra elhelyezkedd poligon élek megszamolasahoz egy hits nevii, egész
tipusu valtozot vezettiink be. Amennyiben ennek értéke paros, tigy a pont a poligonon

kivil talalhato.
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5.1.33 Operator kapuk

Az operator kapukra azért van sziikség, hogy a felhasznalo a kapuk éaltal szelektalt
alpopuléciokon alapvetd halmazmiiveleteket hajthasson végre. Ennek megfelelden az
operator kapunak két halmazmiivelet elvégzésére (unid és metszet) alkalmas tipusa van,
valamint a kapuk masoldsara 1étrehoztunk egy masolo kaput, mely egy adott hisztogram

vagy dot-plot kapu 11j grafikonon valé megjelenitésére szolgal.

5.1.34 Kapuk kézotti kapesolatok

Az FCS f4jl olvasasa utan automatikusan létrejon egy masold kapu, mely az dsszes
mért sejt indexét tartalmazza. Ez a kapuhierarchia feje. Az 6sszes tobbi kapu ez ald van
rendelve (5.1 - 3. édbra). Egy 0j kapu létrehozasakor (mely ebben az esetben csak dot-plot
vagy hisztogram kapu lehet) a sziiletd kapu tulajdonosa ez a kapu lesz. Az Ujonnan
létrehozott kapu meghatarozza a kaput kielégitd sejtek indexét, és a kapuzott populacio
megjelenik a grafikonon a kapu szinével. Minden egyes kapu populacidja megjelenithetd
uj ablakban, valamint a dot-plot és hisztogram kapuk kozott operaciokat értelmezhetiink

(unio, metszet), melyet a program ugyancsak operator kapukon keresztiil valdsit meg.
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5.1 - 3. abra: Kapuhierarchia grafja. A kapuhierarchia feje egy operator kapu (Operl), mely a fajl
megnyitasakor jon létre, és az Gsszes mért sejt indexét tartalmazza. Kézvetlen leszarmazottai csak
hisztogram vagy dot-plot kapuk lehetnek. Ez forditva is igaz, miszerint hisztogram ¢és dot-plot
kapuk gyermeke csak operator kapu lehet. Az abran téglalapok zarjak korbe a kozds grafikonon
megjelend kapukat, valamint a P betii jeloli a sziil6kaput.

Minden kapu ismeri sziildé kapujat, vagy operatorkapuk esetében kapuit, valamint

minden sziildkapu ismeri gyermekeit. Erre a kovetkez6k miatt van sziikség:

e Gyermekkapuk automatikus frissitése: amennyiben egy kaput a felhasznalo

modosit, ugy nem csak a modositott kapu szelektalt sejtjeit kell Gjra meghatarozni,

hanem annak gyermekkapuinak is.

o Kaputdrlés: amennyiben egy kaput torliink, annak gyermekeit is fel kell

szabaditani.

Mindkét folyamat megvaldsitasdhoz

gyermekkapujat és forditva.

nélkiilozhetetlen,
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5.1.4 Egyenletszerkeszto feliilet és modul

Az energiatranszfer meghatarozdsahoz szamos matematikai szamitast kell
elvégezni tobb mért paraméter felhasznilasaval, amit még tovabb nehezit, hogy a
kiilonboz6 aramlasi citométereken a mérésnél generalt paraméterek nevei eltéréek. A
probléma megoldasara alapvetden két lehetoség kinalkozik:

e A matematikai formulakat a program kodjaban helyezziik el, és a felhasznalonak
biztositunk egy interfészt, melyen keresztiil az egyenletek bemend paramétereit,
mint pl.: a sejtparaméterek neve, konstansok stb., moédositani tud. Ez a megoldas
gyors ¢s hatékony, azonban az egyenletek modositdsara nincs lehetdség, csak a
program Ujraforditdsa esetén.

e A program rendelkezik egy olyan feliilettel, melyen keresztiil a felhasznal6 maga
definidlhat egyenleteket a mért vagy szamitott sejtenkénti paraméterek
felhasznaldsaval. Ez a probléma lényegesen Osszetettebb, de igy a felhasznalo
“szabad kezet kap”, sajat maga alakithatja ki a hasznalni kivant egyenleteket,
egyenletrendszereket.

A fenti megfontolasokat figyelembe véve a masodik lehetdség mellett dontdttiink,
hiszen igy a program sokkal szélesebb korben hasznalhato (energiatranszfer hatékonysag
szamitdas FCET, AFCET, Quenching moddszerrel, stb.), valamint az Gjonnan kidolgozott
technikak adaptalasa egyszertibb.

Az egyenletszerkeszté modul segitségével a felhaszndlo definidlhat egyenleteket a
mért paramétereken. Minden egyes megnyitott FCS f3jl Osszes méréssora (Tube)
rendelkezik ilyen modullal, igy a kiilonb6z6 méréseket mas-mas modon lehet értékelni,

vagy ugyanazon f4jl 0jboli megnyitdsaval mas modon is analizalhatunk.
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5.1 - 4. 4dbra: Az egyenletszerkeszté6 modul. A grafikus feliilet harom f6 részre oszthato. A felsd
tablazat tartalmazza a mar definidlt egyenletek nevét és formuldjat, mig az als6 két tablazat a
felhasznal¢ altal definialt nevesitett konstansokat és alneveket.

Az egyenletszerkeszté modul a Csoporttablabol érhetd el. A feliilet harom {6 részre
oszthato (5.1 - 4. dbra). A fels6 tablazat tartalmazza a mar definialt egyenleteket, melynek
elsd oszlopa tartalmazza a szamitott paraméterek nevét, a masodik pedig a szamitasi
miuveleteket. A tablazat alatt a legfontosabb funkciok gombjai lathatok. Az egyenlet tabla
alatt tovabbi két tablazat taldlhatd a nevesitett konstansok és alnevek taroldsara. Az
egyenletekben a konstansokra nevekkel lehet hivatkozni, igy ha a konstans értéke
megvaltozik, elegendd a konstans tdblazatban a névhez tartoz6 értéket megvaltoztatni. Az
alnevek (alias) segitségével hivatkozhatunk sejtenként mért vagy szamitott paraméterre. A
funkcidja azonos a konstansokéval, amennyiben egy az egyenletekben hivatkozott
paraméter neve megvaltozik elegendd az alnév paraméterét megvaltoztatni. Erre a két
tipusra azért van sziikkség, mert egy Osszetettebb egyenletrendszer moddositasa
meglehetésen sok veszodséggel jar(hat), tovabba szdmos hiba forrasa is lehet. A két
tablazat mellett egy listadoboz lathatdo, mely a mért vagy szamitott paramétereket

tartalmazza.
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Egyenlet definidlasakor a 5.1 - 5. abran lathat6 ablak jelenik meg. Itt kell megadni
az 1j, szdmitandd paraméter egyedi nevét, valamint a formulat. Az egyenlet billentyiizet
segitségével adhaté meg, vagy a legordiild listakbol lehet kivalasztani az éalneveket,

operatorokat stb.

Modify Formula... E|

Change Equation

Parameter M ame: Farrnula:
id — |[_.| alpha S Tm - "S2m* USam T US2mt - R "Sdm] +

Insenrt:

Congtant: Aliaz Farameter: O perator: O Errar:

|Eu:unstant ﬂ |.-’-'-.Iias ﬂ |F'arameter ﬂ |Elperat|:|r ﬂ |EI

Cancel | k,

5.1 - 5. abra: Egyenlet definidlasa. Az egyenletek definialasakor a felhasznalénak meg kell adni
az Uj szamitott paraméter nevét, mely egyben egy egyedi azonosito is, majd a szamitas modjat. Az
egyenlet definidlasakor a nevesitett konstansok, alnevek, paraméterek, valamint konstans szamok is
hasznalhatok. Az operatorok egy listadobozbol valaszthatok ki. Az OnError szovegdoboz funkcioja
az, hogy szamitasi hiba esetén (pl.: nulldval vald osztas) a szamitott érték a szévegdobozban
megadott értéket veszi fel. Ennek segitségével ki lehet sziirni azon sejteket, melyekre nézve a
szamitas nem végezheto el.

Az egyenlet definidldsa utan a program ellendrzi az egyenletet, és amennyiben azt ki lehet

szamitani, meghatarozza az 0sszes sejt 4j paraméterértékét, egyébként hibaiizenetet kiild.

5.1.5 Huz és dob technika (Drag and Drop)

Szamos Windows platformra irt alkalmazas hasznalja ezt a technikat, kiilondsen, ha
az alkalmazas tobb dokumentumos (multiple document interface, MDI). A technika
szamos funkci6 megvalodsitasara alkalmas, példaul az alkalmazasok tilnyomo tobbsége
képes a program ikonjara vagy a mar futdé alkalmazés ablakara rahuzott és dobott fajl
megnyitasara. Természetesen csak akkor, ha az adott szoftver képes az adott fajl
formatumat kezelni.

A ReFlex program tobb dokumentumos. Ennek megfeleléen sziikség volt a

fajlokon létrehozott strukturdk (grafikonok, kapuk, statisztikdk) egyik fajlrol a masikra
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torténd masolasanak felhasznalobarat megvalositasara. Az 5.1 - 6. dbra a programban

elvégezhetd huz és dob funkcidkat foglalja dssze.

* ReFlex1.0

File Group Groupltems Template Wiew Help

THT"EBE S 9

e
b g DARTZONZ =H—— e=—T]
b og 030612005 =—T1
b feg 030813.008

— (3, newGroup =

PO || Z
g
3

Title

1000

| newGroun | Groupdl  Temnlates

3 500
&

.
I
v
]
=
Lol
£

» feq 020612.002
b | Tubet
= - fi,Eq i 500 1000

b @ =>—— 55CH
» R

= E Mean[FSC-H)] Plot Options ]
- £ SD(FSCH) =Dy Plot Type: * parameter: * parameter: Bins:

) e, D30512.005 [DotPit ~| [sscH =] [FscH ~ | =]
bl Tubedt Displayed Gates
-ff,{g Y o mEal
—®F0 = y C H Gl
» g 020612.008 - = m[@p1
boU Tubett
- §i.Eq
- & ro -

| | >

020513,002 | 030613.005 | 0130613.008 |

5.1 - 6. abra: A ReFlex program féablaka altal timogatott huz és dob technika.
A = jeloli a htizas kezdetének, mig a ™% a dobas helyét.

1.

FCS f4jl(ok) dobasa csoportbdl csoportba:
A fajlok az 11j csoportba keriilnek.

2. Egyenletszerkeszt6 dobasa csoportra vagy FCS f4jlra:

Az egyenletszerkeszt6 tartalma atmasolodik a csoport fajljainak vagy az FCS fajl
egyenletszerkesztdjébe.
Egyenletszerkesztd dobasa egyenletszerkesztore:
Az egyenletszerkeszt6 tartalma atmasolodik az egyenletszerkesztobe.
Populacié dobasa csoportra vagy FCS fajlra:
a. A populacié csomopontja zarva van:
A populacio teljes kapuhierarchiaja masolddik a csoport fajljaira vagy FCS
fajlra.
b. A populacié csomopontja nyitva van:
Csak a populacion létrehozott kapuk ¢€s statisztikak masolodnak a csoport
fajljaira vagy az FCS f3jlra.
Populacié dobasa populaciora:
a. A populacié csomopontja zarva van:
A populaci6 teljes kapuhierarchiaja masolddik a populaciora.
b. A populacidé csomopontja nyitva van:
Csak a populacion Ilétrehozott kapuk és statisztikdk masolodnak a
populéciora.
Statisztika(ak) dobasa populaciora:
A statisztikak 1étrejonnek a populécion.
Kapu dobasa populéciora:
A kapu létrejon a populécion.
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5.1.6 A ReFlex program fajljai

5.1.6.1 Az XML fajlformatum

Az XML (eXtensible Markup Language) egy olyan szdveges fajlforméatum, mely
tdmogatja strukturalt adatok (tdblazat, cimjegyzék stb.) 1étrehozasat és tarolasat. Az XML
tagokat (szavak '<' és "' jelek kozott) €s attributumokat (név = "érték" formatumban)

hasznal. A tagok feladata az egyes adatcsoportok elvalasztasa.

Az XML f3jl elonyei:
e Szoveges formatumu, igy barmely szovegszerkesztdvel olvashatd, egyszeriibb a
hibakeresés szoftverfejlesztés kozben.
e Szabdlyai szigortiak, jol meghatarozott 1étrehozasi moddal.
e Bdvithetd, platform-fiiggetlen és tdmogatja a nemzetkoziesitést és a lokalizaciot,

mivel teljes egészében az Unicode-on alapul.

Hétranyai:

e Mivel az XML egy szoveges formatum, ¢&s tagokat hasznial az adatok
koriilhatarolasdhoz, ezért értelemszeriien egy XML f4jl mindig nagyobb lesz, mint
egy hasonl6 adatokat tartalmazo binaris f4jl.

o XML szabdlyai szigortak, igy egy lefelejtett lezar6 tag vagy egy attributum

hianyz6 idézdjelei az XML f4jlt hasznélhatatlanna teszik.

5.1.6.2 Adatok tarolasa

A program kizardlag az XML f3jltipust haszndlja az adatok és objektumok
tarolasara, melynek gyokéreleme mindig egy csoport (Group), mely tartalmazza a
csoportra, valamint a benne 1év0 Osszes fajlra és az azokon a felhasznalo altal definialt
minden objektumra (grafikonok, kapuk, statisztikdk stb.) vonatkozd adatokat. A f4jl
szerkezet hierarchikus, fa szerkezetli (5.1 - 7. 4bra).

Az els6 tag a csoporttag (GroupFile), melynek attributumai a csoport

tulajdonsagokat taroljak.
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- & » GroupFile
—- & » FCSManagerd
€ » Tubetanager

—- & » EqSettings

+ - » Constants

+ ¥ Aliazes

+- » Equations
—-&» MairPopulFrame

+-€ » ParamFangelist

+ - » Chart

£ Statistics
+ € » Gatelist
+-€ » PopulFrame0

5.1 - 7. abra: Adatok tarolasa XML fajlban. Mivel az XML fjjlformatum hierarchikus
szervezOdést, igy megfelel kapu és ablakhierarchidk leirasara. A fajl gyokérelemét egy GroupFile
tag képezi, majd ebbe van bedgyazva a teljes ablak és kapuhierarchia, valamint azok tulajdonsagait
leird tagok.

A csoporttag tartalmazza a FCS f4jl leiré tagokat. Az 5.1 - 7. dbran lathat6 csoport csak
egy FCS fajlt tartalmaz (FCSManager0), mely tartalmazza a fijlra vonatkozd Osszes
relevans informaciot (fajl neve, elérési utvonal, stb.). Minden FCS leir6 tag tartalmaz Tube
leir6 tagokat is (TubeManager0), melyek szama az FCS f4jlba mentett fliggetlen adatsorok
szamaval kell, hogy megegyezzen. Ez a tag tobb tagot is magaba foglal. Az els6 tag az
egyenletszerkesztd bedllitasait tartalmazza - konstansok, alnevek, egyenletek -, melyek
felsorolas formajaban tartalmazzak a felhasznalo altal definialt értékeket. Ezt a tagot koveti
a kapuzatlan populacidot megjelenitd tag (MainPopulFrame), mely annak &sszes
objektumara (paraméterek, grafikonok bedllitasai és tulajdonsagai, definidlt statisztikak,
kapuk listaja) vonatkozo informaciot tartalmaz. E tagokat kovetik a populédcio
hierarchidban alarendelt kapuk tagjai, melyek az elézével megegyezd formaban irjak le
objektumaikat.

Ez a f4jl semmilyen informéciot sem tartalmaz az alkalmazott kapuk, illetve az
alpopulaciokon végzett statisztikak eredményével kapcsolatban, hiszen csak az egyes
objektumokat, illetve azok tulajdonsagait irja le. Ennek kovetkeztében ez a fajl templatként
hasznalhato FCS f4jlok analizisére, egyszeriien csak a FCS f4jlt leir6 tag fajlnév és elérési
utvonal attributum értékét kell megvaltoztatni, melynek megvaldsitasahoz a program

grafikus feliiletet nyujt.
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5.1.6.3 Eredmények mentése

A program az analizis eredményeinek tarolasara az Excel (.xlIs) fajlformatumat
hasznalja, melybe a kivalasztott csoport fajljain elvégzett statisztikdk eredményét menti az
adat azonositadsadhoz sziikséges informacioval egyiitt (FCS f4jl neve, elérési itvonala stb.)

A programban ugyancsak lehet6ség van a grafikonok elmentésére. A mentés itt is
csoportorientalt, azaz a kivalasztasi paraméterek (Tube szama, populdcio neve stb.) alapjan
a program a kivalasztasi feltételeknek eleget tevd populacidk grafikonjat menti el windows
metafile vektorgrafikus képformatumban. A valasztds azért esett erre a f4jl tipusra, mivel
ez a Windows sajat vektorgrafikus képformatuma. A vektorgrafikus formatum azt jelenti,
hogy a fajl nem a képpontok szinét rogziti, hanem az egyes képpontok, vonalak, sikidomok
koordinatait. Nagy eldnye a bittérképpel vagy Tiff (tagged image format) formatumokkal
szemben, hogy a méretezés sordn nincs informacidvesztés, azaz a kép kicsinyitése vagy
nagyitasa kovetkeztében a kép nem lesz darabos, és nem tiinnek el rola pontok. Tovabbi
pozitivuma, hogy mivel a Windows sajat formatuma, igy minden Office alkalmazasban

(Word, Excel, PowerPoint) egyszeriien megnyithat6 és szerkeszthetd.
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5.1.7 Quenching, FCET, AFCET o6sszehasonlitasa

A kovetkezO kisérletet végeztilk el, hogy demonstraljuk a kiilonb6z6 modon
meghatarozott 4tlagos energiatranszfer hatékonysagok értéke ¢€s jelentése kozotti
kiilonbséget. Az N87 gyomor tumor sejtek felszinén jeldltiik az ErbB2 receptor két
epitopjat humanizalt 4D5 és 2C4 antitestek Fab fragmentumaval. Az antitestek Fab
fragmentumait Cy3 (donor) és Cy5 (akceptor) festékekhez konjugaltuk, majd megmértiik a
kiilonb6zé mintak fluoreszcencia intenzitasait (5.1 - 8. abra) a megfeleld csatornakban
Becton Dickinson FACSCalibur aramlési citométeren (Becton Dickinson, San Jose, CA).
A szamitasok elvégzéséhez csak donorral, csak akceptorral, donorral és akceptorral
egyarant jelolt mintdkra, valamint a hattér meghatarozasdhoz jeloletlen mintara volt

sziikségiink.

300

jeldletlen
Cy3-4D5 — Cy5-2C4
Cy3-4D5
200 A

1S

@

N

(%5}

@ 100

[7p]

O -\ I
0 200 400

Fluoreszcencia Intenzitas

5.1 - 8. abra: Eltéré médon jelolt N87 gyomor tumor sejtek donor fluoreszcencia intenzitas
eloszlasa. A kék, zold és piros gorbék, rendre a jeldletlen, csak donorral, valamint donorral €s
akceptorral egyarant jelolt mintak donor (Cy3) fluoreszcencia intenzitas eloszlasat reprezentaljak.
A gorbék alapjan lathato, hogy a kétszeresen jeldlt (transzferes) minta fluoreszcencia intenzitas
atlaga eltolodott a kisebb értékek felé, mig a jeldletlen minta intenzitas atlaga szignifikansan
kisebb, mint a kétszeresen jelolt mintaé, de nem nulla, a sejtek autofluoreszcenciaja miatt.
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Az energiatranszfer szamitasanak legegyszeriibb ¢és egyben legnagyobb hibaval
terhelt mdédja a quenching szadmitds, amely egy atlagos energiatranszfer hatékonysagot
hatdroz meg a teljes sejtpopuldciéra. A szamitdsdhoz meghatarozzuk a donorral és
akceptorral egyarant jelolt ugynevezett transzferes minta atlagos fluoreszcencia intenzitasat
a donor csatornaban (mean(1onqcc)), valamint a csak donorral jelolt minta fluoreszcencia
intenzitdsat ugyanebben a csatornaban (mean(la,)). Az E(quenching) értéke a kovetkezd

formula alapjan hatarozhaté meg a szamitott adatokbol:

mean(l i) G.1-1)
mean(1,,,) . |

E(quenching)=1-
Ez a szdmitas barmelyik kereskedelmi forgalomban 1év6 szoftver segitségével elvégezhetd,
mely képes az FCS fajlok kezelésére.

A mért adatok feldolgozasahoz és a FCET és az AFCET szamitasok elvégzéséhez
az altalunk fejlesztett szoftvert hasznaltuk. Eredményeink szerint az E(quenching) (0,145)
modszerrel szdmitott energiatranszfer hatékonysag szignifikdnsan eltér a populacio szinten
autofluoreszcencia korrigdlt és a sejtenkénti autofluoreszcenciara korrigalt atlagos
energiatranszfer értékektdl (Epgper = 0,282; Eyrrer = 0,253). Az eltérés magyarazata a
szamitas modjaban keresendd, hiszen az E(quenching) értéket a fluoreszcencia intenzitasok
atlagabol szamitottuk ki. Ezzel szemben a sejtenkénti energiatranszfer szamitis esetén
sejtenként szamitott energiatranszfer eloszlast kaptunk, majd ezen az eloszlason
szamitottuk ki a megfeleld statisztikat.

Bar a FCET és az AFCET metddusok kozotti eltérés nem szignifikans, de az
eloszlas szordsa a masodik esetben kisebb (5.1 - 9. 4bra), mivel sejtenkénti
autofluoreszcencia korrekciot alkalmaztunk. Amennyiben a vizsgalt membrankomponens
expresszids szintje alacsony, a fluoreszcencia intenzitasok Osszemérhet6vé valhatnak a
minta (sejtek) autofluoreszcencia intenzitasaval. Ilyenkor a sejtenkénti autofluoreszcencia
meghatarozasat kovetd, az autofluoreszcencia donor, akceptor és FRET csatorndkba
torténd atvilagitasat figyelembe vevd sejtenkénti autofluoreszcencia korrekcioval a

szamitdsok eredménye megbizhatobb, mivel a nyert eloszlasok szorasa kisebb.
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5.1 - 9. 4bra: Energiatranszfer hisztogramok. Az abran a kék gorbe jeloli az AFCET, mig a piros
gorbe a FCET mddszerrel szamitott energiatranszfer eloszlasokat. A két szamitasi modszerrel a
kapott energiatranszfer eloszlasok atlaga szignifikansan nem tér el, azonban szdrasbeli kiilonbség
lathatd (az AFCET modszerrel nyert eloszlas szordsa kisebb), melynek oka az, hogy az AFCET
modszernél sejtenkénti autofluoreszcencia korrekciot alkalmaztunk.
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5.2 Fotohalvanyodas analizis program (pbFRET)

A sejtfelszini heterogenitdsok, mikrokolonidk tanulméanyozéasa céljabol a lehetd
legjobb felbontassal kell a fotohalvanyodéasi iddallandokat meghatarozni, ezért
képpontonként (pixel-by-pixel) szamitottuk ki a fotohalvanyodasi idéallandokat. Egy kép
altalaban 512x512 pixelbdl all, azaz 262144 fotohalvanyodasi gorbét kell kiilon-kiilon két
exponencialis tagot tartalmaz6 gorbével illeszteni. Ennek a feladatnak az elvégzése
kereskedelmi forgalomban kaphat6 programmal lehetetlen (Gadella és Jovin, 1997). Ezért
létrehoztunk egy olyan szoftvert, mely alkalmas a pbFRET mérés soran felvett
képszekvencidk analizisére, tovabba olyan feliilettel lattuk el, hogy alkalmas legyen tobb
mérés képszekvencidinak egymdst kovetd automatikus analizisére, valamint az
eredmények statisztikai feldolgozasara.

A programfejlesztés elsddleges célja az volt, hogy az adatgyiijté miszeriink
(Attofluor, Zeiss, Oberkochen Germany) altal generdlt képszekvencidkbol
meghatarozhassuk a képpontonkénti fotohalvanyodasi idéallandokat. A méréberendezés
kiilonb6z6 méretli (64x60, 128x120, 256x240 ¢és 512x480) képek felvételére és rogzitésére
alkalmas, 8 bites felbontasban, raw formatumban. A raw képformatum nem tartalmaz
semmilyen fajlleird részt, a képpontonkénti intenzitas értékeket egymas utdn “Omlesztve”
tartalmazza. A f3jlformatum elonye az, hogy a legtobb képfeldolgozo és adatgytijtd
program segitségével a képek elmenthetdk ilyen formatumban. igy ez a program képes
mas mérdrendszerek altal generalt fajlok feldolgozasara (pl.: konfokalis 1ézerpasztazo

mikroszkép, CLSM).

5.2.1 Felhasznaloi feliilet

A program fdablakaban négy gomb talalhatod, melyekkel az alpogramok indithatok,

rendre: “Analyze Pixel”, “Multifit”, “Multi Analyze”, valamint “Distribution Viewer”.

Analyze Pixel alprogram: Ez az alprogram segit eldonteni az analizis elején, hogy
a fotohalvanyodési gérbékre milyen tipust egyenlet illeszthet6 a legjobban. A felhasznéloi
feliileten egy keretben lathatd a beolvasott képszekvencia elsd tagja, melyen egy sarga

kurzor mozgatasaval lehet kivalasztani egy képpontot, melyhez tartozo fotohalvanyodasi €s
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az arra illesztett gorbe a kép mellett egy grafikonon jelenik meg. A feliileten taldlhato egy
tablazat is, ahol a kiindulasi illesztési paraméterek adhatok meg, valamint az illesztett
gorbe illesztési paraméterei jelennek meg. Az alprogrambol tovabba meg lehet hivni a
“Movie” alprogramot, mely a képszekvencia tagjait idérendi sorrendben jeleniti meg,

ezaltal lehetdvé téve az adatgylijtés soran a sejtek esetleges elmozdulasainak észlelését.

Multifit alprogram: Az 6sszes mérés minden képszekvenciajanak fotohalvanyodasi
gorbéinek illesztése meglehetdésen iddigényes folyamat, ezért van sziikség erre az
alprogramra, melyben hattéranalizist lehet végrehajtani. Ekkor a képszekvencidk elérési
utvonalainak megadasa utan az alprogram automatikusan végrehajtja az illesztési
folyamatot minden egyes képszekvenciara a beadllitott illesztési paraméterek
figyelembevételével. Az illesztések eredményét a program egy tabulatorral szeparalt

ASCII szdvegfajlba menti késdbbi feldolgozasra, melynek szerkezete 5.2 - 1. dbran lathato.

Xpos. Y pos. <T> mse. A1 T1
63 383 0.183 2.466 |[10940.93| 0.173
66 385 2.781 4.468 72.266 1.096
66 415 2.234 3.557 88.361 1.498
67 382 1.148 3.991 186.712 | 0.447
67 384 2.88 5.104 51.189 0.977
67 385 1.919 3.238 104.266 | 0.548
67 396 2.175 4.254 92.747 1.147
67 397 1.923 6.43 98.712 0.954
67 415 1.539 2.942 113.426 | 0.841
67 416 2.526 2.691 82.68 1.403
68 380 0.143 3.508 |[29246.72( 0.136
68 381 2.7 2.332 73.304 1.304
68 393 2.657 5.667 88.205 1.344
68 394 2.612 5.596 72.547 1.407
68 395 2.173 3.739 80.578 0.808
68 399 4.208 5.665 75.813 2.122
68 400 2.752 3.347 81.888 1.245

5.2 - 1. dbra: A “Multifit” alprogram altal generalt eredményfajl szerkezete. A képpontonkénti
illesztések paramétereit a program egy tabulatorral elvalasztott listafajlba irja. Az oszlopok a

crcr

illesztett exponencialis fliggvény paramétereit és a pont kezdeti intenzitasat tartalmazzak.

Az illesztési folyamat tovabbi gyorsitasa érdekében, minden képszekvencianal meg kell
adni egy kiiszobintenzitas értéket, melynél alacsonyabb kezdeti intenzitassal rendelkezd
fotohalvanyodasi gorbéket a program nem illeszt meg. Ezzel a funkcioval lehet kijeldlni a
kép bioldgiai szempontbol relevans régioit, azaz a fluoreszcensen jeldlt sejtmembrant vagy

egy¢b sejtalkotot.

Multi Analyze alprogram: Ebben az alprogramban az illesztés eredménye

abrazolhato oly mddon, hogy a feliileten a beolvasott képszekvencia elsé képén két kurzor
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segitségével kivalasztjuk a vizsgalni kivant teriiletet, majd a képszekvencia els6 képe alatt
jelenik meg a kivalasztott illesztési paraméter szinkddolt forméban (paraméter térkép). Ez
azt jelenti, hogy minden egyes pixelhez tartoz6 paraméter értékhez az algoritmus
hozzéarendel egy szinarnyalatot (feketétél a kéken at a fehérig) oly modon, hogy a
paraméter legkisebb lehetséges értékéhez (altalaban 0) a feketét, mig legnagyobb értékéhez
a fehér szint tarsitja, és a megfeleld képpontot a paraméter térképen a paraméternek
megfeleld sziniire szinezi. Az alprogram segitségével az analizis eredménye tovabb
finomithatd szamos paraméter figyelembevételével (pl.: maximalis intenzitds érték,
maximalis illesztési hiba stb.), majd az eredményeket a program egy ASCII szovegfajlba

irja.

Distribution Viewer alprogram: Az egy mintahoz tartozd képszekvenciak
analizisének eredményeit ebben az alprogramban lehet egy adathalmazba rendezni, majd
az illesztési paramétereket hisztogram formdjadban abrazolni. A hisztogramokra Gauss
fliggvény illeszthetd, melynek a paraméterei a hisztogramon jelennek meg. A
fotohalvanyodasi idéallandd értékek kapuzhatok harom kiilonb6zé szinli  kapu
segitségével. A kapuzott értékek a megfeleld képszekvencidk els6é képén jelennek meg
képpont helyesen, a kapu szinének a fotohalvanyodasi iddallando értékétol fliggd
arnyalataval. A generdlt hisztogramok valamint a kapuzott képek elmentheték 24-bites
felbontast bittérkép formdjaban. A szines kapuzas segitségével kiilonithetdk el és

jelenithetok meg a sejtmembranban mért fotohalvanyodasi idéallandé értékek.

5.2.2  Illeszto6 algoritmus

A program a Levenberg-Marquardt nemlinearis illesztd algoritmust hasznéalja az
intenzitas lecsengés gorbék illesztéséhez. Az illesztés alapjat a x* merit, fliggvény
minimalizécidja képezi, mely alapjan az eljaras megtalalja a legjobban illeszked6 fliggvény
egylitthatdit. A minimalizacid egy iteracids folyamat, mely az egylitthatd becsiilt értékének
megadasa utan addig valtoztatja azok értékeit, mig a x> fiiggvény nem vagy szamottevien
nem csokken tovabb (William és mtsai, 2005). A LabVIEW fejlesztokdrnyezet tartalmaz
egy matematikai VI (virtual instrument) csomagot, melyben a Levenberg-Marquardt subVI

is megtalalhat6 (5.2 - 2 4bra).
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Standard Deviation Covariance

X NonLinFit Best Fit Coefficients
Y Vl\-p Best Fit
ear . X fp—
Initial Guess Coefficients _l— M MSE
Max Iteration Error
Derivative

5.2 - 2. abra: A Levenberg-Marquardt subVI ikonja a LabVIEW fejleszt6 kornyezetben. Az
objektumok, strukturak, és szubrutinok elrejtheték a LabVIEW fejleszté kornyezetben subVI-okba,
melyek a fejlesztd feliileten egy ikonként jelennek meg. Minden egyes subVI rendelkezhet
tetszoleges szamu ki- és bemend paraméterrel, melyeket kiilonb6zé szinli l1abak jeldlnek, a
paraméter tipusatol fiiggéen. A Levenberg-Marquardt subVI-nak 6 bemend (az ikon baloldalan) és
5 kimen (az ikon jobb oldalan) paramétere van.

A VI bemend paraméterei a kovetkezok:

1.

wok wN

Standard deviation: standard deviaci6 tomb, ofi] az (x[i],y[i]) adat standard
vagy nem ismertek.

X és Y: Az adatpontok tombje

Initial Guess Coefficients: a paraméterek kiindulasi értékeinek tombje.

Max iteration: Az iteraciok maximalis szdma.

Derivative: Az illesztendd formula derivalt fiiggvényei minden egyes valtozo
szerint, melyet egy grafikus matematikai egyenletmegolddban lehet megadni
(“Formula Node”, graphical mathematical expression evaluator) a

blokkdiagramban.

A VI kimend paraméterei a kdvetkezok:

l.
2.

Covariance: A kovariancia értékek matrixa.
Best fit coefficients: a legjobban illeszkedd fliggvényparaméterek halmaza,
melyekkel a y® fliggvénynek minimuma van. A y° az alabbi modon van

definialva:

r :"Z-l(y,- —f(x,»,al---am)j | 52.1)

i=0

Best fit: az illesztett adatok tombje. Az értékeket az illesztési paraméterek
alapjan generalja a subVI.
MSE: az 4tlagos négyzetes hiba.

Error: VI hiba visszatérési pont.
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Részletes informaci6 errdl a VI-rol a LabVIEW stgdjdban (LabVIEW™ Help, National

Instruments Corporation, Austin TX) talalhato.

523 MHC I é MHC II molekulak alegységeinek proximitas viszonyainak

vizsgalata

A program mukodésének bemutatasdra megmértiik a FRET hatékonysag értékeket
JY humén B limfoblasztoid sejtek membranjdban az MHC I két lanca (B2m, nehézlanc),
valamint a MHC I molekuldk (2m) és az MHC II molekulak kozott. A fehérjéket SFX
(donor) és TAMRAX (akceptor) festékekkel jelzett monoklonalis antitestekkel jeloltiik
meg. A kovetkezd mintakat készitettiik el:

1, JY sejtek donorral jelzett L368-cal jelolve
, JY sejtek donorral jelzett L368-cal és akceptorral jelzett W6/32-vel jelolve
JY sejtek donorral jelzett L368-cal és akceptorral jelzett L.243-mal jelolve

“

JY sejtek akceptorral konjugalt L243-mal jelolve

Ul;lk W N

o

jeloletlen JY sejtek

c sy

soran a csak donorral és a donorral és akceptorral egyarant jelolt mintdk keverékét
hasznaltuk, hogy a fotohalvanyodds sordn biztositsuk mindkét minta azonos
oxigéntartalmat. Annak érdekében, hogy az egyszeresen, csak donorral jelolt sejteket meg
tudjuk kiilonboztetni a kétszeresen jelolt (transzferes) minta sejtjeitdl, a mérés végén a
vizsgalt teriiletrél az akceptor emisszios csatornaban (A = 543 nm, Aey, > 580 nm)
felvettiink egy-egy képet. A csak akceptorral jelolt mintat arra hasznaltuk, hogy
ellendrizziik, hogy az akceptor intenzitds valtozott-e a fotohalvanyodasi folyamat soran.
Amennyiben az akceptor intenzitas szdmottevden csokken, az azt jelenti, hogy az akceptor
molekuldk is fotohalvanyithatok. Az akceptor fotohalvanyodads kovetkeztében elveszti
energia elnyeld képességét, az energiatranszfer hatékonysag lecsokken, és a mért
fotohalvanyodasi idéallandokbdl nem lehet a molekuldk atlagos tdvolsagara kovetkeztetni.
Az 6todik mintat hattér mérésére hasznaltuk.

A méréseket Zeiss LSM 510 mikroszkopon végeztiik el (lézerek: Ar ion lézer,

488nm, donorgerjesztés; He-Ne 1ézer, 543 nm, akceptorgerjesztés) annak érdekében, hogy
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demonstraljuk, hogy a programunk mas mérdrendszereken elvégzett kisérletek értékelésére
is alkalmas. Minden mintarol négy képszekvenciat (mindegyiken 2-3 sejt, mintanként kb.
10 sejt) vettiink fel. Sejtenként, a sejt méretétdl fiiggden 600-1500 fotohalvanyodasi
idéallandot hatdroztunk meg, amely azt jelenti, hogy mintdnként atlagosan 6000
fotohalvanyodasi id6allando értéket kaptunk. Az eredmények hisztogramjai, reprezentativ
képharmasokkal az 5.2 - 3. 4bran lathatok. A képharmasokon az elsé kép a donor, a
masodik az akceptor csatornaban felvett kép, mig a harmadik a szdmitott fotohalvanyodasi

id6éallando (“tau”) térkép a kétszeresen jelolt sejtekre.
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5.2 - 3. abra: Reprezentativ ppbFRET mérés eredménye. Az MHC I két lanca (B2m és nehéz
lanc) SFX-L368 és TAMRAX-W6/32 monoklonalis antitestekkel, mig az MHC II TAMRAX-
L243-mal lett jelolve JY human B limfoma sejteken. SFX a donor, a TAMRAX pedig az akceptor
fluorofor molekula. A fotohalvanyodas mérést a csak donorral, valamint donorral és akceptorral
egyarant jelolt mintak keverékén végeztik el.

A, D képek: A fotohalvanyodas elsé felvételei; B, E: a fotohalvanyodas utan az akceptor
csatornaban készitett felvételek; C, F: szinkddolt fotohalvanyodasi térkép (‘tau’ térkép); G, H: A
fotohalvanyodasi idéallandok hisztogramjai.

Az energiatranszfer miatt a donorral és akceptorral egyarant jeldlt mintak hisztogramjai a nagyobb
értékek felé tolodtak el a csak donorral jelolt mintakéhoz képest, mely a “tau” térképen is jol
lathatd. A G esetében az eltolodas joval nagyobb mértékii, mint a H esetében, mivel az MHC I
molekula két lanca kozelebb talalhatd egymashoz, mint a 2m és MHC 11, és ennek kovetkeztében
az energiatranszfer valdsziniisége nagyobb.

A fotohalvanyodasi iddallando értékek az 1-es minta csak donorral jelolt sejtjei
esetében fiiggetlenek voltak attol, hogy melyik keverékben lettek lemérve, az 1-es €s 2-es
minta keverékében 1,65 + 0,48 adodott, mig a 1-es és 3-as minta keverékében 1,69 + 0,35.
(Az 1d6éallandok mértékegysége a ,.kép” (frame), tehat a T azt jelenti, hogy a fluoreszcencia
intenzitas az t-dik kép felvételekor csokkent az 1/e-ad részére.) A transzferes mintak
esetén azonban az eltérés jelentdsebb. Az atlagos fotohalvanyodasi idéallandé értékek 2,62
+ 0,56, illetve 1,78 + 0,56 a 2-es és 3-as mintdkra, valamint a szamitott energiatranszfer

hatékonysag értékek rendre 35,5% és 6,9% voltak.
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5.3 Az elektronmikroszkopos képfeldolgozo program (ClickOnGold)

Az elektronmikroszkopias képek masodrendli paraméterek becslésén alapulo
statisztikai analizisére alkalmas program a rendelkezésiinkre 4llt (Philimonenko és mtsai,
2000), azonban az elsérendli paraméter alapjan torténd analizishez, valamint az
aranygombok helyzetének meghatarozasara alkalmas szoftver nem. Ezért kifejlesztettiink
egy olyan szoftvert, mely alkalmas a digitalizalt elektronmikroszkopos felvételeken az
aranygombok helyzetének meghatarozasara, valamint azok eloszlasanak elsérendi

paraméterek alapjan torténd analizisére.

5.3.1 Felhasznaloi feliilet

A felhasznal6i feliilet harom részre oszthaté (5.3 - 1. 4bra). A jobb oldalon a
beolvasott 24 bites sziirkeskalaja kép lathatd, mely a programba beépitett funkciok
segitségével nagyithatd, kicsinyithetd, valamint a lathato teriilet egér segitségével
mozgathatd. A kép beolvasasa utan a program automatikusan megkeresi az aranygdmbok
helyét, és piros szinnel megjeloli azokat. A képmegjelenitd komponens lehetévé teszi,
hogy a felhasznalo egy zart poligon segitségével kijelolje a kép azon részét, melyen az
aranygomboket vizsgalni kivanja. Ugyancsak lehetdség nyilik a mar megtalalt foltok
torlésére, valamint 0 foltok megjeldlésére.

Az ablak jobb felsé részén egy grafikon lathatd, melyen a megtalalt foltok méret
szerinti hisztogramja jelenik meg. A hisztogramon a felhasznald6 méret szerint kapuzhat
harom eltérd szinli kapu segitségével, majd a kapuzott foltok jelolése a kapu szinére valt.
Ezzel a funkcidval, tobbféle aranygombbel torténd jeldlés esetén, az eltéré méretl
aranygomboket valaszthatjuk el egymastol.

Az aranygdmb méret hisztogram alatt egy masik hisztogram lathatd, mely csak
akkor aktiv, ha a racsrajzolast aktivizaljuk. Ebben az esetben a szoftver meghatarozza,
hogy az egyes foltok a racs melyik celldjdba esnek, majd a cellak aranygdmb szamanak

hisztogramjat jeleniti meg ezen a grafikonon, a kapuk szinének megfelelden.
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5.3 - 1. abra: A ClickOnGold program féablak. A felillet harom részre oszthatd. Az ablak
baloldali teriilete a kép megjelenitésére szolgal, mig a jobboldalon az aranygdmbok méretszerinti
eloszldsa, valamint alatta a képre rajzolt racsozat celldinak aranygdmb szam eloszlasa lathato. A
program funkci6i megtalalhatok mind az ablak meniijében, mind a hisztogramok felett elhelyezett
eszkoztarakon. Az egyes funkciok leirasa a sugoban megtalalhato.
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5.3.2 Képfeldolgozas, ProcessiImage metodus

A foltok megtalalasanak kulcsa az, hogy a képet at kell ugy alakitani, hogy minden
mas felesleges részlet és informacio eltlinjon rdla (pl. a sejtmembran kiilonb6z6 vastagsaga
miatt lathatd arnyalatok, sejt széle stb.), csak az aranygdmboket reprezentdld foltok
maradjanak meg. Azaz a képen olyan transzformaciot kell végrehajtani, hogy a foltok
pixelei feketék, minden mas fehér legyen (vagy forditva).

A probléma egyik megoldasdhoz figyelembe vessziik, hogy az aranygémbok képe a
legsotétebb a képen, igy a kép invertaladsa utdn egy egyszerli hattérlevonas is eredményre
vezethet, ha a kép tobbi része homogén intenzitasu. Problémat az apro részletek, illetve a
sejtmembran kiillonboz6 vastagsaga jelenti, melynek kovetkeztében a hattér nem homogén,
valamint hogy a hattérlevonast a felhasznalonak kell végrehajtani, azaz nem automatikus.

A feldolgozas automatizalasahoz az inhomogén megvilagitas mellett késziilt képek
intenzitas korrekciojara (Illumination Flattening) hasznalt eljarashoz hasonlé modszert kell
kovetniink (Smith, 1999). A modszer 1ényege roviden a kdvetkezd. A képen elsimitjuk a
részleteket egy nagyméretli (a kép egy o6tode) Gauss sziird kernelt (lasd C kiegészités)
alkalmazva. Az igy nyert képen a részletek eltlinnek, €s a nyert kép csak a megvilagitas
intenzitas eloszlasarol hordoz becsiilt informacidt. Ezutan az igy nyert intenzitas képpel
elosztva az eredeti képet megkapjuk az intenzitas korrigalt képet.

A mi esetlinkben azonban nem az inhomogén megvilagitas korrekciojara, hanem
pont ellenkezdleg, az alacsony intenzitast,, a hattértdl eliitd részletek kiemelésére van
szilkség. Igy a simitott képet osztjuk el az eredetivel képpontrol-képpontra. A kép simitésa
soran gyakorlatilag az aranygdmboket reprezentdld intenzitasgddroket toltjiikk fel a
kornyezd pixelek intenzitasdnak atlagaval. Az osztds soran az aranygoémbok helyén
megnodvekedett intenzitdsu pixelek értékét osztjuk egy alacsonyabb intenzitdsi pixel
értekével, minek kovetkeztében a hanyados értéke biztos, hogy nagyobb lesz mint egy. A
szamitas sordn azon pixelek feketék lesznek, ahol a hanyados nagyobb mint 1,3, illetve
fehér, ahol ennél kisebb. Az 1,3 egy empirikus szam, melyhez sok elektronmikroszkopos
kép elemzése alapjan, probalkozas Utjan jutottunk el. Azért kell egynél nagyobb szamot
valasztani az elemzés sordn, mert a simitas soran a hattér pixeleinek intenzitdsa is valtozik,
igy el6fordulhat, hogy egy hattérpixel intenzitdsa kismértékben megndvekszik, és a

hanyados kicsivel nagyobb lesz mint 1, aranygomb jelenlététol fiiggetlenil is.
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5.3 - 2. abra: Képfeldolgozas lépései. 1. eredeti kép, 2. morfologia zaras, 3. Gauss simitas, 4.
osztas (2. és 3. kép hanyadosa) utani kép, 5. az osztott kép (4) zards utan. A Gauss simitast
kovetden az aranygdmbok, mig a zarast kovetden a kisméretli fekete pontok tiinek el (piros nyil

altal mutatott pont).

A kép feldolgozasa soran (5.3 - 2. dbra) elsO 1épésként a rutin egy morfologiai zarast hajt
végre (C kiegészités), hogy a kisméretli egy-két pixel nagysagl sotét pontok eltiinjenek a
képrol. Ezt a simitas koveti, amely soran az aranygdmbok a hattérbe simulnak. Majd a két
kép hanyadosanak képpontonkénti elemzésével nyerjik a végsé képet, melyen a

foltkeresés végrehajthato.
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5.3.3 Foltkeresés algoritmusa

A kép feldolgozasa utdn a feldolgozott képen mar csak fekete €s fehér pixelek
talalhatok. A morfoldgiai zardsnak koszonhetden az aranygdmboket egy-egy fekete folt
reprezentalja, melyek széle nem vagy csak kis mértékben toredezett.

A fekete foltok megtaldlasdhoz mindenekel6tt definidlni kell, hogy mit tekintiink
egy foltnak. A program egy folthoz tartozonak tekinti azokat a fekete képpontokat, melyek
a sz€leiken legalabb egy a folthoz tartozo6 fekete képpont szomszéddal rendelkeznek, tehat
minden egyes pixel esetében (két dimenzids képen) 4 szomszédpixelt kell megvizsgalni (4-
szeres Osszekottetés, ,,4-connectivity”). A foltok megtaldldsdhoz a kép minden egyes
soranak minden egyes pontjat balr6l jobbra haladva meg kell vizsgalni (természetesen
lehetne a masik iranybdl is). Amennyiben a képpont fekete, gy egy folt sz€lénél jarunk.
Ezutén ha fehér képpont kovetkezik, akkor a foltot elhagytuk. Azonban egyazon folt tobb
sort is lefedhet, melyet ily mddon tobbszor detektdlna az algoritmus.

A probléma egyik lehetséges megoldasa az, hogy a széls6 pontoknal meg kell
vizsgalni, hogy az éppen vizsgalt pont, vagy valamelyik tle jobbra 1évé fekete képpont
szomszédja tartalmaz-e kozvetlen fekete szomszédot a kép el6zd soraban, hiszen ha
tartalmaz, akkor ez a folt mar regisztralva lett. Ezzel a modszerrel azonban azok az
alakzatok, amelyek tobb, a kép tetejének iranydba mutatd csticcsal is rendelkeznek
tobbszor detektalodnak.

Az eredményre vezetd megoldas, mellyel tetszOleges alaktl folt detektalhato a
kovetkezd (5.3 - 3. 4bra). A kép minden egyes sordnak minden egyes pixelét
megvizsgaljuk. Amennyiben a képpont fekete, ugy folthoz értiink. Ezutan az algoritmus a
megtalalt képpontot fehérre festi, majd minden egyes kozvetlen szomszédos képpontot
megvizsgal, és amennyiben fekete, Ggy azokat is fehérre festi stb. Mindezt addig
folytatjuk, mig a folt 0sszes kozvetlen szomszédos pixele fehér nem lesz, vagy el nem

érjiik a kép szélét.
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5.3 - 3. 4bra: Foltkeresés algoritmusa. Az els6 pont megtalalasa utan, a szomszédok felderitése,
majd azok szomszédjanak felderitése stb. kovetkezik. A stoptablak azokat a helyeket jeldlik, ahol a
szomszédkeresés leall.

Ennek a moédszernek az elénye az, hogy viszonylag gyors ¢€s a detektalt folt minden
egyes képpontjanak koordinatajat rogziteni lehet a keresés soran, igy a folt teriilete és a
kozéppontja meghatidrozhatd. Az algoritmus hatékony és gyors, hiszen a legrosszabb
esetben is, mikor az egész kép egyetlen folt (minden pixel fekete), az algoritmus minden

képpontot kétszer vizsgal meg.

5.3.4 Cellak aranygomb szam eloszlasanak meghatarozasa

crer

egyes aranygdmbre meghatarozzuk, hogy a képre kifeszitett rdcs melyik celljaba esik,
majd, hogy a kiilonb6z6 aranygdémbszamu cellakbdl hany darab talalhaté a képen. Végiil a
cellak szdmat abrazoljuk az aranygdmb szam fliggvényében. A racs celldinak méretét a
felhasznalo allitja be. Ezt célszerli ugy megvalasztani, hogy az egy cellaba esd atlagos
aranygdmbszam kb. 5-10 legyen, igy altalaban biztosithat6 az, hogy egy képre kelld szamu
cella férjen, és az egy cellaban talalhato aranygdémbdok szama ne legyen tal alacsony.

Elso 1épésként egy nxm nagysagu kétdimenzios tombot kell 1étrehozni, melynek, [,
jl-dik eleme, a képre kifeszitett racs [, j]-dik cellajanak aranygdmbtartalma. Kezdetben a
tomb minden eleme zérus. Annak meghatarozasdhoz, hogy egy (x, ) kép koordinatakkal

rendelkezé aranygdmb melyik celldba esik, el kell osztani mindkét koordinatat a cella
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sz¢élességével, illetve magassagaval (a programban a kettd megegyezik), majd a kapott
eredményeket felfelé kell kerekiteni. Az igy nyert két szamérték megadja annak a cellanak
illetve a tomb megfeleld elemének indexeit, melyben a gomb talalhatd. A megfeleld indexii
tombelem értékét ndvelni kell eggyel. A fenti miiveletet minden aranygémbre végrehajtva,
megkapjuk a cellak aranygdmb tartalmat. Ezutdn egy tjabb egydimenzios tombot kell
létrehozni, melynek elemszama megegyezik a celldk maximalis aranygdmb tartalmaval.
Majd az egydimenzios tomb azon elemének értékét, melynek indexe megegyezik a vizsgalt
cella aranygdmb szamaval, megnoveljiik eggyel. Az Osszes cellara elvégezve a fenti
miveletet az egydimenzids tomb a celldk aranygdmb szdm eloszlas hisztogramjat fogja
tartalmazni, ahol a tomb indexe adja a gombok szamat, mig a tomb megfeleld indexti

eleme a cellak szamat.
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5.3.5 Kvl.3 ioncsatornak sejtfelszini eloszlasanak vizsgalata

Immuno-gold technikaval vizsgaltuk a Kv1.3 ioncsatornak sejtfelszini eloszlasat
Jurkat sejtek felszinén, elsé és masodrendii paraméterek alapjan.

Az elektronmikroszkopos felvételek digitalizaldsa utan az altalunk fejlesztett
program segitségével meghatdroztuk az aranygdmbok helyzetét, valamint a megfeleld
méretli rdcsozat kivélasztdsa utan (kb. 5 aranygdmb / cella) a celldk aranygdmb szdm

eloszlasat (5.3 - 4. abra).

0.25 4

0.15 4 /
0l | ‘ \.\"lziﬁpm

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Cellak relativ frekvenciaja

Celldk aranygémb szama

5.3 - 4. dbra: Immuno-golddal jelolt Kv1.3 ioncsatornak eloszlasanak vizsgalata. A digitalizalt

crcr

cellanagysagli racsozaton meghataroztuk az egyes cellak aranygdmb taralmat. A grafikon
oszlopdiagramja a cellak aranygdmb szam eloszlasa, a —#— vonal pedig a cellak atlagos
aranygémb szama (A = 4,25) alapjan illesztett Poisson eloszlas hisztogramja. Az 5%-os
szignifikancia szinten elvégzett y teszt igazolja, hogy a megfigyelt eloszlas eltér a teljesen
véletlenszer(i ponteloszlastol.

Az elsérendli paramétervizsgalat egyértelmiien bizonyitja, hogy a Kvl.3
ioncsatorndk sejtfelszini eloszldsa nem egyenletes, hiszen a celldk aranygdmb szdm
hisztogramja, valamint a celldk atlagos aranygdmbszama (A4 = 4.25) alapjan generalt
Poisson eloszlés szignifikdnsan eltér egymastol 5%-os szignifikancia szint mellett.

A csatorndk aggregacid mértékének meghatarozasahoz az eloszlas mdasodrendii
paramétereit kell megvizsgalni. Az antigéneloszlas masodrendli paraméterek alapjan
torténd vizsgalatat az Anatoly A. Philimonenko és munkatarsai (Philimonenko és mtsai,

2000) altal kifejlesztett program segitségével végeztiik el. A szoftverrel megbecsiiltiikk a
K™ és a PCF fiiggvényeket (5.3 - 5. 4bra).
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5.3 - 5. 4bra: Immuno-golddal jelolt Kv1.3 ioncsatornak eloszlasanak vizsgalata, PCF és K B
fiiggvények becslése. A Kvl1.3 ioncsatornak a Jurkat sejtek felszinén koldniakat hoznak Iétre,

mely mind a PCF ¢és a K~ fiiggvények grafikonjan lathato. Mindkét fiiggvény esetében 0-10,
valamint 20 nm-es tavolsagokra kiugréan alacsony, ill. magas értékeket kaptunk. 0-10 nm-es
tavolsag esetén a fliggvények alacsony értéke az aranygdmbok méretével magyarazhato, hiszen a
10 nm-es aranygdmbdk esetén, ezen tavolsagon belill a szomszédos aranygdmbdk szama nulla. A

20-30 nm-es tartomanyban lathatd magas PCF és K - érték az aranygdmbdk, valamint a jelolés
soran hasznalt antitestek kozott fellépd, masodrendi kolcsonhatasokkal magyarazhato.

A K™ fiiggvény random ponteloszlasra vonatkozo 95%-os konfidencia intervallumat Monte Carlo
szimulacioval hataroztuk meg, melyek alsé és fels6 értékeit a jobboldali abran szaggatott vonal
jeloli.

A parkorrelacios és K~ fiiggvények szignifikinsan eltérnek a random
ponteloszlasra meghatarozott értékektdl, 40-60, valamint 80-100 nm-es tartomanyban,
mely alapjan megallapithatjuk, hogy a Kvl1.3 ioncsatornadk sejtfelszini eloszladsa nem
véletlenszerli, kozottlik olyan kolcsonhatasok 1épnek fel, melynek kovetkeztében

klasztereket, aggregatumokat hoznak létre a sejtfelszinen.
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6. Osszefoglalas

Munkénk sordn célunk volt bemutatni harom sejtfelszini fehérje proximitas

viszonyainak tanulmédnyozasara alkalmas moddszert, elsdsorban azok elméleti fizikai

hatterének, valamint a nyerheté informaciok matematikai feldolgozasanak és az

eredmények interpretalasinak modjat. Tovabba célunk volt mindharom moédszer

adatfeldolgozéasanak szoftveres hatterének megteremtése, illetve a meglévé programok

kiegészitése az adatok feldolgozasat segité programok Iétrehozasaval. Végezetiil

mindharom moédszert alkalmaztuk egy-egy bioldgiai kérdés megvalaszolasara.

Eredményeink a kovetkezok:

Kifejlesztettiink egy programot, melynek segitségével egyszerre tobb aramlasi
citometrias adatsor is analizadlhatdo parhuzamosan, valamint alkalmas a felhasznalo
altal definidlt aritmetikai kifejezések értékének sejtenkénti meghatarozasara és
sorozatos alkalmazasara. A programhoz olyan felhasznaloi feliiletet terveztiink, és
olyan funkcidkat implementéaltunk, melyek segitik az analizis folyamatat, valamint
az adatok attekinthetd elrendezését, az eredmények vizualizaciojat és értelmezését.
Bemutattuk a program haszndlatdit az N87 gyomor tumor sejteken az ErbB2
sejtfelszini receptorok két epitopja kozott mért energiatranszfer szadmitasan
keresztiil, valamint Osszehasonlitottuk a korabban kidolgozott transzferszamitasi
modszereket.

Kifejlesztettink egy szoftvercsomagot a fotohalvanyodasi képsorozatok
értékeléséhez, melynek segitségével leegyszeriisodik a nyert adatok feldolgozasa és
az eredmények interpretaldsa. Megvizsgaltuk az MHC I és MHC II molekuldk
alegységeinek proximitasviszonyait JY sejteken a mért fotohalvanyodési
képszekvencidk analizisével.

Kifejlesztettiink egy szoftvert az immuno-gold jelolt sejtfelszini antigének
helyzetének meghatarozasara elektronmikroszkopos képeken és elvégeztiik Jurkat
sejtek felszinén a Kv1.3 ioncsatorndk eloszldsanalizisét els6- és masodrendi

paraméterek alapjan.
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7. Kiegészitések

7.1 A: FCS fajl felépitése

Aramlési citometrias standard fijlok (Flow Cytometric Standard, FCS) négy f8
részre oszthatok (Data File Standard Committee, 1990; Seamer és mtsai, 1997). Az elso
rész a HEADER, melynek els6é 10 bajtja a FCS azonositot tartalmazza (pl.: FCS2.0 + 4 db
szokozkarakter). A kovetkezd 2x8 bajt tartalmazza a fajl kovetkezd nagy egységére, az
ugynevezett TEXT rész elejére és végére mutatd fajlmutatot ASCII formatumban. A
HEADER minden informacidja ASCII formatumban szerepel. Az ezt kdvetd 2x8 bajt a
mért paraméterek sejtenként mért értékét tartalmazo DATA rész elejére €s végére, mig az
ezt kovetd 2x8 bajt az opcionalis ANALYSIS rész elejére és végére mutatd fajlmutatot
tartalmazza.

A kovetkezd {6 egység a TEXT rész, mely a méréssel és a mért paraméterekkel
kapcsolatos informéciokat tartalmazza ASCII formatumban. Minden egyes bejegyzés két
részbdl, kulcsszobol (KEYWORD) és a hozza tartozo értékbol (VALUE) all. A TEXT rész
elsé bajtja koédolja az elvalasztd karaktert, mely az egyes bejegyzéseket valasztja el
egymastol. Az Osszetartozo értékparok kozott talalunk olyanokat, melyek az FC standard
részét képezik, ezek $-el kezdddnek (7.1 - 1. tablazat). A kotelezd kulcsszavak nélkiil az
FCS f3jl nem olvashato, igy ezeknek a fajl TEXT részében szerepelniiik kell, mig az
opcionalis kulcsszavak (7.1 - 2. tablazat) léte nem esszencidlis az adatolvasas
szempontjabol. Az altalunk fejlesztett szoftver feladata els@sorban a “listmode” fajlok
megnyitasa, és az adatok feldolgozasa, igy az opcionalis kulcsszavak koziil csak azokat a
kulcsszavakat olvassa, melyek ilyen tipust fajlokban eléfordulhatnak.

A TEXT részt koveti a DATA adatokat kodolo rész. Ebben a részben talalhatok a
sejteken mért adatok “Omlesztett” (listmode) formaban, amely azt jelenti, hogy az egyes
sejteken mért paraméterek a TEXT részben megadott sorrendben kovetik egymast. A
DATA rész lehet kiillonboz6, bindris és karakter formatumban is elmentve, melyre
vonatkoz6 informaciot a TEXT rész SDATATYPE kulcsszava kodolja.

Az FCS fjjlok tartalmazhatnak tovabbi, a mérést végzd szoftver bedllitdsaira
¢és/vagy az adatok értékelésére vonatkozo informaciokat az ANALYSIS részben. Mivel ez

a rész szoftverspecifikus €s opciondlis, igy ezzel a résszel tovabbiakban nem foglakozunk.
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7.1 - 1. tablazat: Az FC standardban definialt kotelez6 kulcsszavakat és azok

lehetséges értékei.

Kotelezo kulesszavak

Kulcsszé Lehetséges érték(ek)
$DATATYPE I: eljel nélkiili egész

F: lebegdpontos szam (4 bajt)
D: lebegOpontos szam (8 bajt)
A: ASCII karaktersorbol all6 szam

$MODE L: az adatok sejtenként “Omlesztve” (listmode)
U: korrelalatlan egyparaméteres hisztogram forméaban

vannak tarolva

$BYTEORDER | Az adat bajtjainak tarolasi sorrendje
PL: SBYTEORDER/1,2,3,4/
SNEXTDATA Egy FCS f3jl tobb mérést is tartalmazhat, a kulcsszd értéke

mutat a kovetkezd adathalmaz TEXT részének elejére

$PAR A mért paraméterek teljes szdma
$PnB A sejteken mért n-dik paraméter hossza bitekben
$PnR Az n-dik paraméter feloldasa

72



7.1 - 2: tablazat Az FC standardban definialt és a program altal olvasott opcionalis

kulcsszavak listaja.

A program altal olvasott opcionalis kulcsszavak

$DATE A mérés idépontja

SEXP A mérést végzo személy azonositoja (neve)

$PROJ A projekt neve

$OP Operator neve

$INST Laboratorium neve

$FIL F4jl neve

$CYT Aramlasi citométer neve

$SRC Minta szdrmazasa

$SYS Operacios rendszer, melyen az adatgytijtés tortént

$CELLS A vizsgalt sejtek tipusa

$BTIM Az adatgytijtés kezdetének idépontja

$SETIM A mérés végének idopontja

$TOT A fajlban tarolt sejtszam

$LOST Az adatgylijtés soran az adatgy(jté rendszer hib4jabol
elvesztett adatok szama

$ABRT A mérémiiszer hibdjabol nem mért adatok szama

$PnN Az n-dik paraméter neve

$PnF Az n-dik paraméter méréséhez hasznalt optikai szlir§ neve

$PnL Az n-dik paraméter méréséhez hasznalt 1ézer hullamhossza
(nm-ben)

$PnE Az n-dik paraméter erdsitése, linearis vagy logaritmikus

$PnO Az n-dik gerjesztd 1ézer kimend teljesitménye

$PnT Az n-dik paraméter detektoranak tipusa

$PnV Az n-dik paraméter detektor fesziiltsége
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7.1.1 FC standardok

Jelenleg harom standard hasznalatos, az FCS1.0, 2.0 és az FCS3.0, bar a ReFlex
program az FCS1.0-as f3jlszerkezetet nem tdmogatja. Ennek legf6bb oka az, hogy az
FCS1.0 standard nem rdgziti az dsszes, az adatok olvasasahoz sziikséges kulcsszot, emiatt
a kiilonbozd miszerek altal generalt fajlok szerkezete, illetve informacié tartalma

nagymértékben eltérhet, igy egységes fajlolvasé rutin készitése gyakorlatilag lehetetlen.

A legfontosabb nélkiilozhetetlen kulcsszobeli kiilonbségek az FCS2.0 és 1.0 kozott:

1. FCS2.0 tartalmaz nélkiilozhetetlen kulcsszavakat, mig az FCS1.0 nem feltétleniil.

2. Az FCS2.0-4s fajlok egynél tobb mérést (a programban Tube-nak nevezziik) is
tartalmazhatnak.

3. FCS2.0 tartalmazza a $BYTEORDER kulcsszot, hogy a kiilonb6zd operacios
rendszereken tarolt adatok olvashatok legyenek.

4. $ASC helyett a SDATATYPE kulcsszot kell hasznalni.

A legfontosabb kiilonbségek az FCS2.0 és 3.0 kozott:

1. Amennyiben az FCS3.0 fajl HEADER részében 1€v0 fajlmutatd hosszabb 8 bajtnal,
ugy a HEADER-ben 0-at kell irni, az adott szegmens elejére és végére mutatd
fajlmutatok helyére, és a TEXT részben kell a mutaték értékét megadni a
$BEGINDATA ¢és SENDDATA kulcsszavak alatt.

2. A TEXT rész két részre oszthatd, az elso rész tartalmazza a nélkiilozhetetlen
kulcsszavakat és az elsd 99.999.999 bajton beliil kell elhelyezkednie, mig a
masodik az opcionalis kulcsszavakat.

3. SUNICIODE kulcssz6 hasznalhatdé az unicode (specialis font készletek)
kédolashoz.

4. $TIMESTEP kulcssz6 a preciz mérésidé tarolashoz.

16 bites opcionalis CRC (Cyclic Redundancy Check) ellendrzési pontot (2 bajt hosszu)

lehet adni az adathalmaz végére. Célja a fajlintegritas ellendrzése.
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7.2 B: Infix és posztfix kifejezések: a forditott lengyel jelolés

Az infix aritmetikai kifejezések megoldasahoz, melyekben az operatorok az
operandusok kozott helyezkednek el, ismerniink kell az operatorok precedencidjat,
kiértékelési sorrendjét. Legnagyobb precedenciaval a hatvanyozas miivelet rendelkezik,
majd ezt koveti a szorzds és osztas és végiil az 0sszeadas és kivonas. Tovabba az egyes
részkifejezések kiértékelési sorrendje zarojelek segitségével befolyasolhato, illetve
modosithatd. A fenti szabalyok miatt infix aritmetikai kifejezések szamitdogépes
kiértekelése meglehetdsen bonyolult feladat, azonban a kifejezés megfeleld atalakitasa utan

a szamitas elvégezhetd (Lipschutz, 1993).

Az atalakitas soran az infix kifejezést lengyel jelolésre kell konvertalni, melyben az
operator megeldzi a két operandust, igy zarojelekre nincs sziikség, mivel a miiveletek
végrehajtasanak sorrendjét az operatorok és operandusok sorrendje hatdrozza meg. A
lengyel jeloléssel felirt kifejezést jobbrol balra kell olvasni. Annak érdekében, hogy a
kifejezés balrol jobbra legyen olvashatd, meg kell cserélni az operatorok és operandusok

sorrendjét. Ezt a jelolési modot forditott lengyel jelolésnek (postfix) nevezziik.

7.2.1 Infix kifejezés postfixé konvertalasa

Az infix kifejezések postfixé torténd atalakitasahoz sziikség van az operatorok és
operandusok taroldsara alkalmas adatszerkezetre, a veremre. A verem egy olyan tarolo,
amelyre csak feliilrdl lehet adatot rahelyezni (push), €s csak a legfels6 elem emelhetd le
rola (pop).

Az infix kifejezés a kovetkezd algoritmust segitségével konvertalhatd postfix
kifejezéssé. Elsé 1épésként az infix kifejezést le kell zarni egy karakterrel (jobboldali
zarojel), ez jelzi, hogy a kifejezés véget ért, valamint egy baloldali zarojelet a veremre
helyeziink, mely a verem aljat jelzi. A kifejezés balrdl jobbra értékelhetd. Az értékelés

szabalyai a kovetkezOk (7.2 — 1. tablazat):

e Operandust hozzacsatoljuk a postfix kifejezéshez.

e Baloldali zargjelet a veremre kell helyezni.
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Operator olvasasa esetén a veremrdl le kell emelni, majd a postfix kifejezéshez
hozz4 kell csatolni az azonos vagy nagyobb precedenciaji operatorokat.

Jobboldali zardjel esetén addig kell az operatorokat leemelni a veremrdl, és a
postfix kifejezéshez csatolni, mig baloldali zardjel nem kovetkezik, melyet le kell

emelni a veremrol.

7.2 - 1. tablazat: Az infix Kkifejezés postfixé konvertalasanak lépései egy konkrét

példaval.

Infix aritmetikai kifejezés: S<(6+2)-12/4

Lépés | Szimbolum | Verem Postfix kifejezés
1, 5 ( 5

2, . (- 5

3, ( (*( 56

4, 6 (*(+ 56

5, 2 (*(+ 562

6, ) (- 562+

7, - ( - 562+«

8, 12 ( - 562+ -¢12
9, / (-7 562+ ¢12
10, 4 (-7 562+ 124
11, ) 562++124/-
7.2.2  Postfix kifejezés kiszamitasa

adatszerkezetet hasznaljuk. Els6 1épésként a kifejezést egy pontosvesszdvel lezarjuk, mely
jelzi, hogy a kifejezés véget ért. Az operandusokat a veremre helyezziik, mig egy operator
nem kovetkezik a kifejezés olvasasa soran. Ekkor két operandust a veremrdl leemelve a

részszamitds elvégezhetd, majd az eredményt visszahelyezve a veremre, az eljaras addig

Postfix kifejezés

feldolgozasa soran (7.2 -
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folytatddik, mig a kifejezés végére nem ériink. Ekkor a verem mar csak egyetlen szdmot

tartalmazhat a végeredmeényt.

7.2 - 2. tdblazat: Postfix kifejezés kiszamitasa, a példa befejezése.

Postfix aritmetikai kifejezés: 5 6 2 + « 12 4 / - ;
Lépés | Szimbolum | Verem
1, 5 5

2, 6 56

3, 2 562
4, + 58

5, . 40

6, 12 40 12
7, 4 40 12 4
8, / 40 3

9, - 37

10, ;
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7.3 C: Képfeldolgozas

A képfeldolgozas soran a képet ugy moddositjuk, olyan miiveleteket hajtunk rajta
végre, melyekkel a lényeges informécidokat a lényegtelenektdl elvélasztjuk. A
képfeldolgozasnak/képelemzésnek szdmos lehetséges, és mas-mds eredményre vezetd
moddja van, melyek koziil csak a konvoltciot és a morfologiai transzformaciot fogjuk
targyalni, mivel a ClickOnGold program e miiveleteket hasznélja a képelemzés soran.

A konvoluciés miiveletek soran a sziirke skalajd kép pontjait a szomszéd
képpontok sziirkeségi szintjeinek figyelembevételével modositjuk. A modositas alapjat egy
mxn konvolicios matrix képezi (7.3 - 1. abra), melynek kozépsd elemét a kép pontjaira
helyezziik pontrol-pontra, majd a matrix altal lefedett teriilet pixeleit megszorozzuk a
matrix értékeivel, azokat 0sszeadjuk és az eredményt a matrix elemeinek dsszegével (vagy

barmilyen tetszéleges szammal) normaljuk, végiil ezt az értéket helyezziik vissza a képre.

Eredeti képmatrix részlet Kernel
S,|S.1S, K, | Ko | Kq
S, | Ss| Se 4| N5 | Ne
S7]|Ss| Se 7] Ns | Mo

7.3 - 1. dbra: Konvolicié miivelete. A baloldalon az eredeti képmatrix egy részlete, mig a
jobboldalon, a képen alkalmazott kernel (konvolicids matrix) lathato.

A fent leirtak matematikai formaban kifejezve:

o 1 mxn
SSmOdosltott :WZKIS , (74 _ 1)

i
i=1

ahol S5"%sMt 5 szamitott képpont értéke, N a normalo konstans, K; a kernel i-edik eleme,
S;a kernel altal lefedett képmatrix részlet i-edik eleme.
A sziird matrixoknak szamos fajtija létezik, melyek mind méretiikben, mind

tulajdonsagaikban eltérnek egymastol, néhanyat emlitve a teljesség igénye nélkiil: atlagolo,
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simitd, ¢lkiemeld kernel stb. A program csak egy simitd kernelt, a Gauss-sziir6 kernelhez
hasonl6 sziir6t hasznal. Az eltérés abban all, hogy a program altal hasznalt kernel 1x50
méretli, mely a Gauss eloszlas értékeit tartalmazza. Ezt a sziir6t alkalmazzuk a képen
kétszer egymas utan vizszintes iranyban, de a két 1épés kozott a képet elforgatjuk 90°-al.

A morfologiai miiveletek képezik a képfeldolgozas egy masik nagy csoportjat.
Ebben az esetben az egyes képpontok értékét ugyancsak a szomszédos képpontoktol
fliggben valtoztatjuk meg, de ebben az esetben aritmetikai miiveletek helyett, logikai
miiveleteket haszndlunk (kisebb, nagyobb relacidok). A morfologiai atalakitasok nagy
elénye, hogy a lényegtelen informaciok kikiiszobolése megbizhato, irdnyitott médon zajlik
szemben a konvolucioval, ahol a Iényegtelen informaciok, bar kevésbé hangsulyosan, de
megmaradnak. A leggyakoribb morfoldgiai transzformacidk az er6zid €s a dilatacio.
Er6zi6 soran az adott képpontot az dnmaga és tetszoleges szamu szomszédja (altalaban
nyolc) altal alkotott csoport minimumaval, mig dilatdci®6 sordn a maximumaval
helyettesitjiik. Er6zid soran, a képen 1évo sotét objektumok mérete megnd, mintegy a
képen 1évo arkok kiszélesednek, mig dilatacio soran ezek az arkok feltdltddnek.

Az Osszetett morfoldgiai transzformdcio az erdzid és dilatacié miiveletek megfeleld
szamu ¢és sorrendii végrehajtasaval valosithatdo meg. A legegyszerlibb 0sszetett morfologiai
transzforméciok a nyitds és zaras, melyek rendre egy erdziobol és egy azt kdvetd
dilataciobodl, valamint egy dilataciobol és egy azt kovetd erdzidobol allnak. A nyitds
miivelete a kisméretii és vilagos pontokat, ezzel szemben a zarés a kisméretli sotét pontokat
tavolitja el a képrol.

Természetesen az er6zid ¢és dilatacidé miveletek segitségével, 0Osszetettebb
transzformaciok is megvaldsithatok (black és white smoothing, tophat transzformacio stb.),

azonban a program megirasanal ezekre nem volt sziikség, igy ezekkel nem foglalkozunk.
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10. Melléklet

10.1 Objektumorientalt programozas

Egy program megsziiletésekor a program feladatatol (tipusatol) fliggden tobbé-
kevésbé a valds vilagot modellezziik. Ahhoz, hogy a modell sikeres és hasznélhato legyen,
a vilag (probléma) elemzése sordn valahol meg kell allnunk, a problémat nem lehet a
végtelenségig finomitani, azaz absztrakt médon kell megfogalmaznunk. Ilyenkor csak a
probléma Iényegére koncentrdlunk, az egyes objektumoknak csak azon tulajdonsagait
vessziik figyelembe, melyek a kivant cél eléréséhez nélkiilozhetetlenek.

Az objektumorientalt program legkisebb egysége az osztaly, melyben az adatok és
eljarasok (metodusok) dssze vannak zarva. Minden osztdlynak megvannak a sajat adatai és
tagfliggvényei, melyeken keresztiil meg lehet kérni bizonyos feladatok elvégzésére.
Minden egyes program tobb osztallyal is dolgozik, melyek Iétrehozott példanyait
objektumoknak nevezziik (Stroustrup, 2005; Angster, 1999).

Minden objektumnak allapota van, példaul sziiletés utan inicializalatlan, azaz
»semmilyen” allapotban van, ezért a 1étrehozas utan be kell taplalnunk kezdeti adatait. Az
¢lete soran az allapot az éppen végzendd, vagy a mar elvégzett feladattdl fligg. Az
objektumoknak élete van. A létrehozaskor (memoriafoglalés, inicializalads) megsziiletik,
majd ¢él, ekozben feladatokat hajt végre, véglil meghal ¢és befejezi mikddését
(felszabaditas).

Az objektum (osztaly) legnagyobb ereje abban 4ll, hogy zart és sérthetetlen, melyet
ugy valésit meg, hogy a kiilvilAg szamdra érdektelen vagy nem engedélyezett
informéciokat elrejti. Ennek kovetkeztében mas programrészlet nem tudja elrontani az
objektum belsejét, illetve az esetleges hibak nem tudnak atterjedni mas programrészletre.

Az objektumorientalt programozas (OOP) kulcsfontossagu eleme az 6roklddés.
Oroklddéssel 1 osztalyokat tudunk Ilétrehozni egy mar meglévd osztalybol vagy
osztalyokbol. Ez azt jelenti, hogy az 0j osztdly az dsosztaly(ok) (béazisosztaly) minden
tulajdonsagaval és metddusaval rendelkezik, és azokat tovabbiakkal egészithetjiik ki. Az
oroklodeés gyakran specializaciot jelent, bar a tobbszords 6roklédés néha altalanositast is
jelenthet. Tovabba az 6roklddés segitségével elkeriilhetdk a felesleges ismétlddések, hiszen

hasonl6 osztalyok esetén nem kell a kddot masolgatni, hanem egyszeriien egy 6sosztalybol
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kell az ijabb osztalyokat Iétrehozni. Végiil a hibakeresést €s a kdd modositasat is nagyban
egyszerusiti.

Ugyancsak fontos eleme az OOP-nek a polimorfizmus. Ez sz6 szerint azt jelenti,
hogy egy objektum tobbféle alakban is megjelenhet, mely segitségével kiilonbdzo
osztalyok objektumaira ugyanazon a valtozon keresztiil lehet hivatkozni, de ha az
objektummal végrehajtunk egy miiveletet, az objektum az osztalydnak megfeleld metddust
fogja végrehajtani.

Ennek a dolgozatnak nem célja az objektumorientalt programozas részletes
targyaldsa, csak az alapvetd fogalmakat gytjtottiik 6ssze, és azok koziil is csak azokat,
amelyek nélkiilozhetetlenek a tovabbi fejezetek megértéséhez.

Az osztalyleirasoknadl az UML (Unified Modelling Language) grafikus jel6ld
rendszert haszndlom az osztdlyhierarchidk, valamint az osztalyok kozotti kapcsolatok

szemléltetésére (10.1 - 1., 10.1 - 2. abra.)(Levendovszky, 1999).

Class

«aPublikus Tag :string -
f%3Védett Tag : integer Osztaly jelolese:
B¥Privat Tag :integer Osztdlyneve

Tagok, Mezdk, Valtozdk

WPublikus Metédus() Metddusok, FUggvények
¥ Védett Metodus ()
E¥Privat Metodus ()

A

Az 6roklodés jele:
Class az0s osztaly, Class1 a
“|leszarmazott osztaly

Class1

10.1 - 1. abra: UML jelolés rendszer. Az osztdlyokat harom részre osztott téglalapok
reprezentaljak. A felsé részben az osztaly neve, mig az alsd kettében a valtozok nevei €s tipusai,
valamint a metoédusok lathatok.
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Tartalmazasi kapcsolat: ™\ [Class5-6t referencia szerint Ismeretségi kapcsolat: AN
Class2 érték szerint tartalmazza Class2, nem feltétlendl Class2 ismeri Class3-at
tartalmazza Class4-et, felelos a létrehozasaért és és hasznadljais,
Class2 hozza létre, és megsemmisitéséért. meghivhatja a publikus
felelds a felszabaditasaért metddusait, valamint
is. / Class2 irhatja és olvashatja

{ publikus értékeit.
A0..n multiplicitast jeldl,
Class2 Class4-b6l 0..n
db-ot tartalmazhat.

Class4 Class5 Class3

10.1 - 2. abra: Az osztalyok kozotti kapcsolatok jelolése. A kapcsolatok jeldlésére kiilonbozo
nyilakat és vonalakat hasznal a jel6l6 nyelv. A legfontosabbak ezek koziil, az 6roklédés jele (iires
nyilvég), a tartalmazasi kapcsolatokat jelold nyilak (tartalmazasi kapcsolat: teli rombusz a nyil
talpanal, referencia szerinti tartalmazasi kapcsolat: iires rombusz a nyil talpanal), valamint az
ismeretségi kapcsolatokat jelolé vonalak és nyilazott nyilak.
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10.2 A Reflex program osztalyai

10.2.1 A ReFlex program tablai

Mindharom tabla (Projekttabla, Csoporttabla, Kaputabla) a TMyTreeGrid
leszarmazottja (10.2 - 1. abra), mely a TMyGrid-bdl 6roklédik. Bar a Delphi tartalmaz
tabla objektumot (TDrawGrid), de ez a komponens csak egymast kovetd sorok egyidejii
kivalasztasat teszi lehetévé. Azonban sziikség van eltérd sorok kivalasztasara is, igy 1étre
kellett hozni egy 0j osztalyt (TMyGrid), mely a TDrawGrid leszdrmazottja. A TMyGrid
osztaly tartalmaz egy listat, mely a kivalasztott celldk paramétereit (sor, oszlop szama)
tarolo TMySelection tipusu objektumokat tarolja. A kivalasztas soran, ha a felhasznalo a
tabla valamelyik celldjan klikkel, mikozben a SHIFT billentyti le van nyomva, egy Uj
TMySelection objektum jon Iétre a kivalasztott cella paramétereivel, majd a listdhoz

adodik.

TDrawGrid

(from Delphi classes)

A
/\

:

TMyGrid

A
/\

TMyTreeGrid

A
/\

:

TMyTreeProjectGrid TMyTreeGroupGrid TMyTreeGateGrid

10.2 - 1. &bra: Tabla osztalyhierarchia. A tablak a VCL altal nytjtott TDrawGrid tablabol
szarmaznak. Mivel a TDrawGrid osztalyban nem lehetséges a tablazat sorainak tetszéleges
sorrendben torténd kivalasztasa, igy létrehoztunk egy olyan tablaosztalyt (TMyTreeGrid), mely
tamogatja ezt a funkciot, és bazisosztalya lehet a tovabbi specifikus tdblaknak.
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Ez az osztaly tovabbi tulajdonsagokkal is fel lett ruhdzva:

e K¢épes hierarchikusan egymdasnak alarendelt adatok megjelenitésére, valamint azok
elrejtésére (10.2 - 2. abra:). Erre a funkciora a kapu €s a kapuzott populacio
hierarchiak megjelenitésénél van sziikség.

e Az egyes cellakhoz tetszéleges szamu ikon rendelhetd, valamint rendelkezik egy
olyan eseménnyel, mely akkor kovetkezik be, ha a felhaszndlo valamelyik ikonra
klikkel. Ez az esemény visszaadja a tdbla megfeleld sorat, valamint azt, hogy

hanyadik ikonon nyomtuk le az egeret.

ER Groupd
b feg 020718.031 D:4iesfilesh020718.031
bl Tubett
» $.Eq
- & Fo

10.2 - 2. dbra: A TMyTreeGrid tablakomponens képes hierarchikus, egymasnak alarendelt
sorok megjelenitésére. A megvalositashoz egy fa szerkezetet kell létrehozni a memoridban,
melynek csomdpontjai a TMyNode osztaly objektumai. Minden egyes csomopontnak tobb
csomoépontja is lehet, melyeket egy listdban a TMyNodeList egy példanyaban tarol. Minden egyes
csomopont képes a benne tarolt adat (szoveg), tovabba a hozza rendelt ikonok megjelenitésére,
valamint az alarendelt csomopontok elrejtésére.

10.2.2 FCS fajl olvaso és tarolé osztaly

Az FCS fajlok olvasasat valamint az adatsorok és adatok tarolasat TFCSFileCont
osztaly végzi (10.2 - 3. abra). Az osztaly konstruktora megkapja argumentumként a
betoltendd fajl névét €s elérési Utvonalat, majd a konstruktor meghivja az OpenFCS
procedurat, melynek feladata a fajl olvasasdnak lebonyolitdsa. Tovabba ez az osztaly
szervezi az adatokat Tube-okba (méréssorozat egy tagjat tarold objektum), valamint a

sejteken mért paramétereket atadja a TParaméter osztaly megfeleld egyedének.
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TObje ct

(from Delphi classes)

TFCSFileCont

LOpenFCS()
iﬁ TTub
e
TTubelList 1.n_ - =
= L gzfParamList : array of TParameter
~1..n
TList TParameter
(from Delphi classes) %fTomb :array of double

10.2 - 3. 4bra: Az FCS f4jl olvaso és tarolo osztaly felépitése. Az osztaly konstruktora végzi az
FCS fajl feldolgozasat. A mérés paramétereit a TTube osztaly egy altala 1étrehozott egyedének adja
at, valamint a mérés adatait paraméterenként egy a Tube egyed altal 1étrehozott TParaméter tipusu

objektum tarolja.

A fajl olvasasat a konstruktor végzi, mely meghivja az OpenFCS metddust.

procedure TFCSFileCont.OpenFCS(FilePath: TFileName);
var
f : file;
NextData : longword,
begin
try
AssignFile(f, FilePath);
Reset(f, 1);

while (1=1) do
begin
CheckFileTypeHeader(f);
GetTextParams(f);
GetData(f);
NextData:= TTube(fTubeList.Iltems[fTubeList.Count - 1]).NextData;
if NextData = 0 then break;
seek(f, NextData);
end;

finally
CloseFile(f);
end;
end;
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A betoltendd f4jl megnyitasa az FCS tipus ellenérzésével, majd a fajlmutatok olvasasaval
kezdddik. Amennyiben a fajl tipusa nem FCS2.0 vagy 3.0, ugy a procedura egy kivételt
general €s az objektum nem jon (nem johet) 1étre. A mutatok olvasasa utan a procedara
feldolgozza a TEXT rész adatait (GetTextParams), és létrehozza az adatok taroldsara
szolgaldo TParameter osztalyegyedeket, melyeket a GetData metddus tolt fel a DATA
részbdl kiolvasott adatokkal. A TEXT rész SNEXTDATA kulcs értéke mutat a kovetkezo
méréssorra, melynek nem nulla értéke esetén ujabb TTube tipust objektum jon 1étre, €s az
olvasasi folyamat folytatodik. Amennyiben az érték 0, gy a fajl nem tartalmaz tobb

adatsort.
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10.2.3 Egyenletszerkeszté modul tarolo osztalya

Az egyenletszerkesztd modul megvaldsitasahoz sziikség van egy tarold osztalyra
(TEqEval) (10.2 - 4. 4bra). Ennek az osztidlynak az elsddleges feladata az egyenletek
paramétereinek, konstansok, alnevek és egyenletek tarolasa, valamint a Tube objektum (az
FCS f34j1 megfeleld adatsora) paramétereinek ¢és az egyenletek alapjan szamitott

paraméterek 0sszefogasa.

TEqEval et
(f om D elphi classes)
S
TEqAliList TEqConstList > TEqEqList
N—0 _
$0..n \W%Uf.ﬁ\\\ $ 0.n
TEqgAlias TEqConst T TEqEquation
ZName :string «Name :string Zifequation : string
«#Value :double
TTube TParameter
(from FCSFileCont) 0..n (from FCSFileCont)

cxParamList:array of TParameter Q}fTom b :array of double

10.2 - 4. abra: Az egyenletszerkeszté modul tarolé osztalyanak felépitése. Az osztaly
rendelkezik egy TEqAliasList-el, TEqConstList-el, tovabba egy TEqEqList-el, melyek feladata
rendre az alnevek neveinek és a megfeleltetett paraméter, a konstans nevek és értékek, valamint az
egyenletértékeld objektumok (TEqEquation) tarolasara, tovabba ismeri és hasznalja az FCS f3jl
tarolo objektum Tube objektumat.

Rendelkezik néhany metddussal is, a konstruktoron és destruktoron kiviil, a Save és Load

crer

olvasasa XML f3jlbol. Képes ezen kiviil megjeleniteni az egyenletszerkesztd ablakot

(felhasznaldi feliilet) a ShowEditor procedira meghivasaval. Tovabba rendelkezik egy
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masolo rutinnal (Copy), melyen keresztiil képes teljes tartalmat (alnevek, konstansok,

egyenletek) atmasolni egy masik egyenletszerkesztd objektumba.

10.2.4 Egyenlettarolo, kiértékeld osztaly

A TEqEquation osztaly feladata egy a felhasznalo altal definialt egyenlet tarolasa
¢s annak kiértékelése az alnevek, konstansok és a rendelkezésre allo mért vagy szamitott

sejtenkénti paraméterek ismeretében.

TEqEquation = class(TObject)

private
fequation : string;
fTube : TTube;
fConstList  : TEqConstList;
fAliList : TEqAliasList;

fSelfParam : TParameter;
fFormulaStack : TStack;
fPostStack : TStack;
fTempStack : TStack;

procedure InFixToPostFix;
procedure CalcPostFix;

protected

published

end;

crer

formdban az egyenletet. Az fTube az FCS fajl megfeleld adatsordnak paramétertarold
objektumara mutat. Ugyancsak latja az osztaly a konstansok és alnevek listajat (fConstList,
fAliList), de csak olvassa Oket. Az fSelfParam az osztily altal létrehozott paraméter
sejtenkénti értékeit tarolo TParameter osztdly egyede. Ezutan kovetkeznek az egyenlet
kiértékelése sordn fellépd hibak tarolasara szolgaldo mezdk, majd a szdmitashoz sziikséges
vermek.

Az egyenlet értékelése sordn a felhasznald altal beirt paramétereket, alneveket és
konstansokat értelmezni kell, azaz az egyes nevek, alnevek helyére a megfeleld adatot
vagy adatsort kell beirni. Az értelmezett, de még infix egyenletet tarolja a fFormulaStack,

mig a postfix kifejezést az fPostStack tarolja (Infix kifejezés postfixé konvertdlasdnak
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elmélete: lasd B kiegészités). Ezt a két 1épést csak egyszer kell végrehajtani, hiszen minden
egyes sejtre ugyanezt az egyenletet kell kiszdmitani a megfeleld sejt megfeleld
paraméterének értékével. A postfix kifejezés kiszamitasahoz sziikség van egy tovabbi
veremre (fTempStack), melyben a részszdmitasok eredményeit tarolja az osztély.

A privat metddusok koziil az InFixToPostFix valamint CalcPostFix metodusok az
osztaly legfontosabb feladatait latjak el, az elsé az infix kifejezést alakitja postfix

kifejezéssé, a masodik pedig a mar postfix kifejezés sejtenkénti értékét hatarozza meg.

10.2.5 Grafikon komponens

A Borland Delphi tartalmaz egy grafikon komponenst (TChart), mely tulajdonsagai
¢s metddusai alapjan alkalmas arra, hogy bazisosztalya legyen egy olyan osztalynak, mely
dot-plotok és hisztogramok megjelenitésére képes. Azonban ez az osztaly meglehetdsen
robosztus, nagyon sok metodusa ¢és tulajdonsdga van, igy tulsdgosan nagy az
er6forrasigénye. Ennek kovetkeztében a pontsorhoz adott pontok kirajzoldsa lassu,
valamint tapasztalataink szerint kb. 20.000 pont felett a pontsorhoz torténd pont
hozzéadasa, az 1jboli memoriafoglalds miatt hossza 1d6t vesz igénybe.

A probléma megoldéasat egy 0j grafikus komponens (TMyChart, 10.2 - 5. abra)
létrehozasa jelentette, mely képes magat kirajzolni egy ablakra, vagy barmilyen mas
TControl-bol szarmazd objektum fogadéasara alkalmas komponensre. A bazis osztilya a
TCustomControl, mely rendelkezik vaszonnal (TCanvas). Az alapétlet az, hogy a grafikon
keretét, valamint a pontsorokat is kozvetleniil erre a véaszonra rajzolja a komponens.
Azonban az atméretezések, valamint frissitések soran a komponens villog, ami elkeriilhetd
a komponens kétszeri pufferelésével.

A TMyChart-bdl létrehozott TMyGateChart (10.2 - 5. 4bra) rendelkezik a kapuk
létrehozasara és rajzolasara is alkalmas metddusokkal. A kapuk moédositasa sordn sokszor
kell az egész grafikont Gjra rajzolni, mely egy meglehetdsen iddigényes (draga) miivelet. A
megoldast az jelenti, hogy a grafikont egy bittérképre (TBitMap) rajzolja a komponens,
melyet a rajzolas végeztével kimdsol a vasznara, mig a kapuk vonalait ezutdn kozvetleniil a
vészonra rajzolja. Igy a kapuk modositasa esetén, mikor a pontsor és a keret nem valtozik,
elegendd a bittérképet kimdsolni a vaszonra, és arra a kapukat 0jra rajzolni. Sajnélatos
modon ekkor a komponens ismét villog. Ezért a végsé megoldast az jelenti, hogy két

bittérképet kell 1étrehozni. Az elsdre rajzolodik a keret és a pontsorok, amennyiben ezt
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frissiteni kell. A masodikra masolodik az elsé bittérkép tartalma, valamint a kapuk
kirajzoljak magukat ra. Végiil a kész grafikonképet a komponens masolja a vasznara. Ez

kielégitéen gyors, tovabba a komponens nem villog az dtméretezés és kapurajzolas kdzben.

TObject TCustomControl TList
(from Delphi classes) (from Delphi classes) (from Delphi classes)
Z% TMySeries
TAxis EffXseries :arayofdouble
TMyChart E5fySeries : aray ofdouble
L
<<abstract>> Draw() - ~ WAdd()
®Draw()
‘ L 0..n
TBottom Axis TLeftAxis TSeriesList

10.2 - 5. abra: TMyChart osztaly felépitése. Az osztaly szamos objektummal rendelkezik, melyek
feladata a rajzolas egyes részeinek végrehajtasa. A két tengely osztaly (mindkettd a TAxis osztaly
leszarmazottja) feladata az adott tengelyre vonatkozo beallitdsok tarolasa (tengely vonalvastagsag,
skala minimum, maximum €rtéke, szine stb.), tovabba a beallitdsoknak megfeleld tengely és cim
rajzolasa a Draw fliggvénynek atadott vaszonra. Egy grafikon tobb kiilonb6z6 pontsort
(TMySeries) is abrazolhat, melyeket a TList-bol szarmazd fSeriesList privat tag fog 6ssze.
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10.2.5.1  Grafikon komponens pontsor osztdlyai

A pontsor osztalyok bazis osztalya a TMySeries, melynek feladata az sszetartozo
értékparok x, y értékeinek tarolasa tombokben. Tovabbi feladata a pontsor rajzolasa a Draw
metddusnak atadott vaszonra. Az 8sosztalyban ez a metddus virtualis és absztrakt, melyet a
beldle orokitett osztalyokban implementalni kell, a pontsor tipusanak megfeleld
algoritmussal. gy a beléle szarmaztatott osztalyok elsésorban a rajzolas médjéban térnek
el egymastol.

TMyPointSeries valamint a TLineSeries rajzolé6 metodusa meglehetdsen egyszert.
A pontsorozat osztaly esetében a pontok [x, y] koordinatait at kell szamitani a grafikon
vaszon koordinatjava [i, j], majd a vaszon megfeleld pixelét at kell szinezni az osztaly
pontszinére (Canvas.Pixels[i, j]:= Color;). A vonalpontsor els6 pontja esetében a vaszon
tollat el kell mozgatni a pont vaszonkoordinatjaba (Canvas.MoveTo( 1, j );), majd vonalat
kell htizni a kdvetkezd pont vaszon koordinatai altal meghatarozott pontba a vonal szinével
(Canvas.LineTo( 1, j );).

A TMyDensitySeries esetében a rajzold algoritmus 0Osszetettebb, mivel ez a
pontsorfajta egy kétdimenzids hisztogram szinkddolt formaban. Két, sejtenként mért
paraméter értékei képezik az értékparokat. Mind a két érték esetében meg kell hatarozni,
hogy az adott paraméter egydimenziés hisztogramjdnak hdnyadik osztalyaba
(intervallumaba) esik. A két intervallum indexét ismerve a kétdimenzids hisztogram
(kétdimenzios tomb) megfeleld celldjanak értékét megnoveljik eggyel. Miutan a fenti
eljarast elvégeztiik az 0sszes értékparra, a hisztogram minden egyes osztalydhoz hozza kell
rendelni egy a grafikon hattérszinébdl és a pontsor szinébdl generdlt szint, mely 256
kiilonboz6é arnyalattal rendelkezik. Végil a vaszon megfeleld pixelét a hisztogram

értékeihez rendelt szintre kell atfesteni.
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10.2.6 A kapukat rajzolo grafikon komponens

Ez a komponens (TMyGateChart) a TMyChart osztalybol szarmazik, 6rokolve
annak minden metodusat és tulajdonsdgat, valamint képes a felhasznalo altal definialt

kapukat az 6sszes paraméteriikkel tarolni és kirajzolni (10.2 - 6. 4bra).

TMyChart
(from My Chart)

I

TMyGateChart

TList

(from Delphi classes)

)

TGatelist

TGate

(from Gate)

10.2 - 6. abra: A kapukat rajzolé grafikon osztily szerkezete. Ez a komponens fogadja a
felhasznald altal kivaltott egéreseményeket, melyekkel a felhasznald ) kaput hozhat 1étre, vagy
meglévd kaput modosithat. A grafikonon 1étrehozott kapukat egy lista tartalmazza (TGateList).
Minden egyes kapu rendelkezik egy rajzolé mivelettel, mellyel ki tudja rajzolni hatarol6 vonalait a
grafikon véasznara.

Képes a Windows égér lzeneteit fogadni (bal egérgomb lenyomva (mouse down),
felengedve (mouse up), duplaklikk (dblclick) stb.), mely segitségével a felhasznalo

kapukat hozhat 1étre, €s a meglévo kapukat modosithatja.
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10.2.7 Kapu osztaly és leszarmazottai

A kapu osztaly (TGate) (10.2 - 7. abra) feladata a kapuk Osszes tulajdonsdganak tarolasa,
valamint a kapuzéds végrehajtasa, mely azt jelenti, hogy minden egyes kapu képes
eldallitani a kapuzas feltételeit kielégitd sejtek részhalmazat. Tovabba rendelkezik egy

rajzolé metddussal, mellyel sajat magat rajzolja ki a grafikon komponensre.

TObject

(from Delphi classes)

A
/\

TGate

BFXArray : array of double

&5fYArray : array of double
¢XParam : TParameter
<2 YParam : TParameter
«OwnerGates : TList
«ChildGates : TList
«2GatedIndexes : TindexList
«OwnerWindow : TObject

BDraw()
L GetGatedPointsIndexes ()

THistGate TDotPGate TOperGate
«2Operation : TOperType

10.2 - 7. ébra: Kapu osztalyhierarchia. A program harom kapuosztalyt hasznal a kiilonféle
kapuzasok megvalositasara. Mindharom osztaly kozos 0s (TGate) leszarmazottja, mely szamos
mezdvel és két absztrakt metodussal rendelkezik, melyeket minden leszarmazott osztalynak
implementalnia kell. Az egyik a rajzoldé metoédus, mellyel a kapu a grafikonra rajzolja ki magat
(Draw( Canvas: TCanvas; ... )), a masodik a kapuzas, mellyel a kiszelektalt sejtek indexét
hatarozza meg (GatedIndexes: TIndexList). Ennek végrehajtasahoz minden kapu ismeri a sejt
paramétereket, melyek grafikonjan létre lett hozva (XParam, YParam: TParameter), az ablakot
(OwnerWindow: TObject), melynek grafikonjan lett definialva, tartalmazza definiald pontjait
(fXArray, fY Array: array of double), valamint ismeri sziil6 és gyermek kapuit, melyeket egy-egy

listaban tarol (OwnerGates, ChildGates: TList).
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10.2.8 Populaciokat megjelenito panel

A populacidkat megjelenitd panel (TFPopulWindow) feladata a grafikus
komponensek (grafikon, eszkoztdr, Kapuhierarchia tabla) csoportba foglalasa, valamint
megjelenitése. Az interfészen keresztiil képes a felhasznald kiillonb6zd paramétereket és
grafikonokat megjeleniteni (hisztogram, dot-plot, density-plot), tovabba a kapukat
szervezni, létrehozni, t6rolni, modositani, illetve kapuk (alpopulacidk) kézott miiveleteket

elvégezni (metszet, unid, inverz kapu stb.). Az osztaly szerkezete a 10.2 - 8. abran lathato.

TFrame
(from Delphi classes)

‘ TList

TFPopulWindow (from Delphi classes)
TList TSeriesFactory TMyStatList TMyStatistic
(from Delphi classes) o.n
\J/
= : TObject
TMyGateChart TSerFactlist (from Delprjﬁ classes)

(from My GateChart)

LV

b

TSeriesFactltem

10.2 - 8. abra: Populaciékat megjelenité panel szerkezete. A TFPopulWindow osztaly a TFrame
osztaly leszarmazottja. Szamos objektumot fog Gssze és irdnyit. Iranyitja a Grafikon komponenst
(TMyGateChart), valamint a TSeriesFactory-n keresztiil allitja be a lathato és rejtett alpopulaciok
megjelenitését. Tartalmaz egy listat (TList), mely az adott populacion létrehozott kapuk
populacioinak ablakait tartalmazza. Tovabba létrehoz egy TMyStatList objektumot, melynek
feladata a statisztikak 1étrehozasa (TMyStatistic), valamint a szamitasok elvégzésének iranyitasa.
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10.2.8.1  Grafikon pontsorgyar osztaly

Ennek az osztalynak a feladata a grafikon komponens vezérlése. Minden egyes az
TSeriesFactltem osztalyegyedet, melyet a TSerFactList osztalyban tarol. A
TSeriesFactltem feladata az adott kapu pontsoranak (TMySeries) 1étrehozésa és a grafikon
komponenssel vald kirajzoltatdsa. Ugyancsak feladata az egyes pontsorok rajzolasi
sorrendjének taroldsa, valamint az adott populadcio lathatésagatol fiiggden a pontsor

l1étrehozasa vagy megsemmisitése.

10.2.8.2  Statisztikak a TMyStatistic osztaly

A program szamos statisztika elvégzését lehet6vé teszi, tobbek kozott atlag, szoras
¢s modusz stb. szamitasat. Minden egyes statisztika 1étrehozésakor a TMyStatistic nevil
osztaly egy 0j egyede jon létre, melynek StatType tulajdonsaganak bedllitdsaval lehet a
statisztika tipusat kivalasztani. Az egyed feladata a sejt paraméterének taroldsa, melyen a
statisztikat el kell végezni, tovabba a szamitasok végrehajtatdsa, valamint a kiszamitott
értékek megjelenitése.

Minden TFPopulWindow egyed rendelkezik TMyStatList osztalyegyeddel, melyben a
statisztikdkat tarolja, valamint az osztadly megfeleld metddusaival a TMyStatistic osztaly

egyedeit 1étrehozza, frissiti €s megsemmisiti.
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10.3 ClickOnGold Program osztalyai

10.3.1 Grafikon komponens

A program grafikon komponense a ReFlex program TMyChart grafikonjabol
szarmazik (10.3 - 1. abra). A szarmaztatdsra azért volt sziikség, mivel a TMyGateChart
komponense tilsagosan Osszetett, hiszen az rendelkezik egy kapulistaval, képes mind dot-
plot, hisztogram és density-plot megjelenitésére, valamint megfeleld kapuk tarolasara és
rajzolasara, mely funkcidkra most nincs sziikség. igy a TGoldHistogram létrehozasakor
vissza kellett nytlni az egyszerlibb, kevésbé specializalt dsig. Az 0j grafikon komponens
rendelkezik néhany, a TMyGateChart-¢hoz hasonld metddussal és tulajdonsaggal. Ez a
komponens is képes kapukat, de csak hisztogram kapukat rajzolni, illetve a kapuk
modositasahoz sziikséges egéreseményeket fogadni, azonban csak harom kapuval

(TGoldGate) rendelkezik, a lehetséges harom kapuzasnak (kék, zold, lila), megfelelden.

TMyChart

(from ReFlex classes)

A

/\

TObject

(from Delphi classes)

TGoldHistogram

™
\
)\

3

TGoldGate

10.3 - 1. abra: TGoldHistogram osztaly felépitése. Az osztaly a TMyChart osztalybol szarmazik,
mivel a TMyGateChart talsagosan specializalt. Ez a komponens csak harom hisztogram kapuval
(TGoldGate) rendelkezik, melyek ugyancsak egyszeriibbek, mint a ReFlex program THistGate-jei,
hiszen ezeknek a kapuknak nincsenek sziild és gyermek kapuik. Ennek megfeleléen a kapuk
szamara egy Uj osztalyt hoztunk létre, melyek feladata csak a kapu hatarainak tarolasa, valamint a
kapu rajzolasa.
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10.3.2 Képmegjelenito osztaly

A képmegjelenitd osztaly (TBitmapDisplay osztaly) (10.3 - 2. abra) fogja Gssze €s
iranyitja az egyes komponenseket, valamint feladata a képfeldolgozas és a statisztikai

elemzések végrehajtasa.

TCustomControl
(from Delphi classes)

N

\
\
T

TBitmapDisplay

W oadBitmap()
g#Processimage()
E#FindGolds ()
Z#GetGatedGolds ()
Z¥DrawGrid()
Z¥CreateGridHistogram()

] ™

[ \
2 4
| TPoligon

TBitmap :
P o S TGoldHistogram TGolds BAddPoint)

¥inside()
SDraw()

10.3 - 2. abra: A program osztalyainak kapcsolata. A képfeldolgozas és a hisztogramok
létrehozasa a TBitmapDisplay osztaly végzi, majd a megkapott értékparokat adja at a hisztogram
komponenseknek (TGoldHistogram) megjelenitésre. Tovabbi feladata még a kép megjelenitése
(TBitmap), valamint az egéresemények kezelése.

A kép beolvasasa utan a ProcessImage metddus soran létrejon az aranygdmbok helyének
meghatdrozasara alkalmas kép ¢és a FindGolds metodus meghivasaval, meghatarozza azok
koordinatait és pontjait. Minden egyes aranygdmb képpontjainak taroldsara egy TGold
osztalyegyed jon létre (10.3 - 3. dbra), illetve azok egy listaba (TGolds) keriilnek. Az

aranygombok statisztikai feldolgozéasa soran mar a TGold lista elemeit hasznalja.
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TList

(from Delphi classes)

A
/\

TObject

(from Delphi classes)

S

TGold

&5Points : array of TPoint
caColor : TColor

TGolds

FDraw()

10.3 - 3. abra: Az TGold és a TGolds osztalyok. A TGold osztaly egyedei taroljak a megtalalt
aranygdombok pixeleinek koordinatait (Points), valamint a rajzolasuk soran hasznalt szint. A TGold
osztaly egyedeit a TGolds lista fogja dssze.

Amennyiben a felhasznal6 definialt a képen sokszoget, azaz kijeldlt egy aktiv teriiletet, ugy
az adatfeldolgozas kovetkezd 1épése azon aranygdémbok meghatarozasa, melyek a
poligonon beliil helyezkednek el. A poligon pontjainak tarolasat valamint az egyes pontok
elhelyezkedésének (a poligonon beliill vagy kiviil taldlhaté-e a vizsgalt pont)
meghatarozasat egy kiilon osztaly (TPoligon) végzi. Ezt koveti az aranygdmb méret
hisztogramon létrehozott kapuk altal meghatarozott aranygémbok kivalasztasa
(GetGatedGolds), melyeket ugyancsak egy-egy listaban tarol az osztaly a kapu szinének
megfelelden, majd létrehozza az aranygdmb méreteloszlasokat. Kovetkezd 1épés a
felhasznalo altal megadott méretli rdcsozat megrajzolasa (DrawGrid), valamint a kapuzott
aranygomb populacidkra a cellak aranygdmb tartalmanak eloszlds meghatarozasa. Végiil a

crer

megfeleld részét a vaszonra masolja.
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10.4 CD melléklet tartalma

A disszertacidhoz csatoltuk az altalunk fejlesztett programok futtathatd verziojat,
valamint teljes forraskddjat. A CD-n harom konyvtar taldlhaté a programok nevével,
melyek tartalmazzak a programok telepitdit (programneveSetup.exe), probamérési fajlokat
a 7”Sample” alkonyvtarakban, melyekkel a programok kiprobalhatok, valamint a

szoftverek teljes forraskddjat a ’Source” alkdnyvtarakban.
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11. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények kiilonlenyomatai
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