
 

Kalcium felszabadulási események
számítógépes elemzése
Egyetemi doktori (PhD) értekezés

 

Szabó László Zsolt

Témavezetők: Dr. Pethő Atila és Dr. Csernoch László

DEBRECENI EGYETEM
Természettudományi Doktori Tanács

Informatikai Ttudományok Doktori Iskola
Debrecen, 2013



Ezen  értekezést  a  Debreceni  Egyetem  Természettudományi  Doktori  Tanács
Informatikai  Ttudományok  Doktori  Iskola  Digitális  Kommtunikáció  programja
keretében  készítetem a  Debreceni  Egyetem természettudományi   doktori  (PhD)
fokozatának elnyerése céljából.

Debrecen, 2013. ......................

...................................

Szabó László Zsolt

jelölt          

Tanúsítom,  hogy  Szabó  László  Zsolt  doktorjelölt  2003.-  2013  közöt  a  fent
megnevezet  Doktori  Iskola  Digitális  Kommtunikáció  programjának  keretében
irányításommal végezte mtunkáját. Az értekezésben foglalt eredményekhez a jelölt
önálló  alkotó  tevékenységével  meghatározóan  hozzájártult.  Az  értekezés
elfogadását javasolom.

Debrecen, 2013. ......................

...................................

Dr. Pethő Attila

témavezető   

Tanúsítom,  hogy  Szabó  László  Zsolt  doktorjelölt  2003.-  2013  közöt  a  fent
megnevezet  Doktori  Iskola  Digitális  Kommtunikáció  programjának  keretében
irányításommal végezte mtunkáját. Az értekezésben foglalt eredményekhez a jelölt
önálló  alkotó  tevékenységével  meghatározóan  hozzájártult.  Az  értekezés
elfogadását javasolom.

Debrecen, 2013. ......................

...................................

Dr. Csernoch László

témavezető   



Kalcium felszabadulási események 
számítógépes elemzése

Értekezés a doktorti (Ph.D.) fokozat megszerzése érdekében
az Informattika tudományágban

Írta: Szabó László Zsolt okleveles számítástechntika szakos mérnök

Készült a Debrecenti Egyetem Informattikati Tudományok doktorti tiskolája
(Dtigtitáltis Kommuntikáctió programja) keretében

Témavezető: Dr. Pethő Attila és Dr. Csernoch László

A doktorti sztigorlatti btizotság:
elnök: Dr. ................................................................ ............................
tagok: Dr. ................................................................ ............................

Dr. ................................................................ ............................

A doktorti sztigorlat tidőpontja: 200… . ……………… … .

Az értekezés bírálóti :
Dr. ................................................................ ............................
Dr. ................................................................ ............................
Dr. ................................................................ ............................

A bírálóbtizotság:
elnök: Dr. ................................................................ ............................
tagok: Dr. ................................................................ ............................

Dr. ................................................................ ............................
Dr. ................................................................ ............................
Dr. ................................................................ ............................

Az értekezés védésének időpontja : 201… . ……………… … .



Tartalomjegyzék
1.Bevezető........................................................................................................................................1

1.1.Számítógépes feldolgozások a kalctiumfelszabadulásti események kutatásában.1
1.1.1.Kép- és jelfeldolgozás területetiről vet módszerek...........................................1
1.1.2.Numertikus számításti módszerek..........................................................................2
1.1.3.Mérések megjelenítése............................................................................................2
1.1.4.Mérésti adatok számítógépes menedzselése.......................................................3

1.2.A téztis felépítése................................................................................................................4
1.3.Az elemti kalctiumfelszabadulásti események életanti és btiofztikati hátere..........4

1.3.1.A kalctium szerepe életanti folyamatokban........................................................4
1.3.2.Az tizomsejt felépítése..............................................................................................5
1.3.3.A kalctium szerepe az tizomsejt működésében...................................................7
1.3.4.Az exctitáctiós-kontrakctiós kapcsolat....................................................................8
1.3.5.A sejten belülti kalctium dtiffúztiós szemlélete....................................................10
1.3.6.Kalctiumfelszabadulásti események, eseménytípusok.....................................13

2.Célktitűzések...............................................................................................................................15
3.Módszerek..................................................................................................................................16

3.1.Kísérletti körülmények, tizomrost előkészítése és preparálása..............................16
3.2.A  konfokáltis  mtikroszkóp  használata  kalctiumfelszabadulásti  események
tanulmányozásában..............................................................................................................16

3.2.1.A konfokáltis mtikroszkóp.....................................................................................16
3.2.2.Fluoreszcenctiára épülő mérések.........................................................................17
3.2.3.Ltine-scan képek......................................................................................................19

3.3.Konfokáltis mtikroszkóp képek jellemzőti....................................................................20
3.3.1.A jel-zaj sztint jellemzése......................................................................................20
3.3.2.A hátér fuoreszcenctia.........................................................................................22
3.3.3.A fotoktioltás............................................................................................................23
3.3.4.A pont-ktiterjedés függvény hatása....................................................................24

3.4.Kép és jelfeldolgozásti módszerek................................................................................25
3.4.1.Zajmodell.................................................................................................................25
3.4.2.A pont-ktiterjedés függvény hatásának ktijavítása..........................................25
3.4.3.Az à trous wavelet transzformáctió alkalmazása.............................................27

3.4.3.1.Jelfeldolgozás wavelet transzformáctióval...............................................27
3.4.3.2.A dtiszkrét wavelet transzformáctió...........................................................29
3.4.3.3.Az à trous algortitmus...................................................................................30
3.4.3.4.A két dtimenztiós à trous algortitmus..........................................................35
3.4.3.5.Objektum azonosítás (detektálás) à trous transzformáctióval.............37

3.4.4.Zajszűrés..................................................................................................................37
3.4.4.1.A zaj kezelésére alkalmazot módszerek konfokáltis képeknél...........37
3.4.4.2.Zajszűrés a starlet transzformáctióval.......................................................38
3.4.4.3.Fotonzaj szűrés..............................................................................................41

3.5.Ltine-scan képek normaltizálása....................................................................................41
3.5.1.A normaltizálásti eljárás..........................................................................................41

3.6.Eseménydetektálásti módszerek ltine-scan képeken................................................42
3.6.1.A detektáló algortitmusok teljesítményének jellemzőti..................................42
3.6.2.A hagyományos, ketős küszöbölést alkalmazó algortitmus........................44



3.6.3.A ketős küszöbölést alkalmazó algortitmus változatati.................................45
3.6.4.Sejtautomatát használó megközelítés...............................................................47
3.6.5.Lokáltis maxtimum pontok ktiemelése.................................................................47
3.6.6.Stattiszttikati módszerek...........................................................................................47
3.6.7.Wavelet transzformáctiót alkalmazó módszerek.............................................47
3.6.8.Mtintatillesztés..........................................................................................................48
3.6.9.Szórás stabtiltizálásának alkalmazása..................................................................50

3.7.Kalctiumfelszabadulásti események jellemzőti............................................................50
3.7.1.Tanulmányozot események típusati..................................................................50
3.7.2.Ca spark paraméterek 1-2 ms körülti pásztázásti sebességnél......................51
3.7.3.A sparkok tidőbelti profljának jellemzőti............................................................53
3.7.4.A spark térbelti jellemzőti.......................................................................................54
3.7.5.A stignal mass függvény........................................................................................55

3.8.Kalctium „ember” típusfú események jellemzőti.........................................................57
4.Eredmények...............................................................................................................................58

4.1.Elemzés a klassztikus módszerrel.................................................................................58
4.1.1.Normaltizálásti és fotóktioltás korrekctiós eljárás..............................................58
4.1.2.Detektálás ketős küszöböléssel..........................................................................61

4.2.Spark paraméterek számítása.......................................................................................64
4.2.1.ltine-scan méréseken észlelt sparkok jellemzőti...............................................64
4.2.2.A spark tidőbelti profljához kötődő paraméterek............................................65
4.2.3.A spark térbelti profljához kötődő paraméterek............................................67
4.2.4.Kalctium „ember” típusfú események paramétereti..........................................68

4.3.Elemzés wavelet módszerrel.........................................................................................72
4.3.1.Zajszűrés..................................................................................................................72
4.3.2.Sparkok detektálása 1.5 ms körülti pásztázásti sebességnél...........................74
4.3.3.Fotonzaj szűrése.....................................................................................................78
4.3.4.Ember típusfú események detektálása...............................................................79

4.4.Az algortitmusok megbízhatóságának és hatékonyságának elemzése................82
4.4.1.Az elemzés során használt képek.......................................................................82
4.4.2.A hagyományos és wavelet alapfú elemzés összehasonlítása......................84

4.4.2.1.Összehasonlítás sztimulált képeken...........................................................84
4.4.2.2.A küszöbölésti operátor................................................................................87
4.4.2.3.Az események mérete..................................................................................88
4.4.2.4.Tüske szűrés alkalmazása............................................................................89
4.4.2.5.Sztimulált események paramétereti............................................................89
4.4.2.6.Összehasonlítás kísérletti képeken.............................................................92

4.5.A ktiértékelésti módszerek használata kísérletekben...............................................92
5.Dtiszkussztió................................................................................................................................94

5.1.Kép javítás és előkészítés..............................................................................................94
5.2.Detektálásti módszerek...................................................................................................95
5.3.Paraméter számítás.........................................................................................................98
5.4.A ltine-scan mérések jellegéből adódó kérdések......................................................99
5.5.Alkalmazás nagyfrekvenctiás konfokáltis méréseken............................................101
5.6.LSM LIVE nagyfrekvenctiás képek elemzése..........................................................101

5.6.1.Detektálás..............................................................................................................101
5.6.2.Paraméterszámítás...............................................................................................102



5.7.Következtetések.............................................................................................................104
6.Irodalomjegyzék.....................................................................................................................105
Összefoglaló................................................................................................................................112
Summary (angol összefoglaló)...............................................................................................116
Függelékek..................................................................................................................................120

A. A felhasznált konfokáltis mérések adatati..................................................................120
LSM510 és LSM510 META mérések..........................................................................120
LSM LIVE mérések........................................................................................................120
Tesztekben és példákban használt mérések............................................................122
Tesztekben és példákban használt események.......................................................123

B. Grafkus tinterfésszel rendelkező alkalmazások, függvénycsomagok................123
Az LSM grafkus felület................................................................................................124
LIVE grafkus felület.....................................................................................................124

C. Mesterséges sparkok előállítása sztimuláctióval.......................................................126
D. Publtikáctiók jegyzéke.....................................................................................................126
E. Köszönetnytilvánítások..................................................................................................129

Ábrajegyzék
1.1. ábra. A váztizom felépítése...................................................................................................6
1.2. ábra. A rtianodtinreceptor......................................................................................................9
1.3. ábra. Sztimulált ltine-scan kép............................................................................................12
1.4. ábra. Konfokáltis mtikroszkóppal rögzítet kalctium spark...........................................13
3.1. ábra. Konfokáltis mtikroszkóp és felépítése.....................................................................17
3.2. ábra. A fuo-3 festék kalctium függő emtissztiós spektruma........................................18
3.3. ábra. XY és Xt pásztázás.....................................................................................................19
3.4. ábra. A starlet transzformáctióban alkalmazot skála függvény és wavelet...........33
3.5. ábra. Az egydtimenztiós starlet transzformáctió alkalmazása ltine-scan jelre...........34
3.6. ábra. A starlet transzformáctióval előállítot wavelet együtható sztintek..............36
3.7. ábra. Zajszűrés ltine-scan képen........................................................................................41
3.8. ábra. Ttiptikus ltine-scan módszerrel rögzítet spark.....................................................51
3.9. ábra. Ltine-scan módszerrel rögzítet spark térbelti ábrázolása..................................52
4.1. ábra. ltine-scan mérés részlete...........................................................................................58
4.2. ábra. Fotóktioltás korrekctiója.............................................................................................60
4.3. ábra. ltine-scan mérés normaltizált alakja........................................................................61
4.4. ábra. A ketős küszöbölést megvalósító algortitmus folyamatábrája.......................63
4.5. ábra. Kontroll mérésen detektált spark paraméter számításra használt területe. 64
4.6. ábra. A spark tidőproflját adó exponenctiáltisok............................................................66
4.7. ábra. A spark térbelti proflja.............................................................................................68
4.8. ábra. Kalctium „ember” típusfú esemény normaltizált képen.......................................69
4.9. ábra. Kalctium „ember” jelenség tidőbelti lefutása..........................................................70
4.10. ábra. Kalctium „ember” jelenség térbelti proflja..........................................................71
4.11. ábra. Spark és ember jelenségek egymásra tevődése ltine-scan képen.................71
4.12. ábra. Wavelet módszerrel történő detektálás folyamatábrája.................................73
4.13. ábra. Küszöbölésti operátorok hatása a zaj szűrt képre.............................................75
4.14. ábra. Sztimulált ltine-scan kép és a starlet transzformáctió első öt sztintje.............77
4.15. ábra. Ember típusfú események automata detektálása I...........................................81



4.16. ábra. Ember típusfú események automata detektálása II..........................................83
4.17. ábra. Szenztittivtitás és PPV érték a relatív ampltitfúdó függvényében.....................85
4.18. ábra. A fotonzaj hatása a wavelet alapfú detektálásti algortitmusra........................86
4.19. ábra. ltine-scan képek hátérzajára jellemző htisztogram..........................................87
4.20. ábra. Szenztittivtitás és poztitív predtiktív érték..............................................................89
4.21. ábra. Eredetti és detektált paraméterek köztti összefüggés.......................................90
4.22. ábra. Spark paraméterek eloszlása kísérletti képek elemzése esetében.................91
5.1. ábra. MRS maszkok használata detektálásra.................................................................96
5.2. ábra. Wavelet módszerrel zajszűrt spark........................................................................97
5.3. ábra. Spark paraméter számítás normaltizált és zajszűrt képen................................99
5.4. ábra. Sparkok morfológtiati paraméteretinek emptirtikus eloszlása...........................100
5.5. ábra. LSM Ltive készülékkel készült nagyfrekvenctiás ltine-scan.............................101
5.6. ábra. Paraméterszámítás nagyfrekvenctiás LSM Ltive képen....................................103

Táblázatjegyzék
3.1. táblázat. A szórás terjedése a wavelet együthatókban..............................................39
4.1. táblázat. A B3 spltine függvény dtiadtikus pontokon skálázot méreteti....................76
4.2. táblázat. A hátér zaj hatása a detektálásti stattiszttikára..............................................88
5.1. táblázat. A starlet transzformáctió skálafüggvényetinek ktiterjedése......................102

Rövidítések jegyzéke
ATP adenoztin-trtifoszfát

CCD Charge Coupled Devtice

DHPR dtihtidroptirtidtin-receptor

DWT Dtiscrete Wavelet Transform

ECC Exctitattion-Contracttion Couplting

FLIP Fluorescence Loss In Photobleachting

FRAP Fluorescence Recovery Afer Photobleachting

FTHM Full Ttime at Half Maxtimum

FWHM Full Wtith at Half Maxtimum

IUWT Isotroptic Undectimated Wavelet Transform

MCa maurocalctine

MRA Multtiresoluttion Analystis sokskálás analíztis

MRS Multtiresoluttion Support, sokskálás felbontás

MSV Multtiscale Vtistion Model 

PMT Photo Multtipltier Tube

PPV Postittive Predticttive Value



ROC Recetiver Operatting Charactertisttics

RyR rtianodtinreceptor

S Senstittivtity

SERCA Sarco/Endoplasmtic retticulum Ca2+-ATPase
SM stignal mass

SNR Stignal to Notise Rattio

SNR Stignal to Notise Rattio

SR sarcoplasmatticus rettikulum

TC termtináltis ctiszterna

UWT Undectimated Wavelet Transform



Bevezető

1. Bevezető

1.1. Számítógépes feldolgozások a kalciumfelszabadulási 
események kutatásában

A dolgozat témáját az életan és btiofztika egy sajátos jelenségét vtizsgáló kutatások
keretén belül alkalmazot számítógépes módszerek képeztik. A jelenség tizomsejteken
belül  történtik és  az  tizom összehfúzódását  előtidéző  folyamatokat foglalja  magába,
amelyeknek fontos szereplője a sejten belülti kalctium, mtint btiológtiati jelátvtivő anyag.
A  tanulmányozot  folyamatot  az  először  1993-ban  rögzíteték  konfokáltis
mtikroszkóppal, fuoreszcenctia alapfú képalkotó módszerekkel (Cheng és mtsati. 1993).
A  néhány  mtikron  átmérőjű  térben  lezajló  események  rögzítésének  eszköze  a
konfokáltis mtikroszkóp volt a kutatások utóbbti 20 esztendejében. A folyamat néhány
részlete mtindmátig nem vált pontosan tismerté, ezért a témában ktiterjedt kutatások
folynak napjatinkban tis.  A tanulmányozot jelenséget  részletesen a  1.3 fejezetben
tismertetem.
Ezen  a  területen  a  mérésti  folyamatok  vezérlése  és  rögzítése  tis  számítógéppel
történtik, és szükség van számítógépes módszerekre az eredmények ktiértékelésénél
tis. A mtikroszkóp opttikati képét vtisszaadó analóg jel dtigtitáltis mtintavételezéssel kerül
rögzítésre,  egy-egy  kísérlet  folyamán  a  rögzítet  mérések  száma  százas
nagyságrendű tis lehet. Mtivel a rögzítet események gyakran szemmel tis nehezen
észlelhetőek,  már  a  kutatások  elején  felmerült  annak  a  szükségessége,  hogy  a
nagyszámfú  mérés  elemzését  objektív  számítógépes  módszerekre  bízzák.  Az
alábbtiakban  rövtiden  utalok  azokra  a  területekre  ahonnan  ezek  a  feldolgozások
módszeretiket vesztik, később munkám Módszerek fejezetében részletesen bemutatom
az általam tis alkalmazot módszereket.

1.1.1. Kép- és jelfeldolgozás területeiről vet módszerek 

Az egy, két vagy több dtimenztiós jelek kép és jelfeldolgozás területén alkalmazot
módszerekkel  vtizsgálhatóak.  Mtikroszkópos  képek  feldolgozása  során  a  jelenleg
használt  klassztikus képfeldolgozásti  módszerek jelentős  része használható  (Wu és
mtsati. 2008), így például a térbelti és frekvenctia tartománybelti transzformáctiók és
szűrések, geometrtiati transzformáctiók, morfológtiati műveletek, klassztikus képjavító
módszerek (küszöbölés, htisztogram ktiegyenlítés, Fourtier és wavelet együthatókat
alkalmazó szűrések).
A  jelekben  ktimutatható  kalctium  felszabadulásti  események  tér  és  tidőbelti
lokaltizáctiójára (detektálás, szegmentálás) több jel-, tilletve képfeldolgozásti módszer
kerül alkalmazásra. Mtivel a térben egy dtimenztiós,  de tidőben tismételt mérések tis
„kép” formában jelennek meg, ezt  a feladatot képfeldolgozásti módszerekkel lehet
megvalósítanti.
Az elvégzendő feladatok közé tartoztik a jelekben jelenlevő magas zajsztint kezelése,
tilletve a konfokáltis mtikroszkóp és a fuoreszcenctiára épülő képalkotást fgyelembe
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vevő jel helyreállításti módszerek alkalmazása. 
Ezekre a kérdésekre a a konfokáltis mtikroszkóp képek feldolgozása során spectiáltis
módszereket  alakítotak kti,  mtint  a  fuorofórokra  jellemző hatások:  fotóktioltás  és
pont  ktiterjedés  függvény  hatásatinak  kezelése,  dekonvolfúctiós  eljárások  (Pawley
2006).  A  mtikroszkópokban  használt  detektorok  (fényelektromos  sokszorozó  és
töltéscsatolt eszközök) jellegzetes zajt hoznak létre a képeken, így ennek kezelése
sajátos feladat.
Az  utóbbti  években  az  említet  feladatok  egy  részének  elvégzésére  stikerrel
alkalmaztak  wavelet  felbontásra épülő  módszereket,  ebben  a  munkában  erre  a
vonatkozásra tis építetem.

1.1.2. Numerikus számítási módszerek

Az elemti kalctium események értelmezése, tilletve osztályozása a térben és tidőben
lezajló eseményekre jellemző btiofztikati paraméterek alapján történtik, amelyeket a
mérésti  adatokból  lehet  meghatároznti  a  tanulmányozot  események  lokaltizáctiója
után.  Ezeket a paramétereket jellemzően numertikus számításokon keresztülti nyertik,
amti  az  események  evolfúctióját  jellemző  függvények  numertikus  módszerekkel
történő  tillesztését,  tilletve  a  kapot  paraméterezet  görbékből  végzet  jellemzők
számítását jelentti.  A paraméterszámítások a legtöbb esetben nem ltineártis görbék
tillesztésével történnek. 
Az  tizomsejteken  belülti  kalctiumfelszabadulásti  események  dtiffúztiós-reakctiós
modellekkel  ábrázolhatóak  (lásd  1.3.5),  ezek  tanulmányozása  numertikus
módszerekkel végezhető el. Bár ebben a munkában csak értintőlegesen használtam
dtiffúztió-reakctió sztimuláctiót, a területre jellemző ez a megközelítés. A numertikusan
számolt dtiffúztiós térből ktinyerhetőek a konfokáltis mtikroszkóp képek által mutatot
területek, így alkalmasak htipotéztisek vtizsgálatára. 
A néhány mtikrométer sugarfú térrészben sztimulált dtiffúztiós-reakctiós jelenség még
mtindtig makroszkoptikusnak számít, tulajdonképpen a jelenség nem pontosan tismert
része  nanométeres  léptékű,  kalctiumspectifkus  receptorok  (molekulák)  sztintjén
zajltik,  így  az  utóbbti  években  a  sztimuláctiók  erre  tis  fókuszáltak  (valószínűségti
modellek alkalmazása a receptorok sztintjén). 
A modellek dtiffúztió-reakctió egyenletetinek numertikus megoldása általában jelentős
számításti kapactitást tigényel.

1.1.3. Mérések megjelenítése

A kutatások folyamán szükséges  btiztosítanti  a  btiológusok-btiofztikusok számára  a
mérések, képek megfelelő megjelenítését, sok esetben a megjelenítés bejelöléssel, a
képek  területetihez  csatolt  bejegyzésekkel  társul  (bejelölt  területre  vonatkozó
numertikus  számítások,  tilletve  megjegyzések).  Bár  a  számítógépes  feldolgozások
célja a munkának mtinél magasabb sztintű automattizálása (a nagy számfú kép, tilletve
a bejelölések szubjekttivtitásának kerülése mtiat, lásd a következő szakaszt), sokszor
elkerülhetetlen a kézti ktijelölések és bejegyzések btiztosítása. Így az elemző folyamat
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feltételezti a megjelenítő és kézti bejelölést végző tinformattikati megoldások jelenlétét.
A  szükséges  műveletek  magukba  foglalják  a  képek  végtigjárását,  részletek
megjelenítését,  különböző  geometrtiati  alakzatok  bejelölését,  tilletve  számítások
tinteraktív  tindítását.  A  feladat  megoldására  a  jelenleg  elterjedt,  tudományos
kutatásban legtinkább használt szofver környezetek általában alkalmazhatóak. Jelen
munkában A MATLAB (Te MathWorks, Inc.,  Natick, Massachtusets, United States)
szofvercsomagot használtam ezekre a feladatokra. Megemlítendő, hogy az utóbbti
években jelentőset fejlődtek a terület nyílt forráskódfú csomagjati, így a spectiáltisan
orvos-btiológtiati képekre fejlesztet ImageJ (Schnetider és mtsati. 2012) környezet, így a
munkám egyes részetiben ezt tis használtam. 

1.1.4. Mérési adatok számítógépes menedzselése

A konfokáltis mtikroszkóppal készült mérések egy vagy több dtimenztiós (2-5) képek,
amelyeket  a  készülékek  gyártótól  függő  kép  formátumba  mentenek.  Ez
leggyakrabban egy saját tervezésű TIF (Tagged Image File Format) fájl és a mérésti
adatokon kívül a mtikroszkópra (lencsék, szűrők, stb.) és a konkrét mérésre jellemző
(konfokáltis  apertfúra  mérete,  pásztázásti  pertiódus,  lézer  tintenztitás,  stb.)  meta
adatokat  tartalmaz.  Egy  kísérletsorozat  alat  több  száz,  esetenként  akár  ezres
nagyságrendű  kép  készülhet.  A  mérések  ktiértékelése  folyamán  a  képekhez
transzformált  képek,  kép  részletek,  terület  bejelölések,  tilletve  numertikus
paraméterek rendelődnek. Ezek típusa és formátuma az általános tapasztalat szertint
egy  adot  jelenség  tanulmányozása  folyamán  sem  azonos:  a  kutatók  gyakran
folyamodnak  fúj,  előre  nem  meghatározot  bejelölések,  tilletve  paraméterek
számításához.  Ennek  következtében  ezeknek  a  társult  adatoknak  a  tárolása
rugalmas, alakítható formátumba kell történjen, ezzel párhuzamosan btiztosítanti kell
különböző tinformattikati eszközökbe (táblázatkezelők, stattiszttikati feldolgozást végző
programok)  való  timportálásukat.  Az  tidőben  sokasodó képek és  járulékos  adatok
kezelése akár  egy ktis  labor  sztintjén tis  komoly menedzselésti  problémákat  vet fel
(tárolás  és  rendszerezés).  A  kutatást  jelentősen  megkönnyítti,  ha  léteztik  olyan
szofver rendszer amelytik utólag btiztosítja a kutatások adatatihoz való gyors és jól
átektinthető hozzáférést.
Így a képeket elemző szofverek (leszűkítve) két alternatíva közt választhatnak. Az
elemző szofvereket asztalti alkalmazásként tervezzük, és az adatok menedzselésére
nem használunk spectiáltis  eszközöket.  A képeket fájlrendszerti  sztinten kezeljük,  a
csatolt adatokat pedtig saját vagy táblázatkezelő szofverek formátumában tároljuk.
Evtidens, hogy nagy számfú kísérlet után, az tidőben haladva ez az alternatíva akár
egy  ktis  méretű  kutató  csoport  esetében  tis  nehézzé  vagy  lehetetlenné  teszti  a
koherens hosszfú távfú tárolásti, tilletve vtisszakeresésti feladatokat.
A másodtik alternatíva feltételezti  a  felmerülő feladatok következetes  tinformattikati
megoldását. A megoldások általában kltiens-szerver archtitektfúrát alkalmaznak, így
lehetőség  van  a  tárolásti,  tilletve  az  tidőtigényes  számításti  feladatok  szerver  oldalti
megoldására.  Egy  tilyen  rendszer  által  megoldot  fontosabb  feladatok  például:  a
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különböző  eszközök  (mtikroszkópok)  által  szolgáltatot  adatok  közös  standard
formátumra való  átvtitele,  saját  ktiterjeszthető  adatmodellek alkalmazása;  a  képek
feldolgozásához szerver oldalti és kltiens oldalti hozzáférés btiztosítása a tudományos
kutatásban  alkalmazot  elterjedtebb  szofver  eszközök  és  programozásti  nyelvek
részére;  a  képek  meta  adatatinak  reláctiós  adatbáztisban  való  tárolása;  a  kutatásti
területek szemanttikus leírása szemanttikus web és XML alapfú leíró nyelvekkel.
A komplex feladatra több kereskedelmti megoldás léteztik (különösen orvosti képek
tárolásra),  és  vannak  nyílt  forráskódfú megoldások  tis,  mtint  a  Btisque  (Btio-Image
Semanttic Qery User Envtironment, htp://www.btiotimage.ucsb.edu/btisque) vagy az
OMERO (Te Open Mticroscopy Envtironment, htp://www.openmticroscopy.org).

Ebben  a  munkában  az  adatok  kezelésére  (tárolás,  elemzés,  megjelenítés)  asztalti
alkalmazásként a MATLAB tudományos programcsomagot használtam. Így a kép és
meta adatok kezelését saját programok végztik, a ktimenetti adatokat pedtig klassztikus
táblázatkezelő szofverek által olvasható formában állítom elő. Utólag megoldotam
az  OMERO  rendszerben  tárolt  képek  elérését  tis  alkalmazásatimból.  Az  OMERO
hosszfú  távfú  használata  feltételezti  tintézmény  sztintű  szerver  vagy  szerverek
fenntartását, amelyek egyrészt az elemzések lefutatására btiztosít annak számításti
kapactitást, másrészt megoldják a nagy mennytiségű adat btiztonságos tárolását. 

1.2. A tézis felépítése
A  téztis  bevezető  részének  1.3 szakaszában  az  tizomkontrakctióhoz  kötődő
kalctiumfelszabadulásti események életanti háterét tektintem át. Fontosnak tartotam
a  jelenség  részletes  bemutatását,  így  az  elemzések  során  tet  állítások  jobban
követhetőek.
A módszerekkel kapcsolatos részben (3.  fejezet) a téma tirodalmában fellelhető és
általam  tis  alkalmazot  jel-  és  képfeldolgozásti,  valamtint  numertikus  módszerekkel
foglalkozom.  A  4.-dtik,  eredményeknek  szentelt  fejezet  az  általam  végzet
megvalósításokat mutatja be. A dtiszkussztióban (5. fejezet) a bemutatot módszerek
gyakorlatti alkalmazása során felmerült kérdéseket tárgyalom. A téztis függelékében
néhány techntikati részletet, tilletve a munka során alkalmazot szofvereket mutatom
be.

A  módszerek  a  Debrecenti  Egyetem Orvos-  és  Egészségtudományti  Centrumának
Életanti Intézetében folytatot kísérletek folyamán kerültek alkalmazásra.

1.3. Az elemi kalciumfelszabadulási  események életani és 
biofizikai hátere

1.3.1. A kalcium szerepe életani folyamatokban 

A  sejten  belülti  kalctium  sok  életanti  folyamatban  vesz  részt,  a  legfontosabb
másodlagos  hírvtivő.  Informáctió  hordozó  szerepe  sejtmembránon  keresztülti
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mozgással létrehozot btiológtiati áramok ktialakításában, tilletve protetinekhez történő
kötődésén keresztül valósul meg. Bár kötődésti folyamatati egyszerűek, azáltal, hogy
sokszor ugyanazon a sejten belül  ellentétes folyamatokat tis  létrehozhat,  komplex
jelenségek ktiváltásában és ellenőrzésében vesz részt. Az utóbbti évttizedekben tigen
élénk kutatás kötődöt a kalctium helyti,  sejtekben megvalósítot üzenet  közvetítő
szerepéhez. Mtindez nem egy btizonyos életanti jelenséget értintet, tizom, tideg és más
sejtekben tis fontos szerephez jut az tion formájában jelenlevő kalctium   (Cheng és
mtsati.  2008).  Ebben  a  munkában  a  váztizom  sejtjetiben  történő  (Baylor  2005;
Csernoch  2007),  sejten  belülti  kalctiumfelszabadulásti  jelenségek  tanulmányozását
segítő számítógépes jelfeldolgozásti módszerekkel foglalkozunk.

1.3.2. Az izomsejt felépítése

Az  tizomszövetek  szövetantilag  eltérő  típusokat  mutatnak  (szív,  stima-  tilletve
váztizom), de a sejtek sztintjén hasonló összehfúzódásti mechantizmusra épülnek, az fún.
akttin-mtioztin  rendszerre.  Munkánk  folyamán  váztizmon  történő  mérésekre
alkalmazunk  ktiértékelésti  módszereket,  ezek  a  módszerek  alkalmazhatóak  szív-,
stima-  tilletve  váztizmon  végzet  kísérletek  esetében  tis.  A  továbbtiakban  rövtiden
tismertetjük  azt  a  btiofztikati-életanti  háteret  amely  kontextusában  ezeket
alkalmaztuk. 

A váztizom (1.1 ábra)  tizomrostok kötegetiből  épül  fel,  ezek egyenként  többmagvfú
tizomsejtek,  amelyeket  sajátos  sejtmembrán,  a  sarcolemma,  vesz  körül,  ez  a
kontrakttiltis  fehérjéken kívül a sarcoplazmát (az tizomsejt  ctitoplazmáját),  valamtint
több sejtmagot, mtitokondrtiumokat és más sejtalkotókat borít be. A körülvet térben
enztimek,  amtinosavak  és  más  anyagok  találhatóak  még  oldot  állapotban.  A
váztizomsejtek átmérője 10-100  μm, hosszuk 20 centiméterre is kiterjedhet.  A rost
(tizomsejt)  szarkoplazmájának  jelentős  részét  kontrakttiltis  fehérjék  alkotják,  ezt
nevezzük mtioflamentumnak. 

Ezek  néhány  száz  mtiofbrtillumot tartalmaznak,  amelyek  mtindegytike  az  fún.  Z-
lemezek (1.1 ábra b)  révén kb.  2  μm-es szakaszokra oszlik, ezek a sarcomerák. A
sarcomerákat  mtikroszkópos  megfgyeléssel  két  dtimenztióban  vtilágos  és  sötét
vonalakként lehet elkülönítenti, tinnen származtik az tizom harántcsíkolt elnevezése.
Ezek a vastag mtioztin és vékony akttin flamentumok elrendeződése következtében
jönnek létre. 
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Három dtimenztióban a sarcomera két Z-lemez köztti hengert képez, a több száz (kb.
2000-tig)  akttin  flamentum középső szakaszával  rögzül  a  Z-lemezekbe,  két  végük
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pedtig  az  egymás  után  található  sarcomeraba  nyfúltik  be.  Az  tizom  kontrakctió  a
sarcomerák fztikati hosszának megváltozása révén jön létre, ennek ktiváltó oka a sejt
sarcoplazmájában  megnövekedő Ca2+  koncentráctió.  A  flamentumok  hossza
tilyenkor  nem  változtik,  de  egymáshoz  vtiszonyítot  elrendeződésük  tigen  (csúszó
flamenttum elmélet).

1.3.3. A kalcium szerepe az izomsejt működésében

Az  akttin  molekulák  szabályozó  fehérjékkel  együt  vannak  jelen  (egy  fehérje
komplexumot képezve,  1.1 e ábra , ezek a tropomtioztin és tropontin. A Ca2+ tionok
fogadását  a  tropontin végzti  el,  amely 4  Ca2+ kötőhelyet  hordoz.  A Ca2+ kötődése
akkor  jönnek  létre,  ha  a  sarcoplazma Ca2+ koncentráctiója  megemelkedtik  (ennek
ktiváltó okát lásd alább). A tropontin leválásának következtében az akttin molekulán
mtioztin kötőhely szabadul fel. Az akttin-mtioztin kötés létrejötét a mtioztin molekula
ATP hasító akttivtitása btiztosítja, ehhez ATP tis szükséges. Így az akttin-mtioztin kötés
létrejötekor a mtioztin molekulák magukkal hfúzzák az akttin flamentumot, és egy
mechantikati változás jön létre a sarcomerában. Eredményképpen az I-csík és H-zóna
szűkül.  Egy  csfúszásti  ctiklus  mtintegy  1%-kal  rövtidítti  a  sarkomera  hosszát,  ezért
nagyobb méretű rövtidülést tismételt ctiklussal valósítanak meg az tizomsejtek.

Sejten belül a Ca2+ koncentráctió szabályozását egy spectialtizálódot endoplasmatticus
rettikulum,  az  fún.  sarcoplasmatticus  rettikulum  (SR)  oldja  meg,  ennek  akttiválását
pedtig a sarcolemmába épült receptorok végztik, amelyek a neuronokon keresztül a
membrán  felszínére  érkező  akctiós  potenctiált  fordítják  át  sejten  belülti,
sarcoplasmatticus rettikulumot akttiváló jellé.

A membránra érkező feszültség alapfú jelek átvtitelét a sejt belsejébe a sarcolemma
btiztosítja. Ez elhatárolja a sejten kívülti, kb. 2.5 mM Ca2+ koncentráctiójfú térrészt a
sejten belülti, kb. 100 nM nyugalmti koncentráctiójfú tértől, így a két térrész közt tigen
erős  feszültség  gradtiens  van  (fztiológtiás  körülmények  közöt  ez  kb.  90  mV).  A
sarcolemmában  feszültségfüggő  gyors  Na+ és  K+ csatornák  vannak,  amelyek
lehetővé tesztik az akctiós potenctiál gyors terjedését. A sarcolemma felszínén számos
betüremkedés található: ez lehetővé teszti, hogy az tit elhelyezkedő receptorok fztikati
közelségbe kerüljenek a sejt belsejében található receptorokkal.

A sarcoplasmatticus rettikulum  egy zárt, ktiterjedt csatorna (csövekből, tubulusokból
felépülő) rendszert képez az tizomsejt mtiofbrtillumati körül, legfontosabb szerepeti : a
sejten  belülti  kalctium  raktározása,  ktibocsátása  az  tintracellulártis  térbe  tingerlés
hatására,  majd „vtisszapumpálása” a  kalctium raktárba.  A longtitudtináltis  tubulusok
hosszában  vesztik  körül  a  mtiofbrtillumokat,  a  Z-lemezek  fölöt  fún.  termtináltis
ctiszternákká  (TC)  tágulnak,  és  tigen  közel  helyezkednek  el  a  sarcolemma
betüremkedésetihez (T-tubulusok), emlős váztizomban ezek az A és I vonalakkal egy
sztinten  találhatóak.  A  T-tubulusok  mtindkét  oldalán  az  SR  egy-egy  ktiszélesedő
zsákja,  a  termtináltis  ctiszterna  található.  A  három  térrész  alkotja  trtiádot,  ezen
keresztül valósul meg az elektro-mechantikati jelátvtitel. Nyugalmti állapotban az SR
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Ca2+ koncentráctiója  1  mM  körül  van,  ellentétben  a  ctitoplazma  100  nM-os
koncentráctiójával.  Az  SR  belsejében (lumen)  a  Ca2+ tionok  szabadon,  tilletve  egy
calsequestrtin nevű fehérje által kötöt állapotban vannak (ktisebb mennytiségben más
fehérjék tis részt vesznek a tárolás mechantizmusában).

A sejtmembránra feszültség formájában érkező jel először a sarcolemmán keresztül
adódtik át, ebben a folyamatban egy feszültség függő receptor vesz részt, ez a jelet a
Ca2+ koncentráctió változássá,  majd mechantikati konformáctió változássá alakítja (a
receptor  a  sarcolemma  membránjában  található  a  T-tubulus  területén).  Váz  és
szívtizomban ez a receptor egy L-típusfú csatorna, amelyet dihidropiridin receptornak
neveznek  (DHPR).  Szívtizomban  a  membrán  feszültség  változásának  hatására  a
receptor  nyíltik,  és  a  sejt  belseje  felé  tirányuló  lassfú  Ca2+ áramot  hoz  létre.  Az
áramcsfúcs  eléréséhez  szükséges  tidő  100-200  ms.,  az  akttiváctiós  küszöb  -10  mV
körülti.

A  sejten  belül  a  jelátvtitel  megvalósítója  az  SR  membránjában  a  TC  területén
található  rianodinreceptor (RyR).  Nevét  az  általa  nagy afntitással  kötöt rtianodtin
nevű növényti alkalotida szolgáltata. Mtivel a RyR központti szerepet játsztik az tizom
kontrakctió  magvalósításában,  és  működésének  részleteti   jelenleg  sem  tismertek
mtinden részletében, az tizoméletan egytik legtöbbet tanulmányozot fehérjéje.

Ftiztiológtiás  körülmények  közöt  a  RyR  több  hatást  tintegrál  (ctitoplazmában  és
lumenben  levő  Ca2+ koncentráctió,  más  tionok  jelenléte,  foszfortiláctiós  jelek,  ATP
jelenléte,  valamtint a  DHPR receptorok konformáctió változása harántcsíkolt  tizom
sejtekben)  és  ezek  összességét  fordítja  le  Ca2+ csatorna  nytitáson  keresztül
megvalósítot jellé. Komplex működésti folyamata nem teljesen ttisztázot.

Az SR-ból ktiáramló Ca2+-ot tropontinhoz és más molekulákhoz történő kötődés után
egy  az  SR  membránban  elhelyezkedő  fehérje,  a  Ca2+-ATPáz  (Sarcoplasmattic
Retticulum  Ca2+ ATPase,  SERCA)  vtiszti  vtissza  az  SR-ba.  Ez  egy  aktív  pumpa
mechantizmus, amely a Ca2+ tionok transzlokáctiója során ATP-t fogyaszt.

1.3.4. Az excitációs-kontrakciós kapcsolat 

A váztizomban lejátszódó folyamatot, melynek során a feszültség formájában érkező
jel  mechantikati  kontrakctióvá  alakul exctitáctiós-kontrakctiós kapcsolatnak nevezzük
(Excitation-Contraction Cotupling, a továbbtiakban ECC). 

A  folyamatban  résztvevő  sejten  belülti  szerkezeteket  az  1.2 ábrán  látjuk.
Harántcsíkolt  tizomban az  tizomsejt  membránjára  érkező feszültség  jelet  a  DHPR
receptorok  érzékeltik,  és  konformáctió  változásuk  nytitja  meg  az  SR  termtináltis
ctiszternáti  Ca2+ csatornátit.  A  kontrakctió  ktiváltását  nem  ez  a  Ca2+ áram  okozza,
hanem a DHPR akttiválását érzékelő RyR receptorok által ktibocsátot, magas Ca2+

koncentráctiót létrehozó receptor akttivtitás. Az ctitoplazmába került nagy mennytiségű
Ca2+ többek közt  reakctióba  lép  az  akttin  flamentumok tropontin  molekulátival,  és
ktiváltja az akttin-mtioztin kölcsönhatást, amti a sarcomerák kontrakctióját eredményezti.
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A ctitoplazmában jelenlevő Ca2+ tionokat az SR membrán SERCA (SR Ca2+ pumpa)
molekuláti  által  megvalósítot aktív  pumpa vtiszti  vtissza  lumenbe,  így  a  csökkenő
ctitoplazmattikus Ca2+ koncentráctió következtében a felszabaduló tropontin molekulák
vtisszaállítják az eredetti állapotot.

A Ca2+ ktibocsátás mértéke és ktinettikája a jelenlegti kutatások szertint egy bonyolult
feltételrendszertől  függ,  amti  magába foglalja  a  membránra érkező feszültséget,  a

9

1.2. ábra. A rianodinreceptor

Forrás:  Monnier és mtsai. (2000) tután.



Bevezető

DHPR receptorok által tindukált Ca2+ koncentráctiót, a lumen Ca2+ koncentráctióját és
más  feltételeket  (Cheng  és  mtsati.  2008).  Az  elmfúlt  két  évttizedben  a  folyamat  a
btiofztikati és életanti kutatások gyakorti témájává vált, mert a jelenség egyes részleteti
ma sem tismertek teljesen.

1.3.5. A sejten belüli kalcium diffúziós szemlélete

Az SR-ből  történő Ca2+ ktiáramlás  és  különböző molekulákhoz történő kötődés  a
háromdtimenztiós, néhány μm dtimenztiójfú térben egy dtiffúztiós-reakctiós folyamatal
modellezhető, ennek folyamán a Ca2+ különböző Ca2+ puferekkel (protetinek, tilletve
a Ca2+ kötő festék) lép reakctióba. A puferek egy része mobtiltis, akárcsak a Ca2+, saját
dtiffúztiós-reakctiós jelenséget követve. A nagyszámfú protetin, tilletve más tionok (pl.
magnéztium)  mtiat  a  folyamat  bonyolult,  de  megfelelő  egyszerűsítéseket  és
közelítéseket alkalmazva részlegesen modellezhető. A modell Ftick szertintti dtiffúztióra
épül, de vannak más megközelítések tis (Tan és mtsati. 2007). A modellben az SR mtint
Ca2+ tionokat ktibocsájtó forrás vesz részt, a Ca2+ sejten belülti koncentráctiója megnő,
és dtiffúztió alakul kti a sarcoplazmában. A dtiffúztió folyamán a lokáltis koncentráctiókat
a  ktialakuló  reakctiók  tis  befolyásolják,  ezek  során  a  Ca2+ a  festékhez,  tilletve  a
kötésekért egymással versenyző puferetihez kötődtik. A térbelti koncentráctió ( [Ca2+]
) leegyszerűsítet modelljét az alábbti dtiffúztió-reakctió egyenlet adja (Smtith és mtsati.
1998)::::

∂[Ca2+]

∂ t
=DCa∇

2 [Ca2+]+J dye+J btuf +J ptump+J leak+J ryr  (1.1)

amelyben  a  Ca2+ tionok  Ftick  szertintti  dtiffúztióval  (Crank  1979) mozognak  ( DCa

 dtiffúztiós  állandóval,  ∇ 2 -el  a  tér  koordtináták  szertintti  másodrendű  parctiáltis

dtiferenctiálást  jelöltük:  ∇ 2=
∂2 [Ca2+]

∂ x2 +
∂2[Ca2+]

∂y 2 +
∂2[Ca2+]

∂ z2  három  dtimenztiós

[Ca2+](x ,y , z )  függvény esetében), a helyti térbelti koncentráctiót a reakctiókba lépő
vagy  reakctióból  felszabaduló  Ca2+ tionok  befolyásolják,  mtindezzel  párhuzamosan
más sejten belülti áramok tis jelen vannak. Ezek az alábbtiak:

• J btuf a  Ca2+ puferetivel  történő  reakctió  következtében  ktialakuló
koncentráctió csökkenés vagy növekedés,

• J dye  a festékkel történő kötődés mtiat ktialakuló koncentráctió változás,
•  J ptump  az SR-be pumpa mechantizmussal vtisszajutatot [Ca2+]   csökkenés,
• J leak  az SR-ből ktisztivárgó Ca2+ , amely nyugalmti állapotban ellensfúlyozza a

pumpa mechantizmust,
• J ryr  a RyR által ktibocsájtot Ca2+ áram.

A  Ca2+ által  kötöt  festék  ( CaF ,  F  a  szabad  festék,  az  általunk  végzet
kísérletekben  fuo3  vagy  fuo4)  sztintén  mobtiltis  résztvevője  a  folyamatnak  (1.2
képlet), D F  dtiffúztiós állandóval :
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∂[CaF ]
∂t

=D F ∇
2[CaF ]−J dye   . (1.2)

A J dye  a festék és Ca2+ reakctiójából adódtik:

J dye=−kF
+ [Ca2+][F ]+kF

- [CaF ]   , (1.3)

ahol kF
+  és kF

-  a Ca2+ és a festék asszoctiáctiós, tilletve dtisszoctiáctiós reakctió sebesség
állandóti. A reakctióban résztvevő festék koncentráctiójának követéséhez tudnti kell a
kezdetti,  [F T ] teljes  festék  koncentráctiót,  így  a  ptillanatnyti  szabad  ([ F ]),  tilletve
reakctióba lépet festék ( [CaF ] ) köztti összefüggés követhető:

[F ]=[F ]T−[CaF ]   . (1.4)

Hasonló egyenletel  írható  le  a  Ca2+ puferek ( B i )  vtiselkedése,  ezekből  több ( i
 tindex  szertint)  tis  részt  vehet a modellben (tropontin,  parvalbumtin, EGTA és más
puferek):

∂[CaBi ]

∂ t
=DBi

∇2 [CaBi ]−J i

J btuf=∑
i

J i

 (1.5)

Ca2+-al történő reakctiótik eredménye a J btuf  áram.

A puferek lehetnek mobtiltis (ATP, EGTA) vagy nem mobtiltis (tropontin) puferek, ez
utóbbtiak esetében a DB i

 dtiffúztiós állandó nulla. A puferek által felszabadítot vagy
lekötöt Ca2+ fuxust a megfelelő reakctiók adják:

J i=−k i
+[Ca2+][B i ]+k i

-[CaBi ]  , (1.6)

az 1.5 összefüggésben ezek összege adja a J btuf  áramot. A ptillanatnyti és teljes pufer
koncentráctiót a festékéhez hasonlóan lehet számolnti :

[B i ]=[B i ]T−[CaBi ]   . (1.7)

Az SR -be vtisszajutatot, pumpa mechantizmus által mozgatot Ca2+ a ptillanatnyti
[Ca2+]  koncentráctió és egy  V max  maxtimáltis sebesség függvénye (Smtith és mtsati.

1998)::::
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J ptump=
V max [Ca2+]m

K m+[Ca2+]m
 (1.8)

amelyben K  és  m  kísérletti  fúton  meghatározot állandók.  Végül  a  J leak  áram
nyugalmti állapotban a pumpa ellensfúlyozását btiztosítja, ez a pumpa hátér [Ca2+]0
koncentráctióra ktiszámolt áram:

J leak=−J ptump   .

A  J ryr  áram  a  rtianodtinreceptor  által  ktibocsájtot  Ca2+ fuxusból  adódtik,  a
sztimuláctiók  folyamán ez  különböző  alakfú  timpulzus  függvényekkel  modellezhető
(négyszög, Gauss függvény alakfú, stb.).
Feltételezet, hogy a dtiffúztió nem tizotrop a különböző puferek és a mtitokondrtiumok
elhelyezkedése mtiat, így a sejt longtitudtináltis tirányába gyorsabb  (Cheng és mtsati.
2008).

Az  tismertetet  paraboltikus  dtiferenctiál  egyenletrendszert  numertikusan  lehet
megoldanti,  ebben a  különböző koncentráctiók 3  dtimenztiós  térbelti  függvények.  A
feladatra több megoldás születet (Jtiang és mtsati. 1999; Ríos és mtsati. 1999; Rtios és
mtsati. 2002; Sobtie és mtsati. 2002; Chandler és mtsati. 2003; Zhou és mtsati. 2003).
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1.3. ábra. Szimtulált line-scan kép 

a. Szimtulált line-scan kép: A szimtulált spark pontjainak számértéke Ca2+ és ftuo-3
festék reakciója tután keletkezet CaFltuo koncentráció értékek μM-ban. A szimtulációt
végrehajtó  program  Dotuglas-Gtunn  módszerrel  ntumeriktusan  oldota  meg  az  1.1
egyenletet,  a  line-scan  képet  a  difúziós  tér  egyenes  menti  pásztázásával  kaptam
(részletek a C Függelékben és a szövegben). A tér és időbeli felbontás megegyezik az
általtunk használt line-scan képek felbontásával (idő: 1 pixel 1.54 ms, tér 1 pixel 0.14
μm). b. A line-scan kép térbeli megjelenítése idő-tér koordinátákkal. A képen nincs
konfokális képekre jellemző háttérzaj.



Az elemti kalctiumfelszabadulásti  események életanti és btiofztikati hátere

A jelenség  sztimmetrtiája  (dtiffúztió)  mtiat egyes esetekben a  numertikus  megoldást
gömbti (szfertikus) vagy henger (ctiltindrtikus) koordtináta rendszerre adták  (Smtith és
mtsati.  1998;  Utenwetiler  és  mtsati.  2002).  A  sztimuláctiók  legtöbb  esetben  véges
dtiferenctia módszerekkel készültek. 
A  modellt  alkalmazó  sztimuláctiók  lehetővé  tesztik  mesterséges  ltine-scan  képek
generálását a dtiffúztiós tér egyenes mentti pásztázásával (lásd  1.3 ábra), és a kapot
struktfúra  megfelelő  feldolgozásával  (zaj  és  pont  ktiterjedés  függvény  hatásának
sztimulálása). A módszert több kutatócsoport használta a RyR Ca2+ forrás alakjának
és  fuxusának  becslésére.  Az  tismert  körülmények  közt  előállítot  ltine-scan
sztimuláctiók  tanulmányozhatóvá  tesztik  a  rendszer  különböző  paraméteretinek
(dtiffúztiós és reakctiós állandók) mérésekre gyakorolt hatását.

1.3.6. Kalciumfelszabadulási események, eseménytípusok
Az  tintracellulártis  térrészben  történő  kalctiumkoncentráctió  változásokat
összefoglalóan kalctiumfelszabadulásti eseményeknek nevezzük, amelyekből léteznek
egész sejtre ktiterjedő (globáltis) és csak ktis térrészben megjelenő (lokáltis) formák. A
szaktirodalom  kísérletti  körülményetik  és  fuoreszcens  képalkotás  során  kapot
megjelenésük  szertint  osztályozza  az  tizomsejteken  belülti  lokáltis
kalctiumfelszabadulásti  eseményeket  (lásd,  az  esemény  térbelti  alakjának,  tilletve  a
lezajlás tidőtartamának, megfelelő névvel jelölve ezeket, mtint calcitum sparks, syntilla,
sparklet, ember, qtuark, ptuf, és más elnevezések (Cheng és mtsati. 2008).

Kalctium  spark-ról  („sztikra”,  lásd  1.4 ábra)  beszélünk  abban  az  esetben  ha  az
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1.4. ábra. Konfokális mikroszkóppal rögzítet kalcitum spark

a. Konfokális mikroszkóppal rögzítet spark képe (0601130a07 mérés, pásztázási
periódtus  1.54  ms/pixel,  térbeli  felbontás  0.14  μm/pixel,  normalizált  amplitúdó
értékek),  b.  tugyanabból  a mérésből  származó,  7 hasonló idő és térbeli  leftutású
spark átlaga. 



Bevezető

eseményt  egyetlen  kalctium  ktibocsájtó  egység  (Calctium  Release  Untit,  CRU,  lásd
Cheng és mtsati. (2008)) hozza létre. Az elnevezés a sejt típusától függetlenül vált
általánossá,  először  Cheng  és  mtsati.  alkalmazták  szívtizom  sejteken  végzet
kísérleteknél (Cheng és mtsati. 1993). Mtivel az esemény fuoreszcens  képalkotással
rögzíthető,  és  tulajdonképpen  a  festékhez  kötődő  Ca2+ tionokat  „látjuk”,  a
megnevezés  általában  a  megfgyelt  fuoreszcens  eseményre  vonatkoztik,  bár
kontextustól függően jelenthetti a ktiáramló Ca2+ fuxust tis  (Cheng és mtsati. 2008).
Stikerült olyan  kalctiumfelszabadulásti eseményeket tis rögzítenti, amelyeket egyetlen
rtianodtin  receptor  hoz  létre,  ezeket  szívtizomban  sparklet-eknek  nevezti  a
szaktirodalom (Wang és mtsati. 2001).

Kalctium ember (parázs) megnevezéssel jelöljük a hosszfú tidőtartamfú, ktis ampltitfúdójfú
eseményeket. Feltételezés szertint ebben az esetben a Ca2+ ktibocsátásban egy vagy
nagyon kevés RyR vesz részt (Gonzalez és mtsati. 2000; Csernoch és mtsati. 2004).

Globáltis  kalctiumfelszabadulásti eseményeket elő sejtekben először az 1960-as évek
végén észleltek  (Cheng és mtsati. 2008), de képti rögzítésük csak az 1970-es végén
stikerült,  aequortin nevű tindtikátorral, később több kísérlet btizonyítota jelenlétüket
(Cheng és mtsati.  2008).  A jelenség tanulmányozását jelentősen megkönnyítete a
konfokáltis  mtikroszkópok  paraméteretinek  fejlődése,  amellyel  célzotan  lehet
pásztáznti a sejt ktis térfogatatit. A Ca2+ fuoreszcens tindtikátorok fejlesztése a későbbti
tidőszakban jelentősen hozzájárult a jelenség ktimutatásához.

Az  tizom  sejten  belülti  lokáltis  kalctiumfelszabadulásti  események  konfokáltis
mtikroszkóppal  történő első  rögzítése szívtizom sejtekben  történt  az  1990-es  évek
elején (Cheng és mtsati. 1993). 

A kutatások következő tidőszakában (és  a  jelentig)  a  konfokáltis  képek használata
rendszeressé vált  ezen a  területen.  Az tigen magas zajsztintet  tartalmazó képeken
detektált  események jellemzőtiből  és  btiofztikati  paraméteretiből  készült  stattiszttikák
fontos  ktitindulópontok letek a htipotéztisek tárgyalásában.  Nemcsak a nagyszámfú
kép,  hanem  a  képeken  megjelenő  Ca2+ jelenségekre  mutató  alacsony  jelsztint,  a
rögzítésti  módszerből  adódó  btizonytalanságti  faktorok  tis  megkövetelték  a  képek
számítógéppel  végzet  objektív  elemzését  és  ktiértékelését  (a  képeket  jellemző
tulajdonságokat a Módszerek fejezet 3.2 és 3.3 szakaszában mutatom be).
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2. Célkitűzések
A téztisben bemutatot munka célktitűzéseti a következők:

a) konfokáltis  mtikroszkóppal  készült  ltine-scan (3.2.3)  képek  elemzése
számítógépes kép és jelfeldolgozásti módszerekkel, 

b) váztizomban  lezajló, konfokáltis mtikroszkóppal (elsősorban ltine-scan típusfú
képek létrehozásával) rögzítet Ca2+ események tanulmányozása, stattiszttikati
jellemzők számításához szükséges paraméterek számítása, 

c) az  eseménydetektálásti  algortitmusok  hatékonyságának  és
megbízhatóságának vtizsgálata és opttimaltizálása,

d) Ca2+ esemény  jellemzők   meghatározása  és  számítása  olyan  esetekben,
amtikor nem léteztik az tirodalomban általánosan elfogadot módszer erre, pl.
ember típusfú események esetében,  

e) a témakörben általánosan használható függvény csomag és grafkus felületű
feldolgozó programok ktidolgozása az a-d pontokban említet feladatokhoz,

f) a ktidolgozot módszerek alkalmazása kísérletti adatok feldolgozásában.

A konfokáltis mtikroszkóppal készült mérések elemzését számítógépes módszerekkel
lehet elvégeznti, mtinél több részfolyamat automattizálásával. Annak ellenére,  hogy
elképzelhető (és első fáztisban néha szükséges tis) ezeknek a manuáltis, ember általti
ktiértékelése,  a  kísérletekhez  tartozó  mérések  nagy  száma mtiat  ez  gyakorlattilag
lehetetlen. Ezzel párhuzamosan, a manuáltis, számítógéppel támogatot ktiértékelés tis
fontos marad az orvos és btiológus kutatók szempontjából, így mtindketőt btiztosítanti
kell.  Btizonyos  esemény  jellemző  számításokat  sztintén  csak  számítógéppel  lehet
elvégeznti.  Bár  jelentek  meg a  feladatra  nytilvánosan  elérhető  programok  vagy
program részletek (függvények), nem mtindtig használhatóak megfelelően (részleges
kódok, ntincs forráskód, nem működtik a kutatók elvárása szertint),  és általában a
detektálást  értinttik,  paraméterszámítás,  tilletve  stattiszttikati  jellemzők  számítására
ntincs  elérhető  nyílt  forráskódfú  eszköztár.  Nem  mtinden  típusfú  Ca2+ eseményre
létezet jellemző számításti eljárás, a kísérletekben jelennek meg egyedti események,
amelyekre ntincs ktidolgozot módszertan (pl. ember típusfú jelenségek paramétereti).

A  Debrecenti  Egyetem  Életanti  Intézetében  több  Ca2+ eseményekkel  kapcsolatos
kutatás folyt és folytik, így szükséges az ezeken belül készítet konfokáltis ltine-scan,
tilletve más típusfú  képek egységes módszertannal  történő elemzése.  Fontos,  hogy
rendelkezésre  álljanak  olyan  jelfeldolgozó  módszereket  ktivtitelező  számítógépes
eszközök,  amelyekből egy-egy fúj  kutatás  mérésetinek feldolgozó folyamatát össze
lehessen állítanti. A Ca2+ eseményeket rögzítő mérések sokszor egy kutatáson belül tis
jelentősen különböznek, ezért esetenként beállítható, paraméterezhető feldolgozásti
eljárásokra van szükség.
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3. Módszerek 

3.1. Kísérleti körülmények, izomrost előkészítése és 
preparálása

A feldolgozásokat  a  Debrecenti  Egyetem Életanti  Intézetében  készítet  konfokáltis
mtikroszkóp felvételekre alkalmaztuk. A kutatások során patkány, béka, tilletve egér
tizomrostokat használtunk. Az tizomrost előkészítést az Orvos- és Egészségtudományti
Centrum Életanti Intézetének laboratórtiumában végezték. Az Intézményes Európati
Állatettikati Elvek által megengedet protokollal leölt állatok tizmatiból tizomrostokat
tizoláltak,  ezután a rostok különböző előkészítő oldat  kezelésen mentek át,  végül
szapontint tartalmazó relaxáló oldatba letek helyezve (részletesen lásd  Szentesti és
mtsati. (2004). A mérés előt a sejtek kalctiumérzékeny festéket tartalmazó oldatba
letek helyezve  (pl.  50  μM fuo-3)  és  a  relaxáló  oldat  egy fztiológtiás  oldatal  let
lecserélve.

Az tizomrostok preparálásának, tilletve a mérések előállításának pontos módszertana
részletesen a következő   publtikáctiókban található: patkány (Szentesti és mtsati. 2004;
Sztigetti és mtsati. 2007), béka (Cheng és mtsati. 1999; Szentesti és mtsati. 2004; Pticht és
mtsati. 2007; Kong és mtsati. 2008; Lukács és mtsati. 2008; Sztretye 2009)patkány és
egér (Fodor és mtsati. 2008; Sztretye 2009).

3.2. A konfokális mikroszkóp használata 
kalciumfelszabadulási események tanulmányozásában

3.2.1. A konfokális mikroszkóp

A konfokáltis mtikroszkóp elvét Marvtin Mtinszky vezete be 1957-ben (Pawley 2006).
Az egyszerű konfokáltis mtikroszkóp a hagyományos gyűjtőlencse helyet a fényt a
mtinta egy pontjára fókuszálta, a fényforrás sugaratit előte egy ktis nyíláson vezete
át (pinhole), majd ugyanezzel a techntikával gyűjtöte a mtintáról jövő fényt (3.1 ábra
a). A módszer javítota  a  jel-zaj vtiszonyt, a jelet kevésbé jellemezte az elmosódás
(bltur),  növelte  a  mtikroszkóp  efektív  felbontását,  lehetővé  tete a  vastag  mtinták
elemzését a mtinta btizonyos mélységére fókuszálva. 

Az  1970-es  évektől  fényforrásként  lézer  sugarat  használtak  egyes  konfokáltis
mtikroszkópokban, a lézer forrás által btiztosítot monokróm, erős és jól fókuszálható
fény mtiat. Btiológtiati mtinták elemzésére 1985-től kezdődően (Pawley 2006) terveztek
lézersugarat használó konfokáltis mtikroszkópokat, ezek fuoreszcens festékkel festet
mtinták esetében btiztosítotak jó mtinőségű jeleket. 

Munkánk során a Zetiss cég LSM 510 /  LSM 510 META, tilletve  LSM 5 LIVE típusfú
mtikroszkópokat használtuk (3.1 ábra b).

Az  LSM510  szértiába  tartozó  mtikroszkópok  4  konfokáltis  csatornával  dolgoznak,
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mtindegytik  külön  fényelektromos  sokszorozóval  (photomtultiplier,  a  továbbiakban
PMT)  rendelkeztik,  ezek  külön-külön  állíthatóak,  és  más-más  lézerrel
működtethetőek.

3.2.2. Fluoreszcenciára épülő mérések 

A fuoreszcenctiára épülő  mérések rendkívül  elterjedtek a btiológtiati  kutatásokban,
molekulák, tionok követése kapcsán. A módszer olyan fuoreszcens tulajdonsággal
rendelkező  molekulákat  („festékeket”)  használ,  amelyek  kötődnek (pl.  reakctión
keresztül) a  tanulmányozot molekulához vagy tionhoz. Így követhetővé válnak a cél
molekulák  vagy  tionok.  A  fuoreszcens  tulajdonsággal  rendelkező  molekulák
(fuorofórok)  meghatározot  hullámhosszfú  fény  hatására  gerjesztet  állapotba
kerülnek, majd rövtid tidő (nanoszekundum rendű) relaxálódnak, és fényt bocsájtanak
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3.1. ábra. Konfokális mikroszkóp és felépítése

a.  A mikroszkóp felépítése: 1 lézer, 2 dichroiktus tükör, 3 objektív, 4 fokális sík, 5
pinhole, 6 szűrő, 7 detektor, 8 minta hátere,  9 detektált térfogat.  b. Zeiss LSM
510 META konfokális mikroszkóp. Forrás: Zeiss.
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kti.  A  folyamat  ctikltikus,  a  gerjesztés  és  fényktibocsátás  tismétlődő.  Mtikroszkópos
alkalmazásoknál a festéket gerjesztő és a festék által ktibocsájtot fény spektruma jól
meghatározot.  Intenztitásának ampltitfúdója  vtiszont  függ  a  megvtilágító  fény
tintenztitásától és a fuorofór koncentráctiójától (Merchant és mtsati. 2008).

Mtikroszkópos  kísérletekben  jól  meghatározot  hullámhosszfú fényt  használnak  a
gerjesztéshez, vagy szűrőkkel oldják meg mtind a gerjesztő mtind pedtig a gerjesztet
fény kezelését. 

Kísérletől  függően  (a  követet  jelenség  típusa),  a  festékek  más  és  más
tulajdonsággal  kell  rendelkezzenek.  Sejten  belülti  Ca2+ tionok  festésére,  abban  az
esetben ha gyors koncentráctióváltozásokat kell követnti, a fuo-3, fuo-4, rhod-2 és
Oregon Green 488 BAPTA-1 festékek btizonyultak a legjobban használhatóknak az
utóbbti években  (Cheng és mtsati. 2008). Ezekre jellemző, hogy kalctiummal történő
kötődés  után  az  emtitált  fény  tintenztitása  akár  100-szorosára  tis  nő  a  kötetlen
festékének. A festékek dtisszoctiáctiós állandója (Kd) μM körülti, így az ehhez közelítő
koncentráctiók  jól  követhetőek  (a  fuo-3  esetében  K d=390  nM).  Mtindegytik  a
látható  fény  tartományban  található  hullámhosszal  gerjeszthető.  Mtindezek  a

18

3.2. ábra. A ftuo-3 festék kalcitum függő emissziós spektrtuma

Kalcitumot  nem  tartalmazó  oldatban  az  emisszió
gyakorlatilag  0,  egyébként  a  koncentrációtól függ  az  ábra
szerint.  Kd = 390nM ,  λex  = 488 nm ,  λem=525 (maximális).
Forrás:::: Life Technologies Corporation   (LTC 2012).
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tulajdonságok  megengedtik  a  lokáltis,  gyorsan  változó  koncentráctiók  követését  a
sejtben. A fuo-3 emtissztiós spektruma a  3.2 ábrán látható. A dolgozatban használt
konfokáltis  mérések  fuo-3  vagy  fuo-4  festékkel  készültek  (Life  Technologies
Corporation),  a  gerjesztő  Argon  lézer  hullámhossza  pedtig  488  nm.  Elemzésti
szempontból a fuo-3, tilletve 4-el készült képek közt ntincs különbség.

3.2.3. Line-scan képek

A mechantikati módszerrel pásztázó mtikroszkópokban galvanométerek forgatják el a
pásztázást  kontrolláló  tükröket.  A  pásztázot  felület  többnytire  téglalap  alakfú,
modern mtikroszkópok megengedtik más alakzatok pásztázását tis.

Az  LSM 510 és 510 META modellek X, Y és Z tirányfú pásztázást btiztosítanak egy
hosszfú  fejlesztés  eredményeként  létrejöt  pásztázó  modul  segítségével.  A  modul
vezérelt  kolltimátorokat,  pásztázó  galvanométeres  tükörrendszert  és  nagy
érzékenységű detektort tartalmaz. A berendezés több lézer modullal működhet. A
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3.3. ábra. XY és Xt pásztázás 

A konfokális pásztázó fej mozgása XY (a), illetve  line-scan mérésen (b). A c és d ábra a
pásztázásoknak  megfelelő  kép  részletet  tartalmaz:  c  -  0511215b02 XY  mérés  részlete
(244x160 pixel), illetve d - 0511215b20 line-scan mérés részlete (244x160 pixel). Mindkét kép
12  bites  kódolással  készült,  a  pixelek  minimtum  és  maximtum  értéke  0-4096  közöti  (a
detektor által szolgáltatot egységek).
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műszer  vezérlése  saját  számítógéppel  történtik.  A mtikroszkóp  többféle  pásztázásti
módot btiztosít.

A  ltine-scan képek előállításánál a lézer sugár egyetlen vonal mentén pásztázza a
mtintát,  ezt  a  pásztázás  x  tengelyének  nevezzük.  Amennytiben  az  x , y  síkot
tektintjük  a  sugárra  merőleges  síknak  (fókusz  sík),  a  fuoreszcens  jelet  a  tér
mtindhárom  tirányából,  a  mtikroszkóp  pont-ktiterjedés  függvényének  (3.3.4)
megfelelően érzékelti.  A pásztázás  folyamán a ktisebb,  nagyobb ampltitfúdójfú vagy
ktiterjedésű sparkokat  ktialakító  fuoreszcens  jel  bármely  radtiáltis  tirányból  jöhet  a
pásztázot x  tengely körül, az sem dönthető el egyértelműen, hogy stikerült-e egy-
egy  sparkot  a  forrás  közvetlen  közelében,  vagy  a  forrást  keresztezve  pásztáznti.
Ugyanakkor a fuoreszcens hátér sztintje, valamtint a jelenlevő zaj elnyomja az ktis
ampltitfúdójfú  jeleket.  Egy  adot  kísérletsorozaton  belül  a  fuoreszcens  hátér
módosulhat  az  egyes  képek  közöt.  A  leggyakrabban  normaltizált  értékeket
használunk,  ez a  referenctia különbözhet  akár  egymás után felvet képeken tis.  A
képeken  jelen  levő  hátérzaj  mtiat  a  ktis  ampltitfúdóval  rendelkező  sparkok  nem
detektálhatóak és előfordulhatnak hamtisan detektált, zajból származó események.

Ebben a dolgozatban ltine-scan módban és XY módban (lásd 3.3 ábra) tis használtuk
kalctiumfelszabadulásti  események  rögzítésére  (a  módszereket ltine-scan mérésekre
fejlesztetük, de azok alkalmazhatóak az XY mérésekre tis).  Ltine-scan módban 1.3
kHz – 2.6 kHz pásztázásti frekvenctia érhető el, a pásztázások köztti tidő így 640 ns -
2.3  ms.  A készülék a ptixeleket analóg-dtigtitáltis  konverztió után 8 vagy 12 sztintes
kódolással rögzítti (ebben a munkában az utóbbtit használtuk).

Az  LSM 5 Ltive mtikroszkóp egy 512 ptixelt  detektáló ltineártis  töltéscsatolt  eszköz
(Charged   Cotupled  Device,  a  továbbtiakban  CCD)  tömbbel  rendelkeztik.  A lézerről
érkező  fénynyalábot  egy  opttikati  rendszer  vonal  mentén  fókuszálja,  és  egy
galvanométer-tükör  rendszerrel  ezzel  pásztázza  a  mtintát.  A  pásztázást  és  a
detektálást egy bonyolult opttikati rendszer felügyelti (lásd Pawley (2006), 232. oldal).
A párhuzamos pásztázás mtiat nagy sebesség érhető el, ez ltine-scan módban 60 kHz
pásztázásti frekvenctia, a ptixelek köztti tidő 16 µs - 20 ms (Pawley 2006).

A mérések techntikati paraméteretit és a dolgozatban felhasznált mérések leíró adatatit
az A Függelék: A felhasznált konfokáltis mérések adatati fejezetében adom meg.

3.3. Konfokális mikroszkóp képek jellemzői

3.3.1. A jel-zaj szint jellemzése

A zaj  formáltis  jellemzése  a  szűrések,  feldolgozások ktiválasztása  mtiat fontos,  az
algortitmusok  jellemzőtinek  megállapításakor  a  sztimulált  képek  előállítása  tis  erre
épül. Mtivel a konfokáltis mtikroszkóp fuoreszcens jelenségekre épülő képetiben több
zajforrás hatása vegyül (Sheppard és mtsati. 2006), pontos zajmodellt nehéz készítenti.

A zaj mtindtig jelen van a fotonsokszorozó csövek (Photo Mtultiplier Ttube - PMT) és a
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töltéscsatolt eszközökkel detektált mtikroszkóp jelekben. PMT van a Zetiss LSM510,
tilletve LSM 510 META készülékekben tis (az 510 META-ban PMT tömb található). A
CCD megoldás pedtig a Zetiss LSM5-LIVE készülék detektáló eleme (512 x 1 ltineártis
CCD tömb). A zaj több forrásból tevődtik össze, egytik komponense a készülékekre
jellemző hátérzaj (ez a készüléktől és annak ptillanatnyti használatti módjától függ), a
mástik a detektálás jellegéből adódó fotonzaj. Ezekhez társulnak a mtintából származó
hátérzajok (ezek fuoreszcens techntika esetén sztintén számotevőek lehetnek).  A
konfokáltis  mtikroszkóppal  készült,  fuoreszcenctiára  épülő  képekre  jellemző  az
alacsony jelsztint így a hátérzaj  erős zajként jelentik meg.

A fotonzaj (shot noise) a mérésti zajok legfontosabb forrása (Sheppard és mtsati. 2006;
Merchant és mtsati. 2008). A PMT csövek és CCD kamerák foton érzékelését egy
random jellegű jel jellemzti, amelyet Potisson eloszlással lehet egyszerűen modelleznti.
A detektált fotonok számának valószínűségét az alábbti ktifejezéssel lehet közelítenti
(Sheppard és mtsati. 2006)::::

P (N p )=
μ

N p e−μ

N p!
 

ahol  N p  a  detektált  fotonok  száma,  μ  az  eloszlás  középértéke.  Ugyanezt  a
megközelítést  alkalmazzák  más  btiológtiati  és  orvosti  képalkotó  techntikáknál,  pl.  a
röntgen képeknél tis (Webb 2003).

A Potisson eloszlás szórása: 

σ=√μ  (3.1)

nagy N értékekre μ  jól közelíthető N p -vel.

Képfeldolgozásti  feladatoknál  általános  gyakorlatá  vált,  hogy  a  detektált  jel-zaj
sztintet (Signal to Noise Ratio - SNR)   az alábbti  ktifejezéssel adják meg  (Schroeder
2000; Webb 2003; Sheppard és mtsati. 2006)::::

SNR=
μ
σ  (3.2)

amti a Potisson eloszlás esetében így alakul:

SNR=√N p  

Az  eloszlás  ktis  számfú  foton  esetében  jobbra  ferdül,  nagy  N p  esetén  vtiszont
sztimmetrtikus és a normáltis eloszláshoz közelít.

Részletesebben,  más  jellegű  zajok  mtiat  a  detektorok  jel-zaj-sztintjét  az  alábbti
képletel lehet megközelítenti (Schroeder 2000; Sheppard és mtsati. 2006)::::
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SNR=
N p

√N p+N b+N d

 

ahol  N d  a  detektor  működéséből,  N b  a  hátérzajok jelenlétéből  adódó  többlet
detektált  foton  szám.  A detektor  működéséből  PMT  csövek  esetében  a  sötétzaj,
sötétáram,  CCD-k  esetében  a  ktiolvasásti  zaj  a  meghatározó  (Schroeder  2000):::;
modern  készülékeknél  ezek  a  tényezők  ktisebb  mértékben  járulnak  hozzá  a
zajsztinthez. 

Bár  a  gyakorlatban  közelítő  eljárásokkal  és  több  egyszerűsítéssel  fogunk  élnti,
látható, hogy (Young 1996)::::

• a zaj nem független a jeltől,

• a zaj nem addtitív,

• a zaj nem normáltis eloszlásfú.

Mtindezek  ellenére,  a  zaj  normáltis  és/vagy  Potisson  eloszlással  történő közelítése
általános gyakorlat egyszerűsítésti szempontok mtiat.

Konfokáltis mtikroszkóp képek esetében a jel-zaj sztint  a fény konfokális módszerrel
történő szűrése miatt ezen kívül még több tényezőtől függ (részletesen lásd Sheppard
és mtsai. (2006) - ezek az alábbtiak:

• a hátérzaj,

• az apertfúra állapota,

• a ktiválasztot ptixelméret,

• a fuoreszcens festék sztintje a mtintában,

• a pásztázásti sebesség hatása.

3.3.2. A hátér fluoreszcencia

A  hátér  vagy  autofuoreszcenctia  (backgrotund  ftuorescence)  a  természetesen
fuoreszkáló molekulák által okozot fuoreszcens jel, amely akkor tis megjelentik, ha
a mtinta nem tartalmaz fuoreszcens festéket. Mtivel ez általában jelen van a sejtek
ctitoplazmájában,  kísérőjelenségként  számolnti  kell  vele,  és  ez  tis  hozzájárul  mtint
komponens  a  hátérzajhoz.  Képti  feldolgozást  zavaró  mértéke  lehet  nagy,  ha
átfedődtik  az  alkalmazot  festék  fuoreszcenctiájával,  és  a  festet  elemek  által
ktibocsájtot  fuoreszcens  jel  sztintje  alacsony.  Mtivel  egyenletes  fuoreszcens
ktibocsátásról  van  szó,  általában  alkalmazható  olyan  háteret  beállító  képti
feldolgozás, amely nagyrészt eltüntetti jelenlétét (Merchant és mtsati. 2008).

22



Konfokáltis mtikroszkóp képek jellemzőti

3.3.3. A fotokioltás

A konfokális mikroszkóp lézersugárral világít meg kis területeket a mintában, így az
ott  jelenlevő  fluoreszcens  molekulákat  jelentősen  károsíthatja  többszöri  pásztázás
után.  Ezt  a jelenséget  fotokioltásnak (photobleaching)  nevezzük.  Vannak mérések,
amelyek  pont  ezt  a  jelenséget  használják  ki   (FRAP,  FLIP),  az  elemi
kalciumfelszabadulási események esetében az érdekünk általában a fluoreszcens jel
ugyanolyan szinten tartása, tehát a minta minél kisebb mértékű károsodása az alatt az
idő alatt amíg a mérés tart. Az alkalmazott festékek fluoreszcens kibocsátása csökken
a megfigyelés alatt, mert fotokémiai módosuláson megy át, ez többféle folyamaton
keresztül  is  történhet  (leggyakrabban  oxigén  molekulákkal  történő  reakció  áll
mögöttük).  A jelenség  csökkentését  több  módszerrel  is  el  lehet  érni  a  kísérletek
előkészítése során, lásd Diaspro és mtsai. (2006). A minél kisebb mértékű fotokioltást
okozó kísérleti paraméterek megtalálása lényeges, eredményeként jobb kontrasztú és
időben stabilabb jeleket lehet mérni. Fotokioltást tartalmazó mérések képfeldolgozó
módszerekkel  javíthatóak.  Erre  az  egyik  lehetőség  a  fotokioltás mértékének
meghatározása  a  használt  festékekre.  A  kioltást  a  méréseken  egy  mono-  vagy
biexponenciális intenzitás csökkenő folyamatként érzékeljük, amely az alábbi, időtől
függő összefüggéssel adható meg (Diaspro és mtsai. 2006; Kolin és mtsai. 2006):

I t(t , x )=I 0(t , x )⋅e−kt  (3.3)

ahol  I t  és  I 0  egy  azonos  helyen  végzett  egy  vagy  két  dimenziós  pásztázás
intenzitásának  átlaga,  k  pedig  a  kioltást  jellemző  konstans,  értékét  fordított
időmértékegységgel  adjuk  meg.  A folyamatot  sok  esetben  biexponenciális  eséssel
lehet jobban jellemezni:

I t(t , x )=A 1⋅e−k1t+A2⋅e−k 2t  (3.4)

ahol  A 1  és  A 2  amplitúdó konstansok,  k1  és  k2  pedig az intenzitás csökkenését
jellemző konstansok. Kísérletileg ezek értéke megállapítható megfelelő mérésekkel
(Diaspro  és  mtsai.  2006).  Így  meghatározható  minden  egyes  idő  koordinátára  a
fotokioltás következtében  kialakult  intenzitás  csökkenés  aránya,  és  nemlineáris
illesztéssel  kiszámolhatóak  a  szükséges  konstansok.  Az  így  kapott  függvényből
számolt  arányokkal  korrigálhatóak  a  megfelelő  időpillanathoz  rendelt  intenzitás
értékek. 

Így line-scan képeknél a korrekciót kétféleképpen lehet elvégezni: 

1. Az  idő  függvényében  a  mérések  fluoreszcens  hátterének  intenzitását
átlagoljuk (azokat az x szerinti pontokat amelyeken nincs a háttértől eltérő jel
-  esemény).  Az  így  kapott  pontokból  kiszámítható  az  első  időponthoz
viszonyított intenzitás csökkenés. 

2. Az előző pontban kapott értékekhez a  3.3 vagy 3.4 függvényt illesztve egy
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pontosabb közelítését kapjuk a csökkenő intenzitásnak. 

Az előfeldolgozások folyamán mindkét módszer használtam (lásd 4.1.1).

3.3.4. A pont-kiterjedés függvény hatása

A  konfokáltis  mtikroszkóp  által  előállítot  egy  vagy  többdtimenztiós  méréseket
eltorzítja  a  mtikroszkóp  pont  ktiterjedés  függvénye  (pontátviteli  függvény,  pont
kiszélesedési függvény -  point spread ftunction - a továbbtiakban PSF).  A PSF opttikati
torzítás,  amtivel  mtinden  mtikroszkóp  rendelkeztik,  a  konfokáltisok  esetében
lényegesen ktisebb mtint a hagyományos mtikroszkópoknál. A méréseken ez a hatás
mtint elmosódotság (bltur) jelentkeztik.

A PSF paramétereti  függnek az objektív numertikus apertfúrájától,  a használt  fény
hullámhosszától,  valamtint  mtinta  a  törésmutatójától  (Egner  és  mtsati.  2006),  de  a
mtikroszkóp opttikati  rendszerének állapota (rossz beállítás,  szennyezet lencsék) tis
befolyásolhatják (Cannell és mtsati. 2006). 

Ha  v  egy  három  dtimenztiós (x ,y , z ) koordtináta,  a  mtikroszkóp  képalkotását  az
alábbti  három  dtimenztiós  konvolfúctióval lehet  modelleznti  (Van  Kempen  és  mtsati.
2003)::::

g (v )=∫
X

h(x−χ) f (χ)d χ  , (3.5)

ahol  f (v)  a megfgyelt objektum, g (v )  az előállítot kép,  h(v )  pedtig a PSF. A
képalkotás során jelentkező összetet zaj ( N (v ) ) valamtint a hátér mtiat  ( b (v ) ) a
regtisztrált m (v) kép így fejezhető kti:

m (v)=N (g (v )+b (v ))  . (3.6)

A  3.5 vagy  3.6 összefüggéseket  egy,  kető  vagy  három  dtimenztiós  képalkotásra
lebontva lehet kép javító módszereket ktidolgoznti. 

A  konfokáltis  mtikroszkópban  a  z  (opttikati  tengely)  tirányban történő  elmosódás
nagyobb, mtint az  x  és  y  tirányokba történő  (pásztázásti sík),  ezekben általában
egyforma értéket lehet mérnti, a nagyságrend a ktibocsájtot fény hullámhossza (Rtios
és  mtsati.  2002).  A  PSF  közelíthető  egy  három  dtimenztiós  normáltis  eloszlást
megjelenítő függvénnyel, (Holltingworth és mtsati. 2001), amelynek szórása az x  és
y  tirányokban  ugyanakkora,  a  z  tirányban  pedtig  nagyobb.  Így  jellemzőként

célszerű  a  három  normáltis  eloszlás  félérték-szélességének  ( FWHM )  értéketivel
jellemeznti. Egy tipikus konfokális mikroszkóp esetében az elméleti értékek az x  és
y  tengelyek  szerinti  FWHM x  és  FWHM y ~  0.1  μm,  míg a  z  tengely  szertintti
FWHM z ~ 0.4 μm (Cheng és mtsai. 2008). A kísérleti módszertanok szerint a konkrét

mérés körülményeire általában a felbontásnál kisebb méretű fluoreszcens golyókkal
mérik  a  PSF  jellemzőit,  amelyeket  a  mintáéhoz  hasonló  törésmutatójú  közegben
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helyeznek  el.  Ezzel  a  módszerrel  mért kalctium  spark  kísérletek  során  használt
konfokáltisok  jellemző  értéketi  a  pásztázásti  sík  x  és  y  tirányára  ( FWHM x és
FWHM y ) :  0.3-0.5  μm közöttiek,  a  z  tirány FWHM z  értéke  pedtig  0.8-1.55  μm

közötti (Izu és mtsati. 1998; Ríos és mtsati. 1999; Soeller és mtsati. 1999; Holltingworth
és mtsati. 2001; Launtikontis és mtsati. 2005; Rtios és mtsati. 2008; Shkryl és mtsati. 2012).
Tehát  a  z  tengely  szertintti FWHM z érték  kb.  háromszorosa  az  x  vagy  y -on
mértnek. A mért PSF jellemzőti pedtig általában 20%-al nagyobbak mtint a számítot
elméletti értékek (Cannell és mtsati. 2006). 

Izu és mtsati. (1998) sztimulált ltine-scan képek segítségével, a PSF FWHM z értékét 0.2
és  1.2  μm közöt  változtatva  ktimutaták,  hogy  jelentős  ampltitfúdó,  tilletve  spark
szélesség  változás áll elő az említet határértékekre1.

3.4. Kép és jelfeldolgozási módszerek

3.4.1. Zajmodell

A  ltine-scan képek zajeloszlása összetet így az elemző algortitmusok tervezésénél
egyszerűsítéseket kell alkalmaznti. A zaj várható legfontosabb összetevője Potisson
jellegű  a  detektorok  működéséből  adódóan,  erre  normáltis  eloszlásfú,  általában
addtitív zajként modellezhető hátér zajok tevődnek. Az egytik gyakran alkalmazot
modell a zaj normáltis eloszlással történő közelítése, amti, ha a Potisson eloszlás  λ
paramétere  lényegesen  nagyobb  mtint  1  (von  Wegner  2006) -  ez  általában  tigaz
konfokáltis képekre.
A  zaj  vtisszavezetése  normáltis  eloszlásra  a  küszöbölő  algortitmusok  mtiat  fontos
(Starck és mtsati. 1998a) ezek többnytire a normáltis eloszlás szórásából vezettik le a
küszöbértéket.  Ha  Potisson  eloszlást  használunk  modellként,  ezt  az  Anscombe
transzformáctióval  (Starck  és  mtsati.  1998a)  vagy  annak  módosítot változatatival
vtisszavezethető  normáltis  eloszlásra,  a  módszert  Bankhead  és  mtsati.  (2011)
használták  egyenlőtlen  háterű  ltine-scan képeknél.  Ebben  a  munkában  normáltis
eloszlásfú modellel közelítetem a ltine-scan képek hátérzaját az elemző algortitmusok
használatakor.

3.4.2. A pont-kiterjedés függvény hatásának kijavítása

A pont-kiterjedés  függvény  által  okozott  elmosódás  területi  mérete  (lásd  3.3.4)
nagyságrendileg  a  spark  méretéhez  közeli  lehet  (nem fókuszban levő sparkok),  a
mérésben megjelenő objektumok amplitúdóját csökkenti, így hatását számításba kell
venni, még akkor is ha a képjavításra nem találunk jó megoldást. 

Az elmosódotság megszüntetését célzó képjavítás vagy élesítés (deblturring) továbbti
képti  problémákat  hoz  be  a  javítot  képbe  mert  növelhetti  a  zajt.  Konfokáltis
mtikroszkóp mérésekhez több képjavító dekonvolfúctiós módszert dolgoztak kti (Agard

1. Lásd Iztu és mtsai. (1998) , 3. ábra.
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és mtsati. 1989; van Kempen 1998; Rooms 2005). Ezek három dtimenztiós méréseken
alkalmazhatóak  hatékonyan,  de  vannak  megoldások  az  egy  vagy  két  dtimenztiós
esetre  tis  (Agard  és  mtsati.  1981).  Három  dtimenztiós  mérések  esetében  jól  bevált
algortitmusok  léteznek  (blind  deconvoltution,  nearest  neighbor, Wtiener  szűrő,
nonlinear  constrained iterative  deconvoltution)  (Cannell  és  mtsati.  2006).  Az titeratív
nemltineártis  módszereknek  tis  több  változatát  használják,  például  a  maximtum
likelihood módszerre  épülő  Rtichardson-Lucy  algortitmust  vagy  Ttikhonov-Mtiller
módszert. Összehasonlításukat Van Kempen és mtsati. (2003) tárgyalják.

A  szaktirodalom  szertint  ltine-scan  mérések  esetén  az  alábbti  szerzők  alkalmaztak
dekonvolfúctiós javítást. Szív, tilletve váztizom kalctium jeletihez kötődő kísérletekben
Launtikontis és mtsati. (2005) (SR és ctitoplazma kalctium koncentráctiójának változása),
Soeller  és  mtsati.  (1999) (T  tubulusok  lokaltizálása),  Soeller  és  mtsati.  (2002) (SR
kalctium  fuxusának  meghatározása  sparkok  képződésekor)  használtak
dekonvolfúctiós  algortitmusokat  (constrained  iterative,  Rtichardson-Lucy)  x-y-z
méréseken.

A ltine-scan méréseken a sparkok alacsonyabb ampltitfúdóval (lásd a sparkok térbelti
jellemzőtit :  3.7.4) és  x  tirányban szélesebben jelennek meg, mtint valódti  méretetik
(Rtios és mtsati. 2001). Az tidőbelti jellemzők (3.7.3) kevésbé módosulnak.

Egydtimenztiós  sparkokat  tartalmazó  ltine-scan  mérésekre  Ríos  és  mtsati.  (1999)
dolgoztak  kti  dekonvolfúctiós  eljárást.  Az  eljárásban  a  PSF  méretére  jellemző
szóródásból numertikusan számítotak kti egy korrekctiós - skálázó - paramétert, amtit
mtinden egyes ltine-scan pontra alkalmaztak.

Eljárásukat  csak  sztimulált  sparkokra  lehetet  megbízható  eredményekkel
alkalmaznti, a kísérletti ltine-scan-ekre jellemző zaj esetén csak részleges korrekctiót
tudtak végeznti (keskenyebb PSF értékkel dolgozva mtint a valódti),  a zaj erősítése
mtiat. Ríos és mtsati. (1999) ktiszámolták a kalctium áram értékét a mért fuoreszcenctia
ampltitfúdóból  és  összeveteték  azt  sztimulált  sparkok  esetében  kapot  értékekre.
Élesítésti  korrekctiót  alkalmazva  különböző  FWHM z  értékekre  ( FWHM x és
FWHM y=FWHM z/ 3.5 ) arra a következtetésre jutotak, hogy FWHM z=1  μm fölöt

a  zaj  mtiat  lehetetlen  korrekctiót  alkalmaznti.  Részleges  korrekctióval  (ktis  FWHM
értéket használva a PSF defníctiójakor) tis elég jó közelítő eredményt lehet kapnti a
kalctium  ktibocsátás  számítására  (ktissé  alábecsülve  azt).  Így  a  pont-ktiterjedés
függvény méretéhez képest lényegesen nagyobb sparkok esetében élesítés nélkül tis
jó közelítést lehet kapnti a kalctium ktibocsátás számításakor (Shkryl és mtsati. 2012).

Ezért a legtöbb kutató nem végzti ezt el a ltine-scan, tilletve XY képeken (3 dtimenztiós
esetben már  jobb megoldások vannak).  Így különösen az  FWHM  (spark térbelti
szélesség) számításánál vagy „észlelt”  FWHM -et adnak meg  (Shtirokova és mtsati.
2008),  vagy  egy  korrekctiós  paramétert  alkalmaznak  az  észlelt  szélességre,  és  a
javítot értéket használják a kalctium ktibocsátás számításokban  (Rtios és mtsati. 2008).
Ebben a munkában ltine-scan mérések elemzésekor nem használtam dekonvolfúctiós
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élesítést, ezt az eredmények btiológtiati értelmezésekor fgyelembe kell vennti.

3.4.3. Az à trous wavelet transzformáció alkalmazása

3.4.3.1. Jelfeldolgozás wavelet transzformációval

A wavelet transzformáctiók a Fourtier transzformáctióhoz hasonló felbontást állítanak
elő,  amelynek  során  az  f (t)∈L2(ℝ)  négyzetesen  tintegrálható  függvényeket
spectiáltis báztisfüggvények felhasználásával fejttik kti. A felbontás során használt 

ψa,b (t )=
1

√a
ψ(

(t−b )
a

) , a∈ℝ+ \ {0}, b∈ℝ  (3.7)

alakfú  függvények  nem  pertiodtikusak,  általában  kompakt  tintervallumon
értelmezetek,  és  egy  skála  ( a )  valamtint  egy  eltolás  ( b )  paraméterrel
rendelkeznek, amelyek a függvényt a  t  változó szertint „szélesíttik” és eltolják. A
felbontás  során  a  különböző  méretre  skálázot  függvények  frekvenctia  sávoknak
megfelelő  komponenseket  határoznak  meg  f (t)  -ből,  ugyanakkor  az  eltolt
változatok képesek a t  változó szertint lokaltizálnti ezeket. Az elmélet alkalmazható
stactionártius  és  nem  stactionártius  jelek  tér/tidő/frekvenctia  elemzésére,  egytik
legfontosabb jellemzője,  hogy  a  jelben  található  frekvenctiák  tidőben  vagy  térben
lokaltizálhatóak. Az alkalmazható báztisfüggvényetit már a 20. század elején megadták
(Haar Alfréd, 1909), az elmélet az 1980-90-es évek alat kezdet fejlődnti  (Hubbard
1998).

Legfontosabb gyakorlatti  alkalmazásti  területeti  az  adatömörítés  és  kódolás,  forma
feltismerés, dtigtitáltis jel analíztis és szűrés.

Általános alakban a folytonos wavelet transzformáctió a  ψ(t )  függvény eltolt és
skálázot változatatit használja az egy dtimenztiós, valós értékű f (t) ,  f (t )∈L2(ℝ)
függvények felbontására, előállítva a függvény W  wavelet transzformáltját :

W (a ,b )= 1

√a
∫
−∞

+∞

f (t )ψ*(
t−b

a
)dt= f ∗ψ̄a(b)  , (3.8)

ahol a ψ(t ) valós vagy komplex függvény, a∈ℝ+\ {0}  a skála paraméter, b∈ℝ az
eltolás  paraméter.  A ψ(t ) függvényt  analtizáló  („anya”)  waveletnek  nevezzük,  és
spectiáltis  tulajdonságokkal  rendelkeztik.  ψ*(t )  a  függvény  komplex  konjugáltja,
ψ̄a(t )=(1/√a )ψ* (−t /a )  (Starck  és  mtsati.  2010).  A  W (a ,b ) számok  a

transzformáctió együthatóti.

A wavelet  függvények spectiáltis  tulajdonságokkal  rendelkeznek  (Burrus  és  mtsati.
1998; Starck és mtsati. 2010).

A transzformáctiónak van tinverze, ktimutatható (Starck és mtsati. 2010), hogy:
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f (t )=
1

CΨ

∫
−∞

+∞

∫
−∞

+∞ 1

√a
W (a ,b )dadb  , (3.9)

ahol

CΨ=∫
0

∞ ∣ψ̂(ν)∣2

∣ν∣
d ν  .

A vtisszaállítás akkor lehetségesek, a CΨ véges (elfogadásti vagy megengedhetőségti
feltétel,  admissibility),  ennek  következménye,  hogy  a  ψ̂  Fourtier  transzformált
függvényre  fennáll  ψ̂(0)=0 ,  tehát  a  wavelet függvény  átlaga  0.  Ezeknek  a
függvényeknek zéró a momentuma, és sáváteresztő szűrő jellegük van.

A  wavelet  transzformáctió  alkalmazásti  területeti  közé  tartoztik  a  mtintavételezet
dtigtitáltis  jelek transzformáctiója,  amelyeket az elmélet  az  L 2(ℝ)  térben található
véges energtiájfú funkctionáloknak tektint. A transzformáctiót többféleképpen el lehet
végeznti, a felbontásti módszerek egytik meghatározója a skála és eltolás paraméterek
értelmezése.

Egytik fontos módszer az fún. diszkrét wavelet transzformáció, amelynek során a skála
paramétert a mtintavételezet jel pontjatin dtiadtikus, 2 hatványatinak megfelelő skálán
terveztik  meg,  az  eltolást  tis  ezeknek  a  skáláknak  a  többszörösetire  alkalmazzuk.
Számítógépen  futatot  algortitmusok  esetében  ennek  az  értelmezésnek  előnyeti
vannak. 

Ezzel ellentétben, a dtiszkrét jelekre alkalmazot folytonos wavelet felbontás a skála,
tilletve  eltolás  paraméterekre  valós  számokat  alkalmaz  (ezeket  ugyancsak  a
mtintavételezet jel jellemzőtiből következtetti).

A  folytonos  transzformáció jelek  frekvenctiaspektrumának,  fáztiseltolódásának
elemzésére,  adatömörítésre  használt  leggyakrabban,  a  transzformáctió  dtiszkrét
változatatira tinkább formafeltismerésti, osztályozásti feladatok és zajszűrés kategórtiába
tartozó alkalmazások jellemzőek (Gonzalez és mtsati. 2008; Starck és mtsati. 2010).

Ebben  a  munkában  csak  a  dtiszkrét  transzformáctiót,  és  annak  tis  egy  spectiáltis
változatát, az à trous típusfú transzformáctiót alkalmaztam.

Ha  a  skálaparaméter  értéketit  egy  dtiadtikus  felosztásfú  rácson  választjuk,  és
fgyelembe  vesszük  a  dtigtitaltizált  jelek  számítógépes  feldolgozásánál  a  2
hatványatiból adódó felbontást, az a  skálaparaméter a=2i , i∈ℕ  alakfú. Az eltolás
paramétert  mtinden skálán a ktiválasztot skála  méret  többszöröseként  választjuk:
b=n⋅2i ,  n∈ℕ .  A  skálázás  i  sztintjetit  oktávoknak  nevezzük.  Az  így  defntiált

transzformáctió:
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W (2i ,n⋅2i )=
1

√2i ∫
−∞

+∞

f (t )ψ*(
t
2i−n)dt , (3.10)

ennek dtiszkrét ktifejtése:

W (2i ,n⋅2i )=
1

√2i∑
k
ψ*(

k
2i −n) f (k )  . (3.11)

A wavelet függvények az  L 2(ℝ)  négyzetesen tintegrálható függvény térben a tér
egy, a skála paraméter által meghatározot részét feszíttik kti.  A skálázot wavelet
függvények  defníctiója  egy  segéd  függvény,  az  fún.  skála  függvény  segítségével
történtik. A skála függvények (dtiadtikus felbontást alkalmazva)

ϕ j , k (t )=2
j
2 ϕ(2 j x−k ) , j ,k ∈ℤ ,ϕ(t )∈ℝ  (3.12)

alakfúak, és a j  paraméter szertint egymásba ágyazot 

V j=Span{ϕ j , k (t )}  

tereket feszítenek kti L 2(ℝ) -ben (Burrus és mtsati. 1998)::::

V 0⊂V 1⊂V 2...⊂V ∞(L
2(ℝ))   .

Ennek megfelelően a wavelet függvények mtint  W j  tereket ktifeszítő függvények
adódnak, amelyek két egymásba ágyazot V j  különbségeként jönnek létre:

V 1=V 0⨁W 0 ,V 2=V 1⨁W 1 , ...  

(ahol ⨁  függvény terek egyesítését jelentti).
A ϕ  skála függvények ortogonáltis, ortonormáltis báztisokat, tilletve kereteket (frame)
határozhatnak meg a megfelelő alterekben, így mtint báztisfüggvények alkalmasak az
L 2(ℝ)  térben  található  függvények  V j  terek  szertintti  felbontására2,  ezek

felhasználásával  hozzájutunk  a  wavelet  függvények  szertintti  felbontáshoz  tis.  A
kompakt  tintervallumon  dtiszkrettizált  skálafüggvények  sáváteresztő  szűrőkhöz
hasonló  feldolgozást  végeznek,  és  megadják  a  bemenetti  függvény  felbontását  a
megfelelő V j  terekben.

3.4.3.2. A diszkrét wavelet transzformáció

Az diszkrét wavelet transzformációnak több algoritmikus megvalósítása ismert. Ilyen
a már említett Mallat algoritmus (Mallat 2009) vagy az ún. à trous algoritmus (nevét
a végrehajtás során a konvolúciós szűrőbe illesztett 0-k: „lyukak”-ról kapta).

2. A sokskálás felbontás elméletének rövid átekintését lásd Gonzalez és mtsai. (2008), részletes
matematikai alapjait Mallat (2009) munkában.
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Mindkét  algoritmus  az  egymás  utáni  diszkrét  wavelet  együtthatók  közti  rekurzív
formulákra  épül,  és  alul,  felül-  és  sáváteresztő  szűrőket  használ  az  együtthatók
számításánál.

Mallat algoritmusa  speciálisan  tervezett  ortogonális  vagy  ortonormális  wavelet
bázisokra épül, amelyek teljesítik a skála, illetve wavelet függvény követelményeit, és
azokat  a  feltételeket,  amelyek  az  inverz  transzformáció  megvalósításához
szükségesek (Mallat, 2009). A transzformáció köztes lépéseiben az előállított wavelet
együtthatókat, valamint a továbbvitt, alacsony frekvenciájú jeleket decimálni kell.

3.4.3.3. Az à trous algoritmus

Az  à trous algortitmust Holschnetider, Tchamtitchtian és Duttilleux fogalmazták meg
1989-ben  (Shensa  1992;  Mallat  2009).  Elméletti  háterét  Mallat  (2009) adja  meg
részletesen, a Mallat algortitmussal történő elméletti és gyakorlatti kapcsolatát Shensa
(1992) vtizsgálja.

Az algortitmus transzláctiótinvartiáns (ellentétben Mallat dtiszkrét algortitmusával), és a
használt  skála  függvény,  tilletve  wavelethez  rendelt  szűrőknek  nem  szükséges
ortonormáltisnak lenntiük. Ez a transzformáctió tis dtiadtikus skálán defntiált, akárcsak
Mallat dtiszkrét transzformáctiója.

Az  à trous transzformáctió redundáns: a wavelet sztintek számítása folyamán nem
történtik dectimálás, így a transzformált dtiszkrét jel mérete megegyeztik a bementti jel
méretével  (mtintavételezet pontok számával).  Ez megkönnyítti a forma feltismerés,
tilletve zajszűrés típusfú alkalmazásokban történő használatát. A wavelet sztintekben
jelenlevő  redundanctia  nem  kényszerít  annytira  szoros  feltételeket  a  wavelet
tulajdonságatira (ntincs szükség a dectimált transzformáctiók esetén esetleg jelentkező
aliasing –  élek  szakadozotsága  –  jelenség  ktivédésére,  amely  külön  feltételtételt
jelent a dtiszkrét transzformáctiónál használt waveletek tervezésekor).

A  transzformáctió  különböző  változatatit  ktitűnő  eredményekkel  alkalmazták
cstillagászatti kutatásokban  (Starck és mtsati. 1994; Starck és mtsati. 1998a; Starck és
mtsati. 1998b) ahol a feldolgozások egytik alap algortitmusává vált (Starck 1993; Starck
és mtsati. 2006). Később btiológtiati jelek feldolgozásában tis stikerrel használták (Oltivo-
Martin 2002; von Wegner és mtsati. 2006).

Az  à trous algortitmus  egy  négy  szűrőből:  h ,  g  (transzformáctió)  és  ezek
duáltisatiból (fordítot transzformáctió),  ĥ ,  ĝ  álló szűrő bankot használ a dtiszkrét
transzformáctió megvalósításához3.

Mtivel az algortitmusok folyamán nem történtik dectimálás, közös angol megnevezésük
Undecimated  Wavelet  Transform (UWT).  Az  alábbtiakban  az  általam  tis  használt
változatot tismertetjük, amelyet a használt tizotróp alakfú  wavelet az mtiat  Isotropic

3. A szűrők használatára a transzformáció egyes lépései közt több lehetőség van, a különböző
megoldásokat lásd Starck és mtsai. (2010) szerzők mtunkájában.
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Undecimated  Wavelet  Transform (IUWT)  nevet  vtiselti.  Mtivel  első  alkalmazása  a
cstillagászat  terén  történt,  a  starlet  transform elnevezést  tis  használjuk  (Starck  és
mtsati. 2010).

Az  algortitmus  során  alkalmazot  szűrőknek  spectiáltis  tervezésti  feltételt  kell
teljesítentiük: dtiadtikus skálára terveztik, keretet (frame) alkotnak, és teljesítenek egy,
az tinverz transzformáctió megvalósításához szükséges feltételt (lásd Mallat (2009).

Legyenek  ϕ(t )  és  ψ(t ) a  skála  és  wavelet függvények, f (t ) pedtig  legyen  az
eredetti  analóg jel.  Jelöljük  c 0[n ] -el  a dtiszkrét egy dtimenztiós  jel  mtintavételezet
pontjatit  a  t=n  pont  közelében.  Mtivel  ϕ(t ) skála  függvény,  az  analóg  jel
mtintavételezet  pontjatit  fúgy  tektinthetjük4,  hogy  előállíthatóak  (Mallat  2009) az
alábbti módon: 

c 0[n ]= f ∗ϕ̄(k )=〈 f (t ) ,ϕ(t−k )〉=∫
−∞

+∞

f (t )ϕ(t−n)dt , 

ahol ϕ̄(t )=ϕ* (−t ) .

Ha h j [k ] , g j [k ] -val jelöljük azokat a szűrőket amelyeket fúgy kapunk, hogy 2 j−1
darab 0-t szfúrunk be az eredetti szűrő pontjati  közé ( j≥0 ),  és  w j -vel  a  j -edtik
wavelet  sztint  együthatótit,  az  à  trotus algortitmus egyszerű  alakfú  konvolfúctiós
formulákat ad meg a mtintavételezet jel és annak a szűrőbank által transzformált
ktimenete közöt  (Mallat 2009) a transzformáctióra: 

c j+1[n ]=a j∗h̄ j (n) , w j+1[n ]=c j∗ḡ j (n)  ,

 tilletve a fordítotjára:

c j [n ]=
1
2
(a j+1∗h̄ j [n ]+w j+1∗ḡ j [n ])  ,

ahol h̄ [l ]=h [−l ] , ḡ [l ]=g [−l ] .

A konvolfúctiós lépések közt ntincs dectimálás, tehát a ktimenetti jel mérete megegyeztik
a  bemenettivel.  Ha  spectiáltis  waveleteket  használunk,  ezek  a  formulák  tovább
egyszerűsödhetnek.

Starck és Murtagh az algortitmus timplementáctiójánál a következő követelményeket
fogalmazta  meg  a  wavelet  mtinél  jobb  analtizáló  képességének  megvalósításáért
(Starck és mtsati. 2010)::::

• az előállítot szűrők legyenek sztimmetrtikusak, ( h̄=h , ḡ=g ),

4. A digitális jelet, mint az analóg jel mintavételezése során kapot jelet úgy tekinthetjük, mint
a skálafüggvény és az analóg jel konvolúcióját. Részletes indoklást lásd Mallat, 2009 301.
oldal. 
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• több dtimenztiós (2 vagy 3) alkalmazásban h ,  g  tilletve ϕ  és ψ  legyenek
közel tizotróp alakfúak.

Az  à trous algortitmusban  történő használathoz a létrehozot szűrőknek nem kell
ortogonáltisnak  vagy  btiortogonáltisak (Starck  és  mtsati.  2010) lenntie,  ez  a  feltétel
megkönnyítti a ktiválasztásukat. 

Wavelet függvényként a köbös B-spltine (a továbbtiakban B3-spltine) skálafüggvényre
épülő  waveletet  használták.  Ennek  tulajdonságati  különlegesen  alkalmassá  tesztik
orvos-btiológtiati  képek  elemzésére:  véges  tintervallumon  defntiáltak,  egyszerű
algortitmusok alakíthatóak használatukkal, sztimmetrtikusak, opttimáltis tidő-frekvenctia
lokaltizáló tulajdonságatik vannak (Unser 1997; Unser 1999). A függvény az alábbti :

ϕ(t )= 1
12

(∣t−2∣3
−4∣t−1∣3+6∣t∣3−4∣t+1∣3+∣t +2∣3)  . (3.13)

A wavelet függvény két egymás utánti dtilatált változata közt az alábbti összefüggés
adható meg: 

1
2
ψ(

t
2
)=ϕ(t )−

1
2
ϕ(

t
2
)  . (3.14)

A függvényből az alábbti h :::: 

h [k ]= 1
16

[ 1 , 4 , 6 , 4 , 1 ] , k=−2,... ,2  (3.15)

és g szűrők határozhatóak meg (Starck és mtsati. 2010)::::

g [k ]=δ[k ]−h [k ]  ,

ahol δ defníctiója: δ[k ]=0 mtinden k≠0 -ra.

Bebtizonyítható,  hogy ez a szűrő bank egy keret (frame)  felosztást  hoz létre és a
wavelet együthatókból vtisszaállítható az eredetti jel (Starck és mtsati. 2007).
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Más wavelet tis tervezhető hasonló tulajdonságokkal, de nem mtindegytiknél áll elő az
alakbelti sztimmetrtia tilyen előnyösen, mtint a B3 spltine-nál. A wavelet együthatók két
egymás utánti lépés során a 

w j +1 [k ]=c j [k ]−c j+1[k ]  , (3.16)

különbségből adódnak, ahol a következő sztint együthatótit a

c j+1[k ]=c j [k ]∗h̄ j (3.17)

konvolfúctió ktimeneteként kapjuk. Így a  wavelet sztintek együthatóti egymás utánti
egyszerű konvolfúctióval állíthatóak elő, mtivel ntincs dectimálás az egyes sztinteken a
jel mérete ugyanakkora mtint a bemenetti jel. A (3.16) különbség a két aluláteresztő
h j  és  h j +1  szűrők  köztti  magasabb  frekvenctiájfú  wavelet sztint  együthatótit

tartalmazza.  Az  együthatók ampltitfúdója  a  sztintek előre  haladásával  csökken.  A
gyakorlatban  néhány  sztint  (4-8)  számítása  elég  a  szegmentálásti  vagy  zajszűrésti
feladatokhoz. Az utolsó c j [k ]  sztint a jel háterét tartalmazza, amti egy konstanshoz
közelít. Az tinverz transzformáctiót a

c 0[k ]=c L [k ]+∑
j =1

L

w j [k ]  , (3.18)

ktifejezés  szertint  számítjuk,  ahol  L  az  előállítot  wavelet sztintek  száma.
Egydtimenztiós normaltizált ltine-scan jelre történő alkalmazását lásd a 3.5 ábrán. A c.
grafkonon látható jel egy spark középpontján áthaladó t  függvényében lefutó jel,
a következő grafkonon az első 4 sztint együthatóti láthatóak.
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3.4. ábra. A starlet transzformációban alkalmazot skála függvény és wavelet

a:  A B3 spline függvény, mint skála függvény. b:  A j=0 és j=1-es oktávoknak megfelelő
ϕ(t ) és  ϕ(t /2)  skála  függvények,  illetve  a  (3.14)-es  kifejezés  szerinti  különbséggel

képzet ψ(t /2) wavelet függvény.
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Hatékony  algortitmus  timplementálása  gyakorlattilag  a  konvolfúctió  számításának
sebességétől függ. A jel határatit kti kell terjesztenti a konvolfúctió elvégzése mtiat. Az
algortitmus tervezőtinek a tükröző megoldás a javaslata (Starck és mtsati. 2006):::: 
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3.5. ábra. Az egydimenziós starlet transzformáció alkalmazása line-scan jelre

a. Normalizált  Δ F / F 0  kép, (0601130b07_9 spark);  b. Ugyanaz a kép időben skálázva, 1.54
ms/pixel ; c. a spark középvonalán áthaladó, t  függvényében ábrázolt, egyetlen x  koordináta
szerinti  normalizált  jel ;  d-g.  az  első  4  wavelet szint  együthatói.  Magasabb  szintek  felé
haladva, egyre alacsonyabb frekvenciájú jel komponensek maradnak az együthatókban.
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c [k+N ]=c [N−k ]  ,

(ahol N  a jel hossza), de más megoldás tis megfelel (pertiodtictitás, vagy folytonos jel
alkalmazása).  Így  látható,  hogy  a  jel  „szélén”  nem  lesz  tökéletes  a  számítás  és
számításba kell vennti, hogy a végrehajtó szűrő hossza a 2 hatványatival nő mtinden
lépésben, tehát nem alkalmazható olyan rövtid jelekre, amelyeknek hosszát a szűrő
közelítti a számítás felső sztintjetin.

3.4.3.4. A két dimenziós à trous algoritmus

Amennytiben  dtiadtikus  skálán  alkalmazzuk,  a  B3-spltine  skálafüggvénnyel  képzet
wavelet transzláctió  tinvartiáns  (Mallat  2009;  Starck  és  mtsati.  2010).  Ez  jelentősen
megkönnyítti a két dtimenztiós timplementáctiót képfeldolgozásti alkalmazásokhoz.

Így a két dtimenztiós skála függvény az alábbti (Starck és mtsati. 2006; Starck és mtsati.
2007)

ϕ(t , x )=ϕ(t )ϕ(x )  

a wavelet függvény pedtig:

1
4
ψ(t , x )=ϕ(x , t )− 1

4
ϕ (x , t )  .

Ktimutatható  (Starck  és  mtsati.  2007),  hogy  az  algortitmus  ugyanolyan  alakfú
formulákkal végezhető el két dtimenztióban tis mtint egyben, ha a sztintek száma L ::::

w j +1 [k , l ]=c j [k , l ]−c j+1[k , l ]  , (3.19)

és a vtisszaállító formula tis megegyeztik:

c 0[k , l ]=c L [k , l ]+∑
j =1

L

w j [k , l ]  . (3.20)

A  transzformált  wavelet  sztintek  dtimenztiója  ugyanakkora,  mtint  a  bemenetti  két
dtimenztiós jelé, amti lehet egy dtigtitáltis kép. A dectimálás tehát tit sem történtik meg,
és  ellentétben Mallat  dtiszkrét algortitmusával,  tilletve az UWT más megoldásatival
(Starck  és  mtsati.  2010),  a  wavelet  együthatókat  egyetlen  transzformált  képben
kapjuk meg mtinden sztinten (a Mallat algortitmus és az UWT esetében 3 vagy annál
tis több együtható tömböt kapunk egy-egy wavelet sztinten).
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A  transzformáctió  egy-egy  sztintje  elvégezhető  2  dtimenztiós  konvolfúctió
alkalmazásával, az alkalmazot szűrő (Starck és mtsati. 2006)::::
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3.6. ábra. A starlet transzformációval előállítot wavelet együtható szintek

a: Normalizált  line-scan kép részlete, 200 x 100 pixeles terület (0601130b07 mérés,
t=480-690,  x=55-157).  b-f :  a  2  dimenziós  starlet transzformációval  kapot  wavelet
együthatók  (WL).  A  transzformációt  a  teljes  képre  alkalmazttuk.  A  grafkonok
címében  a  kép,  illetve  a  wavelet  szintek  minimtuma  és  maximtuma  található.  A
wavelet együthatókat tartalmazó képeken a pozitív értékek piros, a negatívak zöld
színnel vannak kirajzolva. A sötét területeken az együthatók értéke zéró közeli.
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h= 1
256 [

1 4 6 4 1
4 16 24 16 4
6 24 36 24 6
4 16 24 16 4
1 4 6 4 1

]  . (3.21)

Gyorsabb  timplementáctió  valósítható  meg  a  (3.15) ktifejezésben  megadot  szűrő
egyszer t , és utána x  tirányban történő alkalmazásával (sorok és oszlopok szertintti
konvolfúctió képek esetében).

A  3.6 ábra  egy  ltine-scan képre  alkalmazot  2  dtimenztiós  starlet transzformáctiót
mutat be. A teljes normaltizált képnek (0601130b07) egy részletét emeltük kti a teljes
képre alkalmazot transzformáctió 5 első sztintjével. Jól látható, hogy az első sztinten
csak  a  zaj  jellegű  frekvenctiák  jelennek  meg,  a  továbbtiakban  pedtig  a  nagyobb
frekvenctiájfú  alakzatok rajzolódnak kti,  a  zaj  jellegű struktfúrák tompulnak.  Az 5.
sztinten jól észlelhető a transzformáctió tizotróp jellege.

3.4.3.5. Objektum azonosítás (detektálás) à trous transzformációval

A zajos képeken történő objektum azonosítás vagy detektálás során meghatározzuk
a  zajos  jelben  a  számunkra  fontos  tinformáctiót  tartalmazó  területet
(kalctiumfelszabadulásti  eseményeket).  Starck  és  mtsati.  több  módszert  adtak
cstillagászatban  használt  felvételek  kapcsán,  amelyekkel  normáltis  vagy  Potisson
eloszlásfú zaj tartalmazó hátérben objektumokat lehet detektálnti. Az egytik tilyen a
sokskálás  látás  modell  (Mtultiscale  Vision  Model,  a  továbbtiakban MSV)  (Starck és
mtsati. 1998a; Starck és mtsati. 2006), amely alkalmas konfokáltis mtikroszkóp képek
feldolgozására tis. A módszer folyamán az objektum keresést egy sokskálás felbontás
segítti,  ezt  meg  lehet  valósítanti  az  à trous transzformáctióval,  egyéb  wavelet
transzformáctiókkal, tilletve más típusfú transzformáctióval (pl. sokskálás medtián). Az
előállítot  sztinteken  küszöböléssel  vagy  más  feldolgozással  btinártis  területeket
alakítunk kti, amelyek potenctiáltis objektum helyeket jelenthetnek. Utána egyesítjük
a  több  skálákról  származó  helyet,  valamtilyen  a  priori logtikát  használva,  atól
függően,  hogy  mtit  keresünk.  Az  à trous transzformáctió  alkalmas  tilyen  keresés
támogatására, lásd a 4.3.2 szakaszt5.

3.4.4. Zajszűrés

3.4.4.1. A zaj kezelésére alkalmazot  módszerek konfokális képeknél

A  hátérzaj  (különösen  a  Potisson-jellegű  zaj)  megnehezítti  a  Ca2+  események
paraméteretinek  számítását  (görbék  tillesztése),  így  zaj  szűrő  eljárások  használata
általános gyakorlat. A szaktirodalomban leggyakrabban két egyszerű térbelti szűrő

5. A módszer  formális  leírását  és  általánosítását  lásd   Starck  és  mtsai.  (2006) mtunka  4.3
fejezetében.
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módszert használtak erre a feladatra, a futó átlag (boxcar) (Izu és mtsati. 1998; Ríos és
mtsati.  1999) tilletve medtián  szűrőt  (Song  és  mtsati.  1997;  Brum  és  mtsati.  2000;
Gonzalez  és  mtsati.  2000).  A  szűrők  általában  3×3-as  maszkokkal  kerültek
alkalmazásra, mtinden pontban felülírva az eredetti jelet. A wavelet alapfú zajszűrés
(lásd  4.3.1 szakasz,  von  Wegner  és  mtsati.  (2006),  Szabó  és  mtsati.  (2010))  az
események életit és jellegét jobban megjelenítő képet ad ltine-scan képek esetében, de
jelentősen  csökkentti  a  jel  ampltitfúdóját,  így  paraméter  számításra  nem  mtindtig
alkalmazható.  A  szaktirodalomban  a  paraméterszámítás  legtöbb  esetben  a
nemltineártis medtián szűrő alkalmazása után történtik,  ez jobban megőrzti a magas
frekvenctiájfú éleket mtint a ltineártis átlagoló szűrők, a wavelet alapfú zajszűrés vtiszont
jelentősen megkönnyítti  az  esemény detektálás  elvégzését.  Frekvenctia tartományt
használó  nem ltineártis  szűrők nem válnak be  ezeknél  a  képeknél  az  tigen magas
zajsztint mtiat.

Ebben a munkában medtián, tilletve futó átlag szűrőket használtam egyes esetekben
előfeldolgozásra. Használatukat mtindtig jelzem.

3.4.4.2. Zajszűrés a starlet transzformációval

A zaj a ltine-scan képekben egy kevert zaj, de közelítéssel tektinthető normáltis vagy
Potisson eloszlásfúnak. Ha elfogadjuk a zaj normáltis eloszlással történő közelítését, az
alább  bemutatot  módszer  használható  a  zaj  szűrésére.  Ha  Potisson  közelítést
fogadunk el, akkor az Anscombe transzformáctió segítségével normáltis zaj eloszlásra
transzformáljuk  a  mért  jeleket,  és  utána  alkalmazhatjuk  a  normáltis  eloszlásra
ktidolgozot procedfúrát (Starck és mtsati. 1998a; Starck és mtsati. 2006).

Stactionártius normáltis eloszlásfú zaj esetében a szűrés a zaj szórásának értékére épül,
így normáltis eloszlásfú zaj esetében a következő lépéseket kell végtigjárnti :

• a zaj szórásának durván közelítő megállapítása,

• a szórás közelítésének fnomítása,

• a zaj szűrése.

Az  utóbbti  ketőre  Starck  és  Murtagh  dolgozot  kti  à trous transzformáctióval
ktivtitelezhető algortitmusokat (Starck és mtsati. 1998a,b; Starck és mtsati. 2006), ezeket
tismertetjük rövtiden az alábbtiakban.

A  zaj  szórásának  durva  közelítését  több  módszerrel  el  lehet  végeznti6 (Starck  és
mtsati. 1998a), egy jól használható módszer az átlagoló módszer. A jelet (képet) egy
átlagoló szűrővel módosítjuk, és a módosítot képet ktivonjuk az eredettiből. A kapot
különbség jó közelítése ptixel sztinten a szórásnak. Ennek a közelítésnek ntincs nagy
jelentősége,  mert  az  alábbti  titeratív  módszer  néhány  lépésben  konvergál  egy  jó
közelítéshez.

6.  Lásd  (Starck és mtsai. 1998a)  mtunka 2.1 szakaszát.
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A  Starck  és  Murtagh  által  megadot  zaj  szórást  közelítő  eljárás  a  sokskálás
felbontásra (Mtultiresoltution Stupport, MRS) épül. 

A felhasznált kontroll tinformáctió az eredetti jelben található zaj szórásának terjedése
a  wavelet  együthatók  skálátin.  Amennytiben  a  wavelet  transzformáctiót  egy
sztimulált,  σe=1  szórással  rendelkező  adathalmazra  alkalmazzuk,  a  j=1, L  -tig
generált  együtható  sztintek  szórásati  σ j

e  lesznek.  A  wavelet  transzformáctió
tulajdonságati mtiat (Starck és mtsati. 2006), egy σ I  szórással rendelkező jel j=1, L
wavelet sztintjetin az együthatók szórása: 

σ j=σ I⋅σ j
e  . (3.22)

A módszer  elkülönítti  az  eredetti  jel  sztigntifkáns (tinformáctiót tartalmazó)  és  nem
sztigntifkáns pontjatit, ezek zajt tartalmaznak. A sztigntifkanctia teszt mtinden wavelet
sztinten az együthatóknak a  k⋅σ j  értékkel  történő összehasonlítása,  ahol  k egy
konstans, amelynek leggyakrabban alkalmazot értéke 3, σ j  pedtig a sztint szórása. 

Starck és  Murtagh a  3.1 táblázatban  található  értékeket  adta  meg  σ j -re  egy  és
kétdtimenztiós  jelekre  (Starck  és  mtsati.  2006).  Az  értékeket  végrehajtás  közben  tis
előállíthatjuk a megadot procedfúra szertint egy N0,1 standard normáltis eloszlásfú zajt
tartalmazó egy vagy kétdtimenztiós adatból ktitindulva.

j szint 1 2 3 4 5 6 7

1 D 0.7 0.323 0.21 0.141 0.099 0.071 0.054

2 D 0.889 0.2 0.086 0.041 0.02 0.01 0.005

3.1. táblázat. A szórás terjedése a wavelet együthatókban

Egység szórással rendelkező szimtulált, egy és kétdimenziós jel szórásának terjedése az első 7
wavelet szint együthatóiban.

Az algortitmus lépéseti (Starck és mtsati. 1998b)::::

1. Ktiszámítjuk  az  első  közelítést  egy  gyors  és  egyszerű  algortitmust
alkalmazva7,  legyen  I  a feldolgozandó egy vagy kétdtimenztiós jel (tidősor
vagy  kép),  a  zaj  szórásának  első  közelítése  σ I 0

.  Az  alábbtiakban
kétdtimenztiós I (t , x )  jelre adjuk meg az algortitmust.

2. Ktiszámítjuk  L  sztintre  a  jel  wavelet  transzformáltját  (egy  vagy  2
dimenzióban):

 I (x , t )=c L(x , t )+∑
j=1

L

w j (x ,t ) .  

7. Az általam alkalmazot megoldást lásd az eredmények fejezetben (4.3.1).
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A c L  alacsony frekvenciájú háttérben a zaj már elhanyagolható.

3. n=0 ; az iteráció kezdő pontja.

4. Kiszámítunk  egy  sokskálás  felbontást  lásd  Starck  és  mtsai.  (1998a)
M ( j , t , x ) ,  j=1, L ,  azokat  a  wavelet  együtthatókat  tekintjük

szignifikánsaknak  (jelet  tartalmazó),  amelyekre  igaz  a  w j (x ,t ) > 3⋅σ j

kifejezés,  ahol  σ j  a  j -edik  wavelet  szint  szórása  a  (3.22) kifejezésnek
megfelelően.

5. Kialakítjuk az felbontásból következő bináris maszkot, amelyben 1-re állítjuk
mindazokat  a  pixeleket  amelyekre  minden  szint  a  nem  szignifikáns
kategóriába tartozik. Feltételezhető, hogy ezek zajos területek. A maszk által
takart területen kivonjuk az eredeti képből a c L(x , t )  hátteret – a hátteret így
gyakorlatilag kivesszük a közelítésből.

6. n=n+1 , és kiszámítjuk  σ I n
-et, az  n -edik lépés közelítését a kiválasztott

területből.

7. Ha 
∣ σ I n

−σ I n−1
∣

σ I n

>ϵ  ismételjük a számítást a 4. lépéstől. Az ϵ  relatív hibára

megfelelő értéket választunk.

Mivel a  3⋅σ j -nál nagyobb együtthatókat tartjuk szignifikánsnak, ezek közt lesz zaj
komponens  is.  Ez  a  végső  megoldásban  egy  eltolódást  okoz,  amit  egy  konstans
együtthatóval lehet korrigálni, ezt az algoritmus szerzői empirikusan állapítottak meg
(Starck  és  mtsai.  1998b).  Az  együttható  értéke  0.974,  amellyel  a  becsült  szórást
osztjuk be.

Harmadik  műveletként  a  tulajdonképpeni  zaj  szűrést  végezzük  el,  ekkor  már
rendelkezünk a zaj szórásának egy jó közelítésével.

Waveletekkel  kapcsolatos  zajszűrésti  módszerek  általános  elve  a  wavelet
transzformáctió alkalmazása, a ktiszámolt együthatók módosítása (az értékek vágása)
és  tinverz  transzformáctió  alkalmazása.  A  wavelet  együthatók  módosítására  több
módszert  dolgoztak  kti,  ezek,  a  jelben  található,  zajra  következtető  tinformáctióra
épülnek8 (Mallat 2009).

Kézenfekvő  módszer  az  együthatók  küszöbölése  valamennyti  skálán  és  a
küszöbértéknek  a  zaj  szórása  függvényében  történő megválasztása.  Így
meghatározható egy: 

T j=δ⋅σ j  (3.23)

küszöb  mtinden  egyes  wavelet  sztintre,  amelyet  legegyszerűbb  esetben  a  sztint

8. A módszerek összefoglalását lásd Mallat (2009) mtunkájában, illetve Donoho (1992)-ben.
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együthatótinak σ j  szórásából és egy δ  paraméterből számolunk. A küszöbölésnél
használt sztigntifkanctia tesztet és az együthatók módosítását többféleképpen lehet
elvégeznti, ezt a 4.3.1 szakaszban tárgyaljuk. A δ  értéke egy 3-4 körülti valós szám. A
3.7 ábra egy, a bemutatot módszerrel zaj szűrt, kétdtimenztiós ltine-scan képet mutat.

A küszöbölés  mtiat a  zajszűrt  képen  sztintvonalak jelenhetnek meg,  amennytiben
szükséges ezeket stimító szűrőkkel (pl. 3×3-as medtián vagy átlagoló szűrővel) lehet
eltüntetnti.  Ebben  a  munkában detektálásra  használtam a  zajszűrt  képet,  és  nem
alkalmaztam tilyen korrekctiót.

3.4.4.3. Fotonzaj szűrés

A fotonzaj következtében keletkezet tüskéket több módszerrel lehet ktiszűrnti. Bár a
feladatot megoldja az egyszerű átlagoló vagy medtián szűrő tis, ezek a mtinden kép
vagy jelpontra történő alkalmazás során jelentősen megváltoztatják a jeleket.  Így
célszerű olyan megoldásokat alkalmaznti, amelyek lokáltisan határozzák meg a ktiugró
pontokat, és kontextus függő küszöböt alkalmaznak a szűrésre. Ilyen megoldás az
adaptív medtián (Gonzalez és mtsati. 2008) vagy lokáltis stattiszttikati megoldások, mtint
a  Lee  szűrő  (kalctium  jelenséget  tartalmazó  konfokáltis  képekre  történő
alkalmazásáért lásd  Parsons és mtsati. (2010)). Ugyanerre a feladatra  Haar wavelet
transzformációt alkalmaztak Starck és mtsai. (2006; p. 51).

A  Fotonzaj  szűrése alfejezetben  (4.3.3)  megadok  egy  saját  megoldást  amelyik  a
starlet transzformációt alkalmazza.

3.5. Line-scan képek normalizálása

3.5.1. A normalizálási eljárás

A  konfokáltis  mtikroszkóppal  készült  mérések  vagy  képek  különböző  tintenztitásfú
hátereket,  jeleket  és  artefaktumokat  tartalmazhatnak,  ezek egy kísérletsorozaton
belül  akár  egymás  után következő méréseken tis  változhatnak.  Már egy mérésen
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3.7. ábra. Zajszűrés line-scan képen

a: A  line-scan mérés (0601130b07 mérés, t=480-690, x=55-157) normalizált képe. b: A zaj
szűrt  kép.  A  szűrésnél  hard  (kemény)  küszöbölést  alkalmazttunk  (lásd  4.3.1 szakasz).
Megfgyelhető 10%-körüli amplitúdó csökkenés. 



Módszerek 

belül  tis  van különbség a mért  hátér tintenztitása közöt a különböző  x  (térbelti)
pontokban, mert a  sejtstruktfúra egye helyetin más-más mértékben halmozódtik fel a
festék, és a mért fuoreszcens tintenztitás függ az adot pontban levő festékmolekulák
számától.  A feldolgozáshoz,  valamtint  paraméterszámításhoz  szükséges,  hogy  egy
közös referenctia sztinthez képest határozzuk meg a mért jelek tintenztitássztintjetit.

Fluoreszcens képek feldolgozásánál elterjedt gyakorlat egy kísérletsorozat képetinek
egységes tintenztitásra történő normaltizálása (Wu és mtsati. 2008). Ez az előfeldolgozó
művelet  a  sejtstruktfúrákban  egyenlőtlenül  felhalmozódó  festékmolekulák  mtiat
szükséges ( a mért jel függ az adot pontban található festékmolekulák számától).

A  spark  paraméterek  számítását  a  legtöbb  munka  normaltizált  képekből  végzti
F (t , x )  ( t=1, T ;x=1, X ) tidő, tilletve tér koordtinátájfú line-scan képek esetében. A

pásztázot  vonal  tér  koordtinátátinak  tidő  koordtináták  szertintti  F 0(x )  átlagát
tektintjük a hátér fuoreszcenctia referenctia értékének az egyes x  koordtinátákra. Az
átlagot azokból a képpontokból számoljuk, amelyeken ntincs  kalctiumfelszabadulásti
esemény jel, ezeket a pontokat valamtilyen jel detektálásti módszerrel eltávolítjuk az
átlagolásnál  (Shtirokova és mtsati. 1997; Song és mtsati. 1997; Cheng és mtsati. 1999;
Ríos  és  mtsati.  1999;  Brum  és  mtsati.  2000).  A  módszer  alkalmazható  XY  képek
esetében, akár azok sorozatánál tis (Brum és mtsati. 2000).

A 

Δ F (x , t )
F 0(x )

=
F (x ,t )−F 0(x )

F 0(x )
, x=1, X  (3.24)

képet  használtam,  mtint  normaltizált  képet  (a  számítást  külön  végeztem  az  x
koordtinátákra, lásd  4.1.1). Ebben, ha a zajtól eltektintünk, az egyes  x  koordtináták
referenctia  sztintje  F 0(x ) .  A  Δ F /F 0  kép  pontjati  valós  számként,  normaltizált
értékként  jelennek  majd  meg.  A  hátér  jelentősen  változhat  a  rögzítet  képek
sorozatában (ez a jelenség egy kép egymás után pásztázot pontjati esetében kevésbé
valószínű).

3.6. Eseménydetektálási módszerek line-scan képeken
A  jelek  rögzítésti  sebessége  mtiat  a  ltine-scan képek  a  leggyakrabban  használt
módszerré váltak a sparkokhoz kötődő kutatások első 15 évében. Az alábbtiakban a
ltine-scan képekből  ktinyerhető  spark  jellemzőkkel  foglalkozunk.  Ennek  a
folyamatnak az első lépése általában a sparkokat vagy más  kalctiumfelszabadulásti
eseményeket tartalmazó területek meghatározása. Erre a feladatra több algortitmust
fejlesztetek kti, amelyeket az alábbtiakban rövtiden tismertetek.

3.6.1. A detektáló algoritmusok teljesítményének jellemzői 

A detektálás  hatékonyságát  és  megbízhatóságát  teszt  képeken  történő futatások
során  kapot  stattiszttikati  eredményekből  számolt  jellemzőkkel  adjuk  meg.  A
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módszert az alább bemutatásra kerülő (3.6.2-3.6.9) detektálásti algortitmusok esetében
alkalmazták a szerzők  (Cheng és mtsati. 1999; von Wegner és mtsati. 2006; Bray és
mtsati. 2007; Pticht és mtsati. 2007; Kong és mtsati. 2008; Bankhead és mtsati. 2011). A
paramétereket  tulajdonképpen  ROC  (Receiver  Operating  Characteristics)  analíztis
alapján  számítjuk,  amely  standard  eljárás  a  képfeldolgozásokon  alapuló  orvosti
dtiagnoszttikában és a stattiszttikati osztályozásti feladatokban  (Webb 2003;  Davties és
mtsati. 2005; Alpaydtin 2010).

A stattiszttikati jellemzők összegyűjtésekor használt bemenetti adatok (teszt mérések,
képek,  jelek)  előállítása  fontos  előfeltétele  a  kapot  jellemzőknek.  A  szerzők
különböző  zaj  modelleket  használtak  a  fuoreszcens  hátérzaj  sztimuláctiójához,
normáltis vagy Potisson eloszlásfút, tilletve ezek keverékét (Cheng és mtsati. 1999; von
Wegner  és  mtsati.  2006;  Kong  és  mtsati.  2008).  A  hátérzaj  előállításához
használhatóak  még  kalctiumfelszabadulásti  eseményeket  nem  tartalmazó  képek,
amelyeket ugyanolyan kísérletti körülmények közt készítünk mtint az eseményeket
tartalmazó képek. Ezeken a ptixeleket randomtizáljuk (Shen és mtsati. 2004; Szabó és
mtsati. 2010). A teszt képeken található zaj sztint jellemzésére normáltis eloszlásfú zaj
esetében  a  zaj  középértékének  és  szórásának  arányát  használtam:::: BSNR=m /σ
(lásd 3.3.1).

A  képekre  a  sztimulált  eseményeket  addtitív  vagy  más  módszerekkel  tillesztjük.
Sztimulált,  eseményt  tartalmazó  kép  előállítható  valódti  események  átlagolásával
vagy a dtiffúztiós  jelenség sztimulálásával,  és  a  sztimuláctiós  tér  egy egyenes mentti
pásztázásával (lásd 4.4.1). A sztimulált eseményt tartalmazó zaj nélkülti ktis képeket a
pásztázásnak megfelelő skálázással lehet a képekbe tillesztenti, a különböző méretű
események  arányát  megfelelő  eloszlással  lehet  megállapítanti  (lásd  ezzel
kapcsolatban Izu és mtsati. (1998).

Ha  az  események  detektálását  osztályozó  algortitmusnak  tektintjük,  ennek
eredménye  valódi  pozitív,  tévesen  pozitív,  valódi  negatív és  tévesen  negatív
találatokból összegződtik. Mtinden detektáló algortitmus függ néhány érzékenységet
kontrolláló paramétertől,  ezek hfúzzák meg azt a határt,  ahol a zaj következtében
tévesen  poztitív  találatok  jelennek  meg,  tilletve  valódti  poztitív  találatokat
veszíthetünk.

A detektáló algortitmusok jól értékelhetőek a következő két jellemzővel : szenztittivtitás
(sensitivity)  és  poztitív predtiktív érték (positive predictive valtue),  az elsőt a valódti
poztitív  találatok  mértékeként,  a  másodtik  komplementerét  a  tévesen  negatív
találatok mértékeként használhatjuk. Jelöljük (Bushberg 2002)::::

• TP -vel  (trtue positive) a valódti poztitív találatok számát, tehát találat olyan
kép pozíctión ahol valóban esemény van,

• FP -vel  (false  positive)  a  tévesen poztitív  találatokat,  ezek olyan  találatok
amtik a zaj vagy egyéb hátér formáctiók mtiat, olyan helyeken keletkeztek
ahova nem helyeztünk eseményt,
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• FN -nel  (false negative)  a tévesen negatív eseményeket,  ezek a meg nem
talált sztimulált események.

A szenztittivtitás ( S )  a valódti  poztitív találatok számának és az összes,  a  sztimulált
képre  helyezet  esemény  számának  arányával  valódti  (poztitív+tévesen  negatív)
közelítjük, és az alábbti összefüggéssel számítjuk: S=TP /(TP +FN ) .

A poztitív predtiktív érték ( PPV ) a találatok megbízhatóságát fejezti kti, ezt a valódti
poztitív találatok és az összes találat arányával fejezzük kti: PPV =TP /(TP +FP ) .

A spectifctitás (specitivity) a ROC görbékben a hamtisan detektált eseményekre ad egy
mértéket :  (valódi negatív )/(tévesen pozitív+valódi negatív )  találatok  aránya.  E
helyet  használhatjuk az 1−PPV  értéket, mtint a hamtis találatokat jellemző mérték
(von Wegner és mtsati. 2006). 

A  4.17 ábra  S  és  PPV  görbéket alkalmaz. Ha a görbéket egyetlen paraméterrel
akarjuk  jellemeznti,  a  detektálásti  sztint  50%-át  elérő  pontokat  lehet  jellemzőként
megadnti:  D 50  (ampltitfúdó, amelyre az események 50%-a detektált)  az S görbe és
PPV 50   a PPV görbe esetében (von Wegner és mtsati. 2006).

3.6.2. A hagyományos, ketős küszöbölést alkalmazó algoritmus 

A  sparkokhoz  kötődő  kutatások  kezdetén  a  detektálásra  egy  ketős  küszöbölést
alkalmazó algortitmust fejlesztetek (Song és mtsati. 1997; Cheng és mtsati. 1999). Az
eredetti  megoldást  többen  módosítoták,  javítotak  a  hatékonyságon  és
megbízhatóságon. A Cheng által fejlesztet algortitmus (Cheng és mtsati. 1999) azon a
feltevésen alapsztik, hogy a sparkokat tartalmazó területek ktiemelkednek a ltine-scan
képek hátér zajából (stattiszttikatilag a fuoreszcens hátér középértékét meghaladják
a hátér szórásának legkevesebb kétszeresével), és a ktiemelkedő részek összefüggő
területet alkotnak. Ezeket a területeket ktizárva, a megmaradó területek stattiszttikati
jellemzőtit  fújraszámítva  (a  hátér területeti),  a  sparkok fúgy jelennek meg,  mtint  a
hátérből  ktiemelkedő  összefüggő  területek,  amelyek  meghaladnak  egy  gyengébb
küszöbértéket.  Ugyanazon spark  többszörös  detektálását  elkerülendő,  a  területek
megerősítése egy erősebb küszöb alkalmazásával történtik (lásd  4.4 ábra,  a ketős
küszöbölést  megvalósító  algortitmus  általam  timplementált  verztiójának
folyamatábrája).

Az algortitmus első lépése a  ltine-scan kép normaltizálása, a másodtik az események
detektálása.  A  hátér  fuoreszcenctiájának  területti  ( t , x  képeken  x  dtimenztió)
eloszlását számítjuk kti, egy ctikltikus számítással : a mtinden térbelti ponton átlagoljuk
a pásztázot sorokat ( m  – átlag,  σ  –  szórás),  utána ktizárjuk az m+k⋅σ  fölötti
pontokat. A ktizárt pontokból btinártis maszkot képzünk: a műveletet a k  paraméter
két értékére végezzük, k=2  és k=Cri , a felhasználó által megadot paraméter. A
sparkokat fúgy defntiáljuk, mtint olyan, az első maszkon talált összefüggő területek,
amelyekhez  léteztik  ktis  összefüggő  „sztiget”  a  másodtik  maszkon.  Az  algortitmus
hatékonyabban  működtik,  ha  a  normaltizálás  előt  valamtilyen  stimító  algortitmust
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futatunk a képen (medtián szűrőt).

Cheng és mtsati. (1999) fúgy találták , hogy a Cri  paraméter 3.8 -as értékére kapunk
olyan eredményeket, mtint amelyeket spark feldolgozásban járatos személyek kézti
bejelöléssel elvégezhetnek. Sztigorfúbb krtitértium esetén az ampltitfúdó htisztogramban
egy  módusz  alakul  kti,  mert  a  ktis  ampltitfúdójfú  sparkokat  a  módszer  kevésbé
detektálja, így a módusz az erősebb krtitértium hatására jobbra tolódtik. A zaj mtiat a
ktis ampltitfúdójfú sparkokat detektálnti lehet, egyes, küszöb közelében levő nagyobb
ampltitfúdójfú  sparkokat  vtiszont  nem.  A zaj  hatása  és  az  algortitmus  nem ltineártis
jellege  mtiat  a  sparkok  ampltitfúdója  eltolódással  detektálódtik,  ez  az  eltolódás  az
ampltitfúdó értékével fordítot arányfú  (Cheng és mtsati. 1999). Így a ktis ampltitfúdók
eleve tfúlzot értékkel kerülnek a htisztogramba.

A hamtis poztitív találatok egy adot SNR értéknél a Cri  krtitértiumtól függnek, míg a
hamtis negatívak a zajsztintől.

Cheng és mtsati. (1999) átlagolással kapot sztimulált sparkokat használtak és ezeket
ampltitfúdóban  skálázták  a  teszt  képekre  történő tillesztéskor,  tilyen  körülmények
mellet SNR=3 esetében Cri=3.5 értéket találták tideáltisnak a feldolgozásokhoz.

Ideáltis, ktis zajsztintet és ktis számfú sparkot (127 spark) tartalmazó mtintán Cheng és
mtsati.  ktimutaták az ampltitfúdó htisztogram móduszának htiányát  (Cheng és mtsati.
1999).  Nagyobb  sorozat  elemzésekor  a  módusz  megjelent,  de  a  predtikctiónak
megfelelően, a  Cri paraméter sztigorításával  (nagyobb értékek) jobbra tolódot, és
amti fontosabb: mtindtig az 50%-os detektálásti sztintnek megfelelő ampltitfúdónál jelent
meg.  A  megfgyelt  ampltitfúdó  htisztogramok  megerősíteték,  hogy  a  htisztogram
módusz nélkülti. A D50 értékek az következő módon alakultak: Cri  = 4.8, 4.2, 3.8, és
3.5 értéketi mellet 0.43, 0.39, 0.34, és 0.31 Δ F /F 0 sztintet adtak, a módusz tis ezen a
sztinten jelent meg (38 sejten történő elemzés, 2000 körülti spark esetében, SNR=3.3).
A  módszer  ezzel  párhuzamosan  btiztosítja  alacsony  ampltitfúdójfú,  szemmel  nem
látható események detektálását tis.

Az elemzés során a képstimító lépések mtiat a detektált ampltitfúdó kb. 16%-kal let
ktisebb mtint valójában, az ampltitfúdó detektálásánál az eltolódás a valódti és detektált
közöt nem volt ltineártis (sztimulált képekből kapot mérés).

Az  algortitmus  több,  tömböket  feldolgozó  műveletre  épül,  gyakorlattilag  egyetlen
paramétert, az m+Cri⋅σ  felső küszöböt beállító Cri  értéket kell kívülről megadnti.
Ez jól működtik olyan képeken, amelyen a hátér eloszlása egyenletes. Ha ez nem áll
fenn, akkor nem lehet ezzel a relatív küszöböléssel dolgoznti, és csak egy abszolfút
érték  beállításával  alkalmazható  az  algortitmus.  A  gyakorlatti  megvalósítás  IDL
(Exelis Vistual Information Soltutions) programozásti nyelven történt.

3.6.3. A ketős küszöbölést alkalmazó algoritmus változatai

A  ketős  küszöbölésre  épülő  algortitmust  több  kutatócsoport  alkalmazta
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módosításokkal.  Ez  az  algortitmus  nem  robusztus  ha  a  képek  különböző  zaj
formáctiókat  és  jel  sztinteket  tartalmaznak,  ez  pedtig  fennállhat,  ha  más  és  más
kísérletti körülmények közt készülnek (Song és mtsati. 1997; Gonzalez és mtsati. 2000).

Holltingworth és mtsati. (2001) egy a 3x3-as futó átlag szűrővel stimítot Δ F /F képen
futatot  algortitmust  alkalmaztak,  amely  csak  részben  hasonlít  az  eredettire.
Egysztintű küszöbölést alkalmaztak, pontos krtitértiumot közöltek a küszöbölés után
kapot  ktis  sztigetek  méretére  vonatkozóan:  legalább  2  egymás  melletti  ptixel  a
pásztázot x tengely mentén és  1  ptixel  a  következő  pásztázot vonalon. A teljes
procedfúrát  (normaltizált  kép  fújraszámítása  a  detektált  sparkok  területének
meghatározása  után,  és  a  detektálás  megtismétlése)  addtig  tismételték,  amíg  a
detektált  sparkok  száma  és  a  számukra  ktijelölt  területek  mérete  nem  változot.
Küszöbértékként Δ F /F=0.3  normaltizált értéket használtak.

Az  algortitmus  alsó  küszöbét  alacsonyabb  értékre  ( 1.5⋅σ )  állító  változatot
használtak  Sebtille és mtsati. (2005), következésképpen a felső küszöb értéke az így
kapot hátér szórásának 5-10-szerese (megvalósítás: IDL).

(Pticht és mtsati. 2007) módszerében pontosan alkalmazták a klassztikus algortitmust,
de a képet területekre bonthatóvá teték (maxtimum 5 terület), így a zajsztint külön
kezelhető  a  területeken,  így  más-más  hátér  értékkel  lehet  ezeken  a  területeken
dolgoznti változó zajsztintek esetében. A már detektált sparkok közelében detektált
eseményeket  nem tektinteték  külön  eseménynek,  így  hosszabb  tidőtintervallumon
elhfúzódó eseményeket (kalcitum „ember”) tis tanulmányozhatak. A  Cri  paraméter
opttimáltis értékeként 3.8-at javasoltak. Sztintettikus képekkel tesztelték az algortitmus
hatékonyságát,  ezekben  normáltis  eloszlásfú  zajt  (SNR=3,  4  és  5)  és  addtitív,
mesterségesen előállítot eseményeket használtak.  A programot tesztelték szív és
váztizom sejteken mért sparkokat tartalmazó képeken.

Megemlítjük, hogy Sebtille és mtsati. (2005) beépítetek az elemző programba spark
találatokat törlő opctiót,  míg Pticht és mtsati. (2007) tudatosan elkerülték ezt, azzal
érvelve,  hogy  a  hamtis  találatokat  törlésével  tis  szubjektív  szempont  szertint
módosulnak a kapot htisztogramok, pedtig az elemzést mtinden esetben ugyanarra az
automata módszerre kell  építenti.  Megállapításatik szertint SNR=2-4-tig sztinteknél a
Cri=3.8 -as küszöb nem, vagy altig (1%) vtisz be tévesen poztitív találatokat, míg az

ennél  megengedőbb  küszöbök  tigen,  értelemszerűen  a  nagyobb  zaj  sztintnél  több
tilyen találat jelentik meg. A D50, 50%-os detektálásti sztintet az SNR=2, 3 és 4 értékekre
0.42,  0.30  és  0.22  értékben  jelölték  meg  a  szenztittivtitás  grafkonokon.  A  90%-os
szenztittivtitásra külön megadták a jellemző ampltitfúdó értékeket: 0.48, 0.36 és 0.26,
ugyancsak  3.8-as  küszöbre  (Pticht  és  mtsati.  2007).  Tehát  0.1  és  0.2-körülti
ampltitfúdókat  detektálva,  a  ltine-scan képek  ttiptikus  zaj  sztintjetin  (SNR=2-4)
mtindenképpen tévesen poztitív találatokkal tis kell számolnti. Megvalósítás: az ImageJ
képfeldolgozó  eszköz  (Rasband  2012;  Schnetider  és  mtsati.  2012) ktierjesztéseként
(Eckard 2007).
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3.6.4. Sejtautomatát használó megközelítés

Izu és mtsati. (1998) sejtautomataszerű algortitmussal detektálták a sparkok területét.
Az  általuk használt  algortitmus  azokat  a  területeket  keresti,  amelyeken  egy  adot
küszöbértéket  meghaladó  ptixelek  sűrűsége  nagy.  Az  első  lépés  egy  btinártis  kép
készítése, amelyen a küszöböt meghaladó értékek helyén 1 áll, a többti pont értéke 0
(a küszöb ttiptikus értéke a háteret képező jel szórásának 1.4-szerese, ez a felhasználó
által állítható paraméter). A nagy sűrűségű területeket az alábbti titeratív módszerrel
detektálja  az  algortitmus:  mtinden  (ti,j)  ptixelre  ktiszámítja  egy  négyzet  alakfú  N stize

méretű területre az 1-esre állítot ptixelek számát. Ha ez ktisebb mtint agy adot Nltive

szám, akkor nullázza az (ti,j) ptixel értékét, ellenkező esetben 1-re emelti. A procedfúrát
Ngenerattion -szor tismétlti a kép mtinden pontjára. Az algortitmus alapötlete a cellulártis
automaták sűrűségtől függő populáctió növekedésére emlékeztet. Végül a ptixelek 1-
esen álló szomszédatinak számát egy futó átlag ( Nstize x Nstize méretű) számítja kti, utána
ezen a stimítot képen Nltive sztintű küszöböléssel határozza meg a sparkok területét. A
procedfúra előt a ltine-scan képekre jellemző csíkokat eltávolítja egy előfeldolgozás:
a kép Fourtier transzformáltján a zéró frekvenctiának megfelelő komponenst nullára
állítva  (az  tidőnek  megfelelő  dtimenztióban),  majd  az  tinverz  transzformáctiót
végrehajtva,  a  kapot  szűrt  képen  kezdti  az  előzőekben  leírt  procedfúrát.  Az
algortitmust szívtizom sejtekre és sztimulált képekre alkalmazták.

Az Nstize és Nltive paraméterek növelése növelti a szenztittivtitást, az  Ngenerattion csak ktis
mértékben hat rá. A sztimulált képeken Nstize = 7, Nltive = 12 és Ngenerattion  = 3 értékek
detektáltak mtinden beépítet sparkot, a szemmel nem észrevehetőket tis beleértve,
kb. 2%-os tévesen poztitív találatal.

3.6.5. Lokális maximum pontok kiemelése 

A sparkok lokáltis maxtimum pontjatinak ktiemelése tis alkalmazható mtint detektálásti
algortitmus. Cleemann és mtsati. (1998) valamtint Woo és mtsati. (2002) egy spectiáltis
konvolfúctiós  kernel-lel  emelték  kti  ezeket  a  területeket.  A  kernel  (centre-mintus-
sturrotund kernel) egy kör alakfú maszk, középen poztitív sfúlyozásfú körrel, a kör körül
pedtig egy negatív sfúlyozásfú gyűrűvel. A belső kör sugara a sparkok középpontjati
méretéhez van tigazítva. 

3.6.6. Statisztikai módszerek

Bányász és mtsati. (2007) stattiszttikati htipotéztis tesztekre épülő módszert alkalmaztak
patkány szívtizom sejteken készült XY képeken. Az eljárás XY képekre alkalmazható,
és stattiszttikati htipotéztis vtizsgálatra épül, mely a zaj eloszlásának jellegétől különböző
eloszlásként keresti a sparkokat a több síkban regtisztrált képeken. A módszer csak
tismert eloszlásfú (pl. normáltis eloszlásfú) zaj hátérre alkalmazható.

3.6.7. Wavelet transzformációt alkalmazó módszerek  

Az à trous dtiszkrét wavelet transzformáctiót erős hátérzajt tartalmazó felvételekre
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Starck és mtsati. (2002) alkalmazták először a cstillagászat területén, meghatározták a
módszer  részletetit  és  az  általam  tis  használt  wavelet  ktiválasztását.  A  módszer
kétdtimenztiós változatát konfokáltis képekre Wegner és mtsati. alkalmazták először
(von Wegner és mtsati. 2006; von Wegner és mtsati. 2007).

A  transzformáctiót  részletesen  a  3.4.3.3 szakaszban  mutatam  be,  általam
megvalósítot timplementáctiót pedtig a 4.3.1 és 4.3.2 szakaszokban tárgyalom. Ebben
a munkában az egy és kétdtimenztiós transzformáctiót tis használtam zajszűrésre és
detektálásra.

Az  egy  dtimenztiós  à trous transzformáctiót  később  Bankhead  és  mtsati.  (2011) tis
használták kalctiumfelszabadulásti események elemzésére.

Megemlítem, hogy a normáltis eloszlásra építet  Mexican Hat waveletet (folytonos
valós transzformáctió) tis használták kalctium sparkok detektálására és osztályozására
(Zhou és mtsati. 2007).

3.6.8. Mintaillesztés 

A  kalctiumfelszabadulásti események ktiemelése a hátérből stattiszttikati  osztályozásti
módszerekkel  tis  történhet,  ennek  a  lehetőségnek  egytik  megvalósítása  a  sablon
tillesztés (template matching) kategórtiájába tartozó algortitmusok  (Cannell és mtsati.
1994;  Kong  és  mtsati.  2008;  Soeller  és  mtsati.  2009).  Ezek  a  detektáló  módszerek
feltételeztik,  hogy  a  kereset  alakzat  (esemény)  alakja  tismert,  és  egy  referenctia
alakzathoz (sablon) hasonló alakzatot keresnek a képeken, ltine-scan képek esetében
ez egy 2 dtimenztiós alakzat, a módszer alkalmazható több dtimenztióra tis  (Soeller és
mtsati.  2009).  Az összehasonlítás alapja valamtilyen mérték,  amtivel  jellemezhető a
távolság a sablon,  tilletve a  képen található ugyanolyan méretű  alakzatok közöt.
Képfeldolgozás esetében  ezt  a  legkézenfekvőbb  kereszt  korreláctiós  együthatóra
vtisszavezetnti  (Teodortidtis  és  mtsati.  2009).  A  sparkok  esetében  az
összehasonlításnak meg kell oldantia a sablon méretarányatiban történő változtatását,
de nem áll fenn annak szükségessége, hogy rotáctióra tinvartiáns legyen ez a mérték.

Sparkok detektálására alkalmazható módszert (matched flter) Kong és mtsati. (2008)
mutatak be részletesen. Az algortitmus a normaltizált kép és egy sablon spark köztti
keresztkorreláctiós  tömböt  számolja  kti  (a  kép  gyors  Fourtier  transzformáltja  és  a
sablon  komplex  konjugáltja  szorzataként),  utána  normaltizálással  és  középérték
levonással Pearson korreláctiós együthatóját állítja elő az eredmény tömb mtinden
pontjára. A kapot tömb titeratív módszerrel keresti a maxtimum pontokat (PreXY ti, az
ti. titeráctióban), egészen addtig, amíg az utolsó maxtimum még meghalad egy RSTOP
küszöböt.  A  randomtizált  képből  és  a  sablonból  ugyanolyan  eljárással  előállítot
korreláctiós  együthatókat  tartalmazó  tömbből  határozza  meg  az  RSTOP  értékét,
mtint  az  átlag fölöt a szórás  hatszorosának megfelelő érték.  A kapot maxtimum
pontok potenctiáltis spark középpontokat jelenthetnek, az algortitmus a továbbtiakban
ezek  környezetén  fújabb  keresést  végez.  A  sablon  sztigntifkánsan  hátér  fölötti
pontjatiból egy kernelt képez, és azt egy 10×10 ptixeles területen csfúsztatva a PreXY ti,
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pontok körül Pearson rangkorreláctiós együthatóját (3.25) számolja kti. A ρ  értékére
szignifikancia tesztet  végez,  permutációs teszttel  (3.26),  és egy kétoldali  P értéket
számol  ki  (a  t  közelíti  a  Student  eloszlást  N −2 -es  szabadságfokkal,  R i ,  S i a
rangsorolt kép és sablon pontok, N  azon sablon pontok száma, amelyek megfelelnek
a szignifikánsan háttér fölötti kritériumnak).

ρ=
∑

i
(R i− R̄)(S i−S̄)

√∑i
(R i−R̄ )2⋅√∑i

(S i−S̄)2
 (3.25)

t=ρ√ N−2

1−ρ
2  (3.26)

A  P  érték  mtintimumát  adó  kép  koordtináták  lesznek  a  spark  középpontjának
legvalószínűbb pontjati. Ha a legktisebb P érték ktisebb mtint egy, a felhasználó által
meghatározot  sztigntifkanctia  sztint  (SIGP=0.00055-0.002),  az  esemény  nem  lesz
sparkként elfogadva.  A következő titeráctió előt a  sablon autokorreláctiós  tömbjét
ktivonja a kép korreláctiós tömbből a találatot jelző maxtimum pontra tigazítva (így a
következő maxtimum pont kereshetővé váltik).

A kétdtimenztiós, a sparkok alakjához hasonló sablonokat analtittikusan, exponenctiáltis
függvényeket használva állítoták elő (lásd Kong és mtsati. (2008):::: 3, 4, 5 egyenlet).

A módszer a klassztikus algortitmusnál  lényegesen jobb szenztittivtitást  mutat :  több
fókuszon kívülti ktis eseményt és kevesebb tévesen poztitív találatot ad. A szerzők
méréseti szertint a klassztikus algortitmus négyszer annyti foton/ptixel esetén érti el a
detektálásti határt mtint a sablonon alapuló. A dtiszkrét wavelet alapfú keresésekkel
vtiszont hasonló szenztittivtitást produkál. Megjegyezzük, hogy a szerzők sztintettikus
képeken  használt  zaj  generálásti  eljárása  más,  mtint  a  többti  tismert  algortitmus
tesztelésénél használt módszer.

A szerzők az algortitmus előnyének tartják, hogy csak a sablon sparkra van szükség
a futatásához, ellentétben a klassztikus vagy wavelet alapfúakkal, amelyeknél mtindtig
legalább két paramétert (többnytire ezek küszöbölésekhez kötötek) a felhasználónak
kell  beállítantia.  Az algortitmus nemparaméteres tesztel állapítja meg a detektálás
tigaz vagy téves voltát, amti tismét ktiemelti azt a tényt, hogy ntincs szükség kéztileg
beállítot paraméterekre.

Az  algortitmus  hátránya  a  lényegesen  hosszabb  futásti  tidő  (kb.  háromszorosa  a
klassztikus algortitmusnak).

Ktiemelendő, hogy többféle sablont használva, olyan jellegű kereséseket lehetséges
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vele megoldanti, amtit a többti algortitmus nem btiztosít: ezek nem rendelkeznek forma
feltismerő képességgel (ez vtiszont jelentősen nehezítti és lassítja az eljárást).

3.6.9. Szórás stabilizálásának alkalmazása

Bankhead  és  mtsati.  (2011) rettina  stima tizom  kalctiumfelszabadulásti  eseményetinek
elemzésére  dolgoztak  kti  egy  detektálásti  módszert,  a  mérések  hátere  változó
tintenztitásfú volt, és ezen Potisson zaj eloszlást mutatak kti.

A  képek  előfeldolgozásaként  a  Potisson  jellegű  zaj  eloszlást  szórás  stabtiltizálás
módszerrel alakítoták normáltis eloszlásfúvá az Anscombe transzformáctió (3.4.1) egy
módosítot  változatát  használva,  fgyelembe  véve  az  alacsony,  SNR=2  körülti
zajsztintet tis. Erre a zajsztintre egy feltételeknek megfelelő (a szűrő tintervalluma alat
a  jel  vtiszonylag  konstans)  normáltis  (Gauss)  szűrőt  kell  alkalmaznti
előfeldolgozásként (Zhang és mtsati. 2008) a szkenelt sorok x  tirányában. A módszer
az eredetti (nem normaltizált képen) kerül alkalmazásra,  és feldolgozás előt a kép
háterét kísérletti (hátér ktimérése nem festet sejteken) vagy becslésti módszerekkel
le kell vonnti.

Az így előfeldolgozot képen a detektálást  t  tirányba alkalmazot egy dtimenztiós  à
trous (starlet) (3.4.3.3) transzformáctióval végezték. Két köztes képet állítotak elő:

• az első kép a zaj ktiküszöbölését oldja meg (ktis méretű à trous szűrő),

• a másodtik a háteret közelítti (nagy méretű à trous szűrő)9.

Az elsőből a másodtikat levonva küszöbölésre alkalmas képet kapunk, a küszöböt a
normáltis eloszlásfú zaj szórására építve lehet skáláznti. Ezt több módszerrel tis  meg
lehet becsülnti, például a szof wavelet vágásnál alkalmazotal (Donoho 1995).

A szerzők jó eredményeket értek el a módszer alkalmazásával, amelyet a küszöbölő,
a mtinta tillesztő és az  à trous wavelet módszerekkel hasonlítotak össze kísérletti és
sztimulált képeken (lásd 5.2).

3.7. Kalciumfelszabadulási események jellemzői

3.7.1. Tanulmányozot események típusai

Ebben  a  munkában  kalctium  spark (gyors,  rövtid)  és  ember (lassfú,  hosszan  tartó)
események  (lásd  1.3.6)  paraméteretit  tismertetem,  elsősorban  a  szaktirodalomban
általánosan  alkalmazot  módszerek  szertint,  saját,  munkacsoportunk  által
alkalmazot módszerek esetében ezt külön jelölöm.

A továbbtiakban külön foglalkozunk az 1-2 ms pásztázásti pertiódussal (500-1000 Hz,
az  LSM  510,  tilletve  510  META  készülékekre  jellemző)  rögzítet  ltine-scan képek
eseményetivel, majd később külön ktitérünk a nagy sebességű 50 μs körüli pásztázási

9. A részleteket lásd Bankhead és mtsai. (2011) 720. oldal.

50



Kalctiumfelszabadulásti események jellemzőti

periódussal (20 kHz, LSM LIVE készülékre jellemző) készült képek eseményeinek
paramétereire. 

A  sparkokkal  kapcsolatos  kutatások  első  szakaszára  a  pásztázó  vonal  1-2  ms
intervallumonkénti ismétlése a jellemző, ekkor alakultak ki az alábbiakban megadott
paraméter számítási módszerek. A 3.8 ábrán látható kép tipikus (060130b06_5 mérés
részlete),  1.54 ms/pixel  sebességgel  line-scan módszerrel  rögzített  sparkot  ábrázol.
Tipikus kalcium „ember” jelenséget a 4.8 ábra tartalmaz.

3.7.2. Ca spark paraméterek 1-2 ms körüli pásztázási sebességnél

A  line-scan kísérletekben  észlelt  sparkok  jellemzőtire  alkalmazot  első  paraméter
számítások  a  megjelenítet  képeken  mért  térbelti  és  tidőbelti  távolságokra  épültek
(Shtirokova és mtsati. 1997; Cheng és mtsati. 1999).

A sparkok fontosabb jellemzőtinek matemattikati leírása a kutatások első szakaszában
vált  általánosan  elfogadotá  (Lacampagne és  mtsati.  1999;  Holltingworth  és  mtsati.
2001; Chandler és mtsati. 2003). A fontosabb és általánosan használt paraméterek:
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3.8. ábra. Tipiktus line-scan módszerrel rögzítet spark

a. Az 1.54 ms/pixel sebességgel rögzítet eredeti F(t,x) jel részlete (060130b06_5 mérés) ::
b.  A  spark  amplitúdójának  időbeli  leftutása  az  a.  ábrán  található  szaggatot  vonal
mentén.
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• ampltitfúdó,

• félérték-szélesség (teljes szélesség a maxtimum felénél, FWHM - ftull widt at
half maximtum),

• tidőtartam (dturation), 

• felfutásti tidő (rise time), tilletve 

• a csfúcs eléréséhez szükséges tidő (time to peak).

Ezeket a paramétereket több szerző alkalmazta a sparkok jellemzésére, és jelenleg tis
használatosak line-scan módszerrel rögzítet sparkok jellemzésére (Cheng és mtsati.
2008).

A jellemzők számítása a spark tidőbelti és térbelti profljára tillesztet görbékre épül
(3.9 ábra). Az tillesztésnél használt pontokat a  Δ F /F 0  normaltizált képből nyerjük
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3.9. ábra. Line-scan módszerrel rögzítet spark térbeli ábrázolása

A 3.8 ábrán bemtutatot spark térbeli ábrázolása a spark normalizált és medián
szűrt  képéből  készült,   a  képpontok  számát  x  és  t  irányban  is  négyszeresére
növeltük  lineáris  interpolációval.  a.  Három  dimenziós  megjelenítés  (tér,  idő,
amplitúdó),  a  két  hátér  oldalon  a  spark  paraméterek  számításakor  használt
időbeli és térbeli proflokra illesztet görbék; b. az interpolációval kapot kép; c. a
spark az időbeli kiterjedése ; d. a spark térbeli kiterjedése.
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(egyes szerzők a normaltizálás előt vagy után használhatnak zajszűrő vagy stimító
eljárásokat a képen). A módszer szertint nem várható el, hogy az tillesztés tökéletes
legyen, de olyan mértékekhez jutunk, amelyek jól jellemztik a sparkot10. Valamennyti
tillesztésnél legktisebb négyzetek módszerét alkalmaztam, a görbék nem ltineártisak.
Jelen munkában a Levenberg-Marquardt módszert használtam (Seber és mtsati. 2003)
a sparkok tidő és térbelti profljatinak tillesztésére.

Az alább bemutatot jellemzőket Holltingworth és mtsati. (2001) 2.048 ms/ltine és 0.2
μm/ptixel  felbontásra  alkalmazták,  jelen  munkában az  LSM510 és  LSM510 META
mtikroszkópok esetén 1.54 ms/ltine és 0.14  μm/ptixel felbontásra alkalmaztuk őket.

Más szerzők által  megadot tillesztésti  görbék hasonlóak a  Holltingworth és  mtsati.
(2001) munkában megadotakhoz (Lacampagne és mtsati. 1999).

3.7.3. A sparkok időbeli profiljának jellemzői 

A sparkok tidőbelti profljának jellemzésére két exponenctiáltis függvényből felépítet
funkctionáltis  formát  alkalmazunk  (Lacampagne  és  mtsati.  1999;  Holltingworth  és
mtsati. 2001; Chandler és mtsati. 2003). Erre egy megoldás az alábbti (Holltingworth és
mtsati. 2001)::::

(Δ F / F 0)(t )=A0 t< t1

(Δ F / F 0)(t )=A0+A1{1−exp[
−(t−t1)

τon
]} t 1≤t< t2

(Δ F / F 0)(t )=A0+(A 1{1−exp[
−(t2−t1 )

τ of
]}−A2)exp[

−(t−t2)
τof

]+A 2 t 2<t

 (3.27)

A görbe tillesztésnél a felhasznált pontokat a sparkot tartalmazó detektált területből
kapjuk, ennek határati a használt spark keresésti módszer és küszöbölésti eljárástól
függően a  spark legmagasabb pontjati  értékének kb.  10-15%-ánál  vannak.  Az  tidő
profl tillesztéséhez a detektált terület tér koordtináta szertintti középvonalát vesszük,
és a középvonal körülti oszlopokból átlagolunk hármat11.

A stikeres tillesztéshez a területet mtindkét tidő szertintti tirányban, a spark előt és után
kti  kell  terjesztenti  (kb.  25  ptixellel  a  spark  előt  és  50  ptixellel  a  spark  után
(Holltingworth és  mtsati.  2001),  ezt  az  értéket  paraméterként  lehet  változtatnti).  A
sparkot a detektált terület x  koordtinátáti szertint sztimmetrtikusnak tektintjük.

Illesztés  után  a  görbe  félérték-szélessége  adja  a  sparkok  félérték-szélesség
paraméterét (FTHM – ftull time at half maximtum vagy FDHM – ftull dturation at half

10. A spark idő profiljára (3.27 egyenlet) illesztett  görbével kapcsolatban Hollingworth és
mtsai. megjegyzik: „Although there is no a priori reason to expect Eq. 1 to exactly fit the
time course of a spark, it can be used to characterize its main features.”(Hollingworth
2001).

11. Line-scan képekhez kötöt számítások esetében általános gyakorlat a 3 tér vagy idővonalon
kapot értékek átlagolása a magas szintű zaj miat.
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maximtum), amely jól jellemzti a dtiffúztiós jelenség ktinettikáját.

A görbék tillesztése továbbti jellemzők ktinyerését btiztosítja. Ezek meghatározásához
referenctia  pontnak tektintjük a hátér  sztintjét  a  görbe  maxtimáltis  ampltitfúdójának
10%-ával meghaladó pontját a spark előt és után (a hátér sztintje numertikusan 0,
amennytiben normaltizálásnál ktivonjuk a mért pontokból az  F 0  értéket). Legyenek
ezek t 1  és t 3 , a görbe maxtimum pontja pedtig legyen t 2 -nél.

Az tidő profl felfutásti tideje (rise time) : a t 1  és t 2  köztti tintervallum, ez megfelel a
sparkot ktiváltó kalctium csatorna aktív tidőtartamának.

Jellemzőnek  lehet  használnti  még  az  illesztett  függvény paramétereit:  A0 ,  A2

(kezdetti és végső jel sztint) és a τon  és τof  tidőkonstansokat.

A csfúcs ampltitfúdója (t2 tidőpont) ugyancsak felhasználható jellemzőként mtint az tidő
profl maxtimáltis ampltitfúdója, ez A1(1−exp(−(t 2−t 1)/ τon ))  ktifejezéssel számolható.

2  ms-os  pásztázásti  pertiódus esetében  a  felfutó  ág  rövtid,  általában  néhány  (2-5)
tillesztésti  pontot  jelent.  Így  a  τon  konstansot  nehéz  meghatároznti,  értékét  lehet
rögzítenti  a  pásztázásti  sebességtől  függően, pl.  τon=6ms ,  2.048 ms/ltine esetében
(Holltingworth és mtsati. 2001).

Az  tidőprofl  leszálló  ága  (fall  time)  és  a  spark teljes  tidőtartama (dturation)  nem
egyértelmű  paraméterek.  A  t 3  tidőpont  (a  jel  megszűnése)  nagyon  messztire
ktitolódhat  a  kalctium lassfú  eltávolítása  mtiat,  és  a  hátér  fölötti  ktis  ampltitfúdójfú
oszctilláctió  (ez  meghaladhatja  a  maxtimáltis  ampltitfúdó  10%-át)  mtiat  nehezen
detektálható.  Ha  használjuk  jellemzőként,  a  leszálló  ágnak  a  maxtimáltis
ampltitfúdó15%-át még meghaladó pontot lehet erre felhasználnti.

A  t 1  és  t 3  pontok  meghatározásának  alternatív  módszere  lehet  még  a  hátér
középértékének kétszeres szórással történő meghaladása köztti tintervallum (Shen és
mtsati. 2004).

Az általam megoldot timplementáctió szertintti  tidőprofl görbe tillesztés a  4.6 ábrán
látható a  4.2.2 szakaszban.

3.7.4. A spark térbeli jellemzői

A térbelti proflt a t 2  tidőptillanat utánti vagy körülti 2 vagy 3 pásztázot sor átlagából 
számítjuk, a detektált területet kb. 25 ptixellel (kb. 5 μm ) terjesszük kti x  tirányban. 
A felhasznált függvény az alábbti (Holltingworth és mtsati. 2001)::::

(Δ F /F 0)(x )=A3 + A4 exp(−
(x−x 0)

2

2var
)  , (3.28)

ahol  A 3 ,  A 4 ,  x 0  és  var  a  Gauss  függvény paramétereti.  A módszer  elvárásati
ugyanazok, mtint a megelőző tillesztés esetében, nem pontos hanem hozzávetőleges

54



Kalctiumfelszabadulásti események jellemzőti

jellemzése a spark térbelti ktiterjedésének. A Gauss függvény félérték-szélességét a
következő ktifejezésből számítjuk: 

FWHM=√8 ln(2)⋅var≈2.354582⋅std  (3.29)

Ez az érték adja a spark térbelti ktiterjedésének félérték-szélességét ( FWHM  - ftull
width at half maximtum), std  a Gauss függvény szórása.

Az  tillesztések  nem  alkalmazhatóak  mtinden  detektált  spark  esetében,  különböző
okok mtiat (nagyon ktis ampltitfúdó, stikertelen tillesztés a zaj mtiat vagy rossz tillesztésti
paraméterek, az A i  paraméterek fztikatilag értelmetlenek az tillesztés után). Ezek az
esetek ktikerülnek az analíztisből és a detektált sparkok kb. 5-15 %-át jelenthettik.

Az általam megoldot timplementáctió szertintti térbelti profl görbe tillesztés a 4.7 ábrán
látható a 4.2.3 szakaszban.

3.7.5. A signal mass függvény

A signal mass (jel tömeg)  függvényt először Sun és munkatársati alkalmazták (Sun
és mtsati. 1998), utána több munkacsoport használta (Zou és mtsati. 2004)  különböző
változatokban  kalctiumfelszabadulásti  események  elemzésti  paramétereként
(Shtirokova és mtsati. 1999; Holltingworth és mtsati. 2001; Chandler és mtsati. 2003; Zou
és mtsati. 2004)(Zhou és mtsati. 2005). A jellemző a fuoreszcens festék által kötöt
Ca2+  tionok mennytiségére ad meg egy értéket az tidő függvényében. A függvény a
kalctium  ktibocsátás  mértékére,  így  közveteten  a  megnyílt  csatornák  számára  tis
enged következtetnti.

A módszer egyszerre veszti fgyelembe a spark ampltitfúdóját és térbelti ktiterjedését, a
kétdtimenztiós line-scan jelből a kalctium ktibocsátás három dtimenztiós nézetére próbál
következtetnti.  A számítás csak akkor működtik gyakorlatban használhatóan, ha a
pásztázás  az  esemény  középpontján  át  történtik  (fókuszban  van  a
kalctiumfelszabadulásti  esemény)  és  az  események  jól  elkülönültek,  ntincsen  a
jeleknek átfedése egytik dtimenztióban sem (Sun és mtsati. 1998; Zou és mtsati. 2004). 

Sun  és  mtsati.  (1998) fókuszban  levő  eseményekre  alkalmazták  a  módszert,  és  a
számítást csak a spark zajtól jól elkülönülő részére végezték el (magas ampltitfúdójfú
pontok). Az esemény középpontját vtizuáltisan állapítoták meg, a ktiválasztot terület
mtinden egyes pásztázot sorára összeadták a Δ F /F 0  jel pontjatit, sfúlyozva a pontok
középpontól történő távolságának köbével.

A Holltingworth és mtsati. (2001) által használt módszer az alábbti térbelti tintegrállal
defntiálja a signal mass függvényt:

smass=∫
−∞

+∞

∫
−∞

+∞

∫
−∞

+∞

(Δ F /F 0)(x ,y , z)dx dy dz  (3.30)

A smass  érték a t  tidő függvénye, amelyet az egyszerűbb jelölés mtiat elhagytunk,
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elvtileg a line-scan bármely tidőptillanatában számolható.

Konfokáltis kísérletekben a felhasznált festék fuo-3, vagy hasonló karaktertiszttikájfú,
a  Ca2+ -t  kötöt  festék,  CaFltuo  fuoreszcenctiájának  tintenztitása  a  ctitoplazmában
legalább  100-szor  nagyobb,  mtint  a  szabad  festék  fuoreszcenctiájának  tintenztitása
(Harktins és mtsati. 1993; Holltingworth és mtsati. 2001; Chandler és mtsati. 2003). Ha
Fftuo -val  jelölünk  egy  vtirtuáltis  fuoreszcens  festék  koncentráctiót,  amelynek

fuoreszcenctiáját  észleljük,  F min  és  F max  -szal  a  szabad,  tilletve  a  kötöt  festék
fuoreszcens  tintenztitását,  Fltuo -val  a  szabad  festék  koncentráctiót,  az  alábbti
összefüggés szertint  az  észlelt  fuoreszcenctiát  közelítéssel  a  CaFltuo  kötöt festék
fuoreszcenctiájának tulajdoníthatjuk:

[Fftuo ]=[CaFltuo ]+
F min

F max
⋅[Fltuo ]  (3.31)

A Δ F /F 0  észlelt normaltizált értéket a Δ [Fftuo ]/[Fftuo ]R  koncentráctió hányados és
a mtikroszkóp pont ktiterjedés függvényének konvolfúctiójából kapjuk, tit [Fftuo ]R  a
fuoreszcens  hátér  szabad  festék  koncentráctiója.  Bebtizonyítható12  (Chandler  és
mtsati. 2003), hogy a signal mass függvény a következő értéket közelítti : 

smass≈∫
−∞

+∞

∫
−∞

+∞

∫
−∞

+∞

(
[CaFltuo ](x ,y ,z )

[Fftuo ]R
)dx dy dz  , (3.32)

így az összefüggés ktifejezti, hogy az észlelt CaFltuo  mennytisége közelítőleg egyenlő
az  smass  érték és az  [Fftuo ]R  hátér koncentráctió hányadosával, így közvetlenül
jellemzti a jelen levő [CaFltuo ]  koncentráctiót.

Az tintegrál számítását egy közelítő módszerrel végezték el, az alábbti gondolatmenet
alapján (Holltingworth és mtsati. 2001; Chandler és mtsati. 2003). Feltételezzük, hogy a
pásztázó vonal a spark középpontján halad át, és ezt tektintjük a koordtináta rendszer
középpontjának.  A  spark  három  dtimenztiós  térbelti  ktiterjedését  közelítjük  három
Gauss függvény szorzatával : 

(Δ F /F )(x ,y , z )=A⋅exp(
−x2

2 var x
)⋅exp(

−y 2

2 var y
)⋅exp (

−z2

2var z
)  , (3.33)

amelyek térben tizotróptikusak. Mtindkét feltételezés közelít, és pontatlanságot vezet
be,  mert a ktiterjedés sem Gauss függvény alakfú,  és a konfokáltis  pont ktiterjedés
függvény a z  tirányban nagyobb, mtint az x  és y  tengelyek szertintti. Amennytiben
A  a jel ampltitfúdója a középpontban, a (3.30) egyenlet így alakul: 

12. A bizonyítás  az  [Fftuo]  koncentráció  pont-kiterjedés  függvénnyel  történő konvolúciójára
épül,  és  elhanyagolja  a  szabad  festék  ftuoreszcenciáját,  lásd:  Chandler,  Hollingworth  és
Baylor (2003) , 313. o.
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Kalctiumfelszabadulásti események jellemzőti

smass=A⋅(2π)3 /2√var x⋅var y⋅var z  (3.34)

A var x=var y=var z  feltétel és (3.29) felhasználásával az alábbtit kapjuk:

smass=A⋅( π
4 ln 2

)
3 /2

⋅FWHM 3=A⋅1.206⋅FWHM 3  (3.35)

A (3.35)-es egyenlet használható a signal mass jellemző közelítésére.

A módszer rendkívül érzékeny a zajra az  FWHM  érték köbével  történő sfúlyozás
mtiat, mtivel a jel/zaj arány romltik a forrástól mért távolsággal, és ez pontatlan lehet,
így a zaj hozzájárulása a signal mass értékhez megnő (Zou és mtsati. 2004).

Shtirokova és  mtsati.  (1999) más  módszert  használtak:  az  esemény térfogatát  egy
gömbbel közelíteték, ez a sparkot az ampltitfúdó felénél metszti és ktisebb térfogatot
ad mtint az előző számítás (0.434-szeresét) :

smass=A⋅(4 /3) π⋅(FWHM /2)3=A⋅0.524⋅FWHM 3  

Ugyanezt a számítást más munkacsoportok tis átveték (Holltingworth és mtsati. 2001;
Chandler és mtsati. 2003).

A  signal mass függvény használatát lásd még Chandler és mtsati. (2003) ,  valamtint
Zhou és mtsati.  (2005) munkátiban. Spark jellemzőként az smass értéket meg lehet
adnti az tidő függvényében, vagy a spark maxtimum pontjában  (Chandler és mtsati.
2003).

3.8. Kalcium „ember” típusfú események jellemzői
A kalctium „ember” típusfú események (1.3.6) jellemzőtire ntincs általánosan elfogadot
számítás  az  tirodalomban,  az  általam  defntiált  paraméterek  bemutatását  a  4.2.4
pontban tárgyaljuk (Kalctium „ember” típusfú események paramétereti).
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4. Eredmények
Az eredmények bemutatásánál használt ltine-scan képek LSM 510 META, tilletve LSM
LIVE  mtikroszkópokkal  (Carl  Zetiss  Mticroscopy  GmbH,  Jena,  Németország)
készültek,  a  kísérletek  és  publtikáctiók  ltistáját  lásd  a  4.5 pontban  (A  ktiértékelésti
módszerek használata kísérletekben). Az egyes konkrét mérések azonosító adatatit
lásd  az  A Függelékben  (A.  A  felhasznált  konfokáltis  mérések  adatati),  ezek  a
Debrecenti  Egyetem  Orvos-  és  Egészségtudományti  Centrumának  Életanti
Intézetében folytatot kísérletek során készültek.

4.1. Elemzés a klasszikus módszerrel

4.1.1. Normalizálási és fotókioltás korrekciós eljárás

A  két  eljárást  együt  tárgyalom,  mtindkető  része  az  eredetti  mérés
előfeldolgozásának, amely után a mérés alkalmassá váltik paraméterek számítására.
A  normaltizálás  (3.5),  a  sejtstruktfúrákban  egyenlőtlenül  felhalmozódó
festékmolekulák mtiat szükséges,  így  egy  kísérletsorozat  alat  kapot mérésekből
számolt paraméterek összehasonlíthatóak lesznek.

Az általam alkalmazot eljárás a következő:

a.)  Az  F (t , x )  mtikroszkóp által előállítot (általában egész számokkal kódolt,  12
vagy 8 btites) képet valós számmá konvertáljuk (sorok: tidő dtimenztió 1,T :::; oszlopok:
tér dtimenztió 1, X  ). Kép részlet a 4.1 ábrán látható, mérés azonosító 0601209b31. A
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4.1. ábra. line-scan mérés részlete

t,x felbontás 355 x 217 pixel, 0601209b31 mérés.



Elemzés a klassztikus módszerrel

detektor által rögzítet 12 btites értékek 98 és 2565 közöttiek (a készülék egységeti). 
A  normaltizálásti  eljárás  másodtik  paramétere  a  kalctiumfelszabadulásti  események
helyét tartalmazó B (t , x )  btinártis maszk, az események helyén a képpontok értéke
0. Ezt különböző eljárásokkal határozhatjuk meg, lásd például a ketős küszöbölést
alkalmazó eljárást (4.1.2).

b.) Opcionálisan elvégezzük a fotókioltást korrtigáló eljárást:

P (t )=
∑

x
F (t , x )

X
x=1, X ; B (t , x )=1

k (t )=
P (1)
P (t )

t=1,T

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

(4.1)

amellyel  az  egyes  képpontok  értékét  korrtigáljuk  a  k (t )  vektor  értéketivel  a
megfelelő  t  koordtinátákban. A korrekctiós értékeket az egyes tér koordtinátáknak
megfelelő  pontok  átlagértékéből  számítjuk,  az  első  tidő  koordtinátának  megfelelő
pontokat  tektintjük  ktitinduló  sztintnek  (pl.  első  5-10  pont  átlagát).  A  P (1)  pont
helyet lehet az első néhány pont átlagával tis számolnti.
Elmélettileg  jobban  megalapozot  korrekctióhoz  felhasználható  a  3.3 vagy  3.4
függvénynek  megfelelő  görbe.  A  P (t )  átlagvektorhoz  tillesztet  negatív
exponenctiáltis a 4.2 ábrán látható. A bemutatot ltine-scan 4095 tidőpontot tartalmaz,
és erős lézer tintenztitással készült (2011201123_19 mérés), így a jelenség és a negatív
exponenctiáltis  alakfú  tintenztitás  csökkenés  jól  látható  (a  képen  a  potenctiáltis
eseményeket  vékony  fekete  vonallal  vetük  körül).  Ha  ezt,  az  exponenctiáltisan
csökkenő korrekctiót alkalmazzuk, a k (t)  számításánál a P (t )  helyet az tillesztet
görbe  pontjatit  használjuk.  Tapasztalatunk  szertint,  a  korrekctiónak  normál  lézer
tintenztitás  mellet  2000  tidőpont  fölöt  van  értelme.  Az  tillesztést  Levenberg-
Marquardt  módszerrel  végeztem,  és  a  3.4 függvénynek  megfelelő  modellt
használtam.
Az  tillesztést  korreláctió  számítással  ellenőrtizve  (lásd  4.2.3),  zajos  képeken,  4096
adatponton (a 4.2 ábrán látható példa esetében tis) R=0.70 körülti érték.

c.)  A  tulajdonképpenti  normaltizálás  a  következő  lépés:  mtinden  egyes  tér
koordtinátának megfelelő átlagot számítunk (ez a hátér fuoreszcenctia átlaga) :

F 0(x )=
∑

t

F (t , x )

T
t=1,T ; B (t , x )=0  

(4.2)
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és ezzel beosztjuk a megfelelő képpontokat: 

F n(t , x )=
F c (t , x )
F 0(x )

t=1, T (4.3)

A 4.1 ábrán bemutatot képrészlet normaltizált alakja a 4.3 ábrán látható.

A  normaltizálás  után  a  hátér  fuoreszcenctia  referenctia  sztintje  1.  A  megelőző
számítást  elvégezhetjük  fúgy  tis,  hogy  a  beosztásnál  az  F 0(x ) -et  ktivonjuk  a
képpontokból, ekkor a referenctia sztint 0:

F n (t , x )=
F c (t , x )−F 0(x )

F 0(x )
t=1,T (4.4)

Jelen munkában ezzel  a  konvenctióval  dolgoztam, így a mért  értékek normaltizált
referenctia  sztintje  0.  Ebben  az  esetben  a  normaltizált  képen  a  zaj  mtiat  negatív
értékek tis megjelennek a fuoreszcens hátérben.
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4.2. ábra. Fotókioltás korrekciója

a.  4048  pásztázott  sort  tartalmazó  line-scan  kép  a  korrekciós  eljárás  után,  a
sparkok vékony fekete vonallal bejelölve. b. A fotokioltás korrekciójához használt
görbe. A korrekcióhoz a pásztázott sorok átlagát számítjuk ki, a számítás folyamán
az  eseményeket  tartalmazó  pontokat  kizárjuk.  Az  így  kapott  pont  halmazhoz
illesztjük a 3.3 vagy 3.4 függvénynek megfelelő negatív exponenciálist, az illesztett
görbe  pontjait  használjuk  korrekcióra.  A Savitzky-Golay  illesztést  csak  az  átlag
pontok tendenciájának követésére használtuk.
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4.1.2. Detektálás ketős küszöböléssel

Az általam timplementált algortitmust a 4.4 ábra folyamatábrája szemléltetti.

Az  eredetti  képet  ( F (t , x ) ; t=1,T ; x=1, X )  stimítjuk  (ez  a  lépés  opctionáltis,  a
szofver timplementáctióban konfgurálható), erre medtián és vagy 3×3-as  futó átlag
szűrőt használtam.

Az így kapot  FS (t , x )  kép mtinden  x  koordtinátáját rögzítve ktiszámoljuk az tidő
koordtináták szertintti átlagot:

X̄ (x )=
∑

t
F (t , x )

T
t=1,T  (4.5)

és σ(x )  szórást. Ktizárjuk azokat a pontokat a stimítot képből amelyekre:

FS (t , x ) > X̄ (x )+CRI⋅σ(x ) t=1,T  (4.6)

A  CRI  paraméter  ttiptikus  értéke  2,  ez  paraméterként  használható,  értéke
változtatható 1.8-2.2 közöt. Ezt a műveletet  tismételjük addtig, amíg olyan ctiklust
kapunk amelyben ntincs fújabb ktizárható pont.  Az eredmény egy  B (t , x )  btinártis
kép, a ktizárt pontok helyén 0.

A következő lépésben megkeressük azokat az összefüggő területeket a ktizárt pontok
közöt,  amelyeknek  mérete  meghalad  egy  adot  dropsmall  területet  (értéke
konfgurálható,  például  1.5  ms  pásztázásti  sebességnél  spark típusfú  eseményeket
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4.3. ábra. line-scan mérés normalizált alakja

Felbontás  idő-tér:  355  x  217  pixel,  a  4.1 ábrán  látható  0601209b31 mérés
normalizált formája.
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keresve célszerű az  x  dtimenztióban 8, a  t  dtimenztióban legalább 10 ptixel méretet
vennti, a gyakorlatban 20-30 ptixeles területeket eldobva az algortitmus jól működtik).
Az  így  kapot  B (t , x )  btinártis  maszk  (potenctiáltis  események  helyén  0)
felhasználásával az eredetti  F (t , x )  képen elvégezzük a normaltizálásti  eljárást,  az
eredmény a F p=Δ F /F 0  normaltizált kép.

Ekkor rendelkezünk a normaltizált képpel és a potenctiáltis esemény helyekkel. Ezek
elfogadását egy  magasabb  küszöb  értékkel  történő tesztel  végezzük,  ezt  a
paramétert CRI2 -vel fogjuk jelölnti.

A F p normaltizált képet használva, ugyanazzal a módszerrel, mtint (4.5) ktiszámoljuk
az  m2 (x ) (középérték) és  s2 (x )  (szórás) vektorokat, és egy  B2  btinártis maszkot
képzünk azokból a pontokból, amelyekre az alábbti ktifejezés tigaz:

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

Amennytiben az így kapot  B2  maszk pontjati a potenctiáltis események területére
esnek,  elfogadjuk  azokat  eseményként.  A  másodtik  küszöb  által  alkotot  ktis
területekre  alkalmazhatunk  erősebb  (több  összefüggő  pont  által  alkotot  terület)
vagy  gyengébb  (legalább  egy  ptixelt  tartalmazó  terület)  krtitértiumot.  Például  3
összefüggő  pont  már  erős  krtitértiumként  működtik.  Az  elfogadást  megerősítő
krtitértium  tehát  konfgurálható  a  CRI2  küszöb  (értékek  2.4  –  4  közöt)  és  az
összefüggő  ktis  terület  ptixelekben  adot  mérete  által.  Az  elemzést  megvalósító
függvényeket  grafkus  tinterfészen  keresztül  vagy  batch módban  futhatnak.  A
grafkus tinterfész lehetővé teszti események kézti ktijelölését,  és az alább megadot
módszerrel  történő ktiértékelését. Ezt csak a kutatások első fáztisában használtuk, a
dolgozat továbbti részében, ha nem htivatkozom más módszerre, mtindtig automattikus
detektálásra  utalok.  A  grafkus  tinterfészek  által  btiztosítot  kézti  ktijelölésti
lehetőségeket lásd a B Függelékben.
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4.4. ábra. A ketős küszöbölést megvalósító algoritmtus folyamatábrája
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4.2. Spark paraméterek számítása

4.2.1. line-scan méréseken észlelt sparkok jellemzői

A  1-2  ms  pásztázásti pertiódussal  készült  ltine-scan képeken  detektált  sparkok
jellemzőtit  az  események tidőbelti  (3.7.3)  és  térbelti  (3.7.4)  profljatiból  számolom.  A
számításokhoz  használt  adatok  a  detektáló  algortitmusok  által  meghatározot,
normaltizált  ltine-scan képen  ktiválasztot  területek.  A  detektálás  által  megadot
maszkot (4.5 b ábra) négyszög alakfúra terjesztjük kti (4.5 a ábra). Ezt a  data(t , x )
területet  ktiterjesztjük  mtind  a  négy  tirányban,  mtivel  határatinál  az  esemény
ampltitfúdók  még  meghaladnak  egy,  a  maxtimáltis  ampltitfúdóhoz  vtiszonyítot
küszöbértéket (a ktiterjesztés értéketit ptixelekben adjuk meg az alábbti számításoknál).
Az alább megadot számítások teszt adatati, amennytiben külön nem jelölöm, LSM510
META készülékkel készültek, 1.54 ms pásztázásti pertiódussal és 0.13955  μm ptixelek
köztti távolsággal.

A paraméterek bemutatásánál mtinta eseményként a 0601130b07 mérés 0601130b07_9
eseményét  használjuk.  Az  esemény  detektálás  utáni,  normalizált  mérésen  kijelölt
területét lásd a 4.5 ábrán. A detektálási maszk körvonalaként adódó területet néhány
pixellel kiterjesztettük (a pontos értékeket lásd alább az illesztések ismertetésénél).
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4.5. ábra. Kontroll mérésen detektált spark paraméter számításra használt területe

Béka vázizomban észlelt spark (060130b07_9).  a:  A normalizált  képen detektálás által
meghatározot  terület,  amelyet   kiterjesztünk  az  illesztések  elvégzése  miat  (részletek  a
szövegben).  b:  A  hagyományos  detektálási  algoritmtus  által  meghatározot,  sparkot
kiválasztó maszk bináris képe. A szaggatot vonal a spark szimmetriatengelye.



Spark paraméterek számítása

4.2.2. A spark időbeli profiljához kötődő paraméterek 

A számításhoz használt területet ktiterjesztjük az tidő (mtintimum 6 ptixel a spark előt
és mtintimum 10 ptixel a spark után; 9.24 és 15.4 ms) és tér koordtináták (14 ptixel
mtindkét tirányban; 1.67451 μm) sztintjén tis. Ha a spark a kép szélén van, és a művelet
nem megoldható, akkor ktivesszük az analíztisből, a számítások nem végezhetőek el.

A  területet  az  tidő koordtináta  szertint  sztimmetrtikusra  választom13 és  egy  medtián
szűrővel végzet stimítás után a sztimmetrtiatengely, tilletve a körülöte levő 2 tidősort
(összesen 3 sort) átlagolok, ez alkotja a számításhoz szükséges spark tidővonalát (a
továbbtiakban  y -al  jelölöm).  Az  tidő  szertintti  ktinettikati  paramétereket  a  (3.27)
egyenletben megadot összetet exponenctiáltis  függvény spark tidővonalra  történő
tillesztéséből számítom. A függvény paramétereti  A 0 ,  A1 ,  A2  ampltitfúdót megadó
paraméterek, tilletve a τon  és τof  tidőállandók. A nemltineártis tillesztés elvégzésére a
Levenberg-Marquart algortitmus  (Seber és mtsati. 2003) MATLAB timplementáctióját
(NLINFIT) használtuk (nemltineártis legktisebb négyzetek,  nem robusztus  tillesztés).
Az ampltitfúdó paraméterek kezdetti értéketi :

• A0  az y  tidővonal első eleme,

• A1  az y  tidővonal maxtimuma (egyenlő értékek estén az első),

• A2  az y  tidővonal utolsó eleme.

A  t 2  tidőpontot  az  A2  maxtimum  pontnak  megfelelő  helyen  választom  a  t
tengelyen.  A  t 1  tidőpont  meghatározása  körülményesebb.  Ktitinduló  értékként
meghatározom az A1  maxtimum 20%-át nem meghaladó ampltitfúdójfú első pontot az
y tidővonalból, ha ez számolható (léteztik, és nem estik közvetlenül a t 2  elé), akkor

ezt tektintem  t 1 -nek. A  t 1 ennél a pásztázásti frekvenctiánál nem mtinden esetben
határozható  így  meg.  Fókuszon  kívülti,  sparkok  vagy  nagy  zaj  esetén  emptirtikus
krtitértiumok  alapján  választok  egy  pontot  az  tidővonal  elején.  Az  általam
megvalósítot  timplementáctióban,  amennytiben  t 1  tfúl  közel  -  1  vagy  2  ptixel
távolságra - kerül t 2 -höz csökkentem t 1  meghatározásti küszöbét és megtismétlem
az eljárást ; ha nem meghatározható a ktiterjesztet területen, akkor növelem a terület
ktiterjesztését  ctikltikusan 2 ptixellel,  addtig amíg megfelelő értéket találok.  A spark
felfutó éle  ennél  a  pásztázásti  sebességnél  maxtimum 4-5 ptixelen történtik – a zaj
mtiat, átlagolás és stimítás ellenére sem kapunk mtinden esetben megfelelő adatokat
az tillesztéshez. 

13. A spark detektáló algoritmtus által megtalált területet időtengely szerint szimmetriktusnak
tekintjük.  Megjegyezzük,  hogy  a  szimmetria  nem  mindig  áll  fenn,  így  a  középvonalat
amplitúdó  tesztel  ellenőrizni  kell.  Ez  a  zaj  miat,  a  kis  amplitúdójú,  nem  fóktuszban
található sparkoknál fordtul elő.
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4.6.  ábra.  A  spark  időproflját  adó
exponenciálisok  

A  spark  szimmetriatengelyén
kialakítot  idővonalra  a  (3.27)
egyenletet  illesztjük.  A  görbe  félérték
szélességét  (FTHM)  és  felftutási  idejét
(rise  time)  valamint  a  10%-os  küszöb
által  meghatározot  időtartamot
(dturation)  használjtuk  jellemzőként.
Részletek a szövegben.

Az  tillesztés  lefutatásánál  célszerű  a  t 2  pontot  rögzítetként  kezelnti.  Így
megadhatóak  a  τon  és  τof  tidőállandók  kezdetti  értéketi  (az  timplementáctió
lehetőséget ad opctionáltisan a t 1  pont rögzítésére tis, az említet tigen rövtid tidő mtiat,
ebben az esetben ez nem paraméter).

Amennytiben az tillesztést el lehet végeznti, meghatározhatjuk az tidő proflra jellemző
paramétereket:

• t 1 - az tillesztés által vtisszaadot paraméter,

• fted _ max - a görbe maxtimum pontjának értéke, 

• FTHM - félérték-szélesség (teljes szélesség a maxtimum felénél),

• tp - a csfúcs elérésti tideje, a számolt t 2−t 1  különbség,

• rise _ time - a felfutásti tidő , a görbe maxtimáltis ampltitfúdója 10%- át ampl10
-el  jelölve,  az  ampl10 -et meghaladó és  t 2 -et el  nem érő görbeszakasz t
alatti tidő.

A spark teljes tidőtartalmát jellemző dturation - paraméter ktiszámolható az tillesztet
görbe ampl10 -et meghaladó tidőtartamából. A spark befejező szakaszán ez az érték
a zaj mtiat pontatlan lehet, így ennek egy elég jó közelítését kapjuk, ha ktiszámoljuk
a detektálásti maszk tidővonalán (pontosabban a 3 átlaghoz felhasznált tidővonalán)
található leghosszabb szakasz hosszát (ptixelekben).

Az tidőproflból számolt legfontosabb jellemző az  FTHM  érték, ez önmagában jól
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jellemzti az tidőbelti  lefutást  és alkalmas a detektált  sparkok osztályozására,  tilletve
stattiszttikati jellemzők számítására.

Az tillesztést jóságát az R korreláctiós együthatóval ellenőrtiztük (Wetisstetin 2013) :

R=√ SSR
SSE+SSR

SSR=∑ (yft−mean (y ))2 , SSE=∑ (yft−y )2

(4.8)

ahol y -al jelöljük a mért adatpontokat és yft -el az tillesztet görbe pontjatit az y
-nak  megfelelő  függvény  helyen.  A  gyakorlatti  kép  elemzések  folyamán  az  R
elfogadot értéke beállítható 1 közelti értékre, és a küszöböt el nem érő események
automattikusan kti lesznek véve az elemzésből (általában a nem fókuszban levő ktis
sparkok egy része).

Az tillesztés ellenőrtizhető Pearson korreláctiós együthatójával (Press és mtsati. 1992)
tis (3.25 összefüggés).

Ugyanezeket  az  ellenőrzéseket  alkalmaztam  a  spark  térbelti  profljára  történő
tillesztéskor tis.

4.2.3. A spark térbeli profiljához kötődő paraméterek

A  térbelti  profl  meghatározásához  a  spark  detektált  területét  a  4.2.2 pontban
megadot módszerrel terjesztem kti, a területet medtián szűrővel stimítom.

Első lépésben az tidőbelti  proflt  határozom meg, így ennél az tillesztésnél  t 2  már
tismert.  Az tillesztéshez a  t 2  pontot  metsző,  és az utána következő 2 (összesen 3
pásztázot  sor)  átlagát  használjuk  fel.  Az  így  kapot  adatsorra  a  (3.28) Gauss
függvényt tillesztjük az előzőekben tis említet Levenberg-Marquart algortitmussal.

Az tillesztés kezdetti paramétereti :

• A3  az adatsor első és utolsó pontjának átlaga,

• A 4  az adatsor maxtimuma, 

• x 0  az adatsor emptirtikus középértéke,

• var  az adatsor emptirtikus szórásnégyzete.
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4.7. ábra. A spark térbeli proflja

A spark maximtum pontja körüli 3
pásztázot sor átlagából kialakítot
adatokra illesztet Gatuss függvény
adja meg a spark térbeli  proflját.
A  számításokat  a  normalizált
adatokból  végezzük.  A  görbe
maximtum pontját (Ampl) és térbeli
félérték-szélességét  (FWHM)
használjtuk jellemzőként.

Az tillesztet görbe a  4.7 ábrán látható. A továbbtiakban az tillesztés által vtisszaadot
A3 ,  A 4 ,  x 0  és  var  paraméterek  segítségével  számítom  kti  az  tillesztet  görbe

maxtimumát. Ezt a Δ F /F 0  normaltizált egységben megadot értéket használom mtint
a spark ampltitfúdóját. A görbéből nyert térbelti félérték szélesség ( FWHM ) a spark
térbelti ktiterjedésének lesz a jellemzője.

4.2.4. Kalcium „ember” típusfú események paraméterei

A  kalctium  „ember”  (parázs)  típusfú  események  (1.3.6)  jellemzőtinek  számítását  a
következő szempontok szertint végeztem:

• A jelenség  tigen  ktis  ampltitfúdójfú,  altig  emelkedtik  a  zaj  sztint  fölé  (relatív
ampltitfúdó  értékekben  0.1-0.2  körül  van  a  sztintkülönbség),  így  gyakran
szemmel  tis  altig  érzékelhető,  így  nehéz  ampltitfúdóhoz  kötöt  jellemzőt
számolnti.

• Gyakran  található  ugyanazon  a  területen  spark  típusfú  esemény:  ez
legtöbbször  tidőben  közvetlenül  az  ember előt  jelentkeztik,  de  előfordul,
hogy más pontban tevődtik egymásra a két esemény.

• Az  ember által  fedet  terület  automattikus  ktijelölése  nem  oldható  meg
akkora  btiztonsággal  (S,  PPV)  mtint  a  sparkoké,  így  általában kézti
ellenőrzést, tilletve kézti ktijelölést tis kell alkalmaznti (lásd 4.3.4).

• A mérés (kép) tidőtartamához közelítő hosszfúságfú emberök esetében a kép
normaltizálása problemattikus, mert kevés, a jelenséghez nem tartozó pont
áll rendelkezésünkre a hátér számításához. 
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Munkánk folyamán egy grafkus tinterfésszel rendelkező eszközt fejlesztetem, ezzel
bejelölhető  az  ember által  fedet  terület.  Amennytiben  ezt  a  kézti  ktijelölést
alkalmazom, mtind a négy tirányban kb. 20-30 ptixelre a jelenség érzékelhető, hátértől
még  különböző  részétől  kezdve  kell  ezt  a  behatároló  területet  kell  ktijelölnti. A
ktijelölést el lehet végeznti egy algortitmussal tis automattikusan (lásd 4.3.4).

Amennyiben a kijelölt terület létezik, a további számításokat egy algoritmus végzi. A
jelenséghez  a  kijelölt  terület  méretén  kívül  három jellemzőt  csatoltam,  egy átlag
amplitúdót  ( avamp ),  térbeli  félérték-szélességet  ( FWHM )  és  egy  időtartamot.
Ezeket az alább megadott számítással kapom, amelyet a normalizált képen végezek.
Akár kézi, akár automatikus a kijelölés (amely általában a sparkok kijelölése után fut
le) a végső eseményeket bejelölő maszk rögzítése után a normalizálási algoritmust
ismét le kell  futtatni (az  ember területe már nem háttér). Számításokhoz a bejelölt
területet kiterjesztem (30 pixel mindkét idő, 10 pixel mindkét tér irányban).

A jelenség szimmetrikus, a kijelölt keret, különösen kézi bejelölés esetén nem biztos,
hogy  az,  így  megkeressük  a  terület  x  szerinti  legmagasabb  átlag  amplitúdóval
rendelkező  oszlopát  és  kiválasztjuk  az  x  koordináta  szerinti  m  középvonalat,
valamint  a  körülötte  található  m±a  idősort,  ezen  a  sávon  számolom az  átlagos
amplitúdót (legyen ez a terület D ). Az a  paraméter, értéke állítható (a kiértékelések
folyamán  a=3 -at  használtam).  Az  esemény  elején  az  átlag  amplitúdó  80%-át
meghaladó idő pontot T 1 -nek, a végén a 80%-ot már nem meghaladó pontot T 2 -nek
nevezve, a T 2−T 1  értéket fogom mint időtartam használni (4.9 ábra). A T 1  és T 2

keresése nem valósítható meg csak simított görbéken az alacsony amplitúdó, illetve a
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4.8. ábra. Kalcitum „ember” típtusú esemény normalizált képen

A bejelölést algoritmtus végezte. A 0601130b21_6 „ember”  típtusú esemény, a bekeretezet
terület pixelekben adot mérete 564 (t) és 50 (x), a jelenég átlag amplitúdója 0.15  Δ F / F 0 ,
időtartama 748 ms.
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zaj miatt. Így a m±a  területen az időpontokra átlagolt görbét simítjuk egy 3 vagy 5
pixeles  csúszó  átlaggal,  és  ezen  már  el  lehet  végezni  a  meghatározást.  Az  átlag
amplitúdó 80%-ának fölé, valamint az esemény végén 80% alá kerülését 5 egymás
utáni  pontra  teszteltem.  A  számítást  iteratívan  végzem  az  átlagos  amplitúdó
újraszámításával  minden  ciklus  végén,  addig  amíg  két  egymás  utáni  ciklusban  a
különbség ϵ=0.001  alá kerül. Az ember elején kereset T 1  pontra a küszöböt meg
lehet  állapítanti  alacsonyabban  tis  (pl.  0.2⋅avamp ),  de  a  zaj  mtiat  ezt  nehéz
detektálnti, fúgy találtuk, hogy egy magas küszöb jobban működtik.

A térbeli  félérték-szélesség számításhoz a kijelölt  terület  T 1  és  T 2  pontjai  közti
részét x irányba átlagoltuk (amennyiben az ember-re sparkok tevődnek, ez utóbbiak
területeit  kihagyva),  és  erre  az  adatra  végeztük  el  a  sparkok  térbeli  profiljának
meghatározásakor végzett normális görbe illesztést (4.10 ábra).

A számítás bonyolódik, ha az ember területén sparkok is vannak (a 4.9 ábra számítása
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4.9. ábra. Kalcitum „ember” jelenség időbeli leftutása

a.  Atutomatiktusan  detektált  kalcitum  sparkkal  kezdődő  ember  jelenség  bejelölt  területe.
Normalizált kép, béka, 100nM MCa_8, a  061214a mérés eseményei, a kijelölt terület elején
spark található 50 ms-ig, tutána pedig ember (061214a_2_7). b. Az ember amplitúdójának
időbeli  leftutása. Az adatpontok a középvonalra merőleges 7 pixel (3+3+1) átlagát jelölik
minden idő pontban, erre Savitzky-Golay illesztéssel kapttuk a folytonos görbét, amelyik jól
jelzi a leftutás tendenciáit. A T1 és T2 időpontokat  atutomatiktusan jelöltük be, az időbeli
leftutás pontjainak átlagára illesztet Gatuss görbe amplitúdóját (A) tekintve referenciának
(az A meghatározásakor kihagyttuk a spark területét). Az A amplitúdó 80, illetve 20%-os
szintjei biztosítják a T1 és T2 megállapításához szükséges referenciákat.



Spark paraméterek számítása

is ilyen eset), ez gyakori bizonyos kísérleteknél, amennyiben spark típusú jelenség
után egy vagy néhány kalciumcsatorna hosszabb ideig nyitva marad.

4.10.  ábra.  Kalcitum „ember” jelenség térbeli
proflja

A  Gatuss  görbét  a  jelenség  (a  4.9 ábrán  is
bemtutatot  061214a_2_7 események)  teljes
időtartamára  vonatkozó  x  –  tér  irányú
pásztázot  sorok  átlagára  illesztetük.  Az
átlagolásban nem vesznek részt a sparkokat
tartalmazó  sorok.  A  görbe  maximális
amplitúdója  az  ember-t  jellemző  Az
amplitúdó  (lásd  4.9 ábra),  illetve  térbeli
félérték szélesség (FWHM). 

Ezeknek a jelenségeknek az osztályozására az alábbti jelöléseket vezetem be:

• S spark;

• E ember;

• E+S ember, lefutása alat spark jelentik meg a területén;

• S+E spark, ember-ben folytatódtik.

A  jelölést  jellemzőként  használtuk  olyan  kísérletekben  ahol  az  ember típusfú
esemény gyakorti volt (Lukács és mtsati. 2008).

A spark-ember egymásra tevődése (4.11 ábra) esetében a számításokat elvégeztem a
területel és  egy  olyan  D1 -el,  amelyet fúgy  képzünk,  hogy  a  D -ből ktivesszük
azokat  a  területeket  amelyen  sparkok  találhatóak,  és  a  számításokat  csak  ezen
végezzük. Így megkapjuk a sparkokon kívülti területeken a relatív fuoreszcenctiát,
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4.11. ábra. Spark és ember jelenségek egymásra tevődése line-scan képen

A kijelölés atutomatiktusan történt (mérés: 0601202a41).
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ebből  számoljuk  az  FWHM,  tilletve  ampltitfúdó  értékeket.  Az  ember tidőtartama  a
ktijelölésből adódtik. Amennytiben az ember közvetlenül spark-al kezdődtik, a T 1  pont
a spark elejére kerül (mtint a 4.9 vagy 4.11 ábrán), de a spark területe nem vesz reszt
az ember ampltitfúdó és FWHM számításatiban.

Az „ember” jelenség tanulmányozásához grafkus felületet tis készítetünk, amelyen a
feldolgozás paramétereti beállíthatóak (lásd B Függelék).

4.3. Elemzés wavelet módszerrel
A módszer folyamán alkalmazot műveleteket a 4.12 ábra szemléltetti. Az elemzés két
lépésben valósul meg, egy zajszűrést és egy detektálást megvalósító algortitmusban.
Az eredetti képet előfeldolgozásként normaltizálom, tilletve opctionáltisan egy fotonzajt
tompító,  tüske  szűrő  algortitmussal  szűröm.  Az  algortitmus  konfgurálását
megvalósító bemenetti paramétereket az alábbtiakban tismertetem.

4.3.1. Zajszűrés

Az à trous wavelet módszerrel végzet elemzés első lépése a zaj szűrt kép előállítása
a  detektáláshoz.  A  feladatot  el  lehet  végeznti  az  eredetti  képpel  tis,  az
timplementáctiómban a  normaltizáltat  használtam,  amelyet  ugyanolyan  módszerrel
állítotam  elő,  mtint  a  4.1.1-szakaszban.  Az  első  normaltizálás  tidetiglenes,
megtismétlem detektálás után.

A zajszűrés Starck és Murtagh 3.4.4.2-ban megadot módszerét követti. Feltételezem,
hogy  a  zaj  normáltis  eloszlásfú,  vagy  közelítti  azt.  Az  à trous módszerrel  végzet
zajszűréshez  első  lépésben  ktiszámolom  az  eredetti  kép  zaj  szórásának  közelítő
értékét,  ez  σ I ,  így  hozzájutok  a  wavelet  sztintek  együthatótinak  szórásához  tis,
ezeket σ j -vel jelölöm, j=1, L .

A  standard  eloszlás  σ j
e  értéketi  ktiszámolhatóak  egy  saját  generált  eloszlás

segítségével, tilletve használhatom a módszerekben megadot 3.1 táblázatot (mtindkét
megoldást timplementáltam).

A transzformáctiót L  sztinten végezzük, a gyakorlatban az együthatók azt mutatják,
hogy  4-5  sztintre  elégséges  elvégeznti  a  műveletet,  utána  az  együthatók  értéke
elhanyagolhatóan kticsti. A zajszűréséhez (3.4.4.2), a 

T j=δ⋅σ j  (4.9)

küszöbérték a legkézenfekvőbb, amelyet külön alkalmazunk mtinden j=1, L  sztintre.
A  δ  a zajszűrő algortitmus paramétere lesz,  amely felhasználó által  állítható.  Az
értékére vonatkozóan az algortitmus hatékonyságára vonatkozó vtizsgálatnál vonok
le következtetéseket (4.4).
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A küszöbölés során végzet együtható érték vágást több módszerrel végezhetem,
ezek  más  és  más  jellegű  ktimenetet  hoznak  létre  az  tinverz  transzformáctió
alkalmazása után. Ha x -el jelölöm a wavelet együthatók értékét, a küszöbölés az
alábbti operátorokkal végezhetem (Jtin és mtsati. 2005). Kemény (hard) küszöbölés:
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4.12. ábra. Wavelet módszerrel történő detektálás folyamatábrája

Az  algoritmtusokhoz  és  paraméterekhez  kötődő  részleteket  lásd  a
szövegben.
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ρH (x )={x ∣x∣>T j

0 ∣x∣≤T j

 ,

lágy (sof) küszöbölés:

ρS(x )={
x−T j x≥T j

x+T j x≤−T j

0 ∣x∣≤T j

 ,

és afn (afne) küszöbölés:::: 

ρA(x )={
x ∣x∣≥T j

2x+T j −T j≤x≤−T j /2
2x−T j T j /2≤x≤T j

0 ∣x∣<T j

 .

A  három különböző küszöbölésnek szemmel tis jól látható, eltérő hatása van (4.13
ábra).

A legtöbb részletet és legnagyobb érték tintervallumot az afn küszöbölés őrtiz meg,
de tit maradnak meg a legerősebb hatások a hátérzajból. A legstimább eredményt a
lágy  küszöbölés  adja,  tit  vtiszont  nagy  az  értéktintervallum veszteség.  A  kemény
küszöbölés  köztes megoldás.  A  δ  értékét  szándékosan  nagynak választotuk.  A
gyakorlatban 3-4 köztti értékek már jól működnek.

4.3.2. Sparkok detektálása 1.5 ms körüli pásztázási sebességnél 

Az algortitmust  1.5  ms  pásztázásti  pertiódussal  készült  ltine-scan mérések esetében
mutatom be. 

A  wavelet alapfú  kalctiumfelszabadulásti  esemény detektálás  megvalósításához
ugyanazt a starlet (à trous) transzformáctiót használtam mtint a zajszűréshez. 

A módszer bemenetti jele lehet az eredetti kép tis, de jobb megoldás  a zaj szűrt egy
dtimenztiós  tidősor  vagy  kétdtimenztiós  kép,  és  ezen  hajtjuk  végre  tismét  a  starlet
transzformáctiót.
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4.13. ábra. Küszöbölési operátorok hatása a zaj szűrt képre

a:  A  0601330b07_9 spark  normalizált  képe;  b-d:  küszöbölési  operátorok  hatása;  b:
kemény; c : lágy, d: afn. A  δ  paraméter értéke 4.5. A képek fölöt százalékban a az
egyes  képek  maximtumának  a  normalizált  kép maximtumához viszonyítot amplitúdó
csökkenése. A 4 kép tugyanazt a színskálát használja a maximtum és minimtum értékek
közé skálázva.
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Az  egyes  wavelet sztintekre  egy  másodtik  küszöbölést  alkalmazok,  amelyet  az
előzőleg  (3.22) szertint  számolt  σ j  értékekhez tigazítunk mtinden egyes  j  wavelet
sztinten: 

TD j=τ⋅σ j , j=1, L  , (4.10)

ahol τ  egy állítható paraméter. Ennek segítségével alakul kti mtinden wavelet sztint
számára egy-egy btinártis maszk.

Wavelet szint pixel idő 

1.54 ms skála

tér 

0.17999 μm skála

1 5 7.5 0.89955 

2 9 13.5 1.61951

3 17 25.5  3.05853

4 33 49.5  5.93657 

5 65 97.5 11.69355

4.1. táblázat. A B3 spline függvény diadiktus pontokon skálázot méretei

A  starlet transzformáctió  együthatóti  tulajdonképpen  a  skálafüggvénnyel  történő
korreláctió  mértékét  jelenttik  (a  konvolfúctiót  végző  függvény  sztimmetrtikus).  Így
gyakorlattilag  mtinta  tillesztések  különbségének  eredményét  kapjuk  a  wavelet
együthatókban  (Gonzalez  és  mtsati.  2008),  ezek  a  skálafüggvény  dtilatált
változatatival való hasonlóságot mértik. A skálázot B3-spltine  konvolfúctiós maszkok
méretéből előre vetíthető azoknak az eseményeknek a mérete (dtiadtikus felosztáson),
amelyek a küszöbölés után legjobban érvényesülnek a maszkban. Az 4.1 táblázat a
konvolfúctiós maszkok hosszát tartalmazza 1.54 ms pásztázás ( t  tirány) és 0.17959 μm (
x  tirány) esetében. A ktis méretű események (sparkok) a 2.-dtik és 3.-dtik wavelet

sztinten jelennek meg, hosszabb események a felsőbb sztinteken (lásd  4.3.4,  Ember
típusfú események detektálása). Ktis hátérzajjal rendelkező kísérletti képeken a 4.-dtik
sztint tis használható sparkok detektálására. A 4.14 ábra egy sztimulált ltine-scan kép
felbontását mutatja be az 5.-dtik sztinttig.

A  sokskálás  felbontás  létrehozása  után  a  ktiválasztot  sztinteken  a  küszöbölést
elvégezve,  a  küszöböt  meghaladó  pontokban  1-re,  a  többtiben  0-ra  állítjuk  a
pontokat, a maszkokat logtikati VAGY műveletel egyesítjük, a közös maszkon kapot
területeket lesznek a potenctiáltis események. A közös maszk előállítható logtikati ÉS
műveletel tis, ebben az esetben az eseménydetektálás sztigorfúbb feltétellel történtik
(von Wegner és mtsati. 2006).
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4.14. ábra. Szimtulált line-scan kép és a starlet transzformáció első öt szintje.



Eredmények

Magyarázat a 4.14 ábrához:

a. Normális eloszlású zajt és 6 szimtulált sparkot tartalmazó kép (a fehér nyilak mtutatják
az elhelyezésüket, a relatív amplitúdók: 0.33, 0.45, 0.57, 0.93, 1.0 és1.2  Δ F / F 0 . A képen
egyetlen  pixel  van  fotonzaj  szintre  állítva  (piros  nyíl).  b-f.  Az  első  5  wavelet  szint
együthatói. A melegebb színek magasabb értékeket jelentenek az a. képen látható skála
szerint.

A sparkok mellet a módszer ktis területeket tis detektálhat, ezek a hátérben található
zaj mtinták következményeti. Megállapítotam, hogy objektum detektálás esetén az à
trous felbontást használó algortitmusok nem robusztusak, erre Starck és Murtagh tis
utal  (Starck  és  mtsati.  2002).  A  fotonzajra  jellemző  tüskék,  amennytiben  néhány
magasabb sztinten álló zaj mtinta mellé kerülnek detektálódhatnak ktis eseményként.
Ezeket el kell távolítanti a továbbti elemzésti folyamból.

Egyszerű módszerként bevezetem az „esemény mérete” fogalmat, amellyel a btinártis
maszkon található, összefüggő területek által tartalmazot ptixelek számát jelöltük. A
detektáló algortitmus egytik β -val jelölt és a felhasználó által beállítható paramétere
azt  az  esemény  méret  határt  tartalmazza,  amelyet  még  megtartunk.  Az  ennél
ktisebbeket töröljük az elemzésből. 

Btizonyos  kísérletekben  az  egymáshoz  közel  álló  események  detektálásti  maszkja
egymásba folyhat, ezeket  watershed szegmentálással lehet elválasztanti (ugyanez a
jelenség megjelentik a ketős küszöbölést alkalmazó módszernél tis). A gyakorlatban
Vtincent és mtsati. (1991) algortitmusát használtam erre a feladatra14.

4.3.3. Fotonzaj szűrése

A fotonzaj  ktiugró pontjatinak szűrését több módszerrel el lehet végeznti (3.4.4.3). A
ltine-scan képeken jelentkező tüskék szűrésére ugyancsak a starlet transzformáctióra
építetem egy módszert. A tüske szűrőt a normaltizált képre alkalmaztam, amelyet
ugyanazzal  a  módszerrel  állítotam  elő  mtint  a  hagyományos  módszer  esetében
(4.1.1),  de nem végeztem el  a medtián szűrővel végzet stimítást.  A zajszűrés előt
ktiválasztotam a normaltizált kép legmagasabb frekvenctiátit (Koshtino és mtsati. 2002).
Az à trous transzformáctió együthatótinak első két sztintjét állítotam elő az F n(t , x )
normaltizált képre:

F n(t , x )=c 2(t , x )+∑
i=1

2

w i (t , x )  

Az  első  két  sztint  együthatótival  elvégeztem  a  fordítot  tirányfú  transzformáctiót,
elhagyva a c 2(t , x ) háteret.

14. Konkrétan az ImageJ  (Rasband 2012)  keretrendszerben található implementációt.
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hf (t , x )=∑
i=1

2

w i (t , x )  

A nagyfrekvenctiás hf (t , x )  kép középértékét ( m ) és szórását ( σ ) számolva, egy
küszöbértéket alkalmaztam:

∣ hf (t , x ) − m ∣ > H⋅σ , 

amely egy  B (t , x )  btinártis képet eredményez, ezen jól ktirajzolódnak a kép nagy
frekvenctiás  helyeti  (élek,  tüskék).  A  H  paraméterrel  a  küszöbölő  vágás  sztintjét
állítjuk. A  ltine-scan mérések tesztelése folyamán a legjobb eredményeket a szűrő
H  értékekére  3.5  és  4.5  közöt  kaptuk.  Küszöbölés  után  a  2  vagy  több  ptixelt

tartalmazó összefüggő területeket eldobjuk. Ezt meg lehet oldanti a btinártis képnek a 
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1
9

1
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1
9

1
9

1
9

1
9

1
9

 (4.11)

kernel-el  történő  konvolfúctiójával  és  0.33 értékre  történő szűrésével.  Ez  a  lépés
megóv atól, hogy sparkokon található magas sztintű ptixeleket átírjam.

A ktiválasztot, külön álló magas ampltitfúdójfú ptixeleket a körülötük levők átlagával
helyetesítem. A tüske szűréssel és nélküle végzet zajszűrés köztti különbség a 4.18
ábra e-h  képetin követhető.

Az tigen ktis méretű események mtiat ezeken a képeken a tüske szűrés nem lehet
tökéletes.  Így  ktis  mértékben  befolyásolnti  fogja ezeknek  az  eseményeknek  a
detektálását.  Az  összehasonlítástinkban  megjelentik  a  szenztittivtitásnak  egy  ktis
értékkel történő csökkenése, de ez nem olyan nagy, mtint a nativ nagy β  értékeket
használó  méretre  történő küszöbölés  esetében.  A  legjobb  értékeket  H =3.5 -re
kaptuk, és ebben az esetben tis a szenztittivtitás csökkenés mtintimáltis volt.

4.3.4. Ember típusfú események detektálása

Az  ember típusfú  jelenségeket  (Ktirsch  és  mtsati.  2001;  Zhou  és  mtsati.  2003)
ugyanolyan ltine-scan képeken (pásztázásti tintervallum 1.54 ms) vtizsgáltuk (Sztigetti és
mtsati. 2007; Lukács és mtsati. 2008) mtint a sparkokat, ezek ttiptikus tidőbelti ktiterjedése
100  és  1300  ms  közötti  (ez  60-850  ptixelt  jelent),  térbelti  ktiterjedésük  körülbelül
akkora mtint a sparkoké, 4-5 μm  körülti (30-40 ptixel).

Az ember típusfú események automattikus detektálására két módszert adtunk (Szabó
és  mtsati.  2010) az  első  a  kétdtimenztiós,  a  másodtik  pedtig  az  egy  dtimenztiós
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algortitmusra épül. A kető közül az egy dtimenztiós transzformáctióra épülőt mutatom
be, mert ennek jobbak a szenztittivtitás és PPV értéketi.

Mtindkét  módszer  az  à trous (starlet)  transzformáctiót  alkalmazza,  az  első  a
kétdtimenztiós transzformáctió ötödtik, a másodtik az egy dtimenztiós transzformáctió 8
és 9.-dtik sztintjét használja detektálásra.

Az  ember típusfú jelenségek nem azonos ktiterjedésűek a  ltine-scan képek  t  és  x
tirányába,  így  a  kétdtimenztiós  transzformáctió  magasabb  sztinteken  már  nem  ad
annytira  jó  tinformáctiót  ezeknek  a  jelenségeknek  a  ktiterjedéséről.  A  másodtik
módszer  ezért  az  egy  dtimenztiós  transzformáctiót  használja  a  kép  tidősoratira
alkalmazva (4.15 és 4.16 ábra).

A bementti  kép az eredetti  mérés (4.15 ábra a).  Először lefutatjuk a  spark kereső
algortitmust az említet módszerek (4.1.2,  4.3.2) valamelytikével utána az eredetti kép
sparkként jelölt helyetin helyetesítjük a mérés értéketit egy randomtizáló módszerrel,
amtit  többféleképpen  tis  megtervezhetünk,  fúgy,  hogy  hasonló  legyen  a  spark
közelében található hátér pontokra. Az általunk használt módszer a ktis feltöltendő
terület tidősoratin lépked ( x  koordtinátákon), ugyanarról az tidő sorról vet,  nem a
sparkokhoz tartozó pontokat randomtizálja, és azokkal töltti fel a spark területét (4.15
ábra b). A módszer jól működtik akkor tis, ha a sparkok az ember területén vannak -
az  ember lényegesen hosszabb tidőbelti ktiterjedése mtiat ezek a helyetesítések nem
befolyásolják  a  továbbtiak  számára  érezhetően  a  8  és  9.-dtik  wavelet  sztint
együthatótit. Opctionáltisan az így kapot bementti képen egy tüske szűrőt futatunk,
és  az  így  kapot  kép  lesz  a  wavelet  transzformáctiót alkalmazó  ember kereső
algortitmus F e(t , x )  bemenete.

Az egy dtimenztiós starlet transzformáctiót (3.4.3.3) mtinden egyes tidő soron ( t  tirány)
külön  futatjuk  le,  így  ktimenetként ugyancsak  W k (t , x ) alakfú  együthatókból
alkotot  képeket  kapunk  mtinden  egyes  k  sztintre,  ezek  közül  a  W 8  és  W 9

sztinteket  használjuk  a  továbbtiakban  (4.15 ábra  c  és  d).  Mtivel  a  transzformáctió
ezeken  a  sztinteken  tigen  hosszfú  konvolfúctiós  szűrőket  használ,  mtinden  tidősort
ktiterjesztünk  mtindkét  tirányban  a  kép  t  dtimenztiójának  1/4-ével,  ezekre  a
ktiterjesztésekre tis  a sor háterének random pontjatit  használjuk.  A ktiterjesztést  a
transzformáctió után levágjuk.

A  8.-dtik  sztint  az  esemény  szélén,  a  9.-dtik  az  esemény  közepén  magasabb
ampltitfúdójfú. Ezért első lépésként egy, a két esemény maxtimumát tartalmazó képet
állítunk elő: 

W 8+9=max (W 8,W 9)  (4.12)
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Ez  után  ketős  küszöbölést  alkalmazunk,  amelyben  felhasználjuk  a  W 8+9  kép
pontjatinak középértékét ( μ ), valamtint két, egy alacsonyabb ( ϵ ) és egy magasabb (
γ ) küszöböt beállító paramétert:
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4.15. ábra. Ember típtusú események atutomata detektálása I.

a:  Eredeti mérés kijelölt sparkkal. b: Eredeti mérés, a sparkot random hátér pontokkal
felülírttuk.  c-d:  a  8  és  9-es  wavelet  szint.  Minden  képen  tugyanazt  a  színskálát
alkalmazttuk  a  kép  maximtum  és  minimtum  pontjai  közé  skálázva,  ezek  értéke
megtalálható a kép címében.
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M B(x ,y )={
0 W 8+9 < μ⋅ϵ

1 μ⋅ϵ ≤ W 8+9 < μ⋅γ

2 ∣W 8+9∣ ≥ μ⋅γ

 (4.13)

A két sztintű küszöbölés a 4.16 ábra f és g képetin, a végső 3 sztintes maszk pedtig a h
képen látható.  Az  ember elfogadását az így kapot maszk 1-es és 2-es sztintjetinek
ptixelekben adot mérete alapján tesszük: az 1-es sztint tidő szertintti hossza feleljen
meg az  ember várt hosszának, a 2-es sztinten legyen legalább 10 ptixel. A küszöböt
beállító paraméterekre az említet kontextusban  (ltine-scan kép típusa)  γ=0.03550 ,
ϵ=0.01550  ttiptikus értékek. A közös maszk (4.16 h) mtinden tirányban 10-20 ptixellel

ktiterjesztet változata adja az ember területét.

Az  automattikus  ember  detektálást  manuáltisan  felül  kell  vtizsgálnti,  a  PPV  és
szenztittivtitás értékek nem annytira jók, hogy megbízható eredményt nyfújtson (Szabó
és mtsati. 2010).

4.4. Az algoritmusok megbízhatóságának és 
hatékonyságának elemzése

4.4.1. Az elemzés során használt képek

A detektálásti  algortitmusok tesztelésére használt  képek egy része kísérletti  kép,  a
mástik  része  pedtig  sztimulált  kép  volt.  Ez  utóbbtiak  esetében  pontosan  tudható  a
tartalmazot események helye és mérete.

Két módszert használtunk tismert struktfúrájfú sztimulált képek előállítására. Az első
módszer folyamán a képek háterét tismert paraméterű normáltis eloszlás alkota. Ez
jó  közelítése  olyan  ltine-scan képeknek  amelyeken  a  fotonzaj  sztintje  alacsony
(Cheng és mtsati. 1999; von Wegner és mtsati. 2006). A másodtik módszer folyamán
olyan kísérletti  képeket használtam amelyeken erős fotonzaj  volt  látható,  de nem
tartalmaztak szemmel észlelhető kalctiumfelszabadulásti eseményeket. Az események
htiányát  detektáló  algortitmussal  tis  teszteltem,  és  a  pásztázot  sorok  sorrendjét
randomtizáltam, hogy ktiküszöböljem az események jelenlétét.

Mesterségesen előállítot sparkokat (modell spark) tillesztetem addtitív módszerrel a
zajra mtindkét hátér esetén. Mesterséges sparkot két módszerrel állítotam elő. Az
első  egy  átlagoló  módszer:  10  ugyanolyan  méretű  és  paraméterű  kísérletti  spark
területét átlagoltam, az eredményt stimítotam. A modell spark paramétereti: FWHM:
~1.7  μm,  FTHM:  ~9  ms,  tidőtartam:  ~14  ms.  A  modell  spark  képét  különböző
méretűre és ampltitfúdójfúra skáláztam.
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A  mesterséges  spark  előállításának  másodtik  módszere  a  kalctiumfelszabadulásti
események reakctió-dtiffúztiós modellre épülő sztimuláctiója, a megoldás 3 dtimenztiós
terének  egy  egyenessel  való  pásztázása,  és  az  így  kapot  kép  pont  ktiterjedés
függvénnyel történő konvolfúctiója (lásd C Függelék).
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4.16. ábra. Ember típtusú események atutomata detektálása II.

A 4.15 ábra folytatása. e : A 8 és 9-es wavelet szintek maximtumaiból kapot kép. f-g. A
ketős küszöbbel kapot maszkok. h: Az ember teljes területét lefedő két szint.
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A  sztimulált  képek  méretét  általános  ltine-scan méretre  generáltuk  (t,x=1024,512
ptixel) és mtinden képbe 6 sparkot tillesztetünk fúgy, hogy nem kerülhetek egymás
közelébe  vagy  ugyanarra  az  x  és  t  sávra  (4.14 ábra  A).  Egy  adot  paraméter
beállításra 240 képet használtam.

4.4.2. A hagyományos és wavelet alapfú elemzés összehasonlítása

4.4.2.1. Összehasonlítás szimulált képeken

Összehasonlítotam a hagyományos (ketős küszöbölés) és wavelet alapfú elemzést,
sztimulált, mesterségesen előállítot képeket használva. Az összehasonlítás 1.54 ms
körülti  pásztázásti  sebességgel  előállítot  képekre  készült  (a  kísérletti  képek
paramétere),  amelyekre  a  háteret  kísérletti  képekből  (4.17 ábra  a  és b),  tilletve
normáltis eloszlásfú zajból generáltam (4.17 ábra c és d).

Az  első  esetben  a  hagyományos  algortitmussal  elég  jó  szenztittivtitás  érhető  el  a
detektált ampltitfúdó 0.2-0.5 értékű régtiójában. Ez a terület jellemző az emlősökben
mért sparkokra.

Ebben a régtióban a  wavelet módszerrel  τ=3 ,  δ=4  paramétereket  használva a
detektálás  PPV50 poztitív predtiktív értéke nagyon  ktis ampltitfúdó értéknél található,
ez 0.28 körülti  (lásd 4.17 ábra b),  a hagyományos módszer 0.59 értékéhez képest,
jelezve, hogy a hagyományos módszer nagyszámfú hamtis poztitív találatot ad vtissza,
amtit manuáltisan kell eltávolítanti. 

Ezzel szemben, ha ugyanazt a beállítást normáltis eloszlásfú hátérzajon használjuk, a
hagyományos módszer magas PPV értékeket ad (4.17 ábra d). Így látható, hogy a
hátérzaj  jellege  meghatározó  ezekben  a  tesztekben.  Míg  a  szenztittivtitás
vonatkozásában mtindkét hátér esetében a wavelet alapfú keresés a hagyományossal
összevethető  eredményt  mutat  (4.17 ábra  a  és  c),  lényegesen  jobban  teljesít  a
kísérletti  hátér  esetében  ugyanazoknál  a  relatív  fuoreszcenctia  egységekben
ktifejezet ampltitfúdóknál. 

Az algortitmus PPV50 értéke ebben az esetben több mtint 0.3 relatív fuoreszcenctia
egységgel (0.287 a 0.59-höz képest) jobb mtint a hagyományos módszeré. Így ez a
PPV görbe kevésbé meredek mtint a hagyományos módszeré, és nem érti el  azt a
meredekséget sem amtit von Wegner és mtsati. jeleztek (von Wegner és mtsati. 2006).
A  különbségek  ktis  méretű  hamtis  poztitív  találatok  következményeti,  amelyeket
„tüskék”-nek  fogok  neveznti  a  továbbtiakban.  Ezek  ntincsenek  jelen  a  normáltis
eloszlásfú hátérrel képzet sztimulált képeken.
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4.17. ábra. Szenzitivitás és PPV érték a relatív amplitúdó függvényében 

Eseményamplitúdótól függő szenzitivitás (a és c) valamint pozitív prediktív értékek (b és
d) különböző detektáló algoritmtusok esetében. Az a és b esetben kísérleti képek háterét
használttuk, a c és d esetben szimtulált normális eloszlású hátérzajt. Három különböző
algoritmtus  hatékonyságát  és  megbízhatóságát  mértük:  hagyományos  küszöbölő
algoritmtus  (CRI2=3.6),  wavelet  alapú  algoritmtus  fotonzaj  szűrés  nélkül  és  szűréssel
(H=4.5, τ=3 ), δ=4 , detektálás a 2-es és 3-as szinten). Az  S50 és PPV50 értékek 0.315,
0.315, 0.325 (a), 0.285, 0.21, 0.595 (b), 0.3, 0.3, 0.41 (c) és 0.23, 0.23, 0.26 (d) a wavelet
módszer  esetében  (fotonzaj  szűrő  nélkül  és  szűrővel)  valamint  a  küszöbölő  módszer
esetében.
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4.18. ábra. A fotonzaj hatása a wavelet alapú detektálási algoritmtusra

a-d. Fotonzaj tüskéinek hatása a wavelet alapú detektálásra.  a-b.  Fotonzaj tüske magas
zajszintű  szomszédos  pixelek  mellet,  a  -  eredeti,  b  -  normalizált  kép.  c.  a  mintázat
megjelenése a zajszűrt képen és d. a detektálási maszkon. e. a 4.14 ábra szimtulált line-scan
képének zajszűrt változata fotonzaj szűrés nélkül, f.  fotonzaj szűréssel. Detektálás tutáni
maszkok: g. fotonzaj szűrés nélkül és h. fotonzaj szűréssel. A nyíllal jelölt esemény a h
maszkon nem jelenik meg. 



Az algortitmusok megbízhatóságának és hatékonyságának elemzése

A kísérletti képek hátér zajának eloszlása nem normáltis eloszlás, még csak ttiszta
Potisson  sem,  mert  a  magas,  ktiugró  ptixelek  jelenléte  nagyobb,  mtint  az  említet
eloszlásokon (4.19 ábra).

A  hamtisan  detektált  ktis  területeket  a  wavelet  alapfú  algortitmusok  (zajszűrés  és
detektálás)  hozzák  létre  a  2.  wavelet  sztintben,  ha  a  Potisson  típusfú  fotonzajra
jellemző  ptixel  ktiugrások  környékén  a  kevert  zaj  mtinták  még  tartalmaznak  1-2
magasabb  ampltitfúdójfú  pontot  (4.18.  ábra  a-d).  Ezeket  a  területeket  a  detektáló
algortitmus  hamtis  poztitív  találatoknak  látja  (4.18.  ábra  e-h).  Elvégeztem  egy
összehasonlítást a különböző hátér eloszlást tartalmazó teszt képeket használva, a
detektálásti paraméterek ugyanazok voltak mtinden esetben (4.2 táblázat).  A PPV50

érték  0.3  egység  körülti  különbséget  mutatot  a  ttiptikus  kísérletti  háterek  (BSNR
3.24)  és  az  ugyanolyan  BSNR  értékkel  rendelkező  normáltis  eloszlásfú  háterek
esetében.  Rendkívültien  zajos  kísérletti  háterek  esetében  (BSNR<2.5)  a  különbség
még hangsfúlyosabb.

4.4.2.2. A küszöbölési operátor

A  zajszűrés  küszöbölésti  operátorának  tis  van  hatása  a  hamtis  poztitív  találatok
számára. A 4.3.1 fejezetben megadot három operátor közül a lágy (sof) küszöbölés
btiztosítja a legjobban stimítot képeket (lásd 4.13 ábra c) és ez vágja meg legjobban a
wavelet együthatók értékét. 

Az afn operátor (4.13 ábra d) ugyancsak stima képet ad, de sokkal jobban megtartja
a  zaj  mtintázatatit  mtint  a  kemény  (hard)  operátor  (4.13 ábra  b),  ez  utóbbti  kető
esetében a zaj szűrt ampltitfúdó közelítően ugyanakkora. 
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4.19. ábra. line-scan képek hátérzajára jellemző hisztogram 

Kalcitum  felszabadtulási  eseményeket  nem  tartalmazó  line-scan kép  háterének  zaj
eloszlása. A jobb felső sarokban levő nagyítás kiemeli az eloszlás jobb oldalának elnyúló
jellegét, amely a magas szintű fotonzajra jellemző  pixelek következménye.



Eredmények

Háttér zaj
eloszlás

BSNR S50 D50

Normáltis 2.0 0.37 0.28

Kísérletti 2.38 0.47 0.90

Normáltis 2.5 0.37 0.28

Kísérletti 3.24 0.35 0.58

Normáltis 3.5 0.30 0.23

4.2. táblázat. A hátér zaj hatása a detektálási statisztikára 

A wavelet alapú detektálás esetében a paraméterek δ=3.5  és τ=3.5  .

Következésképpen  a  tesztjetinkben  mtinden  esetben  a  kemény  küszöbölést
használtam. Gyakorlatti feldolgozásokban, ktis hátérzaj esetén az afn megoldás tis jó
alternatíva. 

4.4.2.3. Az események mérete

Mtivel a tüske szerű hamtis találatokat néhány szomszédos ptixel generálja a ltine-scan
képeken,  a  ptixelekben  ktifejezet  területük  általában  ktisebb  mtint  a  valódti
eseményeké. Így első (nativ) közelítésként, ezek ktiszűrésére be lehet állítanti egy, az
események  ptixelben  megadot  méretére  alkalmazot  küszöböt.  Méret  alat  tit  a
detektálásti  maszk  által  generált  eseményt  mutató  területet  értem  (4.18 ábra  d,
valamtint  g,  h).  Így  az  algortitmusokba beépítetem egy  paramétert  ( β )  amellyel
követhető és szűrhető a detektált események mérete.

Felmértem a  β  küszöb hatását a detektálásra 2 és 40 köztti értékekre (4.20 ábra, a
grafkon β  2, 10 és 40 értékeketire kapot eredményeket mutatja).  β=2 -nél ktisebb
érték már 1 ptixeles területeket jelentene, ezt az esetet mtindtig ktizárom, mert abban
az  esetben  ha  valódti  poztitív  találatok  lennének,  nem  különböztethetőek  meg  a
hátértől. A β=40 -es értéktől kezdve a PPV érték 100%-osra alakul, ennél nagyobb
értékkel  tismét  ntincs  értelme  próbálkoznti,  mert  nem  javíthatja  a  szenztittivtitást.
Mtindez  a  használt  pásztázásti  paraméterekre  érvényes   (1.54  ms,  0.179  μm),  más
pásztázási értékeknél ezek módosulhatnak.

Ez a nativ szűrés, amely az esemény méretekre épít nem hatékony kezelése a tüskék
problémájának. A β  növelése csak enyhén javítja a PPV görbét (lásd  4.20 ábra b,
β=2  és β=10 -nek megfelelő görbék), így magas β  értékek lényegesen ronthatják

a szenztittivtitást (4.20 a ábra).
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4.4.2.4. Tüske szűrés alkalmazása

A  4.3.3 szakaszban  bemutatot  módszerrel  eredményes  tüske  szűrést  értem  el,
gyakorlattilag a szenztittivtitás nem változtik (4.17.a ábra). Megállapítotam, hogy ltine-
scan képetink esetében emlősökben jelentkező sparkok detektálására az  opttimáltis
paraméterek δ=4.0 , τ=3 , β=2  és a tüske szűrő beállítása H =4.5 , így jobb PPV
görbét  kapunk szenztittivtitás veszteség nélkül.  A tüske szűrőt a normaltizált  képre
alkalmaztam a 4.3.3 szakaszban bemutatot módon.

4.4.2.5. Szimulált események paraméterei

Az  esemény  paraméterek  számítása  függ  az  eseményt  megjelenítő  terület
tulajdonságatitól  (esemény  méret,  zaj  sztint,  stb.).  A  paraméterszámítás
pontosságának felmérése véget ktiszámoltam különböző méretre skálázot sztimulált
események  paraméteretit  (4.21 ábra). A  modell  spark  három  skálázot  változatát
használtam,  az  eredti  méretű  mellet  (FWHM=1.78  μm  és  FTHM=18.4  ms)  a
kétszeresére és felére skálázot változatatit. A skálázást az tidő és tér tirányokban tis
elvégeztem. Mtinden skálázot változatal sztimulált képeket generáltam, amelyeken a
tartalmazot  sparkok  ampltitfúdója  0.2  és  0.9  Δ F /F 0  relatív  ampltitfúdó  közöt
váltakozot (0.1 relatív ampltitfúdó lépésekben).
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4.20. ábra. Szenzitivitás és pozitív prediktív érték  

Szenzitivitás (a) és pozitív prediktív érték (b) az esemény amplitúdó függvényében. A kis
méretű ( β  paraméter mint esemény méret) események kizárásával kapot grafkonok. A
fotonzaj  szűrő  nélküli  wavelet  alapú  detektálást  használttuk.  Az  eredményeket  három
különböző β  esetre adjtuk meg (2, 10 és 40). A görbék S50 és PPV50 értékei  0.37, 0.41, 0.585 és
0.583, 0.576, 0.325 β  = 2, 10, 40 értékekre. További részletek a szövegben.



Eredmények

4.21.  ábra.  Eredeti  és
detektált  paraméterek
közti összefüggés

A sparkok eredeti  és 
detektálás tután számolt 
paraméterei (● amplitúdó,
Δ   FWHM) közti 

összefüggés. Részletek a 
szövegben.
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A  tesztek  szertint  a  számolt  ampltitfúdó  ltineártis  függvénye  a  képekre  generált
ampltitfúdóknak,  mtinden FWHM-re ha  a  generált  ampltitfúdó 0.4  fölöt van.  A 0.4
ampltitfúdó fölötti sparkokat 100% szenztittivtitással detektálunk. A számolt ampltitfúdó
nem ltineártis  jellege  ktisebb  ampltitfúdók  alat  annak  köszönhető,  hogy  poztitív  és
addtitív jellegű zaj esetében nagyobb eséllyel detektálhatjuk. Ezért  ktis  ampltitfúdójfú
sparkok  esetében  a  számolt  ampltitfúdó  egy  közelítése  az  esemény  eredetti
ampltitfúdójának.

4.22.  ábra.  Spark
paraméterek  eloszlása
kísérleti képek elemzése
esetében 

(a) amplitúdó, (b) 
FWHM. Az 
eseményeket a 
hagyományos (szürke), 
illetve a wavelet 
módszerrel (fekete) 
azonosítottuk, ez 
tutóbbi esetében tüske 
szűrőt is használttunk. 
A módszereket 300 
kísérleti képen 
ftutattuk. Az esemény 
paramétereket a 4.2 
fejezetben bemtutatot 
módszerekkel 
számolttuk. A 
hisztogram tartalmaz 
minden detektált 
eseményt.

 Egy  mástik  érdekes  következtetése  az  eredetti  és  számolt  ampltitfúdók  köztti
összefüggésnek, hogy a ltineártis szakaszon a görbe meredeksége az FWHM monoton
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növekvő  függvénye  (a  legktisebb  a  felére  skálázot  és  legnagyobb  a  kétszeresre
skálázot modell  esetében).  Az  eredetti  méretű  modell  esetében  ez  egység  körülti
érték (4.21 ábra b).

Összehasonlítotam  a  számítot  és  eredetti  FWHM  értékeket  tis.  Általános
következtetésként,  a  számítot  FWHM  legjobb  esetben egyenlő  a  modellével,
általában alul  becsülti  azt.  A felére skálázot modell  esetében a számítot FWHM
mtinden ampltitfúdó esetében ktisebb volt mtint az eredetti (4.21 ábra a), és ampltitfúdótól
független  volt  az  eltérés.  A  többti  esetben  a  számolt  FWHM  növekedet  az
események méretének a függvényében,  és az eredetti  méret  90%-át  érte  el  a 0.64
relatív ampltitfúdó értéknél (az eredetti  méretű modellnél  4.21 ábra b)  tilletve a 0.4
értéknél (a kétszeresére skálázot modellnél 4.21 ábra c). 

4.4.2.6. Összehasonlítás kísérleti képeken

A számolt spark jellemzők összehasonlítása véget elvégeztem a hagyományos és
wavelet módszerrel számolt paraméterek összehasonlítását, ezfútal kísérletti képeken
(4.22 ábra).  A  wavelet  módszer  megtalál  olyan  eseményeket  tis,  amelyeket  a
hagyományos nem. Egy másodtik fontos következtetésünk, hogy mtind az ampltitfúdó,
mtind pedtig az FWHM számításánál, a wavelet módszer középértéketi (0.490 ± 0.005
Δ F /F 0  és  1.90 ±  0.01  μm) sztigntifkánsan ktisebbek voltak mtint  a  hagyományos

módszer által számítotak (0.523 ± 0.006 Δ F /F 0  és 2.33 ± 0.03 μm) (4.22 ábra).  Az
FWHM  esetében  szembetűnő,  hogy  a  wavelet  módszerrel  kapot  eredmény
adatatiban  a  szórás  ktisebb  (0.706  a  wavelet  módszer  adatatiban  és  1.787  a
hagyományos módszerében), tehát kevesebb középértéktől  különböző eseménnyel
rendelkezünk ebben az esetben. Ez a különbség ugyancsak sztigntifkáns (p < 0.001
Brown–Forsythe teszt szertint).

Ezeket  a  tulajdonságokat  két  tényezőnek  tulajdonítotuk.  Elsősorban,  a  wavelet
módszer  szenztittivtitása  nagyobb,  így  nagyobb  valószínűséggel  detektál  ktis
ampltitfúdójfú  és  nehezen  érzékelhető  eseményeket.  Másodsorban,  mtivel  ennél  az
összehasonlításnál  zajszűrt  képeket  használtunk  a  számításhoz,  így  a  görbék
tillesztése a tér és tidőbelti proflokhoz pontosabbak, mtint a hagyományos módszer
medtián szűrővel stimítot képeti esetében.

4.5. A kiértékelési módszerek használata kísérletekben
A bemutatot  módszereket  az  alábbti  publtikáctiókban  használtam  kísérletti  adatok
feldolgozására:

„Alterations  in  the  calcium  homeostasis  of  skeletal  muscle  from
postmyocardial  infarcted  rats”  (Sztigetti  és  mtsati.  2007) publtikáctióban
posztmtiokardtiáltis  tinfarktusos (PMI)  állatmodell  (patkány)  tizomrostjatiban  történő
módosulásokat tanulmányoztunk 24 hétel az tinfarktus után. A sparkok és  ember
típusfú  jelenségek  tanulmányozásával  ktimutatuk  az  tizomsejtekben  történő  Ca2+

felszabadulás jellegének megváltozását ezekben az állatokban a kontroll csoporthoz
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képest. A kalctiumfelszabadulásti jelenségek ampltitfúdója és volumene sztigntifkánsan
csökkent, a sparkok frekvenctiája és felfutásti tideje (rtise ttime) nőt. Az ember típusfú
jelenségek  relatív  száma  nőt.  Mtindezek  arra  utaltak,  hogy  a  megnyíló  Ca2+

csatornák száma csökkent és a rtianodtinreceptorok működése megváltozot.

„Charged surface area of maurocalcine determines its interaction with the
skeletal  ryanodine  receptor”  (Lukács  és  mtsati.  2008)  publtikáctióban  a
maturokalcin (MCa)  nevű  skorptió  toxtin  mutáctiótinak  váztizom  sejtekre  ktifejtet
hatását  vtizsgáltuk.  A  toxtin  módosítja  a  rtianodtinreceptor  Ca2+ csatornák
tulajdonságatit.  A tanulmány ktimutata,  hogy a  MCa és mutáctióti  koncentráctiótól
függő  szubkonduktanctia  állapotokat  okoznak  a  váztizomsejtek
rtianodtinreceptoratiban,  amennytiben  a  ctitoplazma  oldaláról  kerülnek  ezzel
kapcsolatba  (a  tanulmány  feltételezti,  hogy  a  jelenség  a  MCa  felszínti
töltésmtintázatának  következménye).  A  kutatás  egytik  részeként  ltine-scan képek
segítségével  tanulmányoztuk  a  MCa  hatását  váztizomban.  A  spark   és  ember
paramétereket  a  bemutatot  módszerekkel  számoltuk.  Az  utóbbtiak  megjelenését
nagyban segítete a Mca jelenléte, mtivel szubkonduktanctia sztinteken nytitvatartja a
Ry receptorokat.

„Efects of K-201 on the calcium pump and calcium release channel of rat
skeletal  muscle”  (Almassy  és  mtsati.  2008)  publtikáctióban  egy  RyR befolyásoló
gyógyszerjelölt  vegyület,  a  K201  hatását  (amely  képes  megelőznti  a  mtiokardtiáltis
tinfarktus utánti tizomgyengeség ktialakulását) vtizsgáltuk.

„Altered expression of triadin 95 causes parallel changes in localized Ca2+

release events and global  Ca2+ signals in skeletal  muscle cells  in culture”
(Fodor  és  mtsati.  2008)  publtikáctióban  a  SR  egytik  fehérjéjének,  a  trtiadtinnak
(pontosabban a Trtisk 95, 95 kDa molekulasfúlyfú tizoformájának) a hatását vtizsgáltuk,
amelyről  feltételeztik,  hogy  befolyásolja  a  RyR  működését.  A  kísérletek  egytik
fáztisában LSM 510 META mtikroszkóppal vtizsgáltunk patkány kontroll és módosítot
Trtisk 95 expressztiójfú váztizomsejteket.

„Cafeine  Treatment  and  Depolarization  Alter  the  Spatial  and  Temporal
Characteristics  of  Calcium Sparks  on Intact  Amphibian Skeletal  Muscle”
(Vtincze és mtsati. 2012) publtikáctióban kofetinnel kezelt, valamtint depolartizált béka
tizomsejteket vtizsgáltunk nagyfrekvenctiás (60 kHz) ltine-scan valamtint x-y (30 kHz)
képeken.
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5. Diszkusszió
A ltine-scan képek Ca2+ eseményetinek detektálása a következő fáztisokon keresztül
történtik:

• zaj kezelés és kép előkészítés,

• események területek keresése,

• események elfogadása,

• paraméterek számítása,

• paraméterek értelmezése.

A következő szakaszokban ezekhez a  műveletekhez kapcsolódó kérdések néhány
gyakorlatti vonatkozását tárgyalom.

5.1. Kép javítás és előkészítés
A megvalósítot módszerek detektálás és/vagy paraméter számítás előt használnak
képjavító  szűrőket.  Ezek  esetében  normáltis  eloszlásfú  addtitív  zaj  jelenlétét
feltételezzük.  Amennytiben ez  ntincs  így,  más előfeldolgozást  tis  kell  végeznti  (lásd
alább).

A ketős küszöbölésre épülő detektálás esetében a zajszűrés 3×3-as medtián szűrővel
történtik, így a kép ktis mértékben módosul (a négyzetes különbség az eredetti kép és
a módosítot közöt ktisebb, mtint más térben használható zajszűrők esetében (Young
és mtsati. 1998)) és nem állít elő artefaktumokat. Így a normaltizálás és küszöbölés
alkalmazása  előt  a  kép  nem  szenved  olyan  módosításokat,  amelyek  mtiat  ktis
összefüggő struktfúrák elvesztődnének.

Az à trous transzformáctióval végzet detektálás előt tis végeztem zajszűrést, de az a
detektáló folyamat része, nem befolyásolja a paraméterszámítást.

Előfeldolgozásként nem alkalmaztam dekonvolfúctiós élesítést. Ez a művelet nem vált
általános gyakorlatá a ltine-scan mérések feldolgozásakor. A ltine-scan képek egy
dtimenztiós  mérések  sorozatából  állnak  elő,  és  a  nagy  zaj  sztint  mtiat  nehezen
végezhető el a dekonvolfúctió. Amennytiben mégtis működtik, csak részlegesen, a reáltis
PSF-nél  ktisebb  FWHM  értékkel  rendelkező  PSF-el  (3.4.2).  Ezért  a  paraméterek
számításánál mtindenképp a Ca2+ események ampltitfúdójának, tilletve reáltis FWHM
értékének eltolódásával kell számolnti (különösen az utóbbtiéval). Ez az eltolódás nem
jelentős a sparkok tidőhöz kötöt paraméteretinek számításánál (és ntincs jelentősége,
ha kontroll csoporthoz mért komparatív kísérletekben használjuk őket). A nagyobb
FWMH vtiszont jelentős eltolódást okoz a jel tömeg (signal mass) és Ca2+ ktibocsátás
fuxusának  számításakor.  Így  ebben  az  esetben  korrekctiós  paramétert  kell
alkalmaznti.  X-Y-t  képek  esetében  a  dekonvolfúctiós  műveletek  alkalmazásának
kérdését már fel lehet vetnti.
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Az  algortitmusok  jelentős  részében  a  konfokáltis  képek  hátérzaját  normáltis
eloszlásfúnak,  vagy  azt  közelítőnek  tektintetem.  Ez  tindokolható  a  mérésti  pontok
számértékével,  ezek  nem  jeleznek  nagyon  ktis  foton  számokat  detektáláskor.
Valójában a nyers képekből nyert htisztogramok jobbra elnyfúló jellege a fotonzajnál
erősebb zaj jelenlétét jelzti. 

A képek előfeldolgozása elvégezhető Potisson eloszlásfú zaj feltételezése esetében tis.
Erre  egy  megoldás  a  zaj  szórásának  stabtiltizálása  az  Anscombe  transzformáctió
módosítot  változatával  (Starck  és  mtsati.  2006),  így  a  zaj  közelítőleg  normáltis
eloszlásfú lesz, és alkalmaznti lehet az erre ktidolgozot módszereket konfokáltis képek
esetében tis, lásd Bankhead és mtsati. (2011).

5.2. Detektálási módszerek
Detektáláshoz előkészítet képként a normaltizált képet használtam (4.1.1) egyenletes
hátér esetében. Ha a hátér zaj eloszlása nem egyenletes, másként kell eljárnti (az
elemzet területet részekre osztva lehet elemeznti, lásd  Pticht és mtsati.  (2007)).  Az
általunk elemzet ltine-scan-ekben ez a probléma nem jelentkezet.

A  területek meghatározásához Cheng „klassztikus” algortitmusa ketős küszöbölést
használ,  az  à trous waveletre  épülő  algortitmusok  tizotróptikus,  egy  vagy
kétdtimenztiós, a skála függvény alakjával korreláló területeket határoznak meg.

Az  előálló  MRS  btinártis  maszkokat  rugalmasan  lehet  felhasználnti,  a  keresésti
algortitmusok  könnyen  alakíthatóak.  Az  à trous waveletre  épülő  módszer  több
kombtináctióra  ad  lehetőséget.  Az  MRS  maszkokat  keresztmetszet  vagy  egyesítés
logtikati műveletekkel tis fel lehet használnti detektálásra (von Wegner és mtsati. 2006;
Szabó  és  mtsati.  2010) vagy  a  hátér  és  a  zaj  levonásával  lehet  detektálnti  az
eseményeket (Bankhead és mtsati. 2011). 

A detektálásti krtitértiumként felhasználhatóak az MRS maszkokban található btinártis
alakzatok  (alak,  ktiterjedés,  egymás  utánti  sztintekben  megjelenő  fölöttiség).  Az
általam készítet függvénycsomag btiztosítja  ezeknek a jellemzőknek a ktinyerését
detektálásti vagy osztályozásti feladatokhoz (lásd 5.1 ábra).

A keresésti algortitmusok legkényesebb része a találatok elfogadása, különösen a ktis
méretű,  fókuszon  kívülti  sparkok  esetében.  A  küszöbölésti  módszerek  általában
néhány, egy másodtik küszöbbel ktiválasztot ktis összefüggő területet használnak erre
a célra.  Például  Holltingworth és mtsati.  (2001) 2 ptixel  x  tirányban és  1  ptixel  t
tirányban összefüggő területet használtak15.

15. Bankhead és mtsai. (2011) kimtutaták, hogy az x irányban egymás mellet található pixelek
intenzitás értékének korrelációja nagyobb, mint a t irányban egymás melleti pixeleké.
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A  wavelet  alapfú  módszereknél  az  elfogadást  meg  lehet  oldanti  egy  vagy  több
ktiválasztot wavelet  sztinten végzet ellenőrzéssel,  például  másodtik küszöböléssel,
ahogy  azt  az  ember  típusfú  események  keresésénél  történtik  (4.3.4),  a  sztintek
gyakorlattilag az eseményen belülti jellemzők meghatározására tis alkalmasak (pl. több
csfúcsfú esemény csfúcsatinak meghatározása). Ezeket a módszereket alkalmazva LSM
LIVE mtikroszkóp ltine-scan képetire állítotam össze spark detektáló algortitmust.

Elmélettileg a mtinta tillesztő módszer  (Kong és mtsati. 2008) btiztonságosabban oldja
meg  az  esemény  elfogadás  kérdését  (korreláctió  és  nem  paraméteres  stattiszttikati
teszt). Ennek ellenére, amtint azt a szerzők tesztjeti mutatják, tit tis csökken a módszer
érzékenysége  és  megbízhatósága  a  ktis,  tilletve  az  elmosódó  események  esetében
(Kong  és  mtsati.  2008).  A  szerzők  korrekctióként  több,  különböző  méretű  mtinta
tillesztését  ajánlják,  ezt  vtiszont  körülményes  és  tidőtigényes  a  gyakorlatban
ktivtiteleznti.

A jelenlegti  algortitmusok  S50 és  PPV50 értéketit  különböző  zajsztinten  nehéz
összehasonlítanti, mert 

• nem rendelkezünk mtinden szükséges timplementáctióval,

• a  szerzők által  használt  zaj  sztintek,  tilletve  azok eloszlása  sem egyeztik  a
publtikáctiókban,

• más és más  módszerrel előállítot  modell sparkokat használtak a sztimulált
képekben.
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5.1. ábra. MRS maszkok használata detektálásra

Az MRS maszkok tetszés szerint kombinálhatók objekttum detektálás vagy jellemzők
kinyerése  céljából.  a.  LSM 510  META készülékkel  készítet line-scan  kép  (1.5  ms
pásztázási periódtus). b. A kétdimenziós  à trous algoritmtus által előállítot wavelet
szintek  küszöbölése  tután  kapot  maszkok  (a  küszöbölést  a  4.3.2 szakaszban
bemtutatot  módszerrel  végeztem).  A  maszkok  melleti  számok  a  wavelet  szintet
jelentik, a küszöbölés a 2-5 szintekre történt.



Detektálásti módszerek

Ennek ellenére a detektálásti határt már erősen korlátozó BSNR=2-es sztint esetében
megállapíthatjuk,  hogy  az  à trous és  VST  (Vartiance  Stabtiltizattion  Transform)
algortitmus  (Bankhead  és  mtsati.  2011)  ugyanazon a  sztinten  valósítja  meg a  D50

értéket  ( Δ F /F 0 ~ 0.3 ),  a  hagyományos  algortitmus  esetében  ez  nagyobb  érték  (
Δ F /F 0 ~ 0.48 ). Ugyanez a helyzet a PPV50 értékkel ( Δ F /F 0 ~ 0.2  és Δ F / F 0 ~ 0.3 ). A

szerzők  értékelése  szertint  a  VST  jobban  teljesít  Potisson  jellegű  zaj  esetében.
Ugyanakkor a 100%-osan megbízható detektálást az algortitmusok kb. 0.9-1.0 relatív
ampltitfúdónál értik el, tehát ktis ampltitfúdójfú események esetében a hamtisan poztitív
találatokkal mtindenképpen számolnti kell.

Ezek  az  értékek  másként  alakulnak,  ha  kísérletti  képek  háterét  használjuk  a
sztimulált képek előállítására (lásd 4.4.2.6).

Tapasztalatom szertint a hátér, tilletve a zaj jellege és sztintje kísérlet sorozatonként
változtik,  így  mtinden  sorozat  esetében  ajánlot  mérnti  kísérletti  képek  háterét
használó sztimuláctióval a D50 és a 100%-os detektálásti sztintet, és meghatároznti azokat
a relatív ampltitfúdókat ahol már hamtis poztitív találatokkal kell számolnti. 

It  említem  meg,  hogy  az  à trous waveletre  épülő  detektálásti  algortitmusok
hátrányaként  fogható  fel  a  módszer  paraméterezése,  a  zajszűrést  és  detektálást
szabályozó  paramétereket  a  tesztjetink  során  használt  zajoktól,  tilletve  detektált
formáktól jelentősen különböző esetekben be kell állítanti a megfelelő feladatra.

A  sparkok  területének  meghatározása  és  eseményként  történő elfogadása
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5.2. ábra. Wavelet módszerrel zajszűrt spark

Jellegzetes spark (060131a02_09) normalizált (a) és wavelet módszerrel zajszűrt
( δ=4 , 4 wavelet szint) képe (b).
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feltételezésem  szertint  megvalósítható  gépti  tanulást  alkalmazó  módszerekkel  tis
(osztályozással), ebbe az  tirányba történő munka folyamatban van.

5.3. Paraméter számítás 
A  paraméter  számításokat  (4.2)  a  kutatások  számára  készült  elemzésekben  a
normaltizált képből végeztük, és nem alkalmaztunk továbbti javító műveleteket. 

Kísérletként számítotunk paramétereket wavelet módszerrel zajszűrt képből tis. A
wavelet  módszerrel  zajszűrt  kép,  bár  sokkal  jobb  függvény  tillesztéseket  tesz
lehetővé  nem  ajánlot  paraméterek  számítására,  részben  a  jelentős  ampltitfúdó
csökkenés, részben az előálló alakzatok (stima, éles csfúcsok nélkülti formáctiók) mtiat.
Az  elemző  programjatimban  lehetőség  van  ennek  a  képnek  a  használatára  tis
paraméter számításkor, de a torzulások jelentősek. Az  5.2 ábra a egy ttiptikus spark
normaltizált  (a)  és  zajszűrt  képét  tartalmazza  (b).  Mtivel  a  spark  (060131a02_09)
szabályos, a torzulás vtiszonylag kticsti, de ktisebb ampltitfúdójfú és nem fókuszban levő
sparkok esetében jelentősek a különbségek. Az 5.2 ábrán látható spark esetében az
FTHM és ampltitfúdó értékek kb. 7%-al nőnek, míg az FWHM érték 5%-al csökken, a
zaj  szűrt adatok következtében előálló paraméter változást az 5.3 ábra szemléltetti.

A szaktirodalomban a spark elemzések egytik fontos része a bemutatot módszerekkel
számítot paraméterekből számítot, különböző kísérletekből számítot htisztogramok
(ampltitfúdó,  FWHM,  lásd  5.4 ábra)  összehasonlítása.  Számolnti  kell  azzal,  hogy  a
paraméterek  számítása  a  ktis  ampltitfúdójfú  sparkok  esetében  torzul,  amtit  az
alacsonyabb ellenőrző korreláctiós értékek tis jeleznek. 
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5.4. A line-scan mérések jellegéből adódó kérdések
A sparkok megfgyelésére alkalmazot ltine-scan módszer kapcsán már a kutatások
kezdetén megfogalmazták a módszer jellegéből fakadó btizonytalanságti tényezőket
(Izu és mtsati. 1998; Cheng és mtsati. 1999; Rtios és mtsati. 2001). A mérés folyamán
pásztázot egyenes sparkoktól  mért távolsága tismeretlen,  és a módszer jellegéből
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5.3. ábra. Spark paraméter számítás normalizált és zajszűrt képen

A számításokat az  5.2 ábrán látható sparkon végeztük. a,c : Normalizált képen
számítot FWHM és FTHM görbék; b,d: zajszűrt képen számítot paraméterek.
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adódóan  a  távolabbti,  ktisebb  ampltitfúdóval  regtisztrált  sparkok  elmosódotabban,
ktisebb ampltitfúdóval, a nagyobb térbelti ktiterjedéssel és lassabb ktinettikával jelennek
meg  a  ltine-scan  képeken  (Pratusevtich  és  mtsati.  1996).  Sztimuláctiót  tis  alkalmazó,
mesterségesen  előállítot  ltine-scan  képeken  stikerült  összefüggést  megállapítanti  a
sparkok ltine-scan regtisztrált ampltitfúdó eloszlása és a sparkok valódti  ampltitfúdója
közöt (Rtios és mtsati. 2001). 
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5.4. ábra. Sparkok morfológiai paramétereinek empiriktus eloszlása

a.  Amplitúdó:  a  sparkok  legkisebb  amplitúdója  0.1  Δ F /F 0 ,  jól  megfgyelhető  az
empiriktus eloszlás hiperboliktus esése, illetve a megjelenő módtusz; b. FWHM; c. Felftutási
idő;  d. Időtartam.  0611128b mérés,  300. 1024x512-es kép, 2665 spark adataiból készült
hisztogramok.



A ltine-scan mérések jellegéből adódó kérdések

Az  elemző  program  megadja  egy  adot  kísérletsorozat  képetire  a  bemutatot
módszerekkel  számolt  paraméter  stattiszttikákat.  Az  5.4 ábrán  látható  spark
paraméter eloszlások értelmezése mtinden kísérletsorozat esetében fúj feladat marad.

5.5. Alkalmazás nagyfrekvenciás konfokális méréseken

5.6. LSM LIVE nagyfrekvenciás képek elemzése

5.6.1. Detektálás 

Az LSM 5 LIVE típusfú ltine-scan képek esetében egy 20 ms tidőtartamfú16 spark 0.05
ms pásztázásti sebességgel 400 képpontot fog át tidő tirányban (ugyanez a spark 1.54
ms-os  pertiódus  esetében  13  képpontra  vetül  kti).  A  LIVE  ltine-scan  mérések  így
lényegesen több képpontot rögzítenek t  tirányban, ezek száma az általam elemzet
kísérletekben 201000 és 801000 közöt változot, ez jelentősen növelti a számítógépes
erőforrások használatát elemzéskor (memórtia, processzortidő). 

Ha az egy dtimenztiós  starlet transzformáció dilatált skálafüggvényeinek pixelekben
megadott  szélességét  tekintjük  (5.1 táblázat),  akkor  15-35 ms  időtartamú sparkok
átfogásához a transzformáció 8.-dik szintjét kell használnunk.

Amennytiben a  4.3.4 szakaszban bemutatot  ember  típusfú eseményekre ktidolgozot
algortitmushoz  hasonló  algortitmust  alkalmazunk  a  8-9.-dtik  sztintekre,  ϵ=0.01  és
γ=0.35  paraméterekkel,  megfelelően  detektáló  algortitmust  kapunk,  ezzel

párhuzamosan a találatokat leszűkítetem például 3 ms-nál hosszabb találatokra (60
ptixel).  Az  általam  elemzet  képek  tartalmaztak  olyan  detektált  alakzatokat  tis
amelyeken a kalctium ktiáramlásti folyamatnak több lokáltis maxtimum pontja volt egy
eseményen  belül,  ezek  jól  detektálhatóak  a  3-as  és  4-es  wavelet  sztintek
küszöbölésével a már detektált teljes eseményen belül.

16. It a spark időtartama alat it a 4.2.2 pontban meghatározot „dturation” paramétert értem.

101

5.5. ábra. LSM Live készülékkel készült nagyfrekvenciás line-scan

A 0410601625 kép részlete  (t=1181, x=354 pixel), az teljes kép méretei
t=301000 pont, x=512 pont (kofeinnel kezelt béka izomsejt).
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Az  5.5 ábra egy LSM Ltive készülékkel készítet  ltine-scan részletet (t=1181, x=354
ptixel)  ábrázol  (  0410601625 kép részlete,  az  teljes  kép méreteti  t=301000,  x=512).  A
bejelőlést az említet algortitmussal végeztük.

Wavelet szint pixel idő 

0.05 ms skála

tér

 0.20790 μm skála

1 5 0.25 1.035

2 9 0.45 1.863

3 17 0.85 3.519

4 33 1.65 6.831

5 65 3.25 13.455 

6 129 6.45 26.703

7 257 12.85 53.199

8 513 25.65 106.191

9 1025 51.25 212.175

5.1. táblázat. A starlet transzformáció skálafüggvényeinek kiterjedése

5.6.2. Paraméterszámítás

Nagyfrekvenctiás képeken más paraméter számítást alkalmaztam (5.6 ábra). Ebben az
esetben az esemény fel és leszálló ágati lényegesen több mérésti pontot tartalmaznak,
így hosszabb szakaszokon végezhető el az ampltitfúdó, tilletve FWHM számolás. 

A  klassztikus  sebességű  ltine-scan képekre  ktifejlesztet  detektálás  és
paraméterszámításhoz kötődő algortitmusok tis jól alkalmazhatóak nagyfrekvenctiás
méréseken.  A  már  tismert  paramétereket  kti  lehet  számítanti  a  spark  teljes
tidőtartamára. Így az alábbti jellemzőket vezetem be a sparkok osztályozására:

• ampltitfúdó – a folyamatosan számolt ampltitfúdó maxtimum pontja,

• félérték  szélesség  –  a  maxtimáltis  ampltitfúdó  t  koordtinátájában  számolt
FWHM,

• signal mass görbe meredeksége.
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Mtivel  az  ampltitfúdó,  tilletve  FWHM  értékekkel  a  spark  teljes  tidőtartamán
rendelkezünk,  a  signal  mass jellemző  a  Módszerekben  bemutatot  3.35 ktifejezés
szertint számolható a felfutó ág mtinden pontjában. Ezt a számítást csak fókuszban
levő sparkokon lehet elvégeznti (magas ampltitfúdó értékek), alacsony sztintű hátérzaj
esetében.  A  meredekséget  megadó  egyenest  az  ampltitfúdó  maxtimumának  10%-át
elérő és a maxtimum utánti 1 ms-ot elérő t  pontok közöt tillesztetem a signal mass
görbére. 
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5.6. ábra. Paraméterszámítás nagyfrekvenciás LSM Live képen

Kofeinnel  kezelt  béka  izomsejtjében  regisztrált  spark  (04060625_35).  a.  Az
atutomata kereső algoritmtus által bejelölt terület, t irányban 100 (szaggatot vonaltól
mindkét  irányban),  x  irányban 20  pixellel  kiterjesztve  szimmetriktusan.   A  spark
maximális  amplitúdójának 10%-os elérését,  illetve maximtum pontját  a kép szélén
található  rövid  vonalak  jelzik.  b.  Összefüggő  görbe:  a  spark  térbeli  kiterjedésére
illesztet Gatuss görbéből számolt amplitúdó minden olyan pontban ahol az illesztés
elvégezhető.  A  szaggatot  vonal  a  spark  középvonalán  3  pontból  képzet  átlagra
illesztet Savitzky-Golay görbe.  c. A térbeli kiterjedésre  történő illesztéssel számolt
FWHM  görbe  minden  számolható  pontban.  d.  Signal  mass  görbe,  az  emelkedő
szakaszra illesztet egyenes dőlésszöge felhasználható a Ca2+ forrás intenzitásának
jellemzésére. Az egyenes illesztésének módszerét lásd a szövegben.
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5.7. Következtetések
A terület tismert kép és jelfeldolgozó módszeretit alkalmaztam, tilletve fúj módszereket
vezetem be amelyek lehetővé tesztik kalctiumkoncentráctió méréseknél a ktiértékelés
automattizálását (4.1.1, 4.1.2, 4.2, 4.3).

A spark típusfú események paraméter számításánál tigazodtam a spark kutatásokban
résztvevő  tudományos  közösség  gyakorlatához,  míg  az  ember típusfú jelenségek
esetében  ktialakítotam egy  jellemző  számítást,  amti  lehetővé  tete  az  események
osztályozását (4.3.4,  4.3.4).

Tanulmányoztam  a  detektáló  algortitmusok  érzékenységét  és  megbízhatóságát,
valamtint paraméteretik hatását az algortitmus vtiselkedésére és az opttimáltis paraméter
beállítást (4.4.2). Javítotam a detektálásti algortitmusok megbízhatóságán, és pontos
határokat adok ennek vonatkozásában.

Eredményként jelenleg két verztiójfú ktiértékelő program használható az tintézetben,
amelyek  lehetővé  teték a  Debrecenti  Egyetem  –  Orvos-  és  Egészségtudományti
Centrum – Életanti  Intézetében a  sejten belülti  Ca2+ felszabadulásti  eseményekhez
kötődő konfokáltis ltine-scan és XY képek elemzését. Ennél fontosabb, hogy a képek
ktiértékeléséhez  szükséges  algortitmusok  és  számítások  saját  timplementáctiójfú
függvények  formájában  elérhetőek,  így  bármtilyen,  a  területen  végzet
kísérletsorozat  esetében  ktiértékelő  programok összeállításában  felhasználhatóak
(lásd B Függelék).

Az algortitmusokat stikerült  nagy sebességű LSM 5 LIVE készülékkel készült  ltine-
scan képek elemzéséhez tis használnti.  A ktidolgozot algortitmusok ktis módosítással
használhatóak XY típusfú 2, tilletve 3 dtimenztiójfú (XY-t) képek elemzéséhez.
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Összefoglaló

Összefoglaló

Hátér
A dolgozat témáját az életan és btiofztika egy sajátos jelenségét vtizsgáló kutatások
keretén belül alkalmazot számítógépes módszerek képeztik. A jelenség tizomsejteken
belül  történtik és  az  tizom kontrakctiót  megvalósító  folyamatokat  foglalja  magába,
amelyeknek fontos szereplője a sejten belülti kalctium, mtint btiológtiati üzenethordozó.
A  tanulmányozot  folyamatot  először  1993-ban  rögzíteték  konfokáltis
mtikroszkóppal,  fuoreszcenctia  alapfú  képalkotó  módszerekkel.  Az  tintracellulártis
térrészben  történő  kalctiumkoncentráctió  változásokat  összefoglalóan  elemti
kalctiumfelszabadulásti  eseményeknek  nevezzük,  amelyekből  léteznek  egész  sejtre
ktiterjedő (globáltis) és csak ktis térrészben megjelenő (lokáltis) események.

A  néhány  mtikron  átmérőjű  térben  lezajló  események  rögzítésének  eszköze  a
konfokáltis  mtikroszkóp  volt  a  kutatások  utóbbti  20  esztendejében,  az  esemény
megfgyelése Ca2+ tionokhoz kötődő festékek fuoreszcens tulajdonságán keresztül
lehetséges. A festék megvtilágítása lézer sugárral történtik, a konfokáltis mtikroszkóp
működéséből  adódóan az  tily módon felfogot jelek tigen ktis  térrészből  rögzíttik a
jelenség dtinamtikáját.

Ezen  a  területen  a  mérésti  folyamatok  vezérlése  és  rögzítése  tis  számítógépes
módszerekkel történtik,  és szükség van számítógépes módszerekre az eredmények
ktiértékelésénél tis. 

A  konfokáltis  mtikroszkóppal  készítet  mérések  egy,  vagy  több  dtimenztiós  képek
formájában  tárolódnak,  ezek  elemzése  képfeldolgozásti  módszerekkel  történtik,
amelyek közt helyet kapnak a klassztikus képfeldolgozás területébe sorolt, tilletve a
spectiáltis, mtikroszkóp képek feldolgozását btiztosító módszerek, különös tektintetel a
fuoreszcens képalkotásra.

A  btiofztika,  valamtint  az  életan  tárgykörébe  tartózó  lokáltis  kalctium  események
paraméterszámítása  numertikus  módszerekkel  történtik.  A  numertikus  számítások
bemenetét a képfeldolgozás során lokaltizált események területetinek mérésti adatati
jelenttik.

A  téztis  háterét  jelentő  kutató  munka  elemti  kalctiumfelszabadításti  események
automattikus és tinteraktív elemzéséhez kötődtik, a módszerek a Debrecenti Egyetem
Orvos-  és  Egészségtudományti  Centrumának  Életanti  Intézetében  folytatot
kísérletek folyamán kerültek alkalmazásra.

Célkitűzések 
A téztis fontosabb célktitűzéseti :

a) Konfokáltis  mtikroszkóppal  készült  ltine-scan képek  elemzése számítógépes
kép és  jelfeldolgozásti  módszerekkel.  Ezek  a  képek az  Életanti  Intézetben
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készültek  elemti  Ca2+ események  btiofztikati  mechantizmusatinak
tanulmányozására  végzet  kísérletekben,  munkánk  első  szakaszában
klassztikus  ktis  frekvenctiás  konfokáltis  mtikroszkópokkal  (a  mtikroszkóp sor
pásztázásti pertiódusa 1 ms körülti).

b) Váztizomban  történő, konfokáltis mtikroszkóppal (elsősorban ltine-scan típusfú
képek létrehozásával) rögzítet Ca2+ események tanulmányozása, stattiszttikati
feladatok  megoldásához  szükséges  paraméterek  számítása,  Ca2+ esemény
jellemzők meghatározása és számítása olyan esetekben, amtikor nem léteztik
az  tirodalomban  általánosan  elfogadot  módszer  erre,  pl.  Ca2+ „ember”
(parázs) típusfú események esetében. A ktidolgozot módszerek alkalmazása
kísérletti adatok feldolgozásában.

c) Az  esemény  detektálásti  algortitmusok  hatékonyságának  és
megbízhatóságának  vtizsgálata  kalctium  eseményeket  tartalmazó  ltine-scan
képeken. Az algortitmusok konfgurálható paraméteretinek hatását lemérve
az opttimáltis beállíthatóság elemzése.

d) A  ktidolgozot  algortitmusok  és  elemzésti  módszerek  adaptálása  nagy
frekvenctiás  ltine-scan  képek  elemzéséhez.  A  nagy  frekvenctiás  (pásztázásti
pertiódus  50  μs körülti),  modern  mtikroszkópok  által  rögzítet  képeken
ugyanazok  a  jelenségek  más  alakzatal  jelennek  meg,  mtint  a  klassztikus
képeken.

e) A  témakörben  általánosan  használható  függvény  csomag  és  grafkus
felületű  feldolgozó  programok  ktidolgozása  az  a-d  pontokban  említet
feladatokhoz.

Módszerek
A  fejezetben  a  konfokáltis  képalkotás  területére  jellemző  kérdések  kerülnek
bemutatásra,  utána  a  területre  jellemző  fontosabb  kép  és  jelfeldolgozásti
módszerekkel  foglalkozom.  Ebben  a  részben  mutatom be  részletesen  a  ltine-scan
típusfú, tér és tidő koordtinátájfú képek jellegzetességetit, és az elemzésükhöz szükséges
előfeldolgozó eljárásokat (normaltizálás, zajszűrés).

A  téztis  egytik  fontos  témája  a  ltine-scan  képeken  való  eseménydetektálás,
bemutatásra kerülnek az tirodalomba fellelhető fontosabb detektáló módszerek.

A képeken található hátérzaj kezelése centráltis kérdés, így foglalkozom a zajszűrés
lehetőségetivel tis. 

A  kalctium  eseményekhez  kötöt  btiofztikati  paraméterek  számítása  ugyancsak
megoldandó gyakorlatti célktitűzés, így tit mutatom be a tudományos közösség által
általánosan elfogadot módszereket kalctium spark eseményekre.

A  dolgozatban  alkalmazot  algortitmusok  egy  csoportja  dtiszkrét  wavelet
transzformáctióra épül, így a módszertanti részben az alkalmazot transzformáctió tis
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bemutatásra  kerül.  A  transzformáctiót  Starck  és  Murtagh  alkalmazta  először
cstillagászatti képek elemzésére (Starck és mtsati. 1998a), tilletve von Wegner és mtsati.
(2006)  konfokáltis  képekre.  Az  transzformáctió  egytik  neve  à trous transzformáctió
(stactionártius wavelet transzformáctió név alat tis tismert). Wavelet függvényként a
köbös B-spltine skálafüggvényre épülő waveletet  használtam (akárcsak a módszer
bevezetőti),  ennek  tulajdonságati  különlegesen  alkalmassá  tesztik  orvos-btiológtiati
képek  elemzésére  (véges  tintervallumon  defntiáltak,  egyszerű  algortitmusok
alakíthatóak  használatukkal,  sztimmetrtikusak,  opttimáltis  tidő-frekvenctia  lokaltizáló
tulajdonságatik vannak). 

Eredmények
Ebben  a  fejezetben  négy  pontban  mutatom  be  az  elért  eredményeket,  és  ezzel
támasztom alá a célktitűzésben felsorolt célokat.

Az első részben bemutatom a klassztikus,  fúgynevezet ketős küszöbölő detektáló
módszer  alkalmazásával  elért  eredményeket,  ezt  munkám  első  tidőszakában
használtam. A képek előfeldolgozására egy fotókorrekctiós eljárást fejlesztetem, ezt
tis ebben a részben mutatom be előfeldolgozó eljárásként. 

A fejezet másodtik részében a sparkok btiofztikati paraméterszámításával kapcsolatos
megoldásokat tismertetem. Ugyantit mutatok be egy fúj  módszer kalctium „ember”
(parázs) típusfú események paraméterszámítására.

A fejezet harmadtik részében az à trous wavelet alapfú zajszűrés  és detektálás saját
timplementáctióját  mutatom  be  egy  és  kétdtimenztiós  esetekre.  Foglalkozom  egy
előszűrésti eljárással tis (tüskeszűrés, amelyet sztintén az à trous waveletre építek). A
Továbbtiakban az egy dtimenztiós detektáló algortitmus használatának lehetőségével
kalctium „ember” események esetében, mtivel ez az eljárás jobb eredményeket ad nem
tizotróp ktiterjedésű események esetében.  It megadok egy eljárást  „ember”  típusfú
események detektálására.

Végül  a  negyedtik  részben  a  wavelet  alapfú  detektálás  megbízhatóságát,  tilletve
szenztittivtitását  elemzem  egy,  a  klassztikus  módszerrel  összehasonlító  mérés
sorozatban. A mérésben elvégzet teszteket sztimulált képeken végeztem, tit mtind a
hátérzaj, mtind pedtig az események sztimulálására saját módszereket tis alkalmaztam
(hátérzaj generálása  kísérletti  képek  felhasználásával,  esemény  sztimuláctió).  A
fejezetben  konkrét  detektálásti  és  zajszűrésti  paraméter  értékekre  adok  meg
megbízhatóság és szenztittivtitást  jellemző valószínűségeket. Ezek alátámasztják az a
feltevést,  hogy a wavelet  módszer megbízhatóbb és  nagyobb szenztittivtitást  mutat
kalctium  sparkok  esetében.  A  wavelet  módszert  teszteltem  egy  tüskeszűrő
előfeldolgozás  esetére  tis,  amely  növelti  a  módszer  megbízhatóságát  jelentős
szenztittivtitás  veszteség  nélkül.  A  mérések  fgyelembe  vételével  a  detektálásti  és
zajszűrésti  algortitmusok  paraméteretinek  választása  lényegesen  egyszerűbbé  váltik
gyakorlatti kísérletek ktiértékelésében.
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Diszktusszió
A  téztis  befejező  fejezetében  tárgyalom  a  módszerek  Életanti  Intézetben  történő
kutatásokban való alkalmazása folyamán felmerült kérdéseket. 

Ugyantit  mutatom be a módszerek alkalmazásának lehetőségét nagy frekvenctiás
ltine-scan képekre tis. Ezeken a képeken a spakok más alakzatban jelennek meg a
nagyobb sebességű pásztázás mtiat, így a nem tizotróp formáctiókat az egy dtimenztiós
à trous transzformáctióra épülő módszerekkel lehet detektálnti. Ugyantit adok meg
egy paraméterszámításti eljárást nagyfrekvenctiás képeken regtisztrált sparkokra.

A  kutatás  folyamán  megvalósítot  eredmények  összefoglalója  megtalálható  a
Téztisfüzetben. 

Az elemzés gyakorlatti megvalósítása folyamán a  MATLAB (Te MathWorks, Inc.,
Natick,  Massachtusets,  United  States) programozásti  környezetet  használtam.  A
munkám  folyamán  alap  algortitmusokat  timplementáló  függvénycsomagokat,
tinteraktív  grafkus  felületel  rendelkező  elemző  programokat,  tilletve  automata
elemzést  btiztosító  eljárásokat  fejlesztetem.  Következményeként  a  fontosabb
eljárások  egy-egy  függvénycsomag  részeként  felhasználhatóak  fúj  feldolgozások
gyors előállítására.

A módszereket több kutatás keretén belül használtuk az Életanti Intézetében, amtint
a „A ktiértékelésti módszerek használata kísérletekben” című szakaszban megadot
publtikáctiók tükröztik. 
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Backgrotund
Te matin toptic of thtis thestis are computer based methods used by a spectifc feld of
research  tin  phystiology  and btiophystics:  calctium stignalting tin  muscle  cells.  As  a
btiologtical  messenger,  tintracellular  calctium  plays  an  timportant  role  tin  muscle
exctitattion-contracttion  process.  Intracellular  local  calctium  concentrattion  changes
tinduce the muscle contracttion, these are termed tintracellular calctium release events
tin  muscle  cells.  Tey  have  been  frst  observed  tin  1993  by  methods  based  on
fuorescence timagting.

In thtis area measurements are controlled by computers, moreover, evaluattion of the
results need also computattional techntiques. Confocal mticroscopes regtister stignals as
one, two or multtidtimenstional timages, tin consequence measurement tinterpretattion tis
based on methods used tin timage and stignal processting. Some of the appltied timage
processting  methods  belong  to  classtical  methods,  some  to  spectial  methods
establtished tin fuorescent timagting.

Te  btiophystical  and  phystiologtical  parameters  appear  as  matin  features  of  these
events, and are calculated tradtittionally by numertical methods, notably the tinput of
these calculattions are mticroscope regtistered data of the detected events.

Background of  thtis thestis tis  an ongoting research acttivtity targetting the study of
elementary calctium release events tin muscle cells organtized at the Department of
Phystiology, Research Centre for Molecular Medtictine, Medtical and Health Sctience
Centre, Untiverstity of Debrecen.

Goals
Te prtimary goal of the thestis was to adapt well known computer based methods to
thtis feld of research, the secondary goal was to develop new methods for the area.
My research and developmental acttivtity tincluded the followting:

a) Analystis of ltine-scan confocal timages based on timage and stignal processting
methods.  Te  timages  were  regtistered  at  the  Department  of  Phystiology
durting  research  studties  of  elementary  calctium  release  events.  Te  frst
pertiod of these research programs was charactertized by the recordting of
classtical ltine-scan timages (scannting pertiod around 1 ms/ltine).

b) Study  of  elementary  calctium  events  tin  skeletal  muscle  by  calculatting
btiophystical  parameters  needed  for  stattisttical  processting,  frst  of  all  by
applyting  known  and  generally  accepted  methods.  Calculatting  event
charactertisttic features for cases when no establtished method extists, ltike tin
the case of calctium „ember”-s.

c) Study  of  efctiency  and  reltiabtiltity  of  elementary calctium event  detecttion
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methods on ltine scan timages. Our tintent was to spectify gutideltines, how to
set  up  algortithm  confgurattion  tin  order  to  achtieve  the  best  results  tin
expertimental data analystis.

d) Adopttion of event detecttion and parameter calculattion methods used for
classtical  ltine-scans  to  the  analystis  of  htigh  frequency  ltine  scan  timages.
Events on htigh frequency ltine scans (scannting pertiod ~ 50  μs/line) appear
with a different calcium event kinetics.

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

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

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

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

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

A part of the algorithms used in the thesis are built on a discrete wavelet transform, so
in addition the Methods chapter presents the à trous or stattionary wavelet transform.
Prevtiously  the  transform  was  frst  used  for  timage  processting  by  Starck  and
Mourtagh (1998) tin astronomy and von Wegner et al. (2006) for confocal timages. As
wavelet functtion the wavelet based tin the cubtic B-spltine was used, notably for the
excellent propertties tin medtical and btiologtical timage processting (compact support,
stimple and fast timplementattion, symmetrtic scalting and wavelet functtion, opttimal
ttime-frequency localtizting propertties).

Restults
In thtis chapter four areas are covered tin order to support the goals of the thestis.

Te frst part covers results obtatined durting the begtinnting pertiod of the research
work by usting the classtical double threshold algortithm. A photobleachting correcttion
algortithm timplementattion tis presented here also as a preprocessting soluttion for ltine
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scans.

Secondly methods for spark parameter calculattions are dtiscussed. Aferwards a new
method  of  parameter  calculattion  for  elementary  calctium  release  event  of  type
calctium „ember” tis presented.

Ttird part of the Results chapter presents the appltied timplementattion of the à trous
algortithm tin one and two dtimenstions, used for notise flterting and event detecttion. A
new sptike flter butilt upon the frst two, htigh frequency component wavelet levels tis
presented.  Next  the  detecttion  of  non  tisotroptic  events  by  the  one  dtimenstional
transform  tis  dtiscussed  and  an  algortithm  to  detect  calctium  „ember”  events  tis
presented.

Ftinally, the fourth area evaluates the reltiabtiltity and senstittivtity of the à trous wavelet
based detecttion tin measurements comparting tit to the classtical soluttion. Results of
tests  performed  on  stimulated  timages  are  evaluated.  As  for  creatting  stimulated
timages a method based on expertimental timages tis also presented (outstide methods
of  generatting  notise  wtith  a  known  dtistrtibuttion)  moreover,  methods  of  creatting
stimulated events are dtiscussed. Probabtiltitties charactertizting postittive predticttive value
(PPV) and senstittivtity (S) are gtiven for selected parameter values and ampltitude of
calctium spark events  (tin  relattive  fuorescence  untits).  We  conclude,  that  wavelet
based detecttion tis charactertized by beter PPV and S values on calctium spark events
contatinting  ltine  scans.  Te  wavelet  detecttion  method  tis  evaluated  tin  case  of
preflterting  for  sptikes  also,  and  achtieves  beter  reltiabtiltity  wtithout  stigntifcant
senstittivtity loss. Based on the conducted tests, parameter selecttion for notise flterting
and detecttion algortithms tin expertiment analystis tis stratightforward.

Disctussion
Eventually thtis chapter dtiscusses some aspects revealed by applyting the methods tin
calctium release event expertiments at the Department of Phystiology.

Te chapter also presents the analystis of htigh frequency ltine-scans by the presented
methods. On htigh frequency ltine-scans (scannting pertiod around 50 μs/ltine) calctium
sparks appear  wtith  a  dtiferent  shape compared to  classtical  ltine  scans  (scannting
pertiod around 1 ms/ltine). A method based on the one dtimenstional à trous transform
constiderting  detecttion  of  thtis  non  tisotroptic  shaped  events  tis  presented.  Next
parameter calculattion for htigh frequency ltine-scans tis dtiscussed, and the calculattion
of  a  new parameter  charactertizting calctium release tis  menttioned (slope of  stignal
mass).

Results of the research are summartised tin the Testis document.

To solve  the  practtical  tasks  related to data analystis  we used the MATLAB (Te
MathWorks, Inc., Natick, Massachtusets, United States) envtironment. As a result, we
developed a functtion ltibrary contatinting all our bastic algortithms for calctium event
analystis, tin addtittion two GUI based applticattions and automattic analystis methods
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were timplemented.

Te  methods  were  used  durting  vartious  research  projects  at  Department  of
Phystiology, Research Centre for Molecular Medtictine, Medtical and Health Sctience
Centre, Untiverstity of Debrecen (Sztigetti et al. 2007; Lukács et al. 2008; Almássy et al.
2008; Fodor et al. 2008; Szabó et al. 2010; Vtincze et al. 2012).

119



Függelékek

Függelékek

A. A felhasznált konfokális mérések adatai

LSM510 és LSM510 META mérések

Az LSM510 mtikroszkóp a méréseket egy szofver segítségével írja kti a mtikroszkóp
számítógépének merevlemezére. Egy kísérlet mérésetit külön könyvtárba mentti, az
ot található adatok összesítésére egy Mticrosof Access formátumfú adatbáztist hoz
létre (ezt egy .mdb típusfú fájlban található). Ebben tárolja a mérésti paramétereket,
valamtint a konkrét mérésti adatokra vonatkozó referenctiákat. A mérésti adatok külön
fájlokban  találhatóak,  ugyanabban  a  könyvtárban  vagy alkönyvtárában,  a  fájlok
típusa agy saját formátumfú TIF típusfú fájl, ezek állomány név ktiterjesztése LSM. Az
adatbáztis, tilletve az LSM típusfú fájlok tartalmának részletes leírását a Zetiss cég által
ktiadot leírások tartalmazzák, tinformáctióforrásunk a Ftile Formats  LSM 510/LSM 5
PASCAL Release 3.2, 2003-ban ktiadot techntikati leírás volt (Carl Zetiss Jena 2003). Az
egyes  LSM  adatfájlok  tartalmazzák  a  konkrét  mérésre  vonatkozó  paramétereket
TIFF címkék (tag)  formájában,  ezek Zetiss spectifkusak.  Az adatbáztis  10 táblában
tárolja a mtikroszkóp beállításatinak, valamtint a méréseknek az adatatit.

Az általunk használt  LSM  line-scan mérések a mérés ScanMode TIFF paramétere
után azonosíthatóak (értéke 'ltine'). Legtöbb mérésünk 1024×512 képpontból áll (tidő
és  tér  koordtináták),  de használtunk 2048 vagy 4096 képpontos méréseket  az tidő
dtimenztióban.  A  leggyakortibb  beállításokat  az  A.1  táblázat  tartalmazza  –  egyes
méréseknél változnak a paraméterek, azokat a megfelelő TIFF címkékből kti lehet
olvasnti. 

Az A.1  táblázat  a  mérések  feldolgozás  szempontjából  legfontosabb  adatait
tartalmazza,  a  rögzített  paraméterek  száma  nagy,  ezek  a  TIFF  címkéken
keresztül  kiolvashatóak.  A  TIFF  állományok  belső  kódolása  12  bites
mintavételezés  után  16  bites  egész  számmal  történik  pixelenként,  ezek
kódolják a detektor által mért foton számokat (nyers mért adat).

LSM LIVE mérések

Az elemzett LSM 5 LIVE mérések esetében a pásztázási periódus 0.05 ms, ez
azt jelenti, hogy 1000-1500 ms átfogásához (sparkok esetében ennyi szükséges
az  események  megfigyeléséhez)  több  tízezer  térbeli  sor  rögzítésére  van
szükség. A fenti példában ez a szám 30000, ami 30000×512 képpontból álló
képet eredményez, de nem ritka a 60000 vagy 80000 sort rögzítő mérés sem.

120



A. A felhasznált konfokáltis mérések adatati

TIFF címke LSM 510
META

 érték

LSM 5
LIVE 

érték

Megjegyzés

ScanType line line pásztázás típusa

DimensionX 512 512 méret pixelben

DimensionTime 1024 30000 méret pixelben

TimeInterval 1.54 0.05 pásztázási periódus 
miliszekundumban

ENTRY_OBJECTIV
E

C-
Apochromat
63x/1.2 W

cor

C-
Apochromat
63x/1.2 W

cor

tárgylencse típusa

SAMPLE_SPACING 0.139509 0.207 pixelek közti távolság az
X irányban 
mikrométerben

LASER_NAME Argon a használt lézer neve

PIXEL_TIME 1.3 1.1 az egy pixelre szánt idő 
mikroszekundomban, az
integrálási idő 0.7 *  
PIXEL_TIME

BITS_PER_SAMPL
E

12 12 hány biten történik a 
mintavételezés

PINHOLE_DIAMET
ER

160 16.6 a pinhole átmérője 
mikrométerben

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

Minkét  műszer  esetében  a  fenti  adatok  általánosan  jellemző  adatok.  A
munkánk  folyamán  használt  konkrét  mérések  jellemzői  megtalálhatóak  a
következő alfejezetben.
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Tesztekben és példákban használt mérések

A  TPEN-el  végzet  kísérletek  leírása  megtalálható  a  következő  publtikáctióban:
Sztretye (2009)  37, 46, 66-73 oldal, Sztretye és mtsati. (2007).

A  Maurokalctin-al  (MCa)  végzet  kísérletek  leírása  megtalálható  a  következő
publtikáctióban: (Lukács és mtsati. 2008; Lukács és mtsati. 2008). 

Az ábrák elkészítésénél az Életanti Intézetben készítet képeket használtam, ezeket
az alábbti fájl nevek szertint lehet vtisszakeresnti:

0602209b31 LSM 510 META, ltine-scan, 1.54 msec x 0.13955 μm, béka, 50nM MCa_8,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1.

0602130b07  LSM 510 META,  ltine-scan,  1.54  msec  x  0.13955  μm,  béka,  glutamát,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1.

0602130b21  LSM 510 META, ltine-scan, 1.54 msec x 0.13955 μm, béka, 50 nM MCa,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1. 

0602202a41 LSM  510 META,  ltine-scan, 1.54 msec  x  0.13955  μm,  béka,  100 nM
MCaWT, Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2,
Gatin 1.

0602130b06  LSM 510 META,  ltine-scan, 1.54  msec  x  0.13955  μm,  béka,  glutamát,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1.

0602130a LSM 510 META, ltine-scan, sorozat,  1.54 msec x 0.13955 μm, kontroll+50nm
Mca

0602131a LSM 510 META,  ltine-scan, sorozat,  1.54 msec x 0.13955 μm, kontroll 

062214a  LSM 510 META, ltine-scan, 1.54 msec x 0.13955  μm, béka,  100nM MCa_8,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1.

2021202123_19  LSM 510 META, ltine-scan, 1.0 msec x 0.328 μm,  egér, Objektív EC
Plan-Neofuar 40x/1.30 Otil DIC M2, Lézer Dtiode 488-10 , Ptinhole 27.6 μm, Zoom 1.
0512215b02 LSM 510 META, x-y-z scan, első frame,  983 msec-frame, x-y: 0.279 μm
x 0.279 μm, béka,  alacsony Mg (4mM), Objektív C-Apochromat 63x/1.2  W, Lézer
Argon, Ptinhole 160 μm, ZoomX 1, ZoomY 1, Gatin 1, Lézer erősség 7.5
0512215b20   META,  ltine-scan,  1.54  msec  x  0.14  μm,  béka,  alacsony  Mg (4mM),
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1,
Lézer erősség 7.5, Ptinhole: 16.6  μm, Zoom: 1
0602130a07  LSM  510 META,  ltine-scan, 1.54  msec  x  0.13955  μm,  béka,  kontroll,
Objektív C-Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 2, Gatin 1.
0420602625  LSM  Ltive,  ltine-scan,  0.05  ms  x  0.207   μm,  béka  -  kofetinnel  kezelt
(1mM/l),  teljes méret :  301000×512, Objektív: C-Apochromat 63x/1.2 W cor,  Lézer:
Dtiode 488-10.
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0612128b  LSM 510 META,  ltine-scan, 1.54  msec  x  0.13955  μm, béka,   Objektív  C-
Apochromat 63x/1.2 W, Lézer Argon, Ptinhole 160 μm, Zoom 1.

Tesztekben és példákban használt események 

060130b07_9 Béka, glutamat, kontroll

Image:  060130b07,  detection:  Traditional,  spark  no:  9,  Area  in  pixels  tmin=217,
tmax=254,  xmin=144,  xmax=179,  Ampl=3.262 Δ F /F 0 ,  FWHM=2.156  μm,
FTHM=13.88 ms, Duration: 38.50, Rise Time: 7.31

060130b21_6 Béka, 50 nM maurokalcin

Image: 060130b21, detection: Wavelet 1D, ember no: 6, Area in pixels 
tmin=75, tmax=638, xmin=408, xmax=457, Average Ampl=0.15 Δ F /F 0 , 
FWHM=2.27 μm,  Duration: 748 ms  
060202a41_18 Béka, 100 nM maurokalcin

Image: 060202a41, detection: Wavelet 1D, ember no: 17, Area in pixels 
tmin=228, tmax=797, xmin=367, xmax=417, Average Ampl=0.214 Δ F /F 0 , 
FWHM=2.54 μm,  Duration: 650 ms
060130b06_5 Béka

Image:  060130b06,  detection:  Wavelets,  spark  no:  5,  Area  in  pixels  tmin=863,
tmax=883,  xmin=52,  xmax=75,  Ampl=3.556  Δ F /F 0 ,  FWHM=2.427  um,
FTHM=11.20 ms, Duration: 16.94, Rise Time: 5.30

06214a_2 (spark)  és   06214a_7 (ember) Spark paraméterei:  detection:  Wavelets,
spark no: 2, Area in pixels tmin=35, tmax=53, xmin=189, xmax=203, Ampl=1.502
dF/F,  FWHM=1.472  um,  FTHM=11.94  ms,  Duration:  13.86,  Rise  Time:  3.17  2;
Ember paraméterei: Av. Amp. 0.367 Δ F /F 0 , FWHM: 2.36 um, Duration 775 ms.

060131a02_09

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

04060625_35,  detection:  Wavelets,  spark  no:  35,  Area  in  pixels  tmin=790,
tmax=1234,  xmin=401,  xmax=419,  Ampl=0.554  dF/F,  FWHM=2.008  um,
FTHM=11.40 ms, Duration: 20.80, Rise Time: 5.15

B. Grafikus interfésszel rendelkező alkalmazások, 
függvénycsomagok
A programok és függvénycsomagok MATLAB környezet (MATLAB, Te MathWorks,
Inc., Natick, Massachtusets, United States) alat készültek. Az algortitmusok egy részét
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átírtam C nyelvre tis, ezek MEX fájlként futathatóak MATLAB alat. A két függvény
csomag készült: 

• LSM: az LSM 510 META által készítet képek elemzését btiztosító, grafkus
felhasználóti felületel rendelkező csomag.

• LIVE: az LSM 510 META és LSM LIVE által készítet nagy méretű képek
elemzését  tis  btiztosító,  grafkus  felhasználóti  felületel  rendelkező  csomag
(gyakorlattilag  bármtilyen  Zetiss  készülékkel  előállítot  ltine-scan  kép
elemzésére  alkalmas,  és  ktiterjeszthető  XY  vagy  más  képek  elemzésére).
Ebből a csomagból több detektáló algortitmus, tilletve azok kombtináctiótit lehet
használna,  fújakat  lehet  betillesztenti.  A  csomag  beépítet  szűrőket  és  a
morfológtiati paraméterek emptirtikus eloszlásának vtizsgálatát tis tartalmazza.
Az  egyedti  algortitmusok és  számítások külön használhatóak,  amennytiben
más típusfú elemzést kell végeznti mtint az eddtigtiek. Az összeállítot elemzésti
láncokat  a  LIVE  tinterfész  alat  lehet  használnti  mtintimáltis  programozásti
munkával. 

Az LSM grafikus felület

A LSM 510 META  mtikroszkóppal készült képek elemzéséhez egy grafkus felület
készült  amti  megkönnyítti  a  képek  kezelését  elemzés  alat  és  tinteraktív  kézti
ktiértékelésti lehetőségeket tis btiztosít.

LIVE grafikus felület

Az  LSM  LIVE  típusfú  mtikroszkóp  nagy  méretű  képetihez  fejlesztet  tinterfész
bármtilyen  LSM  ltine-scan-t  tud  elemeznti.  A  feldolgozásti  lánc  konfgurálható,  a
függvény könyvtár használatával.

A grafkus felületek egy része az alábbti ábrán látható.

a. LSM felület részlete 

b. „Ember” típusfú események elemzése 

c. LIVE felület tindítóablaka

d. LIVE felület megjelenítő ablaka 
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C. Mesterséges sparkok előállítása szimulációval
Az  elemti  kalctiumfelszabadulásti  események  sztimuláctióját  egy  dtiffúztió-reakctió
sztimuláctiót végrehajtó programmal végeztem, ez Douglas-Gunn  (Morton és mtsati.
2006) véges  dtiferenctia  módszerrel  oldja  meg  a  3  dtimenztiós  dtiffúztió-reakctió
egyenletrendszert (1.1, 1.2, 1.3 -nak megfelelő egyenleteket), tetszőleges számfú Ca2+

puferrel.

A  sztimulált  spark  előállítása  a  következő  paraméterekkel  történt  (D-dtiffúztiós
állandó  μm2s-1,  Kplus,  Kmtinus  asszoctiáctiós,  tilletve  dtisszoctiáctiós  reakctió  sebesség
állandóti, T teljes koncentráctió μM-ban) : a tér ktiterjedése 8.78 μm oldalfú kocka; 63
rácspont egy élen, kalctium forrás: 2 pA, 1.2 ms tidőtartamtig, egy lépés tidőtartama
0.01 ms;  kalctium puferek: fuo-3 ( D 0.02, Kplus 0.23, Kmtinus 0.17, T 100), tropontin
(D 0.0,  Kplus  0.057,  Kmtinus 0.01154,  T  240),  parvalbumtin (  D 0.026,  Kplus  0.125,
Kmtinus 0.00055, T 1000). A kalctium paramétereti D 0.35, hátér koncentráctió 0.1 μM.

A szimulációs teret egy egyenes mentén pásztázva szimulált line-scan állítható elő (az
egyenes  távolsága  a  forrástól  0.278  μm).  A tér  koncentráció  értékeket  tartalmazó
pontjain a mikroszkóp pont kiterjedési függvényét szimulálva egy 3 dimenziós Gauss
függvénnyel végrehajtott konvolúció futott le (a szórás x, y irányban 0.5, z irányban
0.9  μm).  Egy  szimulált  line-scan  és  spark  az  1.3 ábrán  látható,  ez  a  CaFluo
koncentráció (1.4 egyenlet) konvolúció által módosított értékeit tartalmazza.

Az egyenletet megoldó program FORTRAN 90-ben készült és Ltinux dtisztrtibfúctiókon
fut.
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