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1 1. FEJEZET MMA TECHNOLOGIA

1. MMA technolégia

Az MMA (Multiplex Microbead Assay = mikrogyongy alapi multiplex ana-
litika) technolégia egy analitikai modszer. Az MMA technologia legnagyobb
elénye az, hogy egyetlen mérés soran tobb reagenst hasznalhatunk, ha kiilonb6z6
festékkel jeloljiik meg a kiilonb6z6 reagensekkel fedett gyongyoket. Ily moédon a
sziikséges (vér, plazma, oldat vagy egyéb) minta mennyisége jelentGsen kisebb
lehet. Legnagyobb eredménynek azt tartom, hogy tanulményozva az MMA tech-
nologiat hasznalok szokasait, kialakult munkafolyamatait, sikeriilt kialakitani
és dokumentalni egy olyan moédszert, ami szamitoégépes programokkal tdmogat-
haté. FEzen tul, elkészitettiik az eredmények értékelésének automatizalésat is,
illetve az eredmények Osszeallitdsat, nyomtatasat és azok hitelességi problémait
is kielégité moédon kezeltiik.

1.1 Az MMA technologia alapjai

Egy festék kiilonbozd koncentracioban valo hasznalataval maximum 10-16 gyon-
gyot kiillonboztethetiink meg egy mérés soran. Két csatorna adatainak hasznala-
taval két festéket kiilonboztethetiink meg, igy a megkiilonboztethets gyongyok
maximaélis szaima 256-ra emelkedik. A megkiilonboztethets gyongyok maximalis
szama kiilonb6z6 méretid gyongyok hasznalataval terjeszthets ki.

A SAT Flow szoftver segitségével a kutatok megtervezhetik a kisérleteiket
és az ASF Creator program segitségével kit-eket készithetnek hozzajuk. Egy
kit reagensek és oldatok készlete, ami az adott kisérlet tipusahoz igazodik. A
kit-ekhez mellékelt leir6 dllomanyt Assay Specification fajlnak (réviditve: AS
fajlnak vagy ASF-nek nevezziik).

Az eredeti elképzelés szerint két program késziilt. Egy (ASF Creator) az AS
fajlok létrehozéasahoz és egy (SAT Flow) a kisérletek tervezéséhez és kiértékelé-
séhez. Fz két kiillonb6z6 felhasznaloi csoportot jelentett. Csak a kit Gsszeallitdja
volt jogosult modositasokat eszkdzolni az AS fajlokon. Ennélfogva az ASF Cre-
ator program egy titkosité algoritmussal védett. Kés6bb az elvarasok megval-
tozéaséaval a Soft Flow Kft. (lasd [10]) a programok egyesitése mellett dontott.
Az elkésziilt programok nagymértékben megkonnyitik a bioldgiai témékban ku-
tatok kisérleteinek tervezését és kiértékelését.

1.2 Egy mérés lépései

Egy mérés a kovetkezs 1épésekbdl all:
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e El6szor is a mintat ossze kell keverni a megfelel§ reagensekkel.

e Az igy nyert oldatot szerves fluoreszkalo festékkel kell elkeverni, ami fel-
kotédik a reagensekre.

e Az oldatot a késziilékbe kell helyezni.
e A felhigitott oldat egy kapillarison keresztiil a cuvet-be keriil.

e Lézer vilagitja meg a nagysebességi oldatot. A lézerfény tobb irdnyban is
visszaverddik, illetve elnyelédik. Elnyeldés esetén a festékmolekula fényt
kezd kibocsatani.

o Az ’esemény’ kifejezést a lézernyalab el6tt elhaladé mintara hasznaljuk.

e A visszaverddé fény intenzitasat megfelelGen elhelyezett szenzorokkal rog-
zitjik.

o A jeleket a cytometer feldolgozo egysége digitalizalja. A régebbi késziilékek
8, 10, 15, 16 bitet hasznalnak, a legjabb modellek pedig 32 bitet. Alta-
laban lehetGség van a jelek logaritmikus konverzidjara a jobb eredmények
érdekében.

e A digitalizalt csatorna értékekbdl a gytijté szamitogépben késziil egy List
Mode file (roviditett alakja: LM file) az egyes mérésekhez.

1.3 Az ASF Creator szoftver

Egy 4j kit 1étrehozasa az 6sszes adat megadasaval vagy egy 1étezd kit adatainak
a modositasaval lehetséges. Egy kit vagy kvantitativ vagy qualitativ kiértékelési
modellt tAmogat.

A kit 6sszeallitoja egy nevet, azonositot rendel a kit-hez. A LOT egy egyedi
szam, ami egy sarzsot azonosit. A név - azonosité - LOT harmas egyértelmtien
azonosit egy kit-et. A klaszterek szama megadja azt, hogy az AS file mennyi
klasztert fog tartalmazni, amiket a klaszterezd paraméterek hataroznak majd
meg. A lejarati id6 a készitési id6 plusz az alapértelmezett szavatossagi idé.

Csak azon késziilékek LM file-jai lesznek hasznalhatoak a SAT Flow szoftver-
ben, melyek a megfelels paraméter sorrenddel fel vannak sorolva itt. Ujabb
késziilekek a veliik késziilt LM file-ok segitségével adhatdak meg.

Kovetkezo 1épés a kit adatait tartalmazé LM (List Mode) file megadésa, amit
az ismert késziilékek egyikével kell elkésziteni. A paraméterek a késziiléklista
alapjan felveszik az alapértékiiket.
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Ha az automatikus klaszterezés soran nem megfelel6 szamu klasztert talal
a program, akkor a felhasznéalonak ellendriznie kell a paramétereket. Sikeres
klaszterezés esetén az analyte-okat parba kell rendezni a gyéngyokkel.

1.3.1 Kvantitativ modell

A varazslo oldalak eddig a lépésig a kvantitativ és a kvalitativ modellekben
megegyeznek.

A kvantitativ modellben minden egyes analyte-hoz egy fliggvényt kell ren-
delni, példaul a harmadfokud, a négyparaméteres logisztikus goérbe és az expo-
nencialis szigmoid fiiggvény valaszthato ki.

A standard-ek adjak az alappontjait annak a gbérbének, ami az intenzités
értékeket konvertalja koncentréacio értékekké. A kvantitativ modell illeszt6 fiigg-
vényei a paramétereket a mért intenzitas értékekbdl és a megadott standard
koncentraciokbol nyerik, amelyekre gorbét illesztenek. A tesztmintak intenzitas
értékeit behelyettesitve a megfelel§ fliggvénybe a koncentracié értéket kapjuk.
Egy kit tetszéleges szamiu standard-et tartalmazhat, azonban a koltségek miatt
a standard mintak altalaban ésszerd mértékben vannak jelen.

A kvantitativ kontrollmintaknak harom koncentracioja van: alacsony, koze-
pes és nagy. A Low C, Medium C és High C oszlopok tartalmazzak a névleges
koncentracio értékeket az analyte-okhoz. A Low dx, Medium dx és High dx osz-
lopok tartalmazzak a megengedett eltérést a névleges koncentracioktol szaza-
lékban kifejezve. Az lizenet oszlop a SAT Flow program riportjaiban megje-
lend figyelmeztetd szovegeket tartalmazza a koncentraciok intervallumtol valo
eltéréséhez. A Number of replicates mezd a kontrollmintak ismétlési szamat
tartalmazza.

Ha egy analyte koncentréacidja kielégit bizonyos feltételeket, akkor a fel-
hasznalo szoveges tizenetet kap, példaul egy diagnozist. Ezek az lizenetek a
kovetkezG varazslo lapon adhatoak meg.

A varazslo utolso el6tti oldalan megadhato, hogy mennyi késziilékkalibralod
gyongy legyen a kit-ben. Meg lehet megadni, hogy a késziilékkalibrald gyongy-
keveréknek milyen legyen az Osszetétele. A gyongyck Relativ Fluoreszcens In-
tenzitas (RFI) értéke egyenként megadhato. Ezek a standard-ek tetszoleges
szamban lehetnek jelen, csak a koltség szab hatarokat.

Az utols6 informécios oldal Gsszegzi az eddigi dontéseink eredményét, amit
a felhasznal6 kinyomtathat és file-ba menthet.

Mentés utédn a Save... gomb kisziirkiil, mivel egy kit csak egyszer menthetd
el. A Finish gomb megnyomasaval lehet befejezni a munkat, ha a kit nincs
kinyomtatva, akkor a felhasznal6 figyelmeztetést kap. Ugyan a nyomtatis nem
kotelezd, de erGsen ajanlott.
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1.3.2 Kvalitativ modell

A kvalitativ modellben a kdvetkezs oldal a modell adatainak megadaséara szol-
gal. A porzitiv és negativ kontrollmintak egymaéstol fiiggetleniil definialhatoak.
Gyakran csak az egyik fajta minta van jelen a kit-ben.

A kovetkezs két 1épés megegyezik a kvantitativ aggal. A felhasznalé megadja
az analyte-okhoz tartozo iizeneteket és a késziilékhez tartoz6 standard gyon-
gyoket. A legfontosabb kiilonbség, hogy ezek az iizenetek Cut-Off Indexeken
alapulnak a koncentréacio értékek helyett. A végsé mentési illetve nyomtatasi
eljaras szintén megegyezik.

1.4 AS Files

Az ASF Creator program egy AS file-t készit, ami egy kit-et tdmogat. Tartalma
a kovetkezs:

A kiértékelés tipusa (kvalitativ, kvantitativ, IS = Instrument Standard)
Név, ami leirja a kit funkci6jat

A keészit§ altal adott katalogus azonositod

Sorozat azonosité (LOT szam)

Egyedi azonosité szam

A tamogatott citométerek neve

Karaktersorozat, ami egy citométert azonosit a List Mode file fejlécében
Festék azonositdé paraméterek

Méret azonosité paraméter

Riport paraméter

Analyte lista, a klaszterezési eljaras altal definialt sorrendben

Gyongy lista, a klaszterezési eljaras altal definialt sorrendben

Feltételes tizenetek tipusai, hatarai és az iizenetek szovegei

Kvantitativ esetben:

Az illesztendd fiiggvény tipusa
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e A standard mintak koncentracioi analyt-onként és a koncentracié meérték-
egysége

Kvalitativ esetben:

e Cut-Off Indexek (COI) a pozitiv és negativ kontrollmintakhoz analyte-
onként és a tiréshatar

Az Instrument Standard esetben:

e Nincsenek klaszterezd paraméterek, festék lista, kontrollmintak és feltéte-
les tizenetek

e Relativ Fluoreszcens Intenzitas (RFI) érték minden egyes gyongyhoz

1.5 A SAT Flow szoftver

Egy kisérlet 1épései:

e A kutato eldonti a kisérlet tipusat. Megadja a reagenseket és meghatéroz-
za, hogy kvalitativ vagy kvantitativ mérésre van-e sziikség, a késziiléhez
tartozo standard mintékkal ellendérizni tudja a citométer integritasat.

o Az igényeknek megfeleld kit kivilasztasa utan importélni kell az AS file-t
a SAT programba.

e FEgy kit tobbféleképpen hasznalhato fel:

— Kotegelt felhasznalas: Egy adott tesztet kell elvégezni szamos kiilon-
b6z6 forrdsbol szarmazé mintan. Ezeket a mintakat kotegelt vizs-
galattal lehet analizalni.

— Mintaorientalt felhasznalas: Betegek esetén hasznalhato. Az egyes
mintakhoz kiilonbozdé vizsgalatokat kell rendelni. Ekkor az egy for-
rasbodl szarmaz6é mintan szamos tesztet lehet elvégezni.

e A kutaté tesztmintakat adhat egy vizsgalathoz vagy modosithatja is tesz-
tet. A kisér6 mintak sziikséges mennyisége az AS file-ban van letarolva.
Ezek a nem modosithaté minték a kovetkezdk:

— Standard-ek - alappontjai annak a gérbének, ami kvantitativ esetben
az intenzitas értékeket konvertalja koncentraciova. Az alappont mé-

standard minta intenzitas értéke szolgaltatja.
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— Kvantitativ kontroll - ellenérzési célokat szolgal, amennyiben nincs
egy tartoményon beliil, akkor a kiértékelési eljaras egy hiba iizenetet
ad.

— Kvalitativ kontroll - a kvalitativ kontrollmintaknak hasonlé szerepe
van mint a standard-eknek a kvantitativ modellben. A minték ha-
tarozzak meg a fiiggvény paramétereit, ami a Cut-Off Indexek kisza-
mitéasahoz sziikséges.

— Keésziilék standard - festék nélkiili calibralo gyongyoket tartalmaz. A
késziilekhez kapcsolodo standard-ek hasznalata kikapcsolhato.

A mintak egy mikrogyongy talcan vagy egy racsos tartén helyezhetéek
el. Egy talca 96 vagy 384 helyet tartalmaz matrixos elrendezésben. A
jobb eredmények érdekében barmelyik mintahoz kérhetd ismétlés, ami ter-
meészetesen ugyanabbol az oldatbol szarmazik. Ezekutan egy felhasznalési
térkép nyomtathato a technikusok szamara. Ez a térkép mutatja, hogy
melyik oldatot melyik helyre kell helyezni.

A technikusok végrehajtjak a mérést.

Az LM file-okat egy mappéba kell masolni, hogy a Data File Assignment
segitségével a mintakat automatikusan hozzarendelhessiik a List Mode file-
okhoz. A hozzarendelés kézzel modosithato sziikség szerint.

A riport formatumat és megjelenitési modjat legkésébb ezen a ponton kell
eldonteniink. Kétféle riport készithets, egy révidebb ,,Summary Report”
és egy részletesebb ,Full Report”.

Miutan minden be van allitva, elkezd6dhet a kiértékelési eljaras a List
Mode file-ok feldolgozasaval. Az AS file-okban rogzitett paraméterek
segitségével megtorténik a klaszterezés, ami az egy reagenshez tartozd
események kivalogatésat jelenti. A kvalitativ és kvantitativ modszerek
eltérd kiértékelési eljarasokat alkalmaznak. Kvantitativ kiértékelés esetén
egy gorbeillesztésrdl van szé a standard mintak alapjan az AS file-ban
rogzitett gorbetipus alkalmazésaval. Kvalitativ kiértékelés esetén a po-
zitiv és negativ kontrollmintédk intenzitasai alapjan egy Cut-Off Indexet
szamolunk. A tesztmintak intenzitas értékeit elosztjuk ezzel a Cut-Off In-
dex értékkel. Legalabb egy kontrollminta hasznélata kotelezd, a hianyzo
Cut-Off Index értékek nullédk lesznek.

e Lehetséges hibak a kiértékelési folyamat soran:

— A késziilék nem azonosithato a megadott karakter sorozattal a min-
taillesztési fazisban.
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— A kivanatostol eltérd szamu klaszter van jelen.

— A kvantitativ standard-ekhez nincs illeszthets gorbe a megadott fligg-
vénnyel.

Amennyiben a vizsgalatok mentesek ezektsl a matematikai jellegti hibak-
tol, akkor a kisérletet ki lehet értékelni biologiailag is. Az eredmények
tablazatos forméaban tekinthetGek meg. Az elére megadott lizenetek segit-
ségével a tesztmintak eredménye konnyen értelmezhets. Mindezek egyiit-
tesen biztositjak, hogy a biologiai teriileten kutatok gyorsan és egyszertien
tervezhetik meg és értékelhetik ki a kisérleteiket egy kényelmes koérnyezet-
ben. Az eredményeket pedig olyan forméban lehet kinyerni, ami kénnyen
olvashato és értelmezhetd.

1.6 A projekt jelenlegi allapota

A két program egyesitésre keriilt és kibgviilt szamos 1j funkcioval. Jelenleg
a Beckton Dickinson cégnél van hasznalatban, a flow-citométer késziilékeikhez
mellékelik.

2. Keresztplatformos fejlesztés

Szamos kritikus kérdés meriilt fel a szoftverek Macintosh platformra valé por-
tolasakor. Az én felelgsségem volt, hogy a legjobb megoldasokat megtalaljuk.
Ugy gondolom, hogy a teljes csapat a legjobb tudasa szerint dolgozott, és a Mac-
intoshra portolt programok annyira hasonlitanak a PC-s verziokra amennyire
az csak lehetséges.

A valasztott eszkozok kielégitéen miikodtek, nagyon jo csapatmunkét tet-
tek lehet6vé, mindamellett automatizaltak az archivalasi folyamatot. A C++
nyelv konnyen portolhato, a standard fiiggvényei és osztéilyai pedig kényelmesen
hasznalhatok.

A munka soran néhany burkolo osztalyt kellett létrehoznunk (nyomtatési,
beallitasi, sth.) és néhany vezérls elemet at kellett iiltetniink Macintoshra (tool-
tip, szerkeszthets tablazat, lizenet ablakok, stb.).

3. Bittérkép transzformaciok

A kezdeti célom az volt, hogy m X n-es bittérképeket transzformaljak konvex
négyszogre illetve olyan kiilénbo6z6 feliiletekre, melyek sikba kifejthetek. Ehhez
tanulmanyoztam a sziikséges matematikai hatteret (lasd [11], [12], [13], [14],
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[15]). A kettSsviszony invariancidjat kihasznalva sikeriilt valos ideji algorit-
musokat kifejlesztenem (lasd [16], [17], [18], [19], [20], [21]). A Dbittérképeket
sikbeli racsnak tekintettem, és ennek a racsnak a pontjait transzformaltam az
1j pozicidba. A bittérkép texeleit a sarkaiban taldlhat6 racspontokkal irtam le.
A transzformélt texelek egytlittesen a transzformélt bittérképet szolgaltatjak.

Késtbb tovabbi modszerek kifejlesztésével a szabad hatarvonala alakzatokra
is lehetgvé tettem bittérképek transzformaciéjat valés idében bizonyos meg-
szoritasok mellett. A szakirodalomban sok olyan eljarast leirnak, amit jol lehet
hasznalni a részproblémaknal (1asd [22], [23], [24], [25]). A hossz- és keresztirany-
ban szimmetrikus alakzatokra vald transzformélas a tartomény fokozatos dara-
bolasaval oldhato meg. Az alakzat kozepe rogziil az els6 lépésben, majd be-
lilrsl kifelé haladva teljesen lefedhets az alakzat a bittérképpel. A teljesen
szabad hatarvonala alakzatokat pedig a hatarvonal kicsinyitésével, illetve bi-
linearis sulyfiiggvény alkalmazaséval lehet kezelni. Gombre vald transzforma-
lashoz siksorok projektiv koordinatait hasznéaltam trigonometrikus fiiggvények
helyett, igy az algoritmus egyszert és lényegesen gyorsabb lett.

A neuralis halozatok segitségével tovabbi, kevesebb megszoritassal rendelke-
76 szabad hatarvonala alakzatokat is texturazni lehet. Az &altalam kidolgozott
modszer sajnos nagyon lassi, és igy mar nem alkalmas valés ideji animéaciok
létrehozasara. A szabad hatarvonalu alakzatokat jol paraméterezhetd B-spline
gorbékkel lehet példaul leirni. A B-spline gorbék paraméterezésével kapcsolatos
problémakat egy referalt cikkben tanulmanyoztam.

Vannak olyan feliilet-illesztéssel kapcsolatos eredmények, melyek segitségével
téglalap alaku teriiletet lehet egy koron keresztiil két 1épésben megfeleltetni
egyenes szakaszokkal hatarolt konkéav alakzatnak. Ha megfelelGen rovid sza-
kaszokat vélasztunk a hatarvonalhoz, akkor gyakorlatilag akarmilyen alakzat
megjelenithets egy pixelekbdl felépiils képernyén. A képlet kiszamitasa megle-
het&sen idGigényes és mivel én a valds ideji transzformaciokat kutattam, igy ez
az eredmény kiviil esik a vizsgalatom tartomanyan.

Ugy ttinik, hogy Moore tdrvénye nem érvényes tébbé (1asd [26]). Mindamel-
lett tgy gondolom, hogy a gépek fejlédésével az ilyen tipusi algoritmusok fogjak
meghatarozni a bittérképek szabad hatarvonala alakzatokra valé transzforma-
civjanak jovGjét.

3.1 A jelolések és a hasznalt eszkozok

Az 3.1. d4bra mutatja az eredeti bittérképet, amit szdmos kiillonb6z6 alakzatra
illetve feliiletre fogok transzformalni. Jeloljiilk az m x n-es bittérkép cstcsait
rendre A, B, C' és D bettikkel, a transzformalt pontokat pedig vesszdvel. Legyen
O, az AB egyenes végtelen tévoli pontja. Legyen O, pedig az AD egyenes
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végtelen tavoli pontja. Tekintsiik az m x n-es bittérképet egy (m+1) x (n+ 1)-
es racsnak.

Figure 3.1: Az eredeti bittérkép (400 x 300)

A kovetkezo fejezetekben euklideszi sikot fogok kezelni, ami ki van terjesztve
a végtelen tavoli pontokkal. A sik véges részébdl indulok ki, azt képezem le a
sik véges részére. A kozbiils6 szamitasok soran hasznalom majd a projektiv ge-
ometria eszkozeit. Az euklideszi sik egy pontjat P(x,y)-al tudjuk jelolni. Beve-
zethetiink P-re egy 4] jelolést a kovetkez6 modon: P(IL, $2), vagy P [1, 22, x3].
Ily moédon a végtelen tavoli pontok kezelhetévé véalnak. Ha zz = 0, akkor a
harom koordinata egy végtelen tavoli pontot ir le. Ebben az esetben (x1,x2)

vektor a végtelen tavoli pont iranyat mutatja.

3.2 Transzformaciok projektiv invariansok alapjan

Ebben a fejezetben a kettGsviszony invariancidjat kihasznalo projektiv leképe-
zéseket fogok leirni.

3.2.1 Konvex négyszogre vald transzformacié

A transzformacié utan a négy lehetséges eset egyikét kapjuk. Az eredeti bit-
térkép minden egyes K; ; texeléhez egy négyszoget kell rendelniink. A 3.2. abra
az eredeti bittérképet mutatja egy konvex négyszogre transzformalva.
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Figure 3.2: Az eredeti bittérkép konvex négyszogre transzformalva

Jeloljiik az egyik hatarszakasz egy racspontjat P-vel és a transzformélt racs-
pontot pedig P’-vel. Mivel a hatarszakaszokat egymastol fiiggetleniil oszthatjuk
fel n illetve m részre, ezért csak két esetet kell megvizsgalnunk:

1. A szemkozti oldalak parhuzamosak egyméssal.
Legyen P egy racspontja az AB szakasznak. Ebben az esetben az A’ B’ és

a D'C" szakaszokat az alabbiak alapjan oszthatjuk fel n darabra:

(ABPOy) = (A'B'P'O})
(ABP) = (A'B'P)
PA  PA
PB  PB

Ugy kapjuk ezt az eredményt, hogy O; és O végtelen tavoli pontok.

2. A szemkozti oldalak nem parhuzamosak egymassal.
Legyen P egy racspontja az AB szakasznak. A P’ helyét a kett&sviszony
invariancidja alapjan tudjuk meghatarozni. Az (ABPO,) = (ABP) =
L4 —(ABPO)) =24 81;‘ 6s P'B’ = A'B’ — P'A’ egyenletekbdl a

. » ... PA OLA _  Pa7 . 1
kovetkezGket kapjuk: &= o5 — AB-PA Az utols6 eredménybdl a
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PA = le;; . % -(A’B" — P’ A’) egyenletet kapjuk, amibsl P’ A’ szakaszt
1

. . 7 AT PA OYA'N _ o7 PA OA . DI AT
kell klfejeznunk. PIA/ . (1 + ﬁ . ﬁ) = A/B/ . ﬁ . ﬁ , 18y P,A/ =
e Ol
A/B,.ﬁ.OzB’

— !l M
PA 014,
FE O/ B/

(1+

Ily moédon az A’B’ szakasz minden egyes P pontjanak meg tudjuk hatarozni
a P’ képét. Ugyanilyen modon megkaphatjuk a DC szakasz képének pontjait.

Ha alkalmazzuk a metsz6 fiiggvényt, egyenes sorok egyenleteit kapjuk. Ha
metsziik ezeket az egyeneseket azokkal, amelyeket az A’D’ és B'C” szakaszokbol
nyertiink az el6zéleg ismertetett moédon, akkor az m x n-es récs képét kapjuk.

3.2.2 Kifejthet6 feliiletekre valé transzformalas

Csak olyan feliileteket tudunk kezelni, melyeknek rendelkezésre all a bijektiv
kifejtési fliggvénye. ElGszoris a transzforméaciot meghatarozé négy pontot kell a
sikba transzformalnunk. A sikban meghatéarozzuk az eredeti racspontok képét az
el6z6 fejezetben ismertetett médon. Ezutan a sikbeli réacs pontjait visszatransz-
formaljuk a kifejthetd feliletre. Igy a texelekhez tartozo négyszogek Osszessége
az eredeti bittérkép transzformaltjat nyujtjak a kifejthets feliiletre, ami lehet
példaul forgaskip vagy forgashenger palastja (lasd 3.3. abra).

BImApETans N At DHEE ByhidE BEI
x

Edit Wew Type window Help -8 x [ Ele Edt Wew Type Window Help -a

piiransiormation

Ready [ [ Ready |

(a) Kuppalast (b) Hengerpalast

Figure 3.3: Transzformécio kifejthetd feliiletekre
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3.2.3 Projektiv transzforméacié merdleges
szimmetriatengely parral rendelkezé poligonra

A transzforméciot a bittérkép folyamatos darabolasaval tudjuk elérni. A kisebb
particiokat a 3.2.1. fejezet eredményei alapjan tudjuk kitolteni. A particionalast
ugy kell elvégezni, hogy a k6z6s oldallal rendelkezé particiokra a kévetkezd tel-
jesiiljon: a kozos oldalegyenes és a vele szemben elhelyezkedd oldalegyenesek
egy koz0s metszésponttal rendelkezzenek. Az els6 egy vagy két 1épés utan a
lehetGségeink elfogynak egy teljesen szabad hatarvonala alakzat esetén. A 3.3.
fejezetben ilyen esetekre mutatok be transzformaciokat.

Az olyan alakzatok, melyek mergleges szimmetriatengely parral rendelkeznek
tetsz6leges sok 1épésben particionalhatoak. Els§ 1épésben az alakzatot négy
részre osztjuk a szimmetriatengelyekkel, és a tengelyek metszéspontjat rogzitjiik.
Ekkor a negyedeket tovabb oszthatjuk négyfelé. A belsé negyed rogziil, a tobbi
részt tovabboszthatjuk. Igy az alakzatot beliilrsl kifelé egyre kisebb négyszo-
gekkel tudjuk lefedni, végeredményként a szimmetrikus alakzatot ki tudjuk tex-
tarazni (lasd 3.4. (a) abra), ami lehet példaul egy korlap vagy ellipszis (lasd 3.4.

(b))-

TE ity oo - [Elrel] M= B.
[ Ble Edt Wew Type Window Help _& x

T2 iy s fueans - [z ireal| j Qa‘
[2 Ele Edt View Type Window Help -8 %

(a) Altalanos szimmetrikus poligon (b) Kérlap

Figure 3.4: Szimmetrikus poligonra val6 transzformalas
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3.2.4 Transzformalas gombre

A transzformalt bittérképet egy félgombon elhelyezkedd négy pont fogja meg-
hatarozni. Jeloljiik a transzformalt pontokat A’, B/, C', D', O} és O} betiikkel.
A gbémb sugarat r jeloli. Legyen o’ az a vektor, ami O-bol - a kor és a ko-
ordinatarendszer kozéppontjabol - A’-be mutat. Ha alkalmazzuk ezt a jelolést
B’, C' és D' pontokra is, akkor O] és O}, pontokat a kovetkezSképpen kapjuk:

oy = (a/ x V) x (d x ) oy = (a/ x d') x (b x )
0 05
00/1:7‘:/ 00/2:7’.:/
|01 |05

A gombi négyszoget gombi f6kor darabok hataroljak. Tekintsiik a gbmb azon
metszetét, amit gy kapunk, hogy az meréleges legyen A’D'O és B'C'O sikok
metszetére és tartalmazza az O pontot.

Két siksorra van sziikségiink: egyre az A'D’O és B'C’'O sikok és egyre az
A'B'O és D'C'O sikok kozott. A transzforméalt racspontokat a gomb és a két
siksor metszeteként kapjuk. Ez két elsérendi projektiv forma, egy siksor és egy
pontsor kozotti projektiv leképezést jelent.

Egy 1j projektiv koordinatarendszer alapsikjai legyenek az A’D'O és B'C'O
sikok. Az A'D’O sik projektiv koordinatai (0,1), a B'C'O sik projektiv ko-
ordinatai pedig (1,0) az 1j koordinatarendszerben. Az alapsikok kozos egye-
nese lesz a tartdja egy siksornak. Fejezziik ki az O]OL0 sikot, ami (), p)
koordinatakkal rendelkezik az alapsikok segitségével. pu legyen 2. Akkor is a
megfelel6 A értéket kapjuk, ha sikok normalvektorat alkalmazzuk.

_ / /
nojojo = 01 X0y
napo = axd
npco = b xd

Mivel na'pro és npcro legalabb egy koordinata értékben kiilonboznek, és u
egyenld 2-vel, a kovetkezd harom egyenlet legalabb két fiiggetlent tartalmaz.
Két ismeretleniink van: k és \.

k- (no;050) () A (narpo) ) + 1 (nBrcro) ()
k- (nojogo)wy = A (napo)w +w- (nco)y
-

k- (noroj0)z = (narp'o)(z) + k- (nBrcro)(z)
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Ezekbdl az egyenletekbdl k és A konnyedén meghatarozhaté. Minket csak a A
értéke érdekel.

Az A'B’O és D'C'O sikok altal meghatarozott siksor egy eleme (z1;,y1;). Az
(x1;,y1;) sorozatot gy kapjuk meg, ha a AB szakasz minden P; racspontjat

transzforméljlﬁ Igy (ABP,O,) = (ABP) = %A = ﬁ : %1%[1] Az elgbbi

eredménybdl Z:g . ””iiljl = % kovetkezik. x1;-t kell kifejezniink az wij—l_ =

% . I;ﬁ egyenletb6l. Mivel z1; - (1 — % . gﬁ) =1, igy z1; = ﬁ
A PA

Hasonloképpen P:A = Z_:(l) : Zy’t:? és u = 2, igy gg . yilil = 2. Az el6z6
) ) ) 2.5

egyenldségekbsl y1; = 2+ (y1; — 1) - zlz:]j =2. gﬁ cyl; — 2 Ilz:]j — 25{\_1

kovetkezik.

Ha tekintjiik az A’D’'O és B'C’O alapsikokat, akkor a kozos egyenesiik szin-
tén egy siksor tartoja lesz. Legyen ezen siksor egy eleme (22;,y2;). Ekkor a P},
pont, amely az eredeti bittérkép P;; racspontjanak a megfelelGje, a gomb és az
elsd siksor (x1;,y1;) paraméterd és a masodik siksor (22;,y2;) paraméterd sik-
jainak a metszéspontja. Az algoritmusban érdemesebb a sikok normélvektoraval
szamolni. Az eredményezett kép az 3.5. Abran lathato.

R iy reisios s - [Huisre] =] m‘
File Edt Wiew Type Window Help -8 %

 Ready

Figure 3.5: Hat bittérképpel lefedett gomb

Konkluzioként azt mondhatjuk, hogy gémbi négyszogre a kettGsviszony ki-
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hasznélasaval trigonometrikus fiiggvények hasznélata nélkiil tudtam gyors algo-
ritmust késziteni.

3.3 Mobdszerek szabad hatarvonala alakzatokra

Ha nem csak szimmetrikus alakzatokat szeretnénk kezelni és folyamatos leképe-
zést szeretnénk, akkor 4j modszereket kell kifejleszteni. A kovetkezs algoritmu-
sok kiterjesztik a kezelhets alakzatok szabadsagat.

3.3.1 A hatarvonal zsugoritasa

A kévetkezSkben feltételezziik, hogy a bittérkép N x N-es. A gyakorlatban ez
nem megszoritas, mivel egy téglalap alaki bittérkép koénnyedén N x N-es alakra
hozhato. A transzformalt hatarvonalakat a (z1(t1), y1(t1)), (x2(t2), y2(ta)),
(,’Eg (lfg), Y3 (tg)), (1'4 (t4)7 y4(t4)) fﬁggVéHypéYOk irjak le, ahol t1, to, t3, t4 € [0, 1].

A négy csicspont megfelelsi a kovetkezdk lesznek: (x1(1), y1(1)) = (22(0),
y2(0)), (2(1), 2(1)) = (z(1), y5(1)), (21(0), 11(0)) = (24(0), ya(0)) és (wa(1),
ya(1)) = (23(0), 95(0)). Legven filt:) = (w(t:), yalt)) & ailtins) = filts) +
(KP — fi(t;)) - s/(N/2), i = 1,2,3,4. Legyen KP az atlok metszéspontja.
Az atlok az alakzatot négy részre osztjak. A kovetkezd megszoritdsoknak kell
teljesiilnie minden f;(t;) esetén: egyik f;(t;) gorbének sem lehet metszéspontja
az atlokkal, emellett csak egy metszéspontja lehet a K P koézéppontbdl kiindulo
egyenesekkel. Az f;(t;) gorbék megvaltoztatasa csak az adott negyedre van

hatassal.
Az eredeti racs transzformalt hatarpontjai a kovetkezsk:

(£1(0),51(0))  (z1(1/N),y1(1/N)) (z1(2/N),v1(2/N)) (z1(1),91(1));
(22(0),92(0))  (22(1/N),y2(1/N)) (z2(2/N),y2(2/N)) (z2(1),y2(1));
(23(0),y3(0)) (z3(1/N),y3(1/N)) (z3(2/N),y3(2/N)) (x3(1),y3(1));
(24(0),94(0))  (@4(1/N),ya(1/N)) (za(2/N),ya(2/N)) (z4(1),y4(1)).

A transzformalt belsé pontok az a; fliggvény megfelels paraméterezésével
kaphatoak meg. Ezeket a pontokat a hatarvonaltél kiindulva a K P pont felé
haladva hatarozhatjuk meg. Minden egyes 1épésben kettével kevesebb pontot

kell meghataroznunk.
Az egyik negyedhez tartozé paraméterek a kovetkezdk:

a;(0,0) a;(1/N,0) a;(2/N,0) ai(1,0);
a;(0,1/(N/2)) a;i(1/(N =2),1/(N/2)) a;(2/(N —=2),1/(N/2)) ... ai(1,1/(N/2));
a;i(0,2/(N/2))  ai(1/(N —4),2/(N/2)) ai(2/(N —4),2/(N/2)) ... ai(1,2/(N/2));

ai(0,(N/2 - 1)/(N/2)) a¢(1/27(N/(21*1)1)/(N/2)) ai(1,(N/2 = 1)/(N/2));
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A negyedek k6z0s pontjait elegends egyszer kiszamolni. A modszer elénye a
lokalis valtoztathatosag. Bar a negyedek kitoltése fliggetlen egyméstol, a hatér-
vonal mentén illeszkedik a minta, de torés johet létre a mintaban (lasd 3.6.
abra).

RZ ity Erens o fa o s - [Anking e Durdzrs | J d a‘
Flle Edt Yiew Type Window Hslp - a8 x

Ready

Figure 3.6: Szabad hatarvonalt alakzatra valo leképezés

3.3.2 Bilinearis sulyfiiggvény alkalmazasa

A szabad hatarvonalu alakzatra valo leképezést a kovetkezSképpen is értelmez-
hetjiik: két fiiggvénysorozatot kell definialni két fiiggvénypér kozott, és a met-
széspontok szolgaltatjak majd a transzformalt racsot (lasd [27]). Legyen az
eredeti bittérkép N x M-es.

Legyen ai(u), az(u), u € [0,1], és b1(v), ba(v), v € [0,1] gorbék adottak
ugy, hogy egy sikban legyenek és az a gorbéknek csak egy metszéspontja legyen
a b gorbékkel. Ezek a gorbeparok hatarozzak meg a transzformalt bittérképet.
Célunk egy olyan s(u,v), u,v € [0, 1] fiiggvény talalasa, amelyre s(u,0) = a1 (u),
s(u, 1) = az(u); s(0,v) = b1 (v), s(1,v) = by(v) igazak.

Fiiggvénysorozatokkal oldhatjuk meg a problémat. Tekintsiik az a;(u) és
as(u) altal definialt I, (u,v) = (1—v)-a1 (u)+v-a2(u) fliggvénysorozatot és a by (v)
és bo(v) altal definialt Ij(u, v) = (1—u)-b1(v)+u-be(v) fliggvénysorozatot. Ezek
a fliggvénysorozatok a szemkozti gorbéket interpoléaljak, azonban a végpontjaik
nem kovetik a méasik gérbepart. A négy csicspont bilinearis interpolacidja oldja
meg ezt a probléméat (lasd 3.7. abra).

Dl [1—w
o]

Lo(u0) = [L—u ] - [2(
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Ready l_ l_ ’_ -.../‘f.

Figure 3.7: Transzforméci6 bilinearis sulyfiiggvény segitségével

Az s(u,v) = I, (u,v) + Ip(u, v) — Iyp(u, v) fliggvény a megoldas. A transzfor-
malt racs a kovetkezd paraméterekkel all els:

5(0,0) s(0,1/M) s(0,2/M) s(0,1)

s(1/N,0) s(1/N,1/M) s(1/N,2/M) ... s(1/N, 1)
S(N=1)/N,0) s((N—1)/N,1/M) s((N—=1)/N,2/M) ... s((N—-1)/N,1)|

s(1,0) s(1,1/M) s(1,2/M) s(1,1)

Az s(u,v) fiiggvény azonban sajnos olyan pontokat is elGallithat, melyek
kiviil esnek az eredeti alakzaton. A hatarvonalak megadéasanal ezt a tényt fi-
gyelembe kell venni.

A hatarvonalak modositasa az egész képre hatassal van, azonban a részered-
mények ujrafelhasznalasaval az algoritmus felgyorsithato.
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3.4 Neurdalis halozatok alkalmazasa

Ez a fejezet a neuralis halozatok alkalmazéasat mutatja be. Nagy elénye a mod-
szernek, hogy tetszéleges topologia véalaszthatd egy pixelhez (ami lehet hat-
szOgletd vagy haromszog a szokasos négyzetes helyett), mivel a topologia nem
valtozik az algoritmus hasznalata kozben. Nagy hatranya viszont, hogy az eddigi
modszerekkel szemben nem alkalmas valos idejii transzforméciok létrehozasara.

3.4.1 Bevezetés a neuralis halézatokba

A neuralis halézatok elmélete egy nagyon hatékony eszkoz (lasd [28], [29]). A
kovetkezdkben egy Kohonen (lasd [30], [31], [32], [33]) halozatot fogok hasznélni
az erds tanulasi képessége miatt.

Az algoritmus két jol elkiilonitett részbdl all majd.

1. A neuralis halozatot véletlen elhelyezkedésti pontokkal tanitjuk. A kezdeti
racspontok ily modon szétterjednek az alakzaton.

2. Az eredeti pixeleknek megfelels tertiileteket ki kell tolteni a megfelel$ szin-
nel.

3.4.2 A tanitasi folyamat

A halozat egyenletes eloszlast pontokkal lesz tanitva, lasd [30]. Ahhoz, hogy a
megfelels format kapjuk, a hatarvonal pontjait is fel kell rendszeresen hasznalni
a tanftas soran. Mivel a problémank kétdimenzios, a bemeneti réteg két cstcs-
pontbol &ll. A kimeneti réteg m = (k+ 1) - (I 4+ 1) elembdl all, ahol k és | az
eredeti bittérkép sorainak és oszlopainak a szdma. Ez az m kimeneti csticspont
egy racsot alkot. A bemeneti réteg Osszes csucspontja Osszekottetésben van az
Osszes kimeneti csticsponttal. Az Osszekottetéseknek stlya van: w;; jeloli az 4-ik
bemeneti csiicspont és a j-ik kimeneti cstcspont kozotti sulyt.

e A bemeneti pontok koordinatai a kovetkezsk: p;(x1;,z0:;) (1 = 1,...,n),
ahol n a bemeneti vektorok szama.

e A kimeneti pontok koordinatai a kivetkezdk: g;j(wij,ws;) (j =1,...,m),
ahol m a halozat csticsainak a széama.

A tanitasi folyamat a kovetkezdképpen zajlik:

1. lépés A w,; sulyok inicializalasa, (s =1,2;j =1,...,m) a valasztott topologia-
nak megfeleléen. Legyen ¢t = 1, ami a tanitasi id6t jeloli.
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. lepés Tekintsiik az (14, T2i,) 0j bemeneti értékeket, amelyek a tetszdlegesen
valasztott p;, bemeneti pont koordinatai. Ugyelni kell a hatarvonal pont-
jainak rendszeres bevitelére.

. 1épés Kiszamitjuk az euklideszi tavolsagot kimeneti csicspontok és a bemeneti
pont kdzott:

2
4= > s — we)”
s=1
. 1épés Meg kell keresni a gyGztes q;, egységet, ami a minimélis tavolsdggal ren-
delkezik a bemeneti ponthoz, ahol jy az érték, amire d;, = min(d;).
. lépés Kiszamitjuk az N(t) = (jo, j1,- - -, jx) szomszédsagot.
. 1épés Frissitjiik a szomszédsag cstucsainak a silyait a kovetkezd képlet alapjan:
Wit +1) = wag () + 1(0) - (s, — (1)) V5 € N,
ahol 7(t) a nyereség, ami id6vel csokken.

. lépés Legyen t = t 4+ 1. Ismételjiik meg a 2-7 1épéseket, amig a halézat nincs
megtanitva. Ez azt jelenti, hogy a halézat valtozasa egy el6re meghatéro-
zott hatar alatt van.

A stlyok inicializalasa
Ugy kell megadni 6ket, hogy a kezdeti racspontok téglalapot alkossanak az
alakzat kozepén.

A sugar és a nyereség meghatarozasa

Mindkettének Gauss gorbének kell lennie és idében csokkennie kell. Az
algoritmusomban a kovetkez6 képleteket hasznéltam a sugéar és a nyereség ki-
szamitasahoz (lasd [32] és [33]):

1

Gain(t) = ——e *@)"  Radius(t) = %eﬁ(;)z’

ahol t jeloli az iteraciok szamét, q és s 1éptékek az idStengelyen, mig n jeldli a
bemeneti pontok szamat.

A neuralis halézatok hasznalataval szép képeket kaphatunk, azonban a se-
besség nem kielégits. Megfelels paraméterezés esetén a pixelek képei nagyjabol
egyforma mérettiek. A modszer hasznalataval sikeriilt kib&viteni a texturazhato
alakzatok korét.
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1. MMA Technology

The MMA technology is an analytical method. It is used in for medical and
experimental purposes. The aim of our team was to build up a complex method
that is supported by automated computer programs. This chapter gives the
problem’s description and skeleton of the solution how to handle Multiplex
Microbead Assay measurements.

1.1 Principles of the MMA Technology

The advantage of the MMA technology is that several reactives can be used in
a measurement instead of one, provided that several stains are used with homo-
geneously mixed beads that are covered with various reactives (see [1], [2], [3]).
This way the necessary amount of sample (blood, plasma or tincture) will be
significantly smaller. The beads are identified by the emission of the contained
fluorescent stain. If only one stain is used with numerous concentrations, then
maximum 10-16 beads can be distinguished (with little overlay) from the data
of one channel. Two channels’ data is needed when two stains are used, so the
maximum number of distinguishable beads rise to 256. The number of distin-
guishable beads can be extended by using different sized beads. The software
firstly recognize the same sized beads, which is done with the help of the side
scatter channel (SSc). The second step is to distinguish the events by analytes
using one or two dimensional area division method. The segregated patches are
called clusters.

1.1.1 Aim of the Developed Softwares

The aim of the developed softwares is to help doctors and researchers in using
multiple beads during measurements (see [4], [5], [6], [7], [8]). Although the
beads were ready for a while for use, there were no fashioned way for using
them. Doctors and researchers have made up better or worse own systems, and
applied them by many paperwork and computations by hand. We wanted to
give a well-fashioned schema and support it by automating the process by the
developed programs as far as it is possible.

ASF Creator supports the creation of an Assay Specification File that comes
with a kit. In turn, the SAT Flow software supports a whole measurement
process, where one or more kit can be used for the samples.

The software supports flow-cytometers which are mainly used by researchers
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for various measurements. The current software version of SAT Flow does not
have license to use it in medical treatments.

1.2 Steps of a Measurement

The guiding principle is as follows:

e First of all, the assay to be examined, which can be a group of cells or a
microbead mixture, mixed with the appropriate reagents.

e After this step, the obtained mixture is mixed with an organic fluorescent
stain that is connecting to the reagent.

e The mixture inserted into the machine.

e The diluted mixture goes into the cuvet (exposition box) through a cap-
illary.

e The high speed mixture is lit by laser in this box. The laser light is
reflecting in different directions or absorbing in it. In the second case the
laser excites the stain molecules, so they begin to emit light.

e The ’event’ phrase will be used for the assay that has just passed by the
laser beam.

e The intensity of the reflected light is perceived by some well placed sensors.

e The signs are forwarded to the cytometer’s processing unit. The signs are
digitized here. Older machines use 8, 10, 15, 16 bits, the newest models
are capable to use 32 bits. Usually a logarithmic conversion is possible to
achieve the best results.

e The digitized channel values get to the collector machine. A List Mode
file (abbreviated form: LM file) is created for each measurement.

1.3 The ASF Creator Software

The new assay kit can defined by giving all data or by modifying an existing
kit’s data. A new assay kit can support one of the qualitative or quantitative
models.

The producer of the kit assigns a name and an ID to the assay that will be
the identifier of it. LOT is a unique number that identifies a batch. The Name
- ID - LOT triple uniquely identifies a kit. Assay type defines the evaluating
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mode. The number of clusters determines how many clusters will be in the AS
file. The clustering parameters will define the clusters. Expiration date is the
creation date and the default expiration interval.

Only those instruments’ LM files will be recognized by the SAT Flow software
that are listed here with the proper parameter order. Instruments can be defined
by LM files made with the instrument to be added.

The next step is to specify the file holding the data of the assay kit. The
LM (List Mode) file has to be created with one of the known instruments. The
parameters take the default value from the instrument list.

When the automatic processing fails that means there are not enough clus-
ters, a message box warns the user to review the clustering parameters. If the
clustering is done without problem, the user has to pair the analytes and the
beads.

1.3.1 Quantitative model

Until this step, the wizard pages of the Quantitative and Qualitative models are
the same.

In Quantitative model each analyte has to be assigned to a fitting equation.
For example cubic, four parameter logistic and exponential sigmoid functions
can be selected.

Standards will yield the base points of a curve that converts the intensity
values into concentrations. The fitting functions of the quantitative model de-
termine their parameters based on the measured intensity values and the given
concentrations of the standards. They fit a curve on the yielded points. Putting
in the test samples intensity values in this function we get the corresponding
concentrations. A kit can contain arbitrary number of standards, but since the
standard samples are very expansive, a reasonable number of them is expected.

The quantitative control samples can be used for verification purposes. They
have three concentrations: low, medium and high. The Low C, Medium C and
High C columns store the nominal concentration values for the analytes. The
Low dx, Medium dx and High dx columns store the allowed deviance from
the nominal concentration values in percentages. The message column has the
warning texts that appears in the reports of the SAT Flow program when the
concentrations are outside of the proper interval. The Number of replicates
fields gives the repetition number of the control samples.

When the concentration of an analyte satisfies certain conditions, then the
user is prompted a message. This can be text of the diagnosis for example.
These messages can be defined on the next wizard page.

On the last option page of the wizard it can be set how many instrument
standard beads will be in the kit. Their Relative Fluorescent Intensity (RFI) can
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be given separately. These standards can have arbitrary number of replicates,
only the cost limits this number.

The last information page summarizes the choices made so far. The user
can print and save the kit to file here. Furthermore, there is a possibility to
set up the printer or get a preview of the printed kit documentation. The print
preview shows how the official printout will look like.

When the kit is saved, the Save. .. button is greyed. A kit can be saved only
once. Then the kit can be printed or the user can decide to completes the kit
by pressing the finish button. If the kit is not saved yet, the user is prompted
a warning message that there is no original printout of the kit. Printing is not
obligatory, but strongly recommended.

1.3.2 Qualitative model

In qualitative model the next page is the data specification for the model. The
user can define the positive and negative control samples separately. It is com-
mon that only one of them is defined in a kit. The replicate number of them is
given respectively.

The next two steps are identical to quantitative case. The user has to give
the reporting messages for the analytes and define the instrument standard
beads similar to the quantitative branch. The most important difference is that
these messages are based on Cut-Off Indices instead of concentration values.
The final saving and printing process are the same, too.

1.4 AS Files
The ASF Creator software yields an AS file that supports a kit. It contains:

e Type of the evaluation (qualitative, quantitative, IS)

e A name that describes the function

Producer defined catalog ID

e Series identifier (LOT number)

Unique identifier number

Names of the supported cytometers

Character series that identifies the cytometer in a List Mode file’s header

Stain (clustering) identifier parameters
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Size (SSc) identifier parameter

Analytical (reporter) parameter
e Reactive (analyte) list in the order defined by the clustering procedure
e Bead list in the order defined by the clustering procedure

e Conditional messages’ types, bounds and the texts of the messages

In quantitative case:
e The type of the function to be fitted

e Concentrations of the standard samples by analytes and the unit of the
concentration

In qualitative case:

e Cut-Off Indices (COI) of the positive and negative control samples by
analytes and the tolerance

In Instrument Standard case:

e Lack of the clustering parameters, stain list, control samples and condi-
tional messages

o Relative Fluorescent Intensity (RFI) value for each bead

1.5 The SAT Flow Software

Steps of an experiment:

e The researcher decides the type of the experiment. He specifies the re-
actives and decides whether qualitative or quantitative measurement is
needed. Instrument standards can be used to verify the integrity of the
cytometer.

e The researcher selects the kit that satisfies his needs and imports the AS
file of the kit into the SAT program.

e Assays of a kit can be used in different ways.

— Batch assay: A given test has to be applied for samples obtained
from many various sources. The end user can place test samples in
a Batch assay.
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— Random assay: Used for patients. Assays for the different tests have
to be assigned to the appropriate patients. Then, many different
tests can be applied to a given sample obtained from one source.

e A researcher can add and modify test samples to an assay. The amount
of the other samples is defined in the AS file. These samples that can not
be modified are:

— Standards - base points of the curve used for convert the concen-
tration of intensity at quantitative evaluation. An intensity value
associated with this sample in the LM file having known concentra-
tion gives the second coordinate of the base point.

— Quantitative Control - used for verification, shall be in a range, else
the evaluation process gives an error message.

— Qualitative Control - the qualitative controls have similar role to the
standards of the quantitative model. They determine the parameters
of a function that is necessary to compute the Cut-Off Indices.

— Instrument Standard - unstained calibrating beads. The usage of the
instrument standards can be turned off.

e The samples can be arranged on a Microbead Array Plate, or on a Rack.
A plate has 96 or 384 wells in a matrix arrangement. For better results,
replicates can be asked for any sample, where the replicate is from the
same tincture. Then, a map can be printed for the technician. This map
shows which tincture must inserted in which well.

e The technicians accomplish the measurements.

e LM files shall be copied into one folder and the Data File Assignment
option can be used for associating assay replicates with List Mode files.
Automatic assignment can be used. This assignment can be modified
manually if necessary.

e The report’s form and appearance farthest at this point must be decided.
Two kind of report can be generated, a shorter 'Summary Report’ and a
detailed ’Full Report’.

e After everything is set up, the evaluating procedure can be started, so
the List Mode files get processed. Clustering is done due to the device
parameters fixed in the AS file, this means the selection of the events
of one reactive. The qualitative and quantitative methods use different
evaluating procedure. In quantitative case, there is a curve fitting for
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the standards with the curve fixed in the AS file. With the help of the
obtained curve parameters the software defines the concentration values of
all other samples and classifies the control samples. In qualitative case, a
cut-off index is computed from the positive and negative control samples’
intensity. The test samples’ intensity values get divided with this cut-off
index. One control sample is mandatory, and the missing cut-off indices
will be zero values.

e Possible errors during the evaluation process:

— The instrument cannot be identified with the help of the given char-
acter string at the pattern matching phase.

— There is different number of clusters than should be.

— There is no proper curve to fit with the given function for the intensity
values of the clusters at quantitative standards.

If the assays are free of these mathematical errors then the experiment
can be evaluated biologically. The results are represented in a tabular
form. The most important results are the derived concentrations, the
derived cut-off indices and the deviation from the expected values at the
control samples. With the help of the reporting messages the results of
the test samples can easily be interpreted. All these tools together yield
that a biologist researcher can plan and evaluate his experiment quickly
and easily in a comfortable environment and gets the results in a form
that can be read and interpreted easily.

1.6 Current State of the Project

The two programs were united and enhanced by several new features. It is in
use at Beckton Dickinson, they enclose it to their flow-cytometer machines.

2. Cross Platform Developing

Since there are a lot of Apple Macintosh machines in the laboratories from the
time when these kind of computers were the only choice, we had to support this
platform, too. Nowadays IBM PCs are getting widespread even in this field, so
the PC became the primary target.

We developed the PC version in advance and when a concept survived by
time, then we have adopted the feature in the Mac version. There were tasks
that could made parallel with the software planning and the early development
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stages. For example: getting to know the new platform and its philosophy, possi-
bilities and disadvantages. In general, one can say that creating the executables
for a new platform takes one man’s work in a four men project.

2.1 Choosing the Programming Language and
the Developing Tools

This step is one of the most important task. The selected developing tools
determine the whole process of implementing the software plans. Many aspects
arise at choosing the right programming language. This is particularly true
when the software has to support many platforms. When the language was
fixed, we had to solve the task of the version control and the archiving of the
source codes and other resources. The strongly object oriented Java has not
satisfied our security and performance needs. Finally, C++ was the natural
choice for the programming language, because the shared classes needed only
a few modifications to get compiled on both platforms. Furthermore, we could
very conveniently reuse a lot of codes written in C inherited from a former
project, where LM files were processed.

After inspecting the existing developing tools, we have decided to use Mi-
crosoft’s Visual Studio 6.0 on PC which has several advantage: program devel-
opment has the support of MFC (Microsoft Foundation Classes) standard. The
programs generated with the help of the MFC is not only programmed quicker,
but furthermore they have the standard look of the Windows programs as well.

For the Macintosh platform the Codewarrior integrated development envi-
ronment (IDE) seemed to be the best solution. It has a class hierarchy that
is similar to the MFC and has a complex resource handler. As Visual Studio
yielded the standard look of a Windows program, Codewarrior yields the stan-
dard look of a Macintosh program. We had to create an interface for the old
graphical system and a little modified one for the new visual interface, called
Aqua, that was totally rewritten in OS X.

Version control and archiving had to be solved in a proper way. We have used
the Source Safe subsystem of the Visual Studio to keep track of the consecutively
changing codes. Besides, this system can archive the project.

2.2 Differences Between the Platforms

A Macintosh program follows strict standards that are laid down in the Apple’s
Human Interface Guide (HIG) (see [9]). In the present days this strict rules
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are getting less importance at software design while Windows programs always
adapted the new techniques more easily.

The two platforms have slightly different messaging mechanisms. The mes-
sages are collected in message queues. The messages are handled by the appro-
priate functions of the system and the application.

The platforms have differences between the window systems’ elements. An
essential part of a Macintosh system is a mouse having only one button from
the beginning. This led us to use only the left button of a PC’s mouse, too.

2.3 Security Issues

Our programs are used for medical and research purposes, so security issues play
a great role at the planning and programming phase. The files saved to disks
are encrypted, and only one original printed copy can exists of the AS or SAT
files that are time-stamped and signed manually by the responsible person.

Before a user could do anything, he shall authorize himself. There is an
administrator user having a hardwired password, this user can create new users
or delete old ones. The administrator user can not be deleted.

Saving and loading is standardized and work in the same way on different
platforms. The strings are saved encoded by UNICODE for supporting more
languages, and the numerical types follow the PC standards. The files are
encrypted in order to protect the stored information.

At printing one topic is very important: only one original printed copy shall
exist signed by the responsible person. All other copies of the original are
marked with caption ’Copy’ on each page.

2.4 Interface Planning

During the planning phase we have kept in mind the standards and the most
common solutions. It became clear that it is advisable to set up a linear order
to make sure that the user noticed all changes related to the last action. With
careful design, we managed to order the option pages in such a sequence, that a
setting does not affect the previous pages’ settings. Our programs try to help the
user by providing him with as many information as possible. The independent
features can be set up from the menu directly too.

Windows systems have three basically different type windows: modal win-
dow, modeless window and float window. Macintosh systems have only one kind
of window, but this window has many features. By setting these features in a
proper way, all window types can be emulated.
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In ASF Creator, the File and Edit menus have the standard elements. The
toolbar and the icons are used only on PC.

2.5 Localization

Localization means not only the change of the texts that appear on the screen
and in printing, but it involves the order of a date’s elements, the separators,
the decimal point, etc.

There was a need to support more than one language, especially the Japa-
nese. This means that the ASCII7 is not enough, a multi byte character set is
needed. UNICODE seemed to be the solution.

MFC specifically supports double-byte character sets (DBCS) from Multi-
Byte Character Sets.

Unicode is a worldwide character-encoding standard that uses 16-bit charac-
ter values to represent all the characters used in modern computing, including
technical symbols and special characters used in publishing.

Fortunately, there are standard ANSI C functions that format a date in the
proper order of the elements, yield the name of the months in the local language,
etc.

2.6 Porting Problems and Solutions

Porting problems cover many questions that arise during the migration between
the different platforms. From the byte order and representation standard of the
float numbers through string handling to the classes of the development tools
many difficulties has to be answered.

IBM PCs and Macintosh computers have different byte orders for floating
point data types. With a simple macro this problem can be handled efficiently.

Since even in nowadays the written text is the base of the remote human
communication, strings are extensively used in computer programs. ANSI C
functions helps the tasks related with strings. Visual Studio has a class named
CString to collect these functions together, while Codewarrior serves the same
purpose with LString.

Message boxes are the basic form of the communication with user in decision-
making situations. There are standard message boxes with different number of
buttons in MFC on PCs. I have implemented an adaptive message box class for
Macintosh that resizes to the included text and has the proper buttons.

On Windows, programs frequently use tooltips to explain buttons, areas or
to display hidden information in boxes where scrollbar would have been used.
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On the contrary, Macintosh does not even has such a control. We have found it
handy and by implementing a tooltip class for the Macintosh we extended the
possibilities.

The printing strategy is very different on the two platforms. We have cre-
ated a class that supports starting and ending a printing process. The class
implements many methods from the primitives to print out texts or graphics to
the complex functions as print out heading, footer or complex boxes arranged
in an optimal manner. In a word one can say that the printing functions are
part of a wrapper class.

The programs usually have to store preferences that makes work easier.
Windows uses a central database called Registry. On the other hand, Macintosh
has a folder named Preferences where programs create a file with their names
and store their preferences values in these files. Similar to the printing system,
we have created a wrapping class that manages the Registry entries on PC and
writes to or reads from the Preferences file on Macintosh.

The core or common classes caused only a few problem, because the C+-+
language platform independent and can be ported easily.

3. Bitmap Transformations

The aim of my research is to create algorithms which are able to transform
bitmaps in real-time (see [11], [12], [13], [14], [15]). The algorithms developed
so far are able to accomplish the transformation of an m x n bitmap to either
a convex polygon or a spherical surface or a cone patch or a cylinder patch or
a free-form patch. These are simple projective mapping to the surfaces (see
[16], [17], [18], [19], [20], [21]). In the literature there are several procedures
that can be applied at the minor problems (see [22], [23], [24], [25]). In the
sphere case, the projective co-ordinates of plane sequences are used instead of
using sinus functions, which are very comfortable and fast. For the free-form
case I have developed various techniques. The free-forms can be defined by
well-parametrized B-spline curves, which I have examined in a reviewed article.

3.1 Notation and the Used Tools

Figure 3.1 shows the original bitmap that will be transformed to numerous
shapes and surfaces. Let us indicate the vertices of this m x n bitmap with A,
B, C and D. Let Oy be the point of infinity of the straight line AB. Let Oy be
the point of infinity of the straight line AD. Let us consider an m x n bitmap
asan (m+1) x (n+1) grid.



31 CHAPTER 3. BITMAP TRANSFORMATIONS

Figure 3.1: The original bitmap (400 x 300)

In the following sections I will handle Euclidean planes that are extended
with the points of infinity. I start from the finite part of the plane and I trans-
form it to the finite part of the plane. Meanwhile the tools of the projective
geometry will be used. A point of an Euclidean plane can be denoted by P(x,y).
We can introduce a new notation of P that will be the following: P(%*,32), or
P[z1,x2,23). This way the points of infinity can be handled. When z3 = 0,
then the three co-ordinates describe a point of infinity. In this case (z1,z2)

shows the direction of the point of infinity.

3.2 Transformations Using Projective Invariants

In this section I will describe projective mappings based on the invariance of
the cross-ratio.

3.2.1 Transforming to a Convex Polygon

After the transformation of the bitmap to a convex polygon (see Figure 3.2),
we obtain one of the four cases. We have to find a quadrilateral for each K; ;
pixel of the original bitmap.

The four vertices are points of intersections of lines which are defined by four
pairs of points. The first pair of these points fit on the A’B’ section, the second




3.2. TRANSFORMATIONS USING PROJECTIVE INVARIANTS 32

RE 51310 s fu DS - [Conie] d d E‘

E\\e Edit Yiew Type Window Help - 8 X

'Ready’

Figure 3.2: The original bitmap transformed to a convex polygon

pair of these points fit on the D’C’ section, the third pair of these points fit on
the A’D’ section and the forth pair of points fit on the B’C’ section.

Let us indicate the actual grid-point of a border section with P and the
transformed grid-point with P’. Since we can divide into n pieces the sections
independently, we have to examine only two cases:

1. Opposite sides are parallel to each other.
Let P a grid-point of the AB section. In this case we have to divide the
A’B’ and the D'C" section into n pieces according to the following:

(ABPOy) = (A'B'P'O})
(ABP) = (A'B'P)
PA  PA
PB  PB

We get this result because O and O} are points of infinity.

2. Opposite sides are not parallel to each other.
Let P a grid-point of the AB section. The location of P’ has to be defined
according to the invariance of the cross-ratio. We get the following result

from (ABPOy) = (ABP) = L4 = (A'B'P'O}) = 24 . 87; and P'B =
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N — . PA OA Y2y
A’'B’'— P’ A! equalities: %'013' = A,Blfl_%. From the last result we get
DA = BPA 9 g g lity f hich
= 5 = ( ) equality from which we want to express
1
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PrA PAT- (1+ 55 W)—AB == W,SOPA = o
A+55557)

In this way we can define a P’ point to each P point on the A’B’ section. In
the same way we can define the projected slide of the points of the DC section.

If we apply the intersecting function, we get equalities of a line sequence.
Intersecting these equalities with those we defined from A’D’ and B’C” the same
way, we get the projected slides of the points of the m x n grid.

3.2.2 Transformation onto Developable Superficies

Only those superficies can be handled that have known bijective developing
function. First, we have to transform the four points defining the location of
the transformed bitmap to the plane, where we perform the definition of the
points of the bitmap-grid with the help of the above-expounded method. After
this step, we transform the points of the grid back to the surface. Thus the
quadrilaterals give us the slide of the bitmap projected for example onto either
cone of rotation (see Figure 3.3 (a)) or circular cylinder (see Figure 3.3 (b)).
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(a) Cone of rotation (b) Circular cylinder

Figure 3.3: Transformation onto surfaces that can be laid out
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3.2.3 Projective Transformation to a Polygon Having
Orthogonal Symmetric Axes Pair

We can divide the bitmap into smaller partitions. The projection to these
smaller partitions can be done according to the result of Section 3.2.1. The
transformed vertices of this partitions have to be defined so that for every two
partitions having a common side, the following condition is true: the common
side and the opposite sides to this common side must have the same point of
intersection. After the first one or two steps we cannot modify anything. In
Section 3.3 alternative methods will be introduced for transforming to free-form
patches.

Special patches can easily be created that are symmetrical longwise and
crosswise as well and satisfy the above condition. During the partition, we
can change the position of the vertices of the larger partition. After dividing
this partition into four parts equally, the previous vertices and the point of
intersection of the diagonals will be fixed. The position of the other vertices
can be changed. If we apply this method to the four smaller partitions of the
original bitmap the same way but symmetrically, then we defined the projection
of the original bitmap to a symmetrical patch (see Figure 3.4 (a)), for example
to a circle (see Figure 3.4 (b)) or ellipse.
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(a) General symmetric polygon (b) Circle

Figure 3.4: Transformation to symmetric polygons
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3.2.4 Transforming to a Sphere

The situation of the transformed bitmap is defined by four points which have
to be placed on the same half sphere. Let us indicate the transformed points
with A’, B’, ¢', D', O and O}. r will be the radius of the sphere. Let o’ be
the vector that points to A’ from O which is the center of the sphere and the
co-ordinate system, too. If we apply this notation to B/, ¢’ and D’ points as
well, we can obtain O] and O}, for given A’, B/, C’ and D’ the following way:

o = (@ x b)) x (d x &) oy = (@ x d) x (! x &)
/ ﬁ / ﬁ
0012’1“-7 002:7"7
1] 03]

The spherical quadrilateral, on which the projection is accomplished, is defined
by those segments of the spherical main circle which is the intersection of the
plane determined by the center of the sphere and the proper vertical pairs and
the sphere.

Let us consider that intersection of the sphere which is received so that it
is perpendicular to the line of intersection of the A’D’O and B’C’O planes and
let the O point, which is the center of the sphere, fit into this intersection.

We need two plane-sequences: one between the A’D’O and B'C’O planes
and one between the A’B’O and D’C’O planes. The transformed grid-points
will be the intersection points of the sphere and the two plane-sequences. This
means a projective mapping between two first degree projective basic forms:
between a plane-sequence and a point-sequence.

We can calculate a plane that will be element of the first plane-sequence
and contains P’ point for every P grid-point of the AB section. The same way
we can calculate a plane that will be element of the second plane-sequence and
contains P’ point for every P grid-point of the AD section.

Let the basic planes of a projective co-ordinate system be the A’D’O and
B’C’O planes. A’D’'O will have (0, 1) projective co-ordinate values and B'C’'O
will have (1,0) projective co-ordinate values in the new co-ordinate system. The
line of intersection of these basic planes will be the holder of the plane sequence
with the help of which we can define the locations of the points transformed
to the surface of the sphere. Let us express the OjO50 plane having (), )
co-ordinate values in the new co-ordinate system in terms of the basic planes.
Let p be 2. We will get the proper A value as well, if we use the normal vectors
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of the planes instead of the equalities of the planes.

nojojo = 01 X0y
. / /

NA'D'O X

npco = b xdc

Since n A pro and npg/cro differ from each other at least in one co-ordinate value
and p is 2, the following three equations will contain at least two independent
equations. There are two unknown values: k and A.

k- (nojo,0)@) = A (napo)e) + 1 (ool
k- (nojoi0)y) = A (napo)w) + 1 (nerco) )
k-(noroy0)z = A (napo)e) +ur- (nBrco)s

From these equations k and A\ can be determined easily. We are only interested
in the value of \.

Let an element of the plane sequence defined by A’B’O and D'C’O planes
be indicated by (x1;,y1;). We can produce this (x1;,y1;) sequence if we take all
P; grid-point on the AB section, because the cross-ratio is invariant facing this

type of projective projection. Thus (ABP,01) = (ABP;) = ?’g = % : ﬁ’:é.

From this result ?’g . ziif,l = % follows. We have to express x1; from
0 i
xl,—1 __ -1 . P;B : . _ A—1 . P,B\ __ L 1
ST T °x  pa Simce xly (1—-2 PiA) =1,s0z2l; = PR The
P; A
PA _ p—0 ., yl1,—0 PA | _yli
same way 5 = U7 g and p = 2, so 5 L1 = 2. From the above
_PiB
equalities y1; =2+ (y1;, — 1) - 1;:3 =2 g’i cyl; —2- iﬁ = PiP};A : follows.
, DB

If we consider A’D’O and B’C’O planes the basic planes, then the line of
intersection of these planes will also be the holder of a plane-sequence. Let us
indicate an element of this plane-sequence by (225, y2,) parameters. So, the Pi'j
points adequate to the P;; grid-points of the original bitmap can be calculated
as the point of intersection of the sphere and the line of intersection of the plane
having (x1;,y1;) parameters related to the first basic plane pair and the plane
having (x2;,y2;) parameters related to the second basic plane pair. During the
producing of the algorithm, it is worth calculating with the normal vectors of
the planes, because we can get the projected points of the grid points of the
bitmap as the vectorial product of the normal vectors of the appropriate planes
of the plane sequences having length 7.
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Consequently, we could transform to spherical surface taking advantage of
the invariance of the cross-ratio without using trigonometrical functions in the
algorithm, which are too time-consuming for computers (see Figure 3.5).
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Figure 3.5: Six bitmaps transformed to a sphere

3.3 Methods for Free-form Patches

When we take a non-symmetrical shape and do not want a break in the pattern,
then we shall seek new methods. The following algorithms try to widen the
shapes that can be handled.

3.3.1 Shrinking the Borders

In the sequel we suppose that the bitmap to be transformed is N x N. It
is not a restriction in practice, because each rectangular bitmap easily can be
transformed into a N x N shape. Let the transformed borders given by (x4 (t1),
yi(t1)), (w2(t2), y2(t2)), (ws(ts), ys(ts)), (wa(ta), ya(ts)) function pairs, where
t1, to, t3, tg € [0, ].]

The points of intersections of the border curves defined by function pairs
(w:(t:), wi(t)) (i = 1,2,3,4) are the followings: (z1(1), y1(1)) = (#2(0), 12(0)),
(22(1), 52(1)) = (23(1), ys(1)), (21(0), y1(0)) = (24(0), ya(0)) and (z4(1),
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ya(1)) = (x3(0), y3(0)). Let fi(t;) = (wi(ts), vi(t:)) and ai(ts,s) = fi(t:) +
(KP — fi(ti)) - s/(N/2),i=1,2,3,4. Let K P denote the point of intersection
of the diameters defined by the transformed vertices of the original grid. The
diameters divide the form into four parts. The following constraints have to be
satisfied for each f;(t;): neither f;(¢;) can have a point of intersection with the
diameters and each f;(¢;) must has one and only one point of intersection with
those lines which fit on K P and lie in the appropriate angular region. Changing

any of the f;(¢;) will only affect the appropriate quarter of the image.
The transformed edge points of the original grid are the followings:

(21(0),51(0))  (z1(1/N),y1(1/N)) (21(2/N),y1(2/N)) (z1(1),y1(1));
(22(0),52(0))  (z2(1/N),y2(1/N))  (z2(2/N),y2(2/N)) (z2(1),y2(1));
(23(0),y3(0))  (2x3(1/N),y3(1/N)) (23(2/N),y3(2/N)) (z3(1),y3(1));
(24(0),y4(0)) (z4(1/N),ya(1/N)) (x4(2/N),ya(2/N)) (z4(1),ya(1)).

The transformed inner grid points can be obtained by giving the parameters
of functions a;. These points will be defined from the edge moving toward K P.

In each step less and less points by two have to be defined.
The parameters for a quarter are:

a;(0,0) a;(1/N,0) a;(2/N,0) ai(1,0);
a;(0,1/(N/2))  a;(1/(N —2),1/(N/2)) a;i(2/(N —2),1/(N/2)) ... ai(1,1/(N/2));
a;i(0,2/(N/2))  ai(1/(N —4),2/(N/2)) ai(2/(N —4),2/(N/2)) ... ai(1,2/(N/2));

ai(0,(N/2 = 1)/(N/2)) ai(1/27(N/(21—1)1)/(N/2)) ai(1, (N/2 = 1)/(N/2));

The common points of the neighbouring quarters will be computed twice
and the point of intersection of the diameters will be computed four times in
this way. Naturally, it is enough to compute these points only once.

The advantage of this method is that the transformed image can be mod-
ified locally. Changing only one bordering curve implies the recalculation and
redrawing of only one quarter of the image. The four quarters of the image are
distorted according to the bordering curves. The quarters are independent from
each other, but the projection is continuous at the common edge of the quarters
(see Figure 3.6).

3.3.2 Using Bilinear Weight Function

Transforming to a free-form patch can be interpreted the following way: two
function sequences have to be defined between two pair of functions and we have
to use the points of intersections of these function sequences (see [27]). Let the
original bitmap be N x M.
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Figure 3.6: The original bitmap transformed to a free-form patch

Let aq(u), az(u), u € [0,1], és b1(v), ba(v), v € [0,1] curves be given so
that they are in the same plane and both a curve have one point of intersection
with both b curves. These curve pairs will define the transformed bitmap. Our
objective is to find a s(u,v), u,v € [0,1] function for which s(u,0) = a;(u),
s(u, 1) = az(u); s(0,v) = b1 (v), s(1,v) = ba(v) are satisfied.

We will use function sequences to solve this problem. Let us consider
I(u,v) = (1 —v) - a1(u) + v - az(u) function sequence defined by aq(u) and
az(u) and let us consider Ip(u,v) = (1 — u) - by (v) + u - b (v) function sequence
defined by b (v) and by (v). These function sequences are interpolating the oppo-
site curves but their end points do not follow the other curve pair. The bilinear
interpolation of the four vertices will solve this problem.

rotwre) == - (100 S0 [

The s(u,v) = Iy (u,v) + Iy (u, v) — Lop(u, v) function yields the solution of the
problem (see Figure 3.7). The transformed grid can be obtained by using the
following parameters:

5(0,0) s(0,1/M) 5(0,2/M) S s(0,1)
s(1/N,0) s(1/N, 1/M) s(1/N,2/M) . s(1/N, 1)

S(N=1)/N,0) s((N—1)/N,1/M) s((N—1)/N,2/M) ... s((N-1)/N,1)|
s(1,0) s(1,1/M) s(1,2/M) s(1,1)

The s(u,v) function can yield such co-ordinate pair for inner points that
defines a point that is out of the area defined by the four curves. We have to
take into consideration this fact at giving the bordering curves.
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Figure 3.7: Transformation based on bilinear weight function

Changing the borders effects the whole picture, so we have to recalculate all
of the points of the transformed grid. In spite of this fact, we can speed up the
algorithm by reusing partial results.

3.4 Using Neural Networks

This section will present a new method based on neural networks which per-
forms bitmap transformation onto a free-form patch. An important advantage
of this new method that arbitrary topology can be chosen for a pixel (as might
as well hexagon or triangular instead of the usual quadrilateral), because this
topology remains fixed during the algorithm. On the other hand, it has a big
disadvantage considering the solutions so far: this method is rather slow, thus
making animations is not possible.
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3.4.1 Introduction into Neural Networks

The theorem of artificial neural networks yields a very effective alternative
method (see [28], [29]). In the followings a Kohonen (see [30], [31], [32], [33])
network will be used because of its strong ability to learn data.

The approximation algorithm consists of two separated parts.

1. The neural network is taught by random points and by this teaching pro-
cedure prepares a grid of a chosen topology. The starting grid points will
spread over the free-form patch.

2. The areas corresponding to the pixels have to be filled up with the appro-
priate color.

3.4.2 The Training Procedure

The network will be trained by points selected from a uniformly distributed area,
see [30]. In order to obtain the desired form, we put the points of the border
in regularly. Since our problem is two-dimensional, the input layer consists of
two nodes. The output layer consists of m = (k+ 1) - (I + 1) where k and [ are
the number of the rows and columns of the original bitmap. These m output
nodes form a grid. Each nodes of the input layer is connected to each nodes of
the output layer. All of the connections have a weight: w;; denotes the weight
between the input node ¢ and output node j.

e Coordinates of the input points are: p;(x1;,22;) (¢ =1,...,n), where n is
the number of input vectors.

e Coordinates of the output points are: g;(wij,we;) (j = 1,...,m), where
m is the number of the nodes in the network.

The training procedure is defined in the following way:

Step 1. Initialize the weights ws;, (s =1,2;j =1,...,m) according to the chosen
topology. Let the training time ¢ = 1.

Step 2. Present new input values (z1;,,%2;,), as the coordinates of a randomly
selected input point p;, from the free-form patch. We take a point from
the border regularly, too.

Step 3. Compute the Euclidean distance of all output nodes to the input point:

2
&= 3 oy — w0
s=1
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Step 4. Find the winning unit g;, as the node which has the minimum distance
to the input point, so where jo is the value for which d;, = min(d;).

Step 5. Compute the neighborhood N (t) = (jo, j1, .- -, Jk)-

Step 6. Update the weights of the nodes in the neighbourhood by the following
equation:

wgj(t+ 1) = wg;(t) +n(t) - (w55, — wsj(t)* Vj € N(2),
where 7(t) is a gain term decreasing in time.

Step 7. Let t = ¢ + 1. Repeat Step 2-7 until the network is trained. This means
that the change of the grid is under a predefined limit.

Initializing the Weights

They have to be determined in a way that the starting grid points form a
rectangle within the free-form patch. Best results can be achieved by arranging
the weights around the centroid of the patch.

The Radius and the Gain Terms

Both of them have to decrease in time and they shall be Gaussian. In the
algorithm I have used the following formulas to calculate the radius and the
gain term, see [32] and [33]:

Gain(t) = e 3 (&)’ Radius(t) = 267%(5)2,
where ¢ denotes the number of iterations, ¢ and s are the scales on the time
axis, while n denotes the number of input points.

By using artificial neural networks we get very nice transformed pictures, but
unfortunately the speed is not satisfactory. The pixels from which the picture
is made up have similar size if the parameters are chosen expediently. This
method helps us to extend the set of free-forms which can be textured.
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