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1. Bevezeto

A képalkoto eljarasok, mint példaul a mikroszképia, az egyik legyak-
rabban hasznalt eszk6zok az orvosi és bioldgiai kutatasok sordan. Ennek
az oka egyszerli: a puszta szem szamara lathatatlan dolgok megjele-
nitése egy rendkiviil hatdsos moédja annak, hogy betekintést kapjunk
ezen rendszerek belsd miikodésébe. Az agyunk tugy fejlodott ki, hogy
rengeteg kiilsé informaciét dolgozzon fel, és ezek koziil vitathatatlanul

a latas a legjelentGsebb.

Az optika egyik dgaként a mikroszkdpia (gorog erdet, mikrosz, ,ap-
r6” és szkopein ,figyel” szavakbdl) a fény és vizsgdlt minta interakci-
Oinak megfigyelésén alapul. Hogy lathassuk ezeket az interakcidkat, a
mikroszkoép optikaja felnagyitja a minta képét, ami detektdlhaté és rog-
zithetd egy erre alkalmas berendezéssel. A legels6 mikroszképokndl, a
17. szdzadban, ez egyszeriien a szem volt, a felvételt pedig a megfigyelt
képekrdl késziilt rajzok alkottdk [1].

A mikroszképia egy igazan multidiszciplinaris tudomanyag: még
a legegyszer(ibb formdjaban, egy egyszerii lencsét hasznalva, a fizika
alapelveit kihasznalva nyerhetiink mélyebb megértést a bildgiarol és a
természetrél. Manapsag a mikroszképia feloleli a legtobb természettu-
domény eredményeit, kiegészitve kiilonféle technoldgiai fejlesztésekkel.
Ugyan tovabbra is a fizika és a biolégia adjdk a kulcsszerepet, a ké-
mia (fluoreszcens molekuldk), mérnoki tudményok (automatizéalds) és
informécids technoldgia (képfeldolgozas) eredményei kozosen alkotjak a

modern mikroszképia alapjait.



2. Kihivasok az élo mintak haromdimenzios

képalkotasaban

Kihivasok a képalkotasban

Az é16 mintakrél torténd képalkotas elengedhetetlen az embrionélis fej-
16dés folyamatainak megértéséhez. Idedlis esetben a mikroszkép ké-
pes lenne egy folyamatos, haromdimenzids, tobbszinti felvételt készi-
teni barmely biologiai folyamatrdl, a lehet6 legnagyobb felbontassal.
Sajnos azonban ez nem lehetséges; a biologia és fizika hatarai miatt
kompromisszumra van sziikség. A fény diffrakciés természete, a fluo-
reszcens jelolok véges élettartama és az é16 mintak fényérzékenysége
miatt a mikroszképianak alkalmazkodnia kell az aktudlisan megvéla-
szolandé kérdéshez. Annak érdekében, hogy valoban hasznos felvételek
késziilhessenek, meg kell talalni az egyensulyt a jel-zaj viszony novelé-
se és a térbeni és id6beni felbontas javitasa kozt, mindekézben szem
elott tartva, hogy maga a képalkotds ne legyen befolyéassal a vizsgalandé
folyamatokra (la dbra) [2].

A light-sheet fluorescens mikroszképia (LSFM), més néven egy-
sik megvildgitdsi mikroszképia (single plane illumination microscopy,
SPIM) [3] egy viszonylag 1j tagja azon technikdk arzendljanak, melyek
a fénymikroszkdépian alapulnak. Nagy elénye, hogy kiilénosen alkalmas
él6 mintdk hosszantarté vizsgalatara nagy térbeni és idGbeni felbon-
tassal [4-7]; tovdbbd konnyen adaptalhaté a vizsgdlandé mintdhoz, le-
hetévé téve szdmos kiilonféle kisérletet, akar teljes szerveken [8], akér
egyes sejtek belsd folyamatait vizsgalva [9].

Ugyan a light-sheet mikrosképia valodi optikai szeletelést tesz lehe-

tévé, az axialis felbontésa is rosszabb, mint a lateralis, hasonléan maés



mikroszkopidkhoz. Izotrép 3D-s felbontas elérheté egyazon mintardl
tobb irdnybdl késziilt felvételek Osszeolvasztdsdval [10]. Ezt leggyak-
rabban gy lehet megvaldsitani, hogy a mintit egy viz alapt zselébe
agyazzuk, mely szabad hozzéaférést ad minden iranybdl, és megfelel6en
stabilan tartja a mintdt, mely igy pontosan poziciondlhat6. Bizonyos
érzékeny mintaknal azonban ez a moédszer nem hasznalhaté, példaul
egérembriok esetében, melyek szamara egy specifikusan kialakitott kor-
nyezet sziikséges a megfeleld fejlddéshez [11]. Ilyen mintdknal a forga-

tas hidnya miatt mas megoldasra van sziikség a tObbnézetes képalkotds

megvalésitasahoz.
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1. abra. Kihivasok a mikroszképidban. (a) Komromisszumok a fluoreszcens
€16 képalkotasban. A felvételi paraméterek optimalizdldsinil kompromisszumra van
sziikség a magas felbontéds, kontraszt és sebesség kozt, elkeriilve a minta kirositdsat
[2]. (b) Kisérleti adatok méretei és az adatsebesség Osszehasonlitdsa egy-sik megvila-
gitdst mikroszképia (SPIM, piros), high-content screening (vildgoskék), lokalizacios
mikroszképia (SMLM, narancs) és konfokélis mikroszképia (kék) esetén.



Kihivasok a képfeldolgozasban

A képfeldolgozas minden mikroszkopiat alkalmazé kutatasban kritikus
részét képzi a munkafolyamatnak. Ez kiilonosképp igaz a light-sheet
mikroszkopidra, ahol egy adott minta tobb napon keresztiil torténd
vizsgalatara is lehet6ség van, jelent6s mennyiségii adatot generdlva ez-
altal. Egy egyszeri Drosophila fejlédést célzé felvétel (ami egy tipikus
példaja a light-sheet mikroszképia vizsgidlatoknak) tobb terabyte ada-
tot eredményez.

A light-sheet mikroszképian kiviil egyéb mikroszképos eljarasok
is hasonlé problémaval szemesiilhetnek. Olyan eljirasok, mint a high
content sreening [12-14], ahol t6bb ezer kiilonbozd genotipust vizsgal-
nak, vagy a loklizaciés mikroszképia (SMLM) [15-17], ahol a mintdnak
egyetlen sikjarol készil tobb ezer felvétel a szuperrezolicié eléréséhez.

Ezek a modszerek nem csupan rendkiviil gyorsan generaljak az ada-
tokat, hanem sokszor hosszi id6n keresziil torténik mindez, igy egyes
kisérletek a terabyte-os méretet is elérhetik (1b dbra). Ez a hatalmas
mennyiségii adat konnyen akadalyt allithat az 1j felfedezéseknek, ami

egyre gyakrabban jellemz6 a biol6giai kutatdsokban [18-20].

3. Uj tudomanyos eredmények

Jelen munka az el6zéekben vazolt kihivasokra nyujt lehetséges megolda-
sokat: érzékny mintak, példaul egérembridék nagyfelbontasu vizsgélata

éloben, és nagyméreti light-sheet adatok valds ideji feldolgozasa.

Tézis I. Megterveztem es megépitettem eqy light-sheet mikroszkopot,

ami érzékeny mintdk nagy felbontdsi vizsgdlatdra alkalmas. A két darab,



s

magas numerikus aperturdju objektiv 120 fokban torténd elhelyezése, egy
megdontott light-sheettel kombindlva, izotrép 3D felbontdsi képalkotdsra
ad lehetdséget, mikozben a fény begyiijtésének hatékonysdgdt kétszeresre
noveli meg.

Kapcsolédé publikéciok: [J1],[J2], [J3]

A Dual Mouse-SPIM egy tijszerti megkozelitést képvisel a light-sheet
mikroszképidban. A 120 fokban elhelyezett magas numerikus aperttra-
ju objektivek nemcsak a felbontés javitasat eredményezi a hagyoményos
90 fokos elrendezéssel szemben, hanem a nagyobb detektdlasi szognek
koszonhetden a fény begytjtése kétszer hatékonyabban torténik. Ez leg-
foképpen fényérzékeny mintak, mint példaul egérembridk esetén lehet
elényos, mivel a fototoxikus hatdsok lecsokkenthetOk, mig a kontraszt
megmarad. Mindét objektiv hasznalhaté megvilagitasra és detektalasra
is, ami lehet6vé teszi a forgatas nélkiili tobbnézetes felvételt.

Megterveztem az optikai utat, az elrendezést és az egyedi mecha-
nikai komponenseket, tovibbd megépitetttem a mikroszképot. A mik-
roszkép részeként megterveztem egy egyedi nyalabosztd egységet, ami
lehetové teszi csupan egyetlen galvanometrikus szkenner hasznalatat a
light-sheet generdlashoz mindkét objektiv esetén. Tovabba egy olyan
testreszabott detektalds-Osszeolvasztd egységet is megterveztem, ami
lehet6vé teszi egyetlen kamera hasznédlatat mindkét nézetbdl.

Karakterizdltam a mikroszkép optikai tulajdonsagait, meghataroz-
va a megvildgitdsi profilt és a pontatviteli fiiggvényt (PSF). A 95 nm-es
latomez6 egy 3.6 pm vastagsagu light-sheettel van egyenletesen megvi-
lagitva. A mintaként hasznalt gémbocskék két irdanybdl torténd kép-
alkotasa 314 nm lateralis és 496 nm axialis felbontdst eredményezett.
Ez egy 2,67-szeres javulas egyetlen detektdld objektivliencse axialis fel-

bontasdhoz képest. Ezen kiviil demonstraltam a mikroszkép képességét



2. dbra. Dual Mouse-SPIM koncepcié. (a) Objektivek elrendezése. Mindkét
objektivet felvaltva lehet hasynalni megvildgitasra és detektdlasra is. (b) A két nézet
egylittes PSF fiiggvénye oldalnézetbdl. 12 fluoreszcens gombocske atlaga. Lépték:
1pm.

Drosophila melanogaster embridkrol és az egér zigbtakrol késziilt felvé-
telekkel.

Tézis II. Kidolgoztam eqy GPU-alapi képfeldolgozdsi pipeline-t t6bb-
nézetes light-sheet mikroszkopidra, amely lehetévé teszi a szemkozti né-
zetek valos idébeni dsszeolvasztdsdt.

Kapcsolédé publikaciok: [C1], [C2], [C3]

Kidolgoztam egy GPU-alapu képfeldolgozasi pipeline-t, mely koz-
vetleniil integralhat6 a LabVIEW alapt univerzalis mikroszkép vezérld
rendszertinkbe. A pipeline jelenleg lehetévé teszi a hattér levondsat és
a hattér maszkolasat, tovibba képes az azonos sik szemkdzti nézeteinek
azonnali 0sszeolvasztasira. Megmutattam, hogy lehetséges a szemkoz-
ti nézetek regisztralasdnak 3D problémdjat 2D problémara redukalni,
anélkiil, hogy ez negativ hatassal lenne a képmindségre és a felbontasra.
Ez jelentésen lecsokkenti a sziikséges szamitasi kapacitast és lehetévé

teszi a CUDA texturadk alkalmazéisat és a valds idSbeni dsszeolvasztést.
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3. abra. Valés idejii képfeldolgozé pipeline tobbnézetes light-sheet mik-
roszképidhoz.

Ennek a megoldasnak a feldolgozasi sebessége 138 fps, ami 18,3-szoros

novekedés az egyszali CPU verzidhoz képest.
Téziscsoport I11. Valds ideji képtomarités.

Tézis I11/1. Kifejlesztettem egy képtomoritési algoritmust, ams
lehetdvé teszi a fénymikroszkopokkal nyert képek zaj-fiiggd veszteséges
toméritését és akdr szdzszoros témoritési ardnyt is elérhet, megdrizve
a késébbi adatfeldolgozd lépések eredményeit. A gyors CUDA imple-
mentdacto lehetdvé teszi a nagysebességi, kamerdk képeinek valds ideji
tomoritését.

Kapcsol6dé publikdciok: [J4], [C1], [C2], [C3]

Mivel a szamos kiilonféle nagyebességii mikroszkopia technikak ha-
talmas mennyiségii adatot generalnak, kisérletenként akar terabajtokat
elérve, a képtomorités kiemelt szerepet kap ilyen adathalmazok esetén.
A jelenleg haszndlt, mikroszkdpos képekkel kompatibilis képtomoritési
eljarasok nem képesek a modern sCMOS kamerak nagy adatsebességé-

vel megkiizdeni (~ 800 MB/s).



Kifejlesztettem a B3D nevii GPU-alapti parhuzamos képtomoritd
algoritmust, amely képes 1 GB/s feletti 4tviteli sebességre, lehetévé té-
ve a valds ideji képtomoritést. A méret tovabbi csokkentése érdekében
kidolgoztam egy zajfligg6 veszteséges tomoritési eljarast, amely deter-
minusztikus médon médositja az adatokat. A pixelenkénti megengedett
eltérés a kép zajszintjéhez képest valaszthato, figyelembe véve a strétzaj
(shot noise) és a kamera kiolvasdsi zaj mértékét. A pixel prediktalasnak
koszonhetéen a szubjektiv képmindség magasabb, mint més eljarasok

esetén, ahol egyszeriien a képek négyzetgyokének kvantilasa torténik.

Tézis IT1/2. Megmutattam, hogy a zajszinten belili tomdorités nem
befolyasolja szignifikansan a leggyakrabban haszndlt képfeldolgozdsi fel-
adatok eredményeit és a tomoritési arany 3,32-szeres dtlagos javuldsdt
eredményezi a veszteségmentes tomoritéshez képest.

Kapcsolédé publikaciok: [J4], [C1], [C2], [C3]

Mivel az adatok integritasa elengedhetetlen a megfelel6 kovetkezte-
tések levondsa érdekében, ezért a veszteséges tOmorités hasznalata el-
lentmodnésos lehet. Megmutattam, hogy a B3D zajszinten beliili médja
(within noise level, WNL) nem befolyésolja szignifikdnsan a leggyak-
rabban hasznalt képfeldolgozasi feladatok eredményét.

Light-sheet mikroszképos adatokra megmutattam, hogy a WNL t6-
morités kisebb eltérést okoz a képben, mint a sorétzaj (shot noise). A
felvételek szegmentaldsa esetén a szegmentalt régidk atfedése Droso-
phila embri6 sejtmagokra 99,6%, mig Phallusia embridk membranjara
94,5%. A tomoritési ardny a két felvételre 19,3-szoros, illetve 40,01-
szeres volt.

Lokalizaciés mikroszkop adatokra megmuttam, hogy a WNL t6mo-

rités mindossze 4%-kal noveli a lokolizdciés hibat, mig az dtlagos t6mo-
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4. dbra. Zajszint fiiggd veszteséges tomorités hatasa 3D sejtmag szegmen-
talasra. Egy H2Av-mCherry sejtmagi markert kifejezd Drosophila melanogaster
embrié MuVi-SPIM [21] felvételén 3D-ben szegmentdltuk a sejtmagokat. Az eltéré-
sek megjelnitéséhez egymésra vetitettiik az eredeti (z6ld) és tomoritett (magenta)
képekrol késziilt szegmentdlds eredményét (b, c; dtfedés fehérrel jellve). A szegmen-
talasok atfedése és a tomoritési rdta a tomoritési szint fliggvényében a (d) aldbran
lathato.

ritési rata 1,44-r6l (veszteségmentes) 4,96-ra emelkedik. Megmutattam
tovabbéa, hogy a lokalizacios hiba valtozasa nem fiigg a felvételek jel-zaj

viszonyatol.

4. Lehetséges alkalmazasok

Mind a Dual Mouse-SPIM mikroszképnak, mind a GPU-alapu képfel-
dolgozasnak kozvetlen alkalmazasi lehetGségei vannak az embriondlis
fejlédés vizsgalataban. TObb potencidlis egyiittmiikodé fejezte ki ér-
deklodését a Dual Mouse-SPIM hasznélata irant az egér embrionalis
fejlodésének vizsgalataban. A pre- es posztimplanticios fazis szimmet-
riatéré eseményeire 6sszpontosié kutatdsokban ez az elrendezés leheto-
séget ad nagyobb mintdk tobb iranybdl torténd képalkotasara, ami a
jelenleg hasznélt mikroszképokkal nem valésithaté meg, igy lehetGseget
adva eddig ismeretlen mechanizmusok feltarasara. Egy masik lehetséges

alkalmazas a kromoszéma szegregacié mechanizmusainak vizsgalata az



embrionalis fejlédés elsé néhany osztdédasi fazisaban. A nagyobb axidlis
felbontéas lehetOséget ad minden egyes kromoszéma kdvetésére az oszto-
dési folyamat soran, ami eddig nem volt lehetséges az axidlis felbontés
hianyossagai miatt.

A GPU-alapt képfeldolgozasi pipeline-t, f6képp a szemkozti néze-
mikroszkopjan, a MuVi-SPIM- en. A két szemkozti objektiv nézeteinek
Osszeolvasztasa a képalkotas kdzben nemcsak jelentés tarhely megtaka-
ritast eredményez, de az adatelemzést is szignifikdnsan felgyorsitja.

A B3D képtomoritési algoritmus el6szor light-sheet mikroszképia ki-
hivasaira fokuszalva lett megtervezve, de sokkal széleskoriibb felhaszna-
lasi lehet6séget nytjt. Barmilyen nagy teljesitményti, high-throughput
fénymikroszképian alapuld vizsgalat profitalhat a zajszinten belili t6-
moritési eljarasnak koszonhetd jelentds adatesdokkenés adta elényokbdl.
Mivel a tomorités a képalkotas alatt azonnal kivetelezhetd, nemcsak a
tarolasi feltételek, de a sziikséges sdvszélesség is lecsOkken, ami sziik-
ségtelenné teszi a nagyteljesitményt RAID témbok haszndlatat és 10
Gbit-es héldézat kiépitését tovabb csokkentve a koltségeket. A hason-
léan gyors kitomoritési sebességnek koszonhetéen az adatbeolvasés is
gyorsabb lesz, amibdl a bongészési és 3D adatmegjelenitési alkalmaza-
sok profitdlhatnak. Néhany cég mar érdeklédését fejezte ki a tomorités
irdnt, tobbek kozott a Bitplane AG (3D adatelemzés és megjelenités), a
Luxendo GmbH (light-sheet mikroszképia) és a Hamamatsu Photonics

K.K. (kamera es szenzor gyartés).

10
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